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BIOSEGURIDAD DE CEPAS NATIVAS DEL HONGO Trichoderma spp.
UTILIZADAS EN CONTROL BIOLOGICO

BIOSAFETY OF NATIVE STRAINS QOF Trichoderma spp. FUNGUS USED FOR BIOLOGICAL CONTROL

Marleny Vargas! v Jenny Dussdn?

Resumen

El género Trichederma ha sido repontado en el munde como controlador de hongos fitopatégenos (Pythium, Rhizoctonia
solani (Kuhn), Sclerotium rolfsii (Saccardo), Fusarium solani, Alternaria solani, Dreschlera avenae, D. sorokiniana v
Sclerotinia sclerotiorion) en diferentes cultivos. En Colombia se estd implementando su uso a nivel comercial para el
biocentrol de diferentes hongos fitopatdgenos en cultivos de algodén, flores, tomate v fifjol. Sin embargo, no se ha
heche una adecuada gestién de riesgo para el hombre, los animales y ¢l ambiente en general. El Ministerio de Salud
adoptd los lineamientos que la Environmental Provection Agency (EPA) de Estados Unidos ha establecido para los
plaguicidas de origen bicldgico. En este sentido se elaboraron 1as pruebas de toxicidad, infectividad v/o patogenicidad
agudas o de nivel I (sistémica, oral y pulmonar en ratones; irritacion dérmica y ocular en conejos) con tres especies de
Trichoderma (hamatum, koningit y viride) untilizadas en control bioldgico. Bajo las condiciones del experimento las
cepas no se consideran infectivas ni irritantes pero sf patégenas oporiunistas. En la prueba sistémica causaron en los
ratones pérdida de peso, peladura de la piel, nddulos intraperitoneales, alteracién del comportamiento y afeccién de
6rganos. Finalizadas las pruebas intraperitoneal, oral y dérmica se recupers el hongo.

Palabras clave: prucbas de toxicidad, control biolégico, Trichoderma hamatum, T. koningii, T. viride.

Abstract

The genus Trichoderma has been reported to worldwide as a controller of phytopathogenic fungus (Pythium, Rhizoctonia
solani (Kuhn), Sclerotivm rolfsii (Saccardo), Fusarium solani, Alternaria solani, Dreschiera avenae, D. sorokiniana y
Sclerotinia sclerotiorum) in cultivations different. Colombia have had increased the biocontrol in commercial nse for
phytopathogenic fungus in cotton, flowers, tomato and bean cultivations. Also though, it hasn’t been perform an
appropriate risk management that it may bave on humans, animals and the environment. The Department of Health has
adopted the USA Environmental Protection Agency (EPA) test, established for biclogical pesticides. In this way were
developed the acute toxicity, infectivity and/or pathogenicity test or levet I (systemic, oral and pulmonary in mice; skin
irritation and eye irritation in rabbits) with three strains of Trichoderma (hamatum, koningif and viride) used for
biological control. Under the experimental conditions used, the species were not be considered infectious and irritating
but opportunistic pathogenic to mice with sistemic test. The mice showed to lost on weight, skin peeling, intraperitoneal
nodule, behavior alteration and organ affection. The fungus was recovered when the systemic, oral and skin test finished.

Key words: toxicity testing, biological control, Trichoderma hamatum, T, koningii, T, viride.

INTRODUCCION

En lavdltima década se ha incrementado el uso de con- romycotina-Hyphomycetes) ha sido reportado en el
troladores biologicos de plagas en agricultura, como mundo como controlador de diversos hongos fitopa-
un componente del Manejo Integrado de Plagas y tégenos: Pythium, Rhizoctonia solani (Kuhn), Scle-
Enfermedades. El género Trichoderma (Deute- rotium rolfsii (Saccardo), Fusarium solani, Alternaria
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solani, Dreschlera avenae, D. sorokiniana y Sciero-
tinia sclerotiorum en diferentes cultivos (Irmscher et
al., 1978; Cook y Baker, 1983; Elad et al., 1983; Nel-
son 7 al., 1988; Alippi y Ménaco, 1990; Cotes, 1993;
Chet, 1994; Benjumea, 1996; Grondona ez al., 1997).

En Colombia se estd implementando su uso a nivel
comercial para el control de diferentes hongos fito-
patégenos en cultivos de algodén, flores, tomate y
frfjol. Sin embargo, no se ha hecho una adecuada
gestion de riesgo para el hombre, los animales y el
ambiente en general. Por tanto, es necesario realizar
los estudios de bioseguridad y determinar o descar-
tar sus posibles efectos negativos para el hombre,
los animales y el ambiente,

El género Trichederma se considera como un raro
patégeno en humanos (oportonista). Se han identi-
ficado cinco especies como agentes etioldgicos de
enfermedad en el hombre: T. viride, T. harsianum,
T. koningii, T. longibranchiatum y T, pseudokonin-
gii, los cuales ocasionan diferentes afecciones: pe-
ritonitis, infecciones en receptores de transplantes,
hematomas perihepéticos, afeccién traumadtica en el
cerebro, absceso cerebral, enfermedades disemina-
das, sinusitis invasiva, alveolitis extrinsica alérgica
y asma. Estas afecciones se han presentado princi-
palmente en pacientes inmunocomprometidos, al-
gunos con implantes de elementos extrafios al cuerpo
que representan un importante factor de predisposi-
cién a las infecciones oportunistas (Robertson, 1970;
Escudero et al., 1976; Loeppky et al., 1983; Ragn-
aud et al., 1984; Jacobs et al., 1992; Halpin et al.,
1994; Gautheret et al., 1995; Seguin et al., 1995;
Tanis et al., 1995; Guiserix et ai., 1996; Young et
al., 1997; Furukawa et al., 1998; Richter ef al., 1999).

En un estudio realizado por Hjortkjaer ef af. (1986)
se encontrd a I, reeser patdgena sobre animales blan-
cos de laboratorio (cobayos, congjos albinos vy rato-
nes), con inmunodeficiencia inducida, que produjo
la muerte a varics de los ejemplares y diferentes
anomalias en los que sobrevivieron: en los cobayos,
neumonia intersticial, inflamacidn granulomatosa y
necrosis en el higado; en conejos, abscesos perito-
neales, bronconeumonia cronica y lesiones crénicas
en los rifiones e inflamacidén granulomatosa; en rato-
nes, petequias, induraciones y quistes en los rifiones,
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necrosis en el higado, inflamacién granulomatosa y
abscesos abdominales.

Se han desarrollado las guias para los Agentes Mi-
crobianos Controladores de Plagas (MPCAs), ya que,
a diferencia de los pesticidas quimicos, los MPCAs
pueden sobrevivir, reproducirse en el ambiente e
infectar o causar enfermedad en otros organismos
vivos. En este sentido, el Ministerio de Salud expi-
di6 el Decreto 1843 de 1991, ley marco sobre pla-
guicidas, Para los de origen biolégico, adopid los
lineamientos que la Environmental Protection Agen-
cy (EPA) (1996) ha establecido para este flem e in-
cluye toxicidad, infectividad yfo patogenicidad
(Economicam European Communities, EEC, 1995;
EPA, 1996; Ministerio de Salud, 1996).

La EPA ha establecido cuatro niveles de seguridad.
En este estudio se elaboraron las pruebas de toxici-
dad, infectividad y/o patogenicidad agudas o de ni-
vel I [sistémica {intraperitoneal), oral, inhalacién
pulmonar, dérmica y ocular)] con el fin de estable-
cer si las cepas T. hamatum (Th-17), T. koningii (Th-
11) ¥ T. viride (Th-3), usadas en control bioldgico,
representan algun riesgo para la salud.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajé con tres cepas nativas de Trichoderma uti-
lizadas en control biolégico, procedentes del Progra-
ma de Manejo Integrado de Plagas y Enfermedades,
de Corpoica (T, hamatum, T, koningii v T. viride), su-
ministradas por la doctora Alba Marina Cotes (Di-
rectora del Laboratoric del Programa). Se hizo un
control positivo de infectividad y/o patogenicidad con
Cryptococcus neaformans cepa LCR-INS.

Para las pruebas intraperitoneal, oral y pulmonar se
trabajé con ratones albinos de la cepa C:F: W. de seis
a nueve semanas de edad (Hjortkjaer et ai., 1986;
EPA, 1996; Griinig et al., 1997}, con rangos de peso
para las hembras entre 24 y 27 g y para machos en-
tre 28 ¥ 31 g. (tabla 1), Para las prucbas dérmica y
ocular se trabajdé con conejos blancos de la raza
Nueva Zelanda, de 2.5 meses de edad, con peso en-
tre 2 y 2.5 kg (Prince, 1964; Gelatt, 1981). Se ino-
cularon 36 conejos (18 por prueba), mitad hembras
y mitad machos.
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Tabla 1. Prucbas de toxicidad, infectividad y/o patogenicidad del nive! I en ratones
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Intraperitoneal
Daosis 1inica Controles
Microorganismo activo Microorganismo inactivado Sin tratamiento
3 hembras 3 machos 3 hembras 3 machos 3 hembras 3 machos
Oral
Daosis dnica Controles
Microorganismo activo Microorganismo inactivado Sin tratamiento
ACH CH* ACH O+
6 hembras | 6 machos 3 hembras 3 machos 2hembras | 2 machos | 2 hembras | 2 machos
Pulmonar
Dasis iinica Controles
Microorganismo activo Microorganismo inactivado Sin tratamiento
8 hembras ] § machos 3 hembras 3 machos 2 hembras | 2 machos

* = autocontrol. Controles alojados con los ejemplares inoculados con el microorganismo activo.

** = control,

Preparacion del ingeulo. Se confirmaron las espe-
cies y se trabajd con tres tipos de indculo, uno acti-
vo y dos controles (uno con inéeculo inactivado y
une sin microorganismo). Se cultivaron con el mé-
todo convencional en PDA (agar-papa-dextrosa) mds
cloranfenicol 0.05 g/ml. Se sembraron también a
37 °C. Se inactivé parte del inéeculo por medio de
calor al bafio Marfa. Para las pruebas intraperito-
neal, oral, pulmonar y ocular, los conidios fueron
removidos por inundaciéon del medio de cultive con
agua destilada estéril y raspado de la superficie. La
suspension de conidios se homogenizd agitdndola
en vortex durante un minuto y se hizo su recuento
en una camara de Neubauer, Para la prueba dérmica
el indculo se removid pot raspado de la superficie,
se recogid en papel de aluminio estéril y se peso.

Dosis. Se siguieron las indicaciones de EPA (1996)
y se establecieron las dosis para las diferentes prue-
bas, asi: intraperitoneal 0.1 ml (concentracién 108
conidios), oral 2.0 ml por 100 g de peso corporal
(concentracién 10® conidios), pulmonar 300 pl por
100 g de peso corporal (concentracién 108 conidios),
dérmica 2.0 g por kg de peso corporal (conidios y
micelio), ocular 0.1 ml, con una concentracion de
10 conidios. La concentraci6n de la dosis se equi-
para con la maxima esperada del pesticida en el
medio ambiente, inmediatamente después de la apli-
cacién (Hall ez al., 1982; EPA, 1996).

Pruebas, duracién y registro de datos. El inGculo
se suministrd asi: para la sistémica, por inyeccién

intraperitoneal; para la oral, por intubacién esofagi-
ca; y para la pulmonar, intranasalmente (EPA, 1996;
Griinig er af., 1997). Se evaluaron durante veintiin
dias (Hall et al., 1982), con observaciones diarias
para las siguientes variables: peso corporal, ojos,
salivacién, membranas de las mucosas, piel, pelaje,
suefio, materia fecal {diarrea), convulsiones, activi-
dad somatomotor, patrones de comportamiento, tem-
blores, coma y muerte. Al finalizar la prueba se
realizé el estudio post-mortem que incluyé observa-
cion macroscopica (pulmones, higado, rifiones y
otras lesiones), recuperacién del indculo (siembra
en agar-malta, AM), montaje directo (examen en
fresco con KOH vy tinta azul-negra), para detectar
micelio (forma activa) y conidios (persistencia).

Prueba dérmica de toxicidad, infectividad y/o
patogenicidad. Se siguid la metodologia propuesta
por Hall ez al. (1982) y Hjortkjaer e al. (1986}, Se
aplicd en ¢l dorso una dosis en forma tdpica. Al fi-
nalizar la prueba, se tomd una muestra en el sitio
inoculado y se hizo siembra masiva en PDA.

Prueba ocular de toxicidad, infectividad y/o pa-
togenicidad. Se siguid el método Draize modifi-
cado por Hall e? al. (1982) y los pardmetros
indicados por el Ministerio de Salud (1996). Las
prucbas dérmica y ocular se efectuaron durante
catorce dias.

Andlisis de resultados, Se construyeron graficas de
pesos con base en los promedios de cuatro medicio-

39



Actual Biol 24 (76): 37-48, 2002

nes: prueba t (se hizo con la variable peso a un nivel
del 0.05 (5%) de significancia), graficas de coorde-
nadas radiales, porcentajes y diagramas de Gant.

RESULTADOS

Prueba intraperitoneal de toxicidad,
infectividad y/o patogenicidad

Peso. En la poblacién inoculada con la dosis activa
(DA) de T. hamatum v T. koningii se encontraron

Vargas M y Dussan I

diferencias significativas con la prueba t de Student
en ¢l nivel de significancia del 0.05. La DA de T.
viride afectd a las hembras, La dosis inactivada (DI)
de T. hamatum afectd hembras y machos, la de T.
koningii afect6 sélo a los machos y la de T viride
$6lo a las hembras (tabla 2).

Piel, La poblacién afectada present6 peladura de piel.
La DA de T koningii la afecté en 83.3%, ylade T.
hamatum y T. viride en 33.3%. La DI de T. koningii
en 33.3% y de la T. viride en 16.6% (tabla 3).

Tabla 2. Distribucidén *“t” para la variable peso de 1a prueba intraperitoneal 7. hamarum, T. koningii y T. viride

Peso promedio® Dresviacidn tipica Valores de “t”
Dia | C** |Da*** |pi»* | ¢ | DA | DI |CDA |c-DI |DA-DI
Trichoderma hamation, hembras
L 25.8 24.6 24.7 1.00 0.93 0.21 1.2 .5 -0.1
8 30.1 27.1 29.3 225 0.81 1.27 1.8 0.4 2.1
15 31.8 27.7 28.8 1.64 1.19 1.21 2.9 2.1 -0.9
22 34.1 27.4 30.0 0.86 0.35 1.28 9.2 7 -2.7
Trichoderma hamatwm, machos
1 3.3 29.4 29.6 0.70 0.40 0.53 1.6 1.1 -0.4
] 4.6 334 34.3 0.85 0.87 0.87 1.9 0.4 -1.5
15 36.8 31.5 34.0 1.54 0.55 1.42 4.5 1.8 -2.3
| 22 38.6 310 33.9 1.33 2.66 1.65 1.6 3.1 -1.3
Trichoderma koningii, hembras
1 24.0 24.1 23.8 2.25 0.36 0.72 0.1 0.1 0.5
8 25.9 24.1 26.1 2.21 2.78 1.00 07 -0.2 | -1.0
15 289 26.1 27.6 2.81 1.87 0.42 1.1 0.6 -1.1
22 30.9 25.8 30.4 0.29 0.25 0.51 3.2 03 |-11.5
Trichoderma koningii, machos
1 30.2 29.3 29.2 1.95 1.86 0.25 0.3 0.7 0.0
8 32.7 300 30.8 1.26 1.32 0.25 2.1 22 0.8
15 36.7 334 33.7 2.06 0.55 0.75 22 1.9 -0.5
22 386 31.8 348 231 2.06 0.50 36 2.8 -2.0
Trichoderma viride, hembras
1 25.2 25.4 24.9 0.30 1.28 .85 -0.2 0.5 0.5
3 27.1 23.1 249 0.51 1.78 1.37 2.4 2.3 -0.5
15 29.7 247 26.4 0.25 1.22 0.10 5.6 173 | -19
22 32.7 24.4 28.8 Q.42 1.33 1.12 8.4 4.6 3.6
Trichoderma viride, machos
30.0 31.0 310 1.00 0.00 0.32 -i4 0.8 1.6
8 325 322 32.2 1.35 3,70 0.96 0.1 0.6 0.1
15 34.7 35.1 35.1 2.19 1.93 2.37 -0.2 0.0 0.2
22 374 34.6 35.6 3.32 0.85 0.87 1.2 0.3 -1.1
v=4; a=0.05; C== 2776. Las celdas oscuras indican que hay diferencia significativa.

* = ratones hembras y machos; ** = control sin indculo; *** = dosis activa; **** = dosis inactivada.
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Tabla 3. Resultados in vive de la Prueba intraperitoneal para 1a poblacién total

Dosis activa Dwsls inactivada Control
T T T r T T
hamatum | koningii | viride | hamatum koningii | viride | Sin indculo

Variables Porcentajes

Piel (peladura) 33.3 83.3 333 0.0 33.3 16.6 0.0
Pelaje (crizamiento) 50.0 0.0 0.0 50.0 0.0 0.0 0.0
Nddulo intraperitoneal 100.0 100.0 50.0 333 66.6 0.0 0.0
Actividad somatomotora (hiperactividad) 0.0 00 33.3 0.0 83.3 16.6 00
PFatrén de comportamients (agresividad) 33.3 33.3 66.6 333 30,0 50.0 0.0

Nédulo intraperitoneal. En varios individuos ino-
culados con las dosis activa {DA) e inactivada (DI)
se apreci¢ un “abultamiento™ en la parte baja del
vientre que se denominé nédulo intraperitoneal, prin-
cipalmente en los ejemplares inoculados con la DA.
Estos nédulos se relacionaron con la peladura de la
picl. Se observé, a partir del dia 17 en promedio, la
caida del pelaje y la piel presenté hiperpigmenta-
cién (color café rojizo), o un drea necrosada (color
oscuro), con un borde elevado eritematoso. Las DA
de T. hamatum y T, koningii afectaron a la poblacion
en 100% y las de T, viride en 50%. La DI de T, ko-
ningii afecté a hembras y machos en 66%, al igual
que T. hamatum. Las DA de T. hamatum, T. koningii
¥ T viride afectaron en mayor porcentaje y severi-
dad a la poblacién (figura 1 y tabla 3),
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Figura 1. Porcentaje de n6dulos intraperitoneales ocasionados
¢en 1a poblacion de ratones

Pelaje. Se observo erizamiento del pelaje en la po-
blacién inoculada con T. hamarum (50%) (tabla 3).

Actividad somatomotora. La poblacién inoculada
con T. koningii DI fue afectada (hiperactividad) en
83.3%, y la inoculada con 7. viride DAy DI en 333
y 16.6%, respectivamente (tabla 3).

Patrén de comportamiento. Las tres cepas afecta-
ron el comportamiento de la poblacion (agresividad).
La DA de T. viride en 66.6%, v las ofras especies en
33.3%. La DI de T. koningii y T. viride en 50% y
T, hamatum en 33.3% (tabla 3). Las dem#s variables
consideradas (ojos, salivacién, membranas de las
mucosas, suefio, materia fecal, convulsiones, tem-
blores, coma y muerte) no fueron afectadas.

Post-mortem: andlisis macroscépico, microscdpi-
co y siembra de érganos. Durante la prueba no se
presenté la muerte de ningiin individuo (exceptuan-
do el control positivo de infectividad y patogenici-
dad), por lo que, al finalizarla, se sacrificaron. Se
estudiaron pulmeones, higado y rifiones y se incluye-
ron los nodulos.

Nédulo intraperitoneal. Se observaron, ademds de
los detectados superficialmente, nédulos internos de
menor tamafio. Se formaron dos tipos de nédulos:
unos generalmente blancos, con un puntoe oscuro de
necrosis en el centro, y otros que presentaban un
color muy oscuro (necrosis), ambos de consistencia
dura semejante a una carnosidad. Se extrajeron y
sembraron en agar-malta (AM) m4s antibiético {ab).
Estos crecimientos anormales estaban fuertermente
adheridos a la piel.

41



Actual Biol 24 (76} 37-48, 2002

Las DA y Dl de T. hamatum, T. koningii v T. viride
ocasionaron nédulos tanto externos come internos,
Teniendo en cuenta los tipos de néduloes, la DA de

Vargas M y Dussén J

T. hamatum y T. koningii afectaron el 100% de la
poblacién, y T. viride el 83.3%. La Dl de T. koningii
causd mayor afeccién (83.3%) (tabla 4).

Tabla 4. Resultados posrmortem de la prueba intraperitoneal para la poblacion de ratones

Dosis activa Dasis inactivada Control
T ' I T T T, Sin
hamatum koringii viride hamarum koningii viride inéculo
Porcentajes
Variables Nédulo intraperitoneal
Nodulo externo (presencia) 100.0 100.0 50.0 333 66.6 0.0 0.0
Nédule interno (presencia) 0.0 0.0 333 16.6 333 333 0.0
Conidios (deteccién) 100.0 100.0 66.6 500 83.3 333 0.0
Micelio (dateccin) 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Recuperacion de cepa (cultivo) 100.0 100.0 65.6 0.0 0.0 0.0 0.0
Pulmones
Recuperacion de cepa (cultiva) 666 | 166 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Higado
Necrosis 100.0 100.0 66.6 66.6 500 83.3 0.0
Descomposicién 83.3 65.6 0.0 333 0.0 0.0 0.0
Conidios {deteccidn) 0.0 i6.6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Micelio (deteccién) 00 0.0 Q.0 0.0 0.0 0.0 00
Recuperzacitn de cepa (cultivo) 833 333 16.6 0.0 0.0 0.0 0.0
Riiiones

Necrosis 0.0 16.6 0.0 16.6 040 0.0 0.0
Descomposicién 16.6 33.3 0.0 16.6 0.0 0.0 0.0
Conidios (deteccion) §3.3 50.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Micelio (deteccitn) 16.6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Recuperacion de cepa (cultivo) 100.0 100.0 16.6 0.0 0.0 0.0 0.0

Montaje directo (observacién en fresco). En la
mayoria de los montajes se observaron conidios, Se
detectd micelio en 66.6% de los ejemplares inocu-
lados con la DA de 7. hamatum, en 33.3 % de los
inoculados con T, koningii v en 16.6% de los inocu-
lados con T. viride. El indculo se recuperé en el 100%
de los ejemplares inoculados con la DA de T. karna-
tum y T koningii y en el 66.6% de los inoculados
con T. viride (tabla 4),

Pulmones. Las cepas inoculadas no afectaron este
6rgano. En el montaje directo no se detectaron coni-
dios o micelio. La cepa se recuper6 de los inocula-
dos con la DA de T. hamatum en 66.6% y de la de
T. koningii en 16,6% (tabla 4),
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Higado. Se observé necrosis (manchas oscuras) en
la parte baja de los 16bulos del 100% de los ejem-
plares inoculados con la DA de T. hamatum y T. ko-
ningii, y 66.6% en los inoculados con 7. viride. La
DI de las tres cepas también lo afectaron, y el mayor
porcentaje lo ocasiond T. viride (83.3%) (tabla 4),
También se observd descomposicién blanda, la ma-
yoria de las veces en la parte del higado adjunta a la
columna vertebral, ocasionada principalmente por
laDA de 7. hamatum (83.3%) y T. koningii (66.6%),
y la DI de T. hamatum (33.3%) (tabla 4).

Montaje directo. Se detectaron conidios en los ino-
culados con la DA de T. koningii en 16.6% (no se
detectd micelio). En los inoculados con 1a DA de
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T, hamatum, T. koningii v T. viride, éste se recuperd
en 83.3% para las dos primeras y en 16.6% para T.
viride. No se recuperd de los controles sin inéculo y
con DI (tabla 4).

Riiiones. Ocasionaron necrosis la DA de T. koningii
y la DI de T. hamatum en 16.6%. La descomposi-
cién blanda la ocasionaron la DA de T. hamatum
(16.6%) y T. koningii (33.3%), y la Dl de T. hama-
tum (16.6%) (tabla 4).

Montaje directo. Se detectaron conidios en los
gjemplares inoculados con la DA de 7. hamarum
(83.3%) y T. koningii (50%). Micelio se detectd en
los inoculados con la DA de T, hamatum (16.6%).
El in6culo se recuper6 en el 100% de los ejemplares
inoculados con la DA de 7. hamatum y T. koningii y
16.6% con T. viride (tabla 4).

Prueba oral aguda de toxicidad, infectividad
y/o patogenicidad

Peso. Con la prueba t de Student no se encontraron
diferencias significativas en la poblacidén inoculada
con las dosis activa e inactivada de T. hamatum,
T. koningii y T. viride.

Materia fecal. Al finalizar la prueba se recuperd el
indculo de la mayoria de los ejemplares inoculados
con la DA de T. hamatum (5 de 6), T. koningii (4 de
6) v T. viride (6 de 6). Los demis resultados fueron
negativos,

Prueba pulmonar aguda de toxicidad,
infectividad y/o patogenicidad

Peso, Hembras y machos fueron afectados por la DA
de T. hamatum. Con la pmeba t de Student se encon-
traron diferencias significativas entre €l control sin
indculo (C) ¥ la dosis con el indculo activo (DA) en
la dltima lectura. Las demds variables consideradas
durante el experimento no fueron afectadas.

Pruebas dérmica y ocular agndas de
toxicidad, infectividad y/o patogenicidad

Los resultados fueron negativos. En siembra masi-
va de 1a prueba dérmica se recuperé el indculo de
T, hamarum v T, viride (509%) y T. koningii (67%).
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DISCUSION

Prueba intraperitoneal aguda, toxicidad,
infeccidn y/o patogenicidad

Las tres especies de Trichoderma afectaron a la po-
blacién de ratones en las condiciones del experimen-
to. Ningin ejemplar fallecid durante la prueba,
resultado que contrasta con el obtenido en los ino-
culados con C. neoformans LCR-INS (control po-
sitivo de infectividad y patogenicidad), en los que
fallecié 70% de la poblacitn, y con el resultado de
patogenicidad con T. reesei, en el que fallecieron
gjemplares inoculados tanto con la DA como la DI
(Hjortkjaer et al., 1986).

Peso. El mayor grado de afeccion en la poblacion lo
ocasiond la dosis activa (DA) de las tres especies.
Cuando el microorganismo inoculado afecta uno o
mds 6rganos altera el sistema fisiolégico del animal
(Casadevall, 1998) y su peso corporal (Clu, 1991).
Adicionalmente, los productos metabélicos de los
hongos pueden actuar como antivitaminas, o su pre-
sencia puede ocasionar pérdida del apetito, que re-
percute sobre la salud (Moreau v Moss, 1979).

Piel. La piel de la poblacién inoculada con la dosis
activade T hamarum, T viride y T. koningii fue afec-
tada en diferentes porcentajes (7. koningii, 83.35;
T. hamatum y T. viride, 33.3%). Esta anomalia es-
tavo relacionada con los nddulos intraperitoneales.
Se observo a partir del dia 17 en promedio la caida
del pelaje v la piel presentd hiperpigmentacion o un
drea necrosada, con un borde elevado eritematoso.
De acuerdo con Rippon (1982), podria catalogarse
como una dermatomicosis, similar a la aspergilosis
cutdnea, que es usunalmente secundaria a la disemi-
nacidn del hongo. Este tipo de afeccidn es ocasiona-
da por hongos oportunistas. En dos casos de
infeccién fatal en pacientes inmunocomprometidos
se presenté ulceracién de la piel con necrosis oca-
sionada por T. pseudokoningii (Gautheret et al.,
1995} y T. longibranchiatum (Richter et al., 1999).

Nédule intraperitoneal. Semeja una fibrosis ¢ in-
duracidn, la mayoria de las veces con la parte cen-
tral necrosada, sin contenido visible de pus,
aparentermente similar a lo reportado en el articulo
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de Mufioz e7 al. (1997), ocasionado por T, jongitran-
chiatum en un paciente pedidtrico, v al resultado ob-
tenido por Hjortkjaer et al. (1986) en ratones y conejos
blanco de laboratoric, inoculados con T, reesei.

Segtin Rippon (1982), la respuesta celular a los hon-
g0s oportunistas €3 un proceso necrético supurativo.
La mayoria de las veces la reaccion granulomatosa
es muy poco organizada. Si el paciente sobrevive,
contiene la infeccion fingica por formacién de
granuloma, fibrosis y calcificacién. En este caso no
se observé supuracidn; los nddulos se dejaron hasta
finalizar la prueba, por lo que no se excluye que se
hubiese presentado al comienzo.

Pelaje, actividad somatomotor y patrin de com-
portamiento. Las afecciones en estas variables (eri-
zamiento, hiperactividad y agresividad) al parecer
tendrian que ver con algunos efectos en ¢l sistema
nervioso, ya que muchos productos fingicos son
neurotdxicos y pueden tener repercusiones sobre la
actividad del sistema muscular (Moreau, 1979). En
los reportes sobre los humanos, algunos desarrolla-
ron sintomas neurclégicos, como en el caso de una
infeccidén fatal ocasionada por T. pseudokoningii
(Gautheret et al., 1995), una cerebritis focal (Richter
et al., 1999), una diseminacién fatal ocasionada por
T. longibranchiatum y abscesos en el cerebro oca-
sionados por T. longibranchiatum (Seguin er al.,
1995). Estas anomalfas estén asociadas al crecimien-
to del hongo a altas temperaturas (a partir de 35 °C),
que a su vez se considera como un factor de virulen-
cia de hongos neurotrépicos (Richter er al., 1999).
Las trichodermas en estudio crecieron a 37 °C.

Post-mortem: nddolo intraperitoneal. En los ané-
lisis directos de 1a mayoria de la poblacién inocula-
dacon Ia DA de las tres cepas se observaron conidios;
micelio fue viste en algunos de los inoculados con
la DA y ésta se recuperd en alto porcentaje. Estos
resultados refuerzan los obtenidos en vivo y permi-
ten suponer la patogenicidad de las cepas en estu-
dio. La presencia de conidios indica persistencia del
inéculo (Hjortkjaer et al., 1986; EPA, 1996; Muiioz
et al., 1997) y la de micelio indica colonizacion e
invasién. Muchos hongos oportunistas son capaces
de crecer a la temperatura corporal y toleran el
medioambiente de los tejidos (Rippon, 1982). La
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recuperacion del inéeulo indica persistencia y via-
bilidad (Hjortkjaer et al., 1986; EPA, 1996; Muiioz
etal., 1997).

Pulmones. En este estudio no se afecté este 6rga-
no. Contrasta con los resultados del experimento
con T. reesei, en el que se afectaron conejos, coba-
¥0§ y ratones con bronconeumonia crénica, granu-
loma, neumonia intersticial, inflamacién crénica
parcialmente granulomatosa y exudativa (Hjortkjaer
et al., 1986). En humanos se han reportado miceto-
mas ocasionados por T. viride (Escudero, 1976),
nodulos causados por T. longibranchiatum (Richter
et al., 1999) e infeccion ocasionada por 7. koningii
(Furukawa, 1998).

Higado. Fue uno de los drganos més afectados por
la DA de las Trichodermas inoculadas, observiando-
se necrosis y descomposicién. En el estudio de pa-
togenicidad con T. reesei (Hjortkjaer et al., 1986),
el higado de los ratones y de los cobayos fue afecta-
do por las dosis activa e inactivada y se produjo in-
flamacién crénica y parcialmente granulomatosa,
necrosis € inflamacién exudativa; en el estudio en
mencidn y en €ste se detectaron esporas y se obtuvo
recuperacién del indculo. En humanos han reporta-
do un hematoma perihepético ocasionado por 7. vi-
ride (Jacobs et al., 1992) y una infeccién invasiva
en el higado por T. lengibranchiatum (Muiioz et al.,
1997).

Aparte de posible patogenicidad, estos resultados
también pueden estar relacionados con micotoXico-
sis, ya que la DI (indculo inactivado) afectd tam-
bién a los animales del estadio. Se considera que
este inéculo ayuda a evaluar las propiedades toxicas
de compuestos termotolerantes que puedan estar
presentes en el indculo y que los mecanismos de
defensa del hospedero puedan liberar. La micotoxi-
cosis estd frecuentemente asociada a efectos en el
higado y los rifiones. Los metabolitos elaborados por
hongos son frecuentemente hepatotdxicos y nefro-
toxicos (Moreaw y Moss, 1979).

Rifiones. Se detectaron pocas afecciones, pero
el indculo se recuperd en el 100% (T hamatum y
T. koningii). En el estudio de patogenicidad con T.
reesei (Hjortkjaer et al., 1986), los rifiones de rato-
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nes y conejos fueron afectados tanto por la DA como
por la DI, con inflamacién crénica, parcialmente
granulomatosa y exudativa, necrosis, petequias y
quistes. Los rifiones estdn ligados a los efectos de la
micotoxicosis (Moreau y Moss, 1979).

Es dificil distingnir micosis de micotoxicosis, mds
aun considerando que los mecanismos de Tricho-
derma involucrados en el control bioldgico de hon-
gos fitopatégenos tampoco han sido dilucidados y
generalmente estdn implicados varios de ellos. De
acuerdo con los resultados de esta prueba, las tres
cepas de Trichoderma pueden ser consideradas como
patégenas, sin que estén muy claros los mecanis-
mos; en el caso de las dosis activas parece que inter-
vinieran la colonizacién, la diseminacidn y la accidn
de enzimas vy metabolitos secundarios {(estos dltimos
también en la DI), como los derivados de los pépti-
dos, terpenos, con nicleo de pirona y scirpenos re-
portados con actividad toxica y poderosas enzimas
liticas como las del producto celuclast (Hou et al.,
1972; Irmscher et al., 1978; Briickener et al., 1984;
Hjortkjaer et al., 1986; Claydon er al., 1987; Ghi-
salberti y Rowland, 1993; Huang ef al., 1994;
Schirmbock et al., 1954; Goulard et ai., 1995; Hli-
mi et al., 1995; Yee, 1995).

La EPA plantea que los microorganismos no pue-
den atravesar la barrera de la piel o infectar las célu-
las epiteliales de un animal saludable, sélo por
contacto; por eso hace énfasis en la prueba sistémi-
ca, para evaluar los posibles efectos adversos del
MPCA una vez haya traspasado la barrera de 1a piel
deliberadamente. En estas condiciones las tres ce-
pas fueron patdgenas e inchuso se afectd la piel aso-
ciada con alguncs nédulos.

Se hace énfasis en que estas afecciones se caracteri-
zan como secundarias, es decir, que la entrada de los
agentes pudo ser a través de la epidermis lesionada,
por la introducci6én traumdtica directa al tejido sano
por medic de instrumentos quirdrgicos contamina-
~ dos, protesis, canulas, soluciones intravenosas, etc.
Una vez en el tejido, de acuerdo con Rippon (1982) y
Arango y Castafieda (1995) el hongo puede compor-
tarse como un colonizador ¢ invasor. Algunas espe-
cies de Trichoderma, incluyendo las de este estudio,
han presentado este comportamiento.
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Prueba oral aguda: toxicidad, infeccién y/o
patogenicidad

El suministro oral de la dosis no afecté a los anima-
les de 1a prueba; no obstante, se recuperd indéeulo en
la materia fecal de los inoculados con la DA, lo que
contrasta con el resultado obtenido con C, negfor-
mans LCR-INS (control positivo), que afecté el
100% de los inoculados en el comportamiento (pa-
sividad), les ocasion6 erizamiento del pelaje y sed
constante.

La recuperacidn del indculo se puede explicar por
diferentes razones. Las especies termotolerantes
pueden sobrevivir a la temperatura corporal de los
mamiferos; las tres especies de Trichoderma crecie-
ron a 37 °C y se inactivaron después de cinco horas
a 87 °C, ya que pueden sobrevivir a la temperatura
corporal de los mamiferos, T koningii y T. longi-
branchiatum han sido reportadas como especies con
buen crecimiento a 32, 35, 40 y 42 °C (Richter et al.,
1999). Ademds se plantea que hongos con propdgu-
los resistentes como clamidosporas, caso que se pre-
senta en Trichoderma segin Lewis y Papavizas
(1983), pueden pasar por el canal alimenticio y ser
recuperados en la materia fecal (Morean y Moss,
1979), como ocurrid en el experimento.

Prueba pulmonar aguda de toxicidad,
infeccién y/o patogenicidad

Peso. La dosts activa de 7. hamatum afecté a hem-
bras y machos. El resto de variables consideradas
no se afectaron; igual resultado se obtuvo con la ine-
culacibn de T. reesei en ratas (Hjortkjaer ef al,, 1986).
Contrasta este resultado con el del control positivo
de C. neaformans LCR-INS, el cual ocasiond la
muerte del 50% de los ejemplares inoculados.

Pruebas dérmica y ocular aguda de irritacién,
toxicidad, infeccién y/o patogenicidad. No se apre-
cid irritacidn, toxicidad v/o patogenicidad en los
ejemplares tratados con la prueba dérmica, a pesar
de la persistencia y viabilidad del inéculo, que se
recuper$ en un buen porcentaje de la poblacién tra-
tada (T, hamatuwm vy T. viride el 50% y T. koningii el
67%), al finalizar la prueba, En la ocular los resulta-
dos fueron negativos, pues no se observaron efectos
téxicos inmediatos o de efecto retardado de acverdo
a lo escrito por Grant (1986).
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Segiin los criterios de la EPA (1996) (base de los
requerimientos de Ministerio de Salud colombiano),
estas cepas no se considerarian infectivas. No hay
evidencia de que puedan atravesar o evadir las ba-
rreras naturales a 1a infeccién que presentan los hos-
pederos saludables (resultados de las pruebas oral ¥
pulmonar), ni irritantes (pruebas dérmica y ocular).
Se considerarian patdgenas oportunistas que produ-
cen infecciones secundarias, es decir, que pueden
afectar a los organismos una vez hayan superado por
medios indirectos la barrera natural de los tejidos.

El indculo de T. hamaium, T. koningii y T. viride
puede considerarse persistente y viable; se recupero
al finalizar las pruebas agudas intraperitoneal (siem-
bra de 6rganos), oral (siembra de materia fecal) y
dérmica (toma de muestra y siembra).

Por otra parte, los hongos pat6genos oportunistas
estén sujetos a la destruccion por la defensa celular
normal del hospedero; una defensa inadecuada, cam-
bios en la flora normal, cambios fisiologicos, etc.,
permiten que ellos crezcan, colonicen e invadan te-
jidos. En este caso se necesita mayor tiempo de
observacién para determinar si la afeccién es limi-
tada como lo plantea Rippon (1982), o si por ¢l con-
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