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RESUM

L*4s d’unitats canines de treball (UC) per detectar la preséncia de
microorganismes €s una especialitat recent dins 'ambit de les unitats canines de
deteccid i de seguretat. Una de les principals eines per a Pensinistrament d’un gos en
aquesta especialitat és una font d’olor que provingui del microorganisme que es pretén

detectar.

Durant la realitzacié d’aquesta tesi doctoral s’ha establert, seguint les pautes
del metode cientific, un protocol estandard de produccié de mostres oloroses de fongs
1 treballant amb diferents microorganismes model. Les técniques que s’han fet servir,
basades en publicacions cientifiques i métodes desenvolupats anteriorment, permeten
obtenir una soluci6 final que conté la major quantitat possible de components olorosos

alhora que esdevé innocua tant pel gos com per 'instructor o ensinistrador.

Un cop definit el métode d’obtencié de les mostres i aprofitant les
caracteristiques dels microorganismes models, es desenvolupa un programa de treball
de camp per determinar si aquests fongs poden ser detectats per gossos degudament

ensinistrats i quin és el seu llindar de detecci6.

Finalment, es determina la viabilitat de la implantaci6 de les diferents UC de
biodeteccié en diferents ambits del sector agrari per tal de contribuir a una produccié

agricola més sostenible i ecologica.



ABSTRACT

The use of canine units to detect the presence of environmental
microorganisms is a recent speciality within the field of security working dogs. One of
the main tools to train a dog in this specialization is an odour sample from the target

microorganism.

During the realization of this Thesis a standard protocol for production of
odorous samples of fungi has been established, following the guidelines of the
scientific method. Techniques that have been used, based on scientific publications,
allow to obtain a final solution containing the maximum amount of odorous

components while is harmless for the dog and their handler.

Once the method for obtaining the odorous samples has been defined, and
taking advantage of the characteristics of microorganisms models, a practice working
program has been developed to determine if these fungi can be detected by dogs

properly trained and which is their detection threshold.

Finally, the feasibility of implementing this Canine Units in the agricultural
sector has been studied to contribute to a more sustainable and ecological primary

production.
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INTRODUCCIO I JUSTIFICACIO DE LA
INVESTIGACIO

La present tesi planteja les pautes per obtenir un protocol genéric per a
I'obtencié de mostres oloroses d’origen fungic per a la instruccié d’UC de biodeteccid,
pel que es requereixen varis estudis previs que permetin definir la millor metodologia
de treball. Posteriorment, i degut a la necessitat de confirmar Iefectivitat dels
productes finals, s’apliquen programes d’ensinistrament especific que permeten
determinar si, tal i com s’espera, les mostres s6n detectables pels gossos 1 extrapolables
a 'olor de les soques salvatges. Per tal de crear un context d’aplicacié comd, els
diferents microorganismes amb els que es treballa al llarg de la investigacié estan

relacionats amb diferents processos de la producci6 agricola.

Els principals temes a tractar en aquesta introduccié sén: una introduccio a la
micologia, la relacié actual entre els fongs, la produccié d’aliments 1 ’agricultura, unes
bases teoriques sobre ’olfacte cani i la neuropsicologia de la conducta, els antecedents
de I'as dels gossos com a métode de deteccid i els fonaments de les tecniques de

separacio i analisi quimic.

MICOLOGIA

Els fongs sén organismes eucariotes, no fotosintétics (no posseeixen
plastidis), unicel-lulars o pluricel-lulars, que es caracteritzen pel fet de posseir parets
cel-lulars rigides i de composici6 variable. S6n organismes heterotrofs i, degut a la seva

paret rigida, no sén capagos de nodrir-se de microorganismes més petits.

La majoria de fongs viuen lliures a la terra o a I’aigua i obtenen la seva energia

per respiracié o fermentacié de materials organics solubles presents en aquests



ambients. En funcié de com aconsegueixen la matéria organica que necessiten es

poden classificar en:

- Fongs parasits. Tant de plantes com d’animals, causant micosis. A mode
d’exemple, algunes patologies causades per fongs parasits son les tinyes,
Pergotisme i la candidiasi.

- FPongs saprofits. Ocupen el nivell trofic de descomponedors en els
ecosistemes 1 son els responsables de la mineralitzacié dels bioelements. Els
fongs saprofits s’alimenten de matéria morta i el procés de nutricié el porten
a terme alliberant enzims que lisen les substancies nutritives del seu entorn,
absorbint posteriorment els productes resultants. Els fongs saprofits poden
actuar com a indicadors de que les condicions ambientals sén favorables pel
creixement d’altres tipus de fongs.

- Fongs simbionts. Amb les algues poden formar liquens, amb algunes arrels de
plantes formen micorrizes. Els fongs simbionts es poden fer servir com a

biofertilitzants i fitoestimulants per agricultura.
p g

Micologia 1 indastria alimentaria

Els fongs (inclosos els llevats) sén importants en diferents sectors industrials,
entre els que destaca la industria alimentaria. Les diferents accions que poden
desenvolupar els fongs dins aquest sector seran desenvolupats al llarg d’aquesta

introducci6 i es poden classificar en:

- Acci6 deteriorant. Deteriorament del producte final (per exemple,

desenvolupament de llim superficial en el producte comercial) i de les
instal-lacions (per exemple, desenvolupament de biofilms o de bio-corrosio).
Els fongs del genere Penicillium destaquen com a agents deterioradors i, tal 1

com s’explicara posteriorment, Penicillium rugnlosum actua com a fong

10



indicador de que les condicions ambientals afavoreixen el creixement d’altres
fongs.

Accié patogena. Sobre 'organisme productor (fongs fitopatogens i fongs
causants de micosis en animals de produccié) o fongs causants de malalties de
transmissié alimentaria als humans i animals de renda (micotoxicosis). Com a
microorganisme fitopatogen, en aquest treball s’ha estudiat VVerticillinm dabliae.

Fongs d’Gs industrial. Sén fongs filamentosos i llevats utilitzats per la

produccid i conservacié d’aliments, i es poden diferenciar varies activitats:

o Llevats utilitzats en la produccié de biomassa. Actualment només

existeixen tres llevats autoritzats pel consum huma directe:
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces fragilis 1 Candida utilis.

o Fongs productors de metabolits d’ds industrial. Alguns exemples son:

Mucor miehei per produir quall microbia, Aspergilius niger modificat
gencticament per produir quimosina biotecnologica, glucoxidasa,
catalasa 1 cel'lulasa, Aspergillus oryzae per produir pectinasa, entre

d’altres.

o Fongs utilitzats en la transformacié i conservacié d’aliments.

Existeixen molts aliments que durant el seu processament sén
transformats per Pactivitat fingica. En general, es poden dividir en:
(1) productes lactis 1 derivats (cultius szarfers per la produccié de
formatges, per exemple Penicillium rogueforti, Penicillinm camemberts,
Penicillinm album 1 Penicillinm glancumy; Sacharomyces kefyr i Torulopsis kefyr
per elaborar kefir; Kiuyveromyces lactis per fermentar el Kumis), (2)
productes d’origen vegetal (Candida versatilis 1 Candida etcheilsii per
elaborar moromi; Saccharomyces rouxil per fermentar el miso; Rhigopus
oligosporus pel tempeh tradicional; Pichia fermentans 1 Schigosaccharomyces
pombe per fermentar els grans de cacaw; Saccharomyces cerevisiae per
elaborar pa) i (3) productes alcoholics (S. cerevisiae per produir vi,

cervesa i sake).

11



o Fongs utilitzats per la millora de la produccié agricola. Destaquen els
fongs entomopatogens, utilitzats per combatre plagues d’insectes
(pet exemple, Beauveria bassiana aplicada com a agent de biocontrol de
Rhbynchophorns ferruginens) 1 els fongs biofertilitzants 1 fitoestimulants

com Trichoderma viride, estudiat en aquesta tesi.

Fongs, agricultura 1 producci6 ecologica

Per mantenir la poblacié mundial prevista per PTONU per I'any 2030 la
produccié agricola haura d’augmentar en un 100%. Les possibles estratégies per
augmentar la produccié sén: (1) mantenir i augmentar la produccié en els cultius, (2)
introduir varietats d’elevat rendiment, (3) millorar el control dels agents nocius i (4)

augmentar el consum de fertilitzants.

Draltra banda, la FAO defensa una forma d’agricultura més sostenible perque
preveu que els sistemes de produccié 1 les politiques i institucions que sustenten la
seguretat alimentaria mundial sén cada cop més insuficients. L agricultura sostenible
ha de garantir la seguretat alimentaria mundial i al mateix temps promoure ecosistemes
saludables i recolzar la gesti6 sostenible del terra, I’aigua i els recursos naturals. Per ser
sostenible, I'agricultura ha de satisfer les necessitats de les generacions presents i
futures dels seus productes i serveis, garantint al mateix temps la rendibilitat, la salut

del medi ambient i ’equitat social i economica.

Per aconseguir la transicié global a I'alimentaci6 i agricultura sostenible, és
imprescindible millorar la proteccié ambiental, la resiliencia dels sistemes i I'eficiencia
en "as dels recursos. La micologia aplicada a la industria alimentaria i a altres sectors
pot contribuir notablement a la millora de la produccié i transformacié dels recursos

alimentaris.

Aixi, com a exemple d’aplicacié de Ids dels fongs a la produccié agricola

ecologica, un bon sistema de producci6 integrada inclouria: us de fongs biofertilitzants
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1 fitoestimulants per augmentar la produccid, ts de fongs fitopatogens com a agents
de biocontrol de plagues, estudi de la presencia de fongs indicadors de contaminacio
durant ’emmagatzematge del producte final en post-collita 1 us de fongs
descomponedors de materia organica en sistemes de digestié aerobica d’aiglies
residuals per millorar "as dels recursos hidrics (per exemple, Trichosporum cutanenm
degut a la seva capacitat d’oxidacié de compostos organics, inclosos alguns composts

toxics per altres fongs com els derivats fenolics).

Patogenicitat dels fongs en animals

Per la majoria de microorganismes, un dels medis més hostils és laire o
atmosfera. Suspesos a l'aire, degut a la seva mida, els microorganismes sén molt
sensibles a la dessecacid, als efectes perjudicials de ’energia solar i a activitat quimica
de I'oxigen en estat gasés. Degut a aquests factors, no existeix una microbiota natural

o normal de laire, ja que els microorganismes no s’hi multipliquen.

Ara bé, els conidis dels fongs utilitzen 'atmosfera per distribuir-se pel medi i
s6n el tipus de microorganismes més freqiient a ’aire. Per exemple, l'aire de les zones
agricoles conté una mitja de 10 conidis de fong per m? d’aire, arribant a 108 - 10°
conidis/m? durant I’época d’operacions agticoles. Aquest fet fa que el control dels
fongs a 'ambient sigui extremadament complex i que, amb freqiiencia, es produeixin
patologies relacionades amb el seu contacte de forma reiterada. Els fongs en contacte
amb ’home o amb els animals poden desencadenar fonamentalment tres tipus de

processos:

- Micosis. Implica el desenvolupament de la soca fungica a I'organisme. Es una
infeccié que pot arribar a ser molt greu i, depenent de la zona afectada, es
parla de tinyes o dermatomicosis (afectacié cutania) o de micosis sistémica o
profunda. Les dermatomicosis tendeixen a ser localitzades en animals sans i

generalitzades en animals immunodeprimits (Figura 1). El sistema respiratori
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és el més afectat per les micosis sistémiques, el que és especialment important
quan es treballa amb gossos que han de localitzar aquests fongs mitjancant
Polfacte. Les micosis sistemiques sovint son de localitzacié pulmonar o
intranasal. Les rinitis micotiques produeixen lesions inflamatories
granulomatoses croniques amb destruccié del teixit ossi, i sovint sén causades
per diferents especies dels generes Aspergillus o Penicillium. La pneumonia
micotica es caracteritza per I'aparicié de granulomes de marges irregulars i
solids de distribucié variable (Figura 2). Un altre punt important de les

micosis, és que poden transmetre’s entre animals i que poden ser malalties

zoonotiques.

Figura 1. Dermatomicosi localitzada (esquerra) i generalitzada (dreta) en gos. (Font: Juan
Rejas Lopez, 2004, Universidad de Ledn).

Figura 2. Lesions macroscopiques d’una rinitis micotica (esquerra) i d’una pneumonia

micotica (dreta). (Font: Universitat Autonoma de Barcelona).
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- Micotoxicosis. Implica el consum de productes que continguin les toxines
fungiques. La majoria de micotoxicosis es produeixen pel consum d’aliments
contaminats, i els efectes tendeixen a apareixer a llarg termini i sén greus. Cada
especie o genere de fong toxigenic produeix unes micotoxines
caracteristiques, i cada una afecta un organ diana, pel que la simptomatologia
és forca complexa i sovint dificil de diagnosticar. Quan a la prevencio,
actualment es basa en realitzar determinacions de micotoxines en aliments.

- Hipersensibilitat o al-lérgia. Implica el contacte amb els fongs o els seus

components de forma reiterada. Es poden produir reaccions
d’hipersensibilitat tipus I i tipus III. En la tipus I (mediada per IgE) la
simptomatologia procedeix de la desgranulacié dels mastocits i de Ialliberacié
d’histamina i es manifesta com una disminucié de la pressié sanguinia,
vasoconstriccid, broncoconstriccié 1 augment de les secrecions mucoses. En
la tipus III (mediada per IgG o IgM) es produeix una formacié d’immuno-
complexes que activen el sistema immunitari en cascada manifestant-se

tipicament amb simptomatologia pulmonar.

Compostos organics volatils 1 metabolisme dels

fongs

Els metabolits secundaris sén petites moleécules que, a diferencia dels
metabolits primaris, no estan directament relacionats amb el creixement i
desenvolupament del fong, siné que es produeixen en determinats estadis del

creixement o sota circumstancies molt concretes.

Els microorganismes sén capagos de produir una gran varietat de metabolits
secundaris, entre els que destaquen els compostos organics volatils (VOC) que en
moltes ocasions no es detecten per falta de metodes estandarditzats. Moltes d’aquestes
petites molécules, la majoria amb un pes molecular inferior a 300 DA, presenten un

punt d’ebullicié baix i un perfil lipofil, el que els hi confereix caracteristiques volatils
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(Lemfack ez al., 2013). Els VOC sén elaborats per diversos generes de fongs i bacteris
i poden detectar-se perfils especifics en géneres de microorganismes concrets, el que
permetria identificar-los i, en cas de disposar d’'un metode de deteccid, localitzar-los a
Pambient (Filipiak ez a/, 2012). En tot cas, la deteccié del VOCS a I'ambient és
indicativa de la preséncia de microorganismes actius (Wady ez 4/, 2003; Lavine ¢t al.,

2012), per6é no morts o inhibits.

S’ha descrit que els fongs poden produir una gran varietat de VOCs, entre els
que s’hi troben alcohols, cetones, terpens, esters i compostos de sofre (Kuske, 2005).
La composici6 dels compostos volatils produits depen del substrat de creixement i de
les condicions ambientals pero, en tot cas, no varia el perfil de compostos siné la
concentraci6 relativa de cada un d’ells. Cada especie té el seu perfil de VOCs, i el cultiu
en diferents substrats canvia el nombre i concentracié d’aquests compostos. Aquest
fet fa que no es pugui determinar una relacié “un VOC — un fong”, sind que la
identificaci6é s’ha de basar en un perfil oloréds resultat de la composicié de diferents

VOCs a concentraci6 variable (Figura 3).
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Figura 3. Perfil quantitatiu dels principals VOCs emesos per tres soques de Fusarium
graminearnm (L5ACDON, 3ACDON, NIV) en unitats relatives (RU) (Adaptat de Busko, M. ez
al, 2014).
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La maxima produccié de VOCs s’associa al metabolisme secundati dels fongs,
especialment la produccié de terpens i sesquiterpens, i té lloc just abans i durant

I’esporulacié ila produccié de micotoxines.

El metode convencional de detecci6 i analisi del perfil de VOCs d’un fong és
mitjangant una separacié amb cromatografia de gasos i deteccié amb espectrometre
de masses. Aquest sistema permet detectar la majoria de compostos (per exemple, 2-
metil-1-propanol, dimetil disulfit, etc.) pero d’altres sovint no sén detectats (per
exemple, la geosmina i el 2-metilisoborneol). L’analisi amb GC-MS és molt sensible i

especific, perd requereix material de laboratori molt concret i d’elevat cost.

Com a meétode de deteccié més economic de VOCs s’han desenvolupat
detectors electronics capagos de classificar generes de fongs (Penicillinm, Cladosporium,
Stachybotrys 1 Aspergillus, entre d’altres) mitjancant un analisi dels VOC que emeten els
cultius (Gibson ef al, 1997). Finalment, com a sistema de deteccié alternatiu als
detectors electronics existeix la possibilitat de fer servir Unitats Canines (UC) de
biodeteccié de microorganismes. Aquests tipus de gossos, ensinistrats per detectar,
localitzar i senyalar la preséncia de generes i/0 espécies concretes de fongs, suposen
un meétode rapid, economic i novell de sereening d’entorns 1 substrats susceptibles d’estar
contaminats. Actualment aquestes UC s’estan fent servir amb exit per la deteccié de
fongs deterioradors d’edificis (Serpula lacrymans, Coniophora puteana, Antrodia sinnosa) 1
existeix la possibilitat d’ampliar el seu Gs en molts altres ambits, especialment en ’ambit

agrari.

Penicillium rugulosum

El genere Penicillinm pettany al Phylum Ascomycota, Classe Euascomycetes, Ordre
Eurotiales 1 Familia Trichocomaceae. Dins el genere Penicillinm s’inclouen més de 300

especies de fongs filamentosos (excepte Penicillium marneffei, que és termodimorfic)
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ampliament distribuits a la natura. Existeixen especies patogenes 1 saprofites, moltes

productores de micotoxines.

Macroscopicament el genere Penicillinm presenta un creixement relativament
rapid, formant colonies filamentoses, amb aspecte de vellut o de textura cotonosa. Les
colonies inicialment sén blanques i posteriorment viren a verd-blavoés, gris-verdés, gris
oliva, groc o rosades. El revers de la colonia és pal-lid o groc. Microscopicament, les
especies de Penicillinm presenten hifes septades hialines amb conidiofors simples o
ramificats, metules, fialids i conidis. Una caracteristica tipica d’aquest genere és
Porganitzacié dels fialids a la punta dels conidiofors, que presenta forma de pinzell

(Thom, 1919) (Figura 4).

Penicillinm rugulosum forma colonies amb aparenca de vellut, de color groc
verdds a verd fosc. Microscopicament presenta uns conidiofors de 70 — 100 um,
biverticil-lats, formant estructura tipica del genere Penzcillium. Les métules fan de 10 a
15 um, els fialids de 8 a 10 um i els conidis, de forma el-lipsoidal, mesuren 3 — 3,5 x
2,5 =3 um (Figura 5). Es un fong poc patogen, pero pot produir ulceres corneals en

individus immunosuprimits (Swietliczkowa ez al., 1984).

Figura 4. . Representacié de 'organitzacié tipica amb forma de pinzell dels fialids del genere
Penicillinm.
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Figura 5. . Aspecte d’una soca de Penicillinm rugulosum al microscopi optic (x1000 ).

Penicillium rugnlosum com a agent indicador de
contaminaci6 en post-collita

Antecedents

La qualitat d’un aliment, com pot ser una fruita o verdura, no és facil de
mesurar i depén de molts factors. Actualment es considera que el concepte de gualitat
total és la suma de: (1) la qualitat tecnologica (aptitud per la conservacid, sensibilitat a
fisiopaties i podridures i resisténcia a la manipulacié), (2) qualitat sensorial i (3)
nutritiva, (4) qualitat sanitaria (criteris higienics i de proteccié de la salut) 1 (5) qualitat
comercial. L’alteracié dels fruits en post-collita suposa una pérdua dels cinc tipus de
qualitat descrits anteriorment, i una perdua de qualitat es reflecteix en una
disconformitat del consumidor, una devaluacié del producte final i una perdua de la
rendibilitat economica. Les alteracions més freqients sén: canvis en els propietats
tisiques, mecaniques, quimiques i sensorials, cops i ferides, fisiopaties, preséncia de

podridures o alteracions fungiques i el creixement de fongs productors de micotoxines.
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La microbiota inicial del fruit o vegetal depen del terra, aigua, insectes, animals
1 tipus d’adob presents a lambient durant la seva produccié, recol-leccié i1
emmagatzematge. El recompte total de microorganismes pot ser molt variat i elevat i
sovint s’aillen fongs miceliats (per exemple, Fusarinm spp, Alternaria spp), llevats 1
bacteris (coliformes, corineformes, Micrococcus spp i Pseudomonas spp). La fruita, els
vegetals i les hortalisses fresques tenen un pH acid (habitualment de 4.5) degut a la
presencia d’acids organics, juntament amb un elevat percentatge d’aigua, pectines,
cel'lulosa, vitamines 1 sucres. Aquesta composicio, rica en nutrients, afavoreix el
creixement de bacteris acid lactics, llevats i fongs miceliats provinents del camp,
I’equipo de recollida o dels manipuladors dels aliments durant el perfode de post-
collita. Quan es produeix creixement de fongs en els vegetals es diferencien dos tipus

d’efectes:

- Fongs causants d’alteracions. Les alteracions que es produeixen en el producte

fresc habitualment s6n degudes al creixement de microorganismes productors
de podridures toves (estovament, ennegriment, perdua d’aigua i mala olor
degut al creixement de Rhbigopus 1 Sclerotina, per exemple) 1 floridures (pel
creixement de Penicillium, Botrytis, Alternaria, Aspergillus o Fusarium, entre

d’altres).

- Fongs causants de patologies. S6n fongs productors de micotoxines. Alguns
exemples destacats son la producci6 d’ocratoxina A per Aspergillus carbonarius
al raim 1 la produccié de patulina per Penicillinm expansum a la poma. La
patologia per Penicillium expansum és molt freqiient 1 provoca molts danys, ja
que aquest presenta un creixement agressiu i es pot desenvolupar a baixes
temperatures. Necessita una ferida per poder penetrar al fruit, i d’aqui que
posteriorment es tractin temes de maneig global durant la collita i la post-
collita. Un cop ha colonitzat el fruit, Penicillinm expansum és capag de produir
patulina abans d’esporular (és a dir, abans que es detecti macroscopicament

alteracio).
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Aquesta problematica no només afecta la produccié de la materia primera
(verdures, hortalisses, fruites) sind també I’elaboracié de productes derivats. Aixi, per
exemple, els sucs, nectars i melmelades suposen un excel-lent medi de cultiu pels fongs
miceliats i els llevats si aquests aliments no es tracten amb calor. En aquests casos, els
fongs alteradors poden créixer a la supetficie del producte, en redueixen la qualitat i
s6n un problema relatiu, ja que el principal factor de risc en aquests productes és la
preseéncia de micotoxines termoresistents com la patulina i 'ocratoxina A.

Tal i com indiquen Amiri ez al.,(2005), Penicillium rugulosum sha trobat a la
superficie de diferents tipus de fruits, tant en pre-collita com en post-collita, i a
I’ambient de les cameres d’emmagatzematge i refrigeracio, essent també una de les

primeres especies en desenvolupar-se.

Solucions actuals

El control de les alteracions fungiques i podridures en post-collita es basa en
realitzar unes técniques agronomiques correctes, realitzar tractaments de desinfeccid
d’envasos i cambres (complir la normativa APPCC) i fer servir metodes de conservacio
dels fruits. Els métodes de control tradicional inclouen: (1) els tractaments pre-collita,
(2) els tractaments post-collita, (3) el control del moment de collita en funcié del

climateri i (4) la refrigeracié dels fruits.

Els tractaments fungicides pre-collita permeten el compliment dels terminis
de seguretat dels residus degut al temps transcorregut entre I’aplicacio i el consum del
fruit. Els productes que més sovint s’apliquen sén: Dictlofluanida®, Metil-Tiofanat®,
Imazalil®, Iprodiona®, Tiabendazol®, Procloraz® i Propiconazol®. Estan acceptats
socialment i, tot 1 que alguns productes s’estan retirant del mercat, actualment existeix

molta varietat de principis actius.

Els avantatges que presenten els tractaments pre-collita sén: (1) gran
efectivitat per conservacions curtes; (2) permeten reduir I'inocul de patogen; (3) es

disposa d’un nombre molt elevat de productes utils; (4) poc risc de superar els limits
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maxims de residus (LMR) perque el fungicida esta exposat a condicions externes i

s’elimina rapidament.

Els tractaments en post-collita actualment sén necessaris per la conservacio a
llarg termini i tenen un cost relativament baix, sén d’aplicacié senzilla i efectius. Aix{ 1
tot, presenten determinats riscos o factors que fan que estiguin altament regulats: (1)
un s massiu i poc controlat en post-collita pot provocar un augment de residus, pel
que s’han d’establir LMRs (Limits Maxims de Residus) per cada producte i per cada
vegetal; (2) s’afavoreix la selecci6 de soques resistents; (3) sila finca és PIF (Produccié

Integrada de Fruita) no es poden realitzar tractaments post-collita.

El moment de la recol‘leccié dels fruits o vegetals dependra de I'as que se
n’hagi de fer posteriorment i de si sén climaterics o no climaterics. Si s’han de
conservar molt temps en refrigeracié convé fer la recol'leccié quan encara no sén

madurs i posar-los en cambres amb un 1% d’oxigen per tal d’alentir-ne el metabolisme.

La intensitat respiratoria del fruit decreix després de la floracié fins a arribar a
un minim climatéric que coincideix amb el moment de la recol-leccié per llarga
conservacié (Figura 6). Les fruites climateriques intensifiquen molt la respiracié un
cop han madurat, 1 el maxim climatéric coincideix amb el moment optim de qualitat
sensorial 1 és el pas previ a la senescéncia. Per tant, els fruits climaterics s"han de
recol-lectar en el seu minim climateric, refrigerar en la pre-venta i, un cop a casa del
consumidor arribaran al maxim climatéric i al punt optim de qualitat sensorial. Alguns
exemples de fruits climaterics son: poma, albercoc, alvocat, platan, xirimoia, figues,
mango, meld, papaia, préssec, pruna, caqui i sindria. Una recol-leccié en el moment
inadequat pot provocar, per exemple, que el fruit arribi a la senescencia durant

Iemmagatzematge i que apareguin podridures de forma precog.

El moment de la recolleccié dels fruits no climatérics es determina amb
parametres motfologics, perod és una tasca complicada perque sén canvis molt subtils.
El moment optim de recolleccié sol ser quan s’ha produit el maxim creixement.
Alguns exemples de fruits no climaterics sén: cirera, cogombre, raim, llimona, pinya,

mandarina, maduixa i taronja.
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La refrigeraci6 dels fruits consisteix en reduir la temperatura mantenint una
humitat relativa alta 1 una circulaci6é forcada de I'aire. La baixa temperatura permet
reduir la respiraci6 del fruit i el creixement de microorganismes; la humitat relativa
elevada facilita una bona transpiracié i manté la qualitat; la circulacié d’aire

homogeneitza la temperatura de la cambra. La refrigeraci6 dels fruits provoca:

- Alentiment de la respiracié per reduccié de la temperatura. Si es recol-lecten
en el minim climatéric només hauran de madurar i ja no hauran d’augmentar
més de mida. Amb la conservacié en fred es retarda entrada al climateri i, per
tant, s’allarga la conservacio.

- Siamés de reduir la temperatura es redueix la concentracié d’oxigen, s’allarga

molt més el climateri per reduccié de la respiracié i per reduccié de la
concentracié6 d’etile a la cambra (molécula que té un mecanisme d’accié
semblant a una hormona vegetal que catalitza un augment de la respiracié).
Per reduir la concentracié d’oxigen a un 2-3% s’augmenta el dioxid de carboni

al 5%.
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Figura 6. Representaci6 de la corba de creixement i respiracié dels fruits climateérics, amb

indicacions del punt optim de recol'leccié i I'arribada a la senescencia.
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Finalment, cal destacar que existeixen noves linies d’investigacié en els
metodes de control post-collita que no es tractaran en aquesta tesi, pero entre els que
destaquen: I"as de MCHP, olis essencials de plantes, peptids antimicrobians i ’aplicacié

de tractaments fisics.

Trichoderma viride

El genere Trichoderma pertany a la Divisié Mycota, Subdivisié Eumycota, Classe
Hyphomycetes, Ordre Moniliales i Familia Moniliaceae. Les espécies del genere Trichoderma
es troben a tot tipus de sols, sén saprofites i sovint també actuen com a simbionts
oportunistes de plantes perqué poden desenvolupar relacions endofitiques de

mutualisme amb una gran varietat d’especies vegetals.

Macroscopicament les colonies del Trichoderma viride tendeixen a tenir un color
blanc inicial que vira a verd fosc o groc quan es produeix lesporulacié.
Microscopicament presenta un miceli fi i pelat, amb els conidiofors formant

estructures ramificades semblants a petits arbres (Figura 7 i 8) (Rifai, 1969).

Figura 7. . Representaci6 de I'aspecte microscopic del génere Trichoderma.
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Figura 8. . Imatge al microscopi optic d’una soca de Trichoderma viride (x1000).

Trichoderma viride com a agent biofertilitzant 1
fitoestimulant del sol

Antecedents

Els productes no biotecnologics que es fan servir per augmentar la
productivitat dels camps sén els fertilitzants quimics (nitrogen, fosfor i potassi). Per
cada kg de fertilitzants aportats, la produccié de cereals augmenta 10 kg. Les varietats
de cereals d’elevat rendiment requereixen una gran aportacié de N, P i K, com per
exemple: el blat de moro requereix 250 kg de nitrogen/ha per obtenir 20-25 T de

gra/ha i el blat necessita una aportacié de 120 Kg de nitrogen/ha per obtenir 6-7 T de

gra/ha.

Els principals elements que limiten el creixement vegetal i que s’ha d’aportar

d’alguna forma al sol son:
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- Nitrogen (amoni, nitrat). La demanda és molt elevada en els cultius,

aproximadament de 100-200 Kg per hectarea. L’aportacié de nitrogen
augmenta els costos de produccié i s’hauria d’aprofitar que les lleguminoses
tenen capacitat de fixar nitrogen (50% del nitrogen fixat és d’origen biologic).

- Fosfor. Es requereixen entre 1 i 35 kg/ha, i actualment cal poca aportacié
perque se n’ha fet servir durant molt temps.

- DPotassi. Se’n requereix entre 40 i 170 kg/ha i és un mineral necessati pet la
fotosintesi, activitat enzimatica, absorcié d’aigua i regulacié osmotica. La seva
aportacié depen molt del tipus de sol i de la seva disponibilitat, ja que en sols
argilosos es reté molt pero les plantes no el poden agafar bé, mentre que en

sols arenosos es filtra cap al freatic i no esta disponible.

Els principals efectes dels fertilitzants quimics que fan que el seu us estigui
regulat i limitat son: (1) el seu Us és ineficient perque, per exemple, només el 50% del
nitrogen aplicat és absorbit pels cultius; (2) s’acumulen al sol i (3) el seu rentat
contamina les aiglies freatiques; (4) es desnitrifiquen convertint-se en nitrats, el que
contribueix a P'alteracié de la capa d’0z6 (el 90% del procés de desnitrificacié produeix
nitrogen gaso6s). La Unié Europea esta regulant en la Politica Agricola Comu I’as dels
fertilitzants quimics 1 proposa una agricultura sostenible amb una reduccié de I'as

d’aquests productes.

Els principals productes biotecnologics que es poden fer servir per augmentar
la produccié als camps s6n inoculs microbiologics que es poden aplicar tant com a
agents de biocontrol com a agents nutritius (biofertilitzants 1 fitoestimulants). Els
principals avantatges que ofereixen els microorganismes biofertilitzants i
fitoestimulants sén: (1) substitueixen els fertilitzants quimics; (2) milloren 'as de
laigua; (3) disminueixen els costos de produccié; (4) es redueix la contaminacid
ambiental; (5) millora el rendiment de la produccid); (6) en condicions optimes, es

poden multiplicar per si mateixos; (7) no tenen efecte toxic o és molt baix sobre
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microorganismes no diana. Els agents de biocontrol, biofertilitzants i fitoestimulants

que majoritariament es fan servir actualment son:

- Microorganismes fixadors de nitrogen. S6n organismes simbionts de les arrels
de les plantes que aporten nitrogen i actuen formant rizobis, actuant com a
biofertilitzants. Poden ser organismes simbionts (especie-especifics), com el
cas de Rhigobinm en lleguminoses, els Actinomicets en arbres i els
Cianobacteris en falgueres, o microorganismes fixadors de nitrogen
inespecifics, com Azgospirillum 1 Bradybizobium.

- Micorrizes: bacteris millorants de 1’absorcié de nutrients. Sén bacteris

estretament connectats a les arrels de les plantes, poc especifics i que actuen
com a biofertilitzants i fitoestimulants. Es poden associar com a ectomicorizes
(Basidiomicets que no penetren I’arrel de la planta, les seves hifes colonitzen
Pespai intercel-lular dels teixits externs) o com a endomicortizes (Zigomicets
que actuen com a simbionts obligats inespecifics colonitzant les cel-lules de
larrel augmentant la superficie radicular).

- Rizobacteris promotors del creixement de les plantes. Sén bacteris que

habiten la rizosfera 1 que estimulen significativament el creixement de les
plantes. Colonitzen la supetficie de I’arrel de la planta i produeixen precursors
1 analegs de fitohormones, compostos que solubilitzen nutrients, metabolits
que estimulen D'absorcié i metabolits que inhibeixen el creixement de
fitopatogens (siderofors, antibiotics 1 enzims litics de la paret cel-lular, entre
d’altres). Alguns exemples d’aquests bacteris sén: Bacillus, Psendomonas,
Agospirillum, Azobacter, Enterobacter, Xanthomonas, Kiebsiella 1 Serratia.

- Trichoderma sp. Es un agent de biocontrol que també pot actuar com a
biofertilitzant i fitoestimulants quan s’associa a les arrels de les plantes i a la
rizosfera, ja que és capa¢ de colonitzar les arrels de forma similar a les
micorrizes, estimular el creixement de les plantes i activar-ne els mecanismes

de defenses.
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Tal i com exposen Benitez ¢ al. (2004) 1 Howell (2003), els mecanismes d’accié

del genere Trichoderma com a agent de biocontrol es poden dividir entre mecanismes

directes 1 indirectes. El principal mecanisme directe és el micoparasitisme, que és ’atac

directe de T7ichoderma a altres fongs fitopatogens mitjancant l'alliberacié de diferents

enzims. El microparasitisme compren un seguit de canvis morfologics en P’estructura

de Trichoderma que permeten penetrar ’hoste i, posteriorment, la segregacié d’enzims

que degraden conjuntament la paret cel-lular del fong fitopatogen (quitinases,

glucanases i proteases). Pel que fa als mecanismes indirectes, son:

- Competencia.

O

Fungostasi. Les soques de Trichoderma poden resistir i multiplicar-se
rapidament en condicions que mantenen inactiu el fong fitopatogen,
com per exemple davant la preséncia de metabolits de determinades
plantes o de productes quimics (fungicides, herbicides, etc.).

Nutrients. La falta de nutrients és una de les principals causes de mort
dels microorganismes, especialment quan es tracta d’un nutrient o
mineral essencial com el ferro. Truchoderma té una capacitat superior a
la d’altres microorganismes per mobilitzar i agafar nutrients del sol,
ja que pot obtenir ATP a partir del metabolisme de diferents tipus de
sucres. A més de leficacia en la competencia de nutrients, algunes
soques de Trichoderma poden produir siderofors altament eficients que
actuen com a quelants de ferro i impedeixen que aquest estigui
disponible per altres fongs, mentre que d’altres poden competit

alhora pels nutrients 1 per la colonitzacié de la rizosfera.

- Biofertilitzacié i estimulaci6 dels mecanismes de defensa de la planta.

O

Colonitzacié de l'arrel de la planta. La colonitzacié de P'arrel és el pas

previ perque Trichoderma pugui produir la resta d’efectes de
biofertilitzacié i estimulacié de la planta. Aquesta colonitzaci6
provoca canvis morfologics importants a la planta degut a la
segregaci6 de flavonoides i1 auxines. A més, algunes soques de

Trichoderma que penetren I’epidermis indueixen la sintesi i acumulacié
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de fitoalexines, flavonoides, terpens, derivats fenolics, aglicones i
altres compostos antimicrobians de la planta als que T7ichoderma és
més resistent que els fongs fitopatogens.

o Biofertilitzacié. La colonitzacid, com s’explicava a ’apartat anterior,
indueix la produccié de fitohormones que augmenten el creixement
1 desenvolupament de I’arrel, la capacitat de captaci6 de nutrients, la
capacitat de resisténcia a D’estres, la germinacié de les llavors i la
productivitat en general. A més, es produeix una acidificacié de
I’ambient que permet la solubilitzacié de fosfats, micronutrients i
cations minerals (ferro, manganes i magnesi) que podran ser captats
per la planta.

o Estimulacié de la resisténcia de la planta i de 'activacié dels seus

mecanismes de defensa. S’activen els mecanismes de defensa de la
planta davant els microorganismes patogens, tant de l'arrel com de
les parts acries, per mecanismes similars a les respostes
d’hipersensibilitat (HR), resisténcia sistemica adquirida (SAR) i

resisténcia sistemica induida (ISR).

Modificacié de Ia rizosfera. Les modificacions de la rizosfera son degudes a
Palliberacié d’antibiotics i metabolits toxics i a la disminucié del pH. El control
del pH permet estabilitzar els metabolits propis de Trichoderma i inactivar les
substancies toxiques d’altres microorganismes (que requereixen un rang de
pH diferent), aixi com induir la transcripcié de proteases, glucanases i
proteines de la paret cel-lular.

Antibiosi. Trichoderma és capag d’alliberar antibiotics i components de baix pes
molecular que difonen en la rizosfera i inhibeixen el creixement d’altres
microorganismes i n’impedeixen la colonitzacié de l'ambient. Aquestes
molécules poden interactuar entre elles per produir efectes sinérgics, com és
el cas d’alguns antibiotics amb els enzims hidrolitics o de peptabiols amb

enzims que degraden la paret cel-lular.
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Quan Trichoderma colonitza una arrel i la rizosfera contribueix a enriquir sols
pobres, pel que actua com a biofertilitzant i, alhora, augmenta el creixement de la

planta, actuant com a fitoestimulant.

En conjunt, el rendiment agricola augmenta quan s’inocula el sol amb
Trichoderma perque: (1) augmenta la resisténcia a la sequera; (2) millora I'absorcié de
nutrients i es redueix 'aportacié externa de nitrogen; (3) augmenta la productivitat fins
a un 300%; (4) augmenta el creixement de la planta (el biofilm de Trichoderma
contribueix a la produccié d’auxines, citoquinines i gibberel-lines); (5) es solubilitzen

fosfats, micronutrients i cations que milloren la nutricié de la planta.

La principal problematica en I"as de Trichoderma com a agent de biocontrol és
que la seva implantaci6 i seguiment és dificil i costosa. En funcié de la microbiota
autoctona del sol, Trichoderma pot tenir una mala accessibilitat al microorganisme diana,
pot presentar una baixa supetvivencia a ’'ambient, problemes per colonitzar la planta

1, en ocasions, poca compatibilitat amb plaguicides i biocides quimics.

Solucions actuals

Els factors exposats al final de I'apartat anterior fan que si es biofertilitza un
sol amb Trichoderma spp sigui necessati realitzar mostrejos 1 cultius periodics del sol per
determinar-ne la preséncia i el recompte. El sol és I’habitat natural del molts
microorganismes, que sovint es poden trobar en recomptes molt elevats. La densitat
de microorganismes és major a les capes de sol superficial que en les profundes. El
tipus 1 nombre de microorganismes varia segons el tipus de sol, aixi com en funcié de
les condicions ambientals, podent ser de fins a 101 UFC/g en terres fértils. Aquests
recomptes tan elevats impliquen la realitzacié de sembres de varies dilucions i que

laillament del fong diana sigui complicat.

Draltra banda, si es pretén biofertilitzar un cultiu amb aquest agent es

requereixen dosis d’inocul de 108 UFC/ml, el que pot suposat un impottant
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desplacament de la microbiota autoctona que també s’ha de controlar mitjancant

analitiques microbiologiques periodiques.

Verticillium dabliae

El genere Verticillium pertany a la subdivisié Deuteromycota i a la Classe
Hyphomyeet. Morfologicament es caracteritza per tenir a les hifes uns noduls
equidistants on es situen els conidiofors amb fialids que formen una estructura
verticil-lada (Figura 9). Les espécies d’aquest génere, unes 50, sén un grup molt
heterogeni i moltes sén importants en agticultura per ser saprofites o patogens de
plantes, nematodes o d’altres fongs. La seva elevada diversitat es deu, possiblement, a
que presenten fenomens de parasexualitat (Pegg i Brady, 2002). Verticillium dabliae és
I’agent causal de la verticilosi de lolivera. Morfologicament presenta conidiofors
hialins abundants, erectes, que acaben en el patrd verticil-lat caracteristic del genere

(Figura 10).
El cicle de vida de . dabliae consta de 4 fases (Hiemstra, 1998) (Figura 11):

- Fase de supervivencia. Els responsables de la supervivencia i dispersié del

patogen son els microesclerocis (MC) que es troben a les primeres capes del
sol, on poden sobreviure fins a 13 anys en absencia d’hostes.

- Fase d’infeccié. Els MC son estimulats per germinar en resposta a exsudats
radicals de diferents plantes i per I'addicié de nutrients al sol. Durant la
germinacié, els MC produeixen petites hifes infectives que penetren la soca
de les arrels joves de la planta i, al cap de 7-15 dies, arriben al sistema vascular
1 es perpetua la infeccié.

- Fase de colonitzacié. Quan Verticillium dabliae artiba al xilema, s’estén per

creixement miceliar i colonitza la planta mitjancant la formacié de conidis que

seran transportats a zones superiors de la planta seguint el flux de la savia. La
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colonitzaci6 del sistema vascular provoca una oclusié dels vasos 1 els
simptomes tipics de la malaltia.

- Fase de desenvolupament de simptomes. Els metabolits toxics del fong,
juntament amb loclusié dels teixits vasculars provoquen la defoliaci6 i el
marciment caracteristics de la malaltia. Altres canvis patologics es poden
produir com a resposta de la planta a la infeccid, que intentara reduir
P'aportacié hidrica a les zones infectades, reforcar les parets cel-lulars dels

vasos del xilema i dipositar substancies protectores com fitoalexines i fenols.

10 um

Figura 10. Aspecte al microscopi optic d’'una soca de Verticillinm dabliae (x1000).
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Figura 11. Representacié del cicle de vida de Verticillinm dabliae a I'olivera. Preséncia de

microesclerocis lliures al sol (1) que germinen per la presencia d’exsudats radiculars (2). El
fong penetra Iarrel de la planta (3) fins a arribar al cortex de arrel (4) i al xilema dels vasos
(5), multiplicant-se i colonitzant el sistema vascular (6), causant clorosi, necrosis i defoliacié
(7). Finalment, el fong colonitza les fulles senescents que acabaran caient al sol (8), on
desenvolupa nous microesclerocis (9). (Adaptat de Vickie Brewster i Jesse Ewing).

Veerticillum dabliae com a agent fitopatogen de
'olivera en pre-collita

Antecedents

La verticilosi de 'olivera es va diagnosticar per primer cop a Italia 'any 1946

(Ruggieri, 1946), i no va ser fins 'any 1980 que va ser descrita a Espanya (Caballero ez
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al., 1980). Actualment la seva distribuci6 és al llarg de tota la conca Mediterrania i la

costa oest d’Estats Units.

Quan a la patologia, estudis de Sitia posen de manifest que en aquest pais la
malaltia afecta entre el 0.9 1 el 4.5% d’un total de 6.5 milions d’oliveres, el que suposa
una peérdua total estimada d’entre un 11 un 2.3% de la produccié anual d’olives (Al-
Ahmed 1 Mosli, 1993). D’altra banda, una prospeccié realitzada a Grecia
(Thanassoloupoulos ez al., 1979) estima que afecta un 2-3% de 14 milions d’arbres i
que les perdues en la collita d’olives sén d’un 1% de la produccié total del pafs. A
Marroc, estudis publicats per Serrhini i Zeroulen ’any 1995 descriuen una incidencia
del 10% fins al 30% en 128 parcel-les mostrejades, mentre que a Algeria la mitjana
d’oliveres afectades és del 12%, detectant focus de la malaltia en la majoria de regions
oliveres del pais (Bellahcene e al, 2000). Aquestes dades reflecteixen I'amplia
distribucié de la verticilosi a la conca del Mediterrani i a la majoria de paisos
productors, el que fa que sigui considerada pels especialistes com una de les malalties

més greus de les que afecten les oliveres.

A Espanya, la verticilosi és identificada per primer cop el 1975 en camps
experimentals de Cordoba (Caballero ¢f a/., 1980) 1 la primera prospeccié determina
que un grau d’incidéncia mitjana del 10%, dada que es manté en inspeccions realitzades
posteriorment a camps d’Andalusia (Sinchez Hernandez ez a/., 1998). En els ultims
anys la malaltia s’ha estes a noves provincies on els brots sén cada cop més freqiients,

com Coérdoba, Jaén, Sevilla, Castilla-la-Mancha i Valencia (Jiménez Diaz, 2003).

La morbiditat i la mortalitat de la verticilosi depenen de la densitat del patogen
en el sol (UFC/cm?) i de la taxa d’infeccid, que determina la velocitat de propagacié
de la malaltia. La taxa d’infeccié depén de: (1) la susceptibilitat de la planta (edat 1
qualitat de nutricid), (2) el patotip de Verticillinm dabliae, essent el patotip defoliant el
més agressiu i (3) les caracteristiques ambientals (temperatura, humitat, tipus i maneig
del sol). Actualment, es considera que la morbiditat mitjana és del 12% de la poblacié

1 que la mortalitat mitjana és del 2% dels infectats (Ruiz Baena e7 a/., 2008).

34



Solucions actuals

La verticilosi és una malaltia dificil de controlar degut a la preséncia del fong
al sol i a larbre, el que afavoreix les infeccions recidivants, i a altres factors com la
petllongada supervivencia de . dabliae al terra, la possibilitat d’infestar altres varietats
de plantes, la dificultat de ser eliminat mitjangant fungicides topics un cop s’ha produit

la malaltia i a la gran variabilitat de patotips presents al sol.

Les mesures de lluita integrada adoptades actualment contra la verticilosi
poden ser previes o posteriors a la plantacié (Bejarano, 2003; Blanco 1 Jiménez, 1995).
Les mesures de control previes sén: (1) eleccié de terres no infectats (quan es busca
un nou emplagament per un cultiu d’oliveres, no es recomana establir-lo en un terra
on, durant anys, s’hagin plantat cultius susceptibles a la malaltia) i (2) Gs de material

vegetal lliure del patogen.
Les mesures de control un cop el patogen s’ha establert al sol son:

- Control quimic. Els tractaments quimics efectius sén les barreges de bromur
de metil i cloropicrina, ja que ambdos tenen un efecte sinérgic sobre un ampli
espectre de patogens del terra. També es poden fer servir el metham-sodi o el
metham-potassi 1 altres quimics d’accié semblant. Normalment, "as de
productes quimics esta limitat degut al seu cost, dificultat d’aplicacio, toxicitat
i perjudicis a nivell mediambiental. A més, existeixen moltes restriccions quan
a 'ds de fungicides al sol degut a l'impacte que provoquen a nivell
mediambiental i sobre la salut humana, com és el cas del bromur de metil
(Subbarao, 2002). En I'olivera, el principi actiu autoritzat per la lluita integrada
autoritzada és el metham-sodi combinat amb la solaritzacid, i esta
especialment indicat en casos de substituci6é d’arbres infectats per arbres sans.
Dins el control quimic també s’inclou Ids de vacunes i la injecci6 de diversos
principis actius al tronc de 'olivera (Navarro e a/, 1992), el que permet una
reducci6 dels simptomes pero no elimina el fong. En aquests casos, un dels

productes més utilitzats és el benomil (Mule ez 4/, 2000).
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- Solaritzacié. Eis un procés hidrotérmic que provoca un efecte hivernacle sobre
un terra humit quan es cobreix amb una capa de plastic transparent. Aquesta
mesura ha resultat efectiva per la reduccié de patogens del terra en general, i
s’ha demostrat la seva efectivitat per la verticilosi de 'olivera (Bejarano i
Ibrahen, 2004). En general, la solaritzacié permet reduir la concentracié de
Verticillinm dabliae en els primers 20 cm del terra 1 aplicacions successives de la

técnica no permeten augmentar-ne efectivitat.

OLFACTE CANI

Anatomia 1 Fisiologia

L’olfacte és la percepcié d’olors que resulta de la deteccié de particules
odorants disperses al medi ambient. Per a molts mamifers I’olfacte és el mitja principal
per percebre la informacié rellevant de ’'ambient que els envolta. Els animals macro-
somatics, com el gos, tenen molt desenvolupat el sistema olfactori i aquest té un paper

important quan a seguretat, nutricié i qualitat de vida.

El sentit de I'olfacte del gos es caracteritza per la seva elevada sensibilitat 1 per
la seva capacitat de discriminaci6. Per una gran varietat de compostos, la concentracié
minima a Iaire que pot ser captada per l'olfacte del gos és entre 103 i 108 cops inferior

a la detectable pels humans (Taula 1).

Referent a la capacitat de discriminacio, el gos és capa¢ de discriminar entre
diferents estimuls olfactius presumiblement molt semblants. Per exemple, gossos
correctament ensinistrats poden arribar a distingir entre parelles de bessons
univitel'lins mitjancant la seva olor (que d’altra banda, en termes genectics és

teoricament identica) (Manteca, 1990).
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Taula 1. Concentracions minimes de vaties substancies (expressades en molécules/cm3 d’aite)
que poden ser detectades per l'olfacte del gos i dels humans. Per algunes substancies, I'olfacte

del gos és fins a 100 milions de cops més sensible que el dels humans (Manteca, 1996).

Substancia Gos Huma
Acid aceétic 5.0x 105 5.0 x 1013
Acid propionic 2.5x 105 4.2 x 101
Acid butiric 9.0 x 10 7.0 x 10°
Acid valéric 35x 104 6.0 x 1010
Acid caproic 4.0x 104 2.0x 101
Acid caprilic 4.5 x 104 2.0 x 101

Els receptors responsables de la transduccié de les molecules oloroses es
troben a la mucosa olfactoria que, en el gos, té una superficie de 18 a 150 cm? (1 a 2
cm? en I’ésser huma) i es localitza a la part superior de la cavitat nasal, superficie inferior
de la lamina cribiforme, porcié supetior del septum nasal i paret medial dels cornets

superiors (Correa, 2011) (Figura 12).

Figura 12. Representacié d’un tall del meat nasal. La mucosa nasal es localitza a la part
superior de la cavitat nasal (1), superficie inferior de la lamina cribiforme (2), porci6 superior
del septum nasal (3) i paret medial dels cornets superiors (4).
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La mucosa olfactoria esta recoberta per una capa de moc que cobreix epiteli
olfactori i que facilita capturar i dissoldre les molecules volatils de Iaire. I’epiteli

olfactori conté tres tipus de cél-lules i un tipus especialitzat de glandula (Figura 13):

- Neurones receptores. Els cossos de les neurones receptores es localitzen a la

porci6é basal de Iepiteli olfactori. Cada neurona posseeix una prolongacié
dendritica apical i un axé no mielinitzat. La dendtitica apical s’estén cap a la
superficie de 'epiteli i forma una vesicula olfactoria amb cilis no mobils que
contenen els receptors. Els axons no mielinitzats travessen la lamina cribosa
de I'etmoide i s’agrupen formant fascicles que, en conjunt, constitueixen el
nervi olfactori (primer parell cranial).

- Cel'lules de suport. Son cel-lules columnars que presenten microvellositats

secretores de moc, alhora que actuen com a mecanisme de suport mecanic.

- Cel'lules basals. Sén cél'lules no diferenciades, primitives, que permeten el
recanvi de les neurones receptores.

- Glandules de Bowman. Sén estructures que només es troben a la mucosa
olfactoria 1 que produeixen secrecio serosa que, juntament amb les cél-lules

de suport, formen la capa de moc que recobreix la mucosa.

Quan les particules oloroses volatils s6n inhalades entren en contacte amb la
capa de moc que recobreix la mucosa i interactuen amb proteines transportadores que
activen el sistema de transduccié basat en l'activacié de proteines G olfactoria-
especifiques 1 cAMP. El gos posseeix uns 220 milions de receptors olfactius diferents,
mentre que I’ésser huma només en disposa de 5 milions. El nombre de receptors

olfactius pot variar substancialment entre les diferents races de gos (Taula 2).

Aquesta activacié genera un impuls nervios que es transmet pel nervi olfactori
cap al bulb olfactori del cervell, on es reconeix I'olor i s’inicia una resposta. En el cas
dels gossos entrenats per buscar una olor especifica, aquesta resposta sera una
conducta previament apresa com, per exemple en el cas dels gossos entrenats per

detectar explosius, asseure’s i mirar fixament el punt de maxima emanaci6 d’olot.
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Figura 13. Origen de les fibres nervioses 1 tipus cel-lulars que acabaran formant el Nervi
Olfactori o Primer Parell Cranial. 1: Glandules mucoses de Bowman, 2: Fibra nerviosa, 3:
Cel-lules olfactories, 4: Cél-lules de suport; 5: Cavitat nasal (Adaptat d’Osuna i Rubiano).

Taula 2. Comparacié del nombre de receptors a la mucosa olfactoria de I'especie humana i

diferents races de gos (Adaptat de Tacher ez al., 2005).

Espécie Nombre de

o raga receptors olfactius

Huma 5 milions

Teckel 125 milions
Fox Terrier 147 milions
Beagle 225 milions
Pastor Alemany 225 milions
Bloodhound 300 milions
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El bulb olfactori, que correspon al cortex cerebral, esta localitzat a la cara
inferior del 1obul frontal i esta connectat reciprocament amb altres regions del cortex
olfactori o paleocortex, com el cortex orbitofrontal, 'insula, ’hipotalem, ’amigdala i
I'hipocamp. Quan rep un estimul olfactori, el bulb olfactori envia projeccions
nervioses a I'amigdala, concretament a I’amigdala olfactoria, que inclou els nuclis

corticals anterior i postero-lateral (Figura 14).

Figura 14. Representacié de les parts de 'encefal relacionades amb I'olfacci6.1: bulb
olfactori, 2: cortex orbito-frontal, 3: insula, 4: hipotalem, 5: amigdala, 6: hipocamp.

Algunes d’aquestes estructures, com per exemple ’'amigdala, sén responsables
de les conductes i reaccions emocionals i s’aprofita la seva activacié durant la instruccio
del gos per a reforcar conductes desitjables. La relaci6 entre la conducta, aprenentatge
i Polfaccié sera tractada més endavant a 'apartat “Neuropsicologia: Control de la

conducta”.

Finalment, els gossos posseeixen una camera olfactoria addicional anomenada
organ vomeronasal o de Jacobson (situada a 'os vomer, entre la cavitat nasal i bucal,

Figura 15), amb receptors especifics per feromones i altres elements volatils d’elevat
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pes molecular. Les neurones que formen part de lepiteli olfactori de I’organ
vomeronasal son diferents de la cavitat nasal i, a més d’enviar informacié al bulb

olfactori, envien impulsos a la regié hipotalamica associada a les conductes sexuals.
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Figura 15. Representaci6 de la situacié anatomica de 'Organ Vomeronasal o de Jacobson (1).

L’Organ vomeronasal esta situat a 'os vomer (2), entre la cavitat nasal (3) i bucal (4).

Organ Vomeronasal 1 Feromones

Tal i com explica Manteca, X. al seu llibre Etologia Clinica 1V eterinaria del Perro y
del Gato (1990), les feromones es defineixen com a substancies quimiques o mescles de
substancies quimiques que, emeses a Uexterior per un animal, produeixen determinats
efectes en els receptors d’un individu de la mateixa especie. D’acord amb els efectes

que produeixen, es diferencien dos tipus de feromones:

- Feromones encebadores. Sén les que produeixen canvis fisiologics en
I'individu receptor, especialment canvis neuro-endocrins relacionats amb la
fisiologia reproductora. Aquests canvis es manifesten de forma immediata i,

un cop produits, influeixen en la conducta del receptor durant un cert temps.
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- Feromones desencadenants. Sén les que produeixen canvis immediats i de

curta duraci6 en la conducta del receptor.

La composicié quimica de la majoria de feromones dels animals vertebrats és
desconeguda. Aixi i tot, és util classificar-les també com a feromones volatils i no
volatils. En general, les feromones volatils sén captades per la mucosa olfactoria i sén
desencadenants; per altra banda, les feromones no volatils solen ser encebadores i s6n

captades per '0rgan vomeronasal.

En els carnivors domeéstics, 'organ vomeronasal es comunica amb la cavitat
bucal a través del conducte nasopalati. Els axons de les neurones receptores de ’organ
vomeronasal acaben en una estructura del sistema nervids central denominada bulb
vomeronasal o bulb olfactori accessori. A partir del bulb olfactori accessori, la via
nerviosa vomeronasal continua pels nuclis medials i posteromedials de ’'amigdala
vomeronasal i, a partir d’aquesta, es projecta fins les arees preoptica i medial de
I’hipotalem. Aixi, tot i que la mucosa olfactoria i ’0rgan vomeronasal envien les seves
projeccions nervioses cap a I'amigdala, ho fan a nuclis diferents i poden considerar-se

dos sistemes olfactoris separats i que tenen funcions diferents.

L’efecte que pot desencadenar una feromona sobre la conducta és important
i molt rapid, pel que les feromones poden influir notablement en les pautes

d’ensinistrament i de treball que es pretenen establir en aquesta tesi.

NEUROPSICOLOGIA: CONTROL DE LA
CONDUCTA

El sistema nervids és el responsable de la conducta. Es divideix en dos
elements basics: el sistema nervids central (SNC) i el sistema nervids periferic (SNP).

El SNC esta constituit per I'encefal (cervell, cerebel i medul-la oblonga) 1 la medul-la
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espinal. E1 SNP esta format pels nervis cranials i els nervis espinals i, en general, les

neurones del SNP connecten els teixits amb el SNC.

Sistema nervios periferic: efectes destacats sobre la
conducta

En el SNP es distingeixen una divisié aferent, que transmet informacié
sensorial, i una divisi eferent, que porta senyals des del SNC als musculs i glandules.
Dins la divisié eferent es poden diferenciar vies del sistema nervidés somatic (SNS),
format per fibres nervioses que van del SNC a les cel-lules dels musculs esquelétics, i

del sistema nervids autonom (SNA), que regula els processos automatics.

El SNA es compon del sistema nerviés autonom simpatic (SNAS) i el sistema
nerviés autonom parasimpatic (SNAP). El SNAS regula 'energia i les funcions
corporals que ajuden en les situacions d’emergencia. Afecta la freqiiencia cardiaca i la
pressié arterial, inhibeix el tracte digestiu, accelera el ritme respiratori i prepara el cos
per P'accié mitjancant 'activacié de la secrecié d’adrenalina i augment del nivell de
glucosa a la sang. E1 SNAS s’associa al mecanisme de fugida o de lluita. D’altra banda,

el SNAP contraresta el sistema simpatic i retorna equilibri al cos.

Lindsay (2000) descriu la forma en que els gossos poden tenir una
predisposicié genética cap a una reactivitat emocional o bé a una tendéncia cognitiva i
calmada. Explica que alguns gossos poden tenir un sistema simpatic dominant (sén
propensos a la reactivitat emocional o a lestrés biologic) 1 altres un sistema
parasimpatic dominant (més calmats i adaptables). Lindsay conclou que els gossos de
temperament en el que predomina el sistema simpatic sén més propensos als

problemes de conducta.

Aquest fet és d’especial importancia quan s’ha de realitzar una seleccié d’'un

gos de treball, ja que depenent de I'especialitat es buscara la predominanga dun
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temperament o altre. En el cas de les UC de biodeteccid, és preferible un sistema

parasimpatic dominant.

Sistema nervios central: efectes destacats sobre la
conducta

De les tres estructures que formen el SNC (cervell, cerebel i medulla
oblonga), el cervell és el que té un efecte més rellevant sobre la conducta. El cervell
esta format pel cervell anterior, mig i posterior. El cervell mig i posterior formen el tall
cerebral 1 controlen funcions vitals basiques com lactivitat cardiovascular i
respiratoria. El cervell anterior es composa del sistema limbic i el cortex cerebral, entre
d’altres estructures. El sistema limbic esta format per una serie d’estructures que

envolten I’hipotalem, i el cortex cerebral és la part més externa del cervell anterior.

Sistema limbic

El sistema limbic inclou les seglients estructures del cervell: el bulb olfactori,
el talem, I’hipotalem, ’hipocamp, 'amigdala i la circumval-lacié del cos calls del
cortex cerebral, a més d’altres estructures més petites anomenades nuclis. El sistema
limbic esta implicat sobretot en 'expressio 1 el processament de les emocions, la

memoria i 'agressivitat, alhora que també coordina alguns tipus d’aprenentatge.

El talem rep senyals sensorials i les respostes emocionals per, posteriorment,
processat-les i comunicar-les al sistema limbic (centre emocional) i el cortex cerebral
(centre cognitiu). El talem permet al gos centrar-se o concentrar-se de forma selectiva
en una sola cosa, actuant com a intermediari 0 com una estaci6 de recepcio i distribucid

d’informacio.
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L’hipotalem generalment desenvolupa funcions reguladores de les activitats
biologiques basiques com el control de la gana i la sacietat, la set i funcions
homeostatiques com la regulaci6 de la pressio sanguinia, la temperatura i la glucemia.
Controla gran part del sistema endocti i, en part, regula el cicle de son i vigilia.
L’hipotalem regula I’activitat simpatica i parasimpatica, alhora que forma part del
sistema hipotalamic-hipofisiari-adrenal (eix HHA) que s’encarrega del control

homeostatic de les respostes del cos a I'estres i a 'amenaca.

L’amigdala controla Iafectivitat de I'individu, aixi com P'expressié de la por i
de Pagressivitat. S’associa a la conducta depredadora i a la inhibici6 o excitacié de la
conducta social. També juga un paper important en I’aprenentatge emocional i és la
part del sistema limbic que intervé en el reconeixement d’altres individus, la conducta
sexual i maternal, la conducta agressiva i la seleccié de ’aliment. El sentit de l'olfacte
també esta altament implicat en el control d’aquestes conductes en la majoria de

mamifers, entre ells el gos.

La circumval-laci6 del cos callés coordina la informacié sensorial rebuda amb
les emocions i les respostes emocionals del dolor, i és un dels principals centres de

control de la conducta de motivacio.

L’hipocamp té com a funcié la consolidacié de nous records i emocions, aixi
com la navegacié i orientacid espacial. En els gossos, ’hipocamp sembla ser important
per rectificar llindars de por baixos 1 estats perllongats d’excitacié ansiosa
generalitzada, tipics de gossos de treball als que de forma erronia se’ls condiciona de

forma molt intensa abans de treballar.

Cortex cerebral

El cortex cerebral és la part externa del cervell i 'dltima en desenvolupar-se.
Es l'area essencial de la consciencia i la intel-ligéncia 1 porta a terme les funcions

associatives més complexes. Esta intimament involucrat amb les funcions cognitives
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més complexes com 'aprenentatge, la resoluci6 de conflictes ila planificacid i execucié
de conductes. Les connexions nervioses que van de 'amigdala (control dels impulsos
emocionals) al cortex sén més rellevants 1 nombroses que les que van del cortex a
I’amigdala, aixo explicaria perqué alguns gossos semblen no controlar completament
alguns impulsos altament emocionals (per exemple la por, 'agressivitat o la presencia

d’un estimul que els exciti).

Sistema limbic »s cortex cerebral (emoci6 vs
cognicio)

Tant la informacié percebuda pels sentits com la informacié emocional passen
del sistema nervids periferic al talem. Des del talem la informacié va als lobuls
posteriors del cervell per ser descodificada en funcié de 'experiéncia i els processos
d’aprenentatge previs. Posteriorment, aquesta informacié s’envia al 1obul frontal, on

s’avalua 1 es formula un pla d’accié.

El sistema limbic i el cortex cerebral treballen conjuntament per produir un
efecte final d’una amalgama de contingut emocional i major contingut cognitiu.
Existeix una relaci6 inversa entre lactivitat del cortex cerebral 1 la del sistema limbic:

quan un s’activa, l'altre s’inhibeix.

Si un individu experimenta una resposta emocional intensa (activacié del
sistema limbic), probablement sera menys capa¢ d’actuar de forma clara i efectiva
(inhibicié del cortex cerebral). De la mateixa manera, si un gos esta fent servir el cortex
cerebral 1 roman en un estat analitic (cortex activat), és menys probable que es mostri

excessivament emocional (sistema limbic inhibit).

Aquesta dada és extremadament important perqué comporta implicacions
immediates en la forma en que un gos ensinistrat pot reaccionar o no durant el treball,

aixi com en la modificacié de conductes no desitjades. Si es permet que un gos estigui
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continuament immers en respostes emocionals intenses, és probable que no pugui
aprendre de forma efectiva o eficient, el que indica que s’han d’evitar les respostes
sensibilitzadores durant ’ensinistrament i ’excitacié intensa durant el treball. Alhora,
també s’extreu que concentrar-se en una tasca cognitiva pot ser essencial per inhibir
respostes d’estres, el que és basic per demostrar que el treball que realitzen els gossos

contribueix a complir amb la normativa de benestar animal.

Neurotransmissors 1 conducta

Els neurotransmissors (NT) s6n secrecions de naturalesa quimica que generen
respostes eléctriques quan son alliberats a les sinapsis nervioses transmetent, d’aquesta
forma, informacié. Exciten, inhibeixen i regulen I'activitat neuronal 1 hormonal. Els
NT es sintetitzen a partir de substancies precursores, algunes produides pel propi
organisme 1 d’altres obtingudes a través de la dieta. Un cop que un NT completa la
seva funcio, pot ser reabsorbit per la neurona pre-sinaptica o destruit a ’espai sinaptic.
Alguns dels NT més importants en el control de la conducta sén la dopamina, la

serotonina, el glutamat 1 'acid gamma-amino-butiric (GABA).

La dopamina esta relacionada en la coordinacié motora i el temps de reaccié
(sistema nigro-estriat) i l'atencié (sistema meso-hipocampal). Una deficiencia de
dopamina pot provocar alteracions de I'aprenentatge i de la capacitat d’atencid, aixi
com de lafectivitat, estat d’anim (irritabilitat, ansietat) i una disminucié d’endorfines.
Draltra banda, un excés de dopamina porta a I'agitacié, la conducta impulsiva i la

hiperreactivitat

La serotonina regula el dolor i els cicles de son i vigilia. Tot i que una activitat
baixa de serotonina produeix ansietat, dificultats d’aprenentatge i agressivitat, el seu
efecte més directe és la reduccié del control dels impulsos. Un gos amb poca
serotonina sera un gos amb tendéncia a la impulsivitat, el que és especialment

important en gossos amb un component agressiu.
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El glutamat transmet missatges excitadors, mentre que ’acid gamma-amino-
butiric o GABA és el principal NT inhibitori que impedeix que les neurones reaccionin
de forma descontrolada. Aquests dos NT controlen ’homeostasi de Iactivitat nerviosa
1, si un dels dos es descompensa, el sistema nervids es disparara o inhibira de forma
efectiva. El glutamat i el GABA suposen entre el 75-80% de Dactivitat
neurotransmissora del cervell, actuant la resta de NT com a moduladors d’aquesta

activitat.

Hormones 1 conducta

El sistema nervidés esta intimament lligat al sistema endocti, que és el
responsable de la regulacié fisiologica de I'organisme. El sistema endoct{ esta format
per varies glandules que secreten hormones sota el control, sobretot, de I’hipotalem.
Les glandules del sistema endocti sén, per definicid, de secrecié interna; aixi, les
hormones sén transportades pel torrent sanguini i cada una té el seu teixit diana. Les

hormones que més es relacionen amb la conducta sén la testosterona, el cortisol i la

tiroxina (T4).

La testosterona, sintetitzada als testicles i en menor mesura al cortex adrenal,
ovaris 1 placenta, actua per originar les conductes sexualment dimorfiques tipicament
masculines i per regular determinades conductes. Aixi, la testosterona permet que els
animals estiguin atents durant més temps i que responguin de forma més vigorosa als
estimuls. D’altra banda, també és la responsable de conductes habitualment no

desitjables com el vagabundeig, el marcatge amb orina i ’agressivitat ofensiva.

El cortisol, també conegut com I’hormona de Pestres, és sintetitzat al cortex
adrenal i alliberat en petites quantitats al llarg de cicles diaris, actua incrementant la
pressié arterial, la glucémia, la produccié de glicogen al fetge i en tots els processos
relacionats amb incrementar I'esforg fisic. L’exposici6 al cortisol per un periode curt

de temps, relacionat amb moments d’estres intens, promou ’emmagatzematge de

48



records per ajudar a recordar les circumstancies que envolten una situacié d’intensitat
important. Aixi, el cortisol és el responsable dels fenomens de sensibilitzacié 1 pot ser
especialment problematic en el desenvolupament de fobies i comportaments agressius.
L’exposici6 al cortisol per un perfode llarg tendeix a danyar les cel-lules de hipocamp
i, en conseqiiéncia, a perjudicar el procés d’aprenentatge. Un animal amb estrés cronic
no sera capag d’aprendre bé, el que té implicacions obvies a ’hora de tractar problemes

relacionats amb ’estrés i de realitzar modificacions de conducta.

La tiroxina (T4) és sintetitzada a la glandula tiroides i una de les seves funcions
és regular, indirectament, la producci6 de serotonina. Si existeix una deficiencia en la
produccié de tiroxina (hipotitoidisme, que pot set primari o secundati) apareixeran
canvis conductuals com una disminucié de lactivitat fisica general juntament amb
impulsos agressius. L’hipertiroidisme, que també pot manifestar-se amb problemes de

conducta, no és una patologia freqiient en el gos.

REVISIO BIBLIOGRAFICA REFERENT A
1US DE IOLFACTE CANI COM A
METODE DE DETECCIO

El gos domestic (Canis familiaris) és capac de detectar substancies a una
concentracié molt menor de la que som capagos de detectar els éssers humans gracies
a disposar d’'una major area d’epiteli olfactiu i d’'un major nombre de receptors.
Aquesta gran capacitat olfactiva ha propiciat que ’home faci servir els gossos per
buscar 1 localitzar un elevat nombre de substancies tant d’origen biologic com no

biologic (Browne ez al., 2000).

Dins el grup de substancies d’origen no biologic hi destaquen especialitats

com la recerca, detecci6 i localitzacié d’explosius (Furton e al., 2001), accelerants de

49



foc (Kurz et al., 1994), drogues i estupefaents (Lorenzo ef al., 2003) i contaminants

ambientals d’origen quimic (Crook, 2000).

Pel que fa a la deteccié de substancies d’origen biologic, existeix un gran

ventall de subespecialitats que es poden dividir en:

- Deteccié de mamifers. Els gossos s’entrenen per buscar descamacions
epitelials de diferents tipus de mamifers, habitualment amb l'objectiu de
promoure i contribuir a la conservacié mediambiental i a mantenir la
biodiversitat (Smith i Ralls, 2001). Algunes espécies de mamifers amb les que
es treballa actualment sén les guineus de Sant Joaquim (Smith ef a/, 2003), els
ossos negres i bruns (Wasser ez al.,, 2004; Akenson ez al., 2001) i les fures de
potes negres (Reindl e# a/., 2004). Una altra especialitat que s’inclou dins la
deteccié de mamifers és la deteccié d’olors propies de Uestre en les vaques
leteres (Kiddy ez al, 1978; Kiddy ez al., 1984; Hawk ¢f al., 1984) en fluids
corporals i llet amb la finalitat de millorar la deteccid de I’estre i optimitzar les

inseminacions artificials.

- Detecci6 de reptils. Actualment el principal s de la deteccié de reptils amb
unitats canines és el control d’espécies al'loctones invasores (Browne, 2005),
i en aquest ambit destaca el control de ’especie Boiga irregularis que es porta a
terme a Guam, Africa (Engeman e al., 1998; Engeman ef al., 2002).

- Deteccié d’insectes. La principal aplicacié de la deteccié d’insectes és la

bioseguretat i el control de plagues (Nakash ez a/., 2000), i es pot treballar en
la deteccié de feromones, ous (Wallner i Ellis, 1976), larves i formes adultes
(Welch, 1990). Una de les aplicacions actuals més importants és la deteccié de
termits (Lewis ¢f al., 1997; Culliney 1 Gracie, 2000; Brooks ez a/, 2003).

- Deteccié d’efluvis humans. Dins aquest apartat s’hi inclouen especialitats tant
diverses com el rescat i salvament de persones (Hebart, 1993), cadavers,
secrecions i restes humanes (Schoon, 1996) i tombes humanes clandestines
(Lasseter e# al., 2003). Una especialitat que ha sorgit recentment i que també

es potincloure en aquest grup és la detecci6 de cel-lules canceroses, en les que
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destaquen la deteccié de neoplasies de cel-lules basals de la bufeta urinaria
(Willis e# al., 2004) 1 detecci6é de melanomes (Pickel ez al., 2004).

- Deteccié de microorganismes. La deteccié de microorganismes, igual que la
deteccid de cel'lules canceroses, és una especialitat molt recent i amb un elevat
potencial de creixement. Actualment s’esta treballant en la deteccié de fongs
(Kuske, 2005; Korpi ¢ al., 1998) i bacteris (Filipiak e al., 2012), essent una de
les principals aplicacions la deteccié de fongs en ambients d’edificis (sindrome

de edifici malalt) (Kauhanen et a/., 2002).

Revisi6 bibliografica referent als metodes existents
de produccio de mostres oloroses de fongs 1
metodes d’ensinistrament

Son poques les referencies a metodes de produccié de mostres oloroses a
partir de fongs o els metodes d’ensinistrament que es fan servir, pero les descrites

actualment sén:

- Esterilitzacié amb autoclau. Aquest metode consisteix en crear una suspensio
del/s microorganisme/s en aigua esteril i esterilitzar-la mitjancant un
tractament térmic per autoclau (121°C durant 45 minuts), realitzant tot el
procediment en el contenidor final de la mostra per a conservar tots els
components olorosos possibles (Bulanda, 2002). El liquid resultant es fa servir
directament com a mostra olorosa, per exemple, amarant papers de filtre. Fs
un metode molt segur perque el microorganisme esta inactiu 1 el procés és
simple, rapid i poc costds. Quan a la capacitat d’emetre olors, I’elevada pressio
1 temperatura assolides per I'autoclau poden alterar les estructures proteiques
1 canviar-ne l'olor, el que ho converteix en un metode poc fiable. Els autors
d’aquest meétode no realitzen cap comprovacié del grau de similitud

mitjancant tecniques de separacié i analisi quimic.
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- Presentaci6 directa del microorganisme actiu. S’ha aplicat principalment en la

detecci6 de fongs i bacteris alteradors de la fusta. S’han fet servir mostres de
Serpula lacrymans, Coniophora puteana 1 Antrodia sinnosa sembrades directament
en peces de fusta de pi; Cladosporium herbarum, Botrytis cinerea, Penicillinm
verrncosum 1 Aspergillus niger en Agar Extracte de Malta; Streptomyces sp. en TYG
(Kauhanen ez al., 2002). Durant entrenament les mostres cultivades en peces
de fusta es presenten directament, mentre que les cultivades en plaques de
Petri s’amaguen entre/sota peces de fusta no contaminada.

- Microorganisme viu a la placa de Petri. Existeix un sistema d’entrenament en
el que es fan servir: medis de cultiu amb el microorganisme, mostres de
material contaminat amb el microorganisme, cultius 1 mostres de material
sense el microorganisme i mostres de materials que emeten components
d’estructura similar als mVOC del microorganisme (Lorenz i Diedrich, 2001).
Amb aquest sistema, el gos ha d’aprendre a discriminar l'olor del
microorganisme de ’olor de la resta de material (placa de petti, components
d’estructura quimica similar als MVOC, material no contaminat, etc.). Tant
aquest sistema com l'anterior, on només vatia el metode d’ensinistrament,
ofereixen una elevada qualitat olorosa, ja que es treballa amb el
microorganisme viu. El procés és senzill pero, d’altra banda, existeixen riscos
importants i ofereixen una baixa seguretat tant pel gos com pels manipuladors

de la mostra.

METODES DE SEPARACIO I ANALISI
QUIMICA

Existeixen varies tecniques per recollir els VOC tot i que principalment estan
basades en I'ds de tubs d’absorcié (Joblin ez af., 2010) o de fibres de microextraccié en

fase solida (SPME) (Bingley ez a/., 2012).
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Els metodes de separacié utilitzats habitualment sén la cromatografia liquida
(LC) 1la gasosa (GC) (Joblin ef al., 2010; Nielsen, 2003). Quan als sistemes de deteccié
de VOCS descrits a la literatura, actualment es treballa amb espectrometre de masses
(MS) (Betancourt ¢t al., 2013), espectrometres de mobilitat d’ions (IM-MS) (Hiibert ez
al, 2011), nassos electronics (e-nose) (Kuske ef al., 2005) 1 TOF-MS (Wilhborg et af.,
2008).

El sistema utilitzat en aquest estudi per la determinacié de VOCs ha estat
I’acoblament de microextraccié en fase solida, cromatografia de gasos i espectromettia

de masses (SPME-GC-MS) (Figura 16).
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Figura 16. Representacié de 'acoblament entre la fibra SPME, el GCiel MS. 1:
microextraccié en fase solida, 2: desorcié dels compostos volatils de la fibra, 3: gas
transportador, 4: columna capil‘lar per la separacié dels VOCs, 5: espectrometre de masses
amb quadrupol, 6: programa informatic que decodifica la informacié generada amb el MS.
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Determinacié de VOCs mitjancant SPME-GC-MS

La microextraccié en fase solida (So/id-Phase Microextraction, SPME) és un
metode senzill 1 efectiu de captura 1 concentracié de compostos volatils de 'espai de
cap d’una mostra (Belardi i Pawliszyn, 1989). El funcionament del metode es basa en
assolir 'equilibri de compostos volatils entre la fase h’quida/ solida de la mostra i el gas
del headspace i, posteriorment, entre el gas del beadspace 1 la fibra SPME. En el cas de
mostres liquides, el temps necessati per assolir 'equilibri es pot reduir ajustant la
temperatura i el pH, utilitzant agitacié mecanica o afegint sals, com el NaCl (Eisert 1

Levsen, 19906).

La separacié dels components amb cromatografia de gasos (GC) 1 detecci6
amb espectrometria de masses (MS) és un meétode analitic combinat que permet
identificar els components volatils capturats i concentrats amb la fibra SPME.
Actualment s’esta utilitzant per analitzar compostos de baix pes molecular, sempre 1
quan siguin suficientment volatils i téermicament estables, ja que el metode utilitza
temperatures de fins a 250 °C. Els compostos volatils concentrats amb la fibra SPME
son injectats al GC i vaporitzats cap a una columna capil-lar mitjancant un gas
transportador (normalment, Heli). Els components de la mostra flueixen a través de
la columna i sén separats progressivament en funcié de la seva afinitat per la fase
estacionaria de la columna i pel gas transportador (fase mobil). A mesura que les
molecules surten de la columna soén ionitzades eléctricament (EI), procés pel qual

perden un electrd i es transformen en radicals cationics (M™).

L’espectrometre de masses separa els M* en funci6 de les propietats de cada
tipus d’aparell (quadrupol, temps de vol, radio-freqiiencia, entre d’altres), essent el
quadrupol el més freqiientment utilitzat. Un cop s’han separat els ions, aquests entren
en contacte amb un detector que amplifica la senyal i envia a un programa informatic
que integra tota la informaci6 i converteix la senyal electrica en diferents grafics i
senyals visuals que classifiquen els components volatils en funcié del seu pes

molecular. Degut a 'elevada energia despresa durant el procés de ionitzacid, és normal
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que els M+ es fragmentin produint ions més petits amb una abundancia relativa
caracteristica, el que ofereix una empremta propia per cada estructura molecular.
Aquesta informaci, un cop contrastada amb bases de dades online, és la que permet

identificar els diferents components de la mostra.
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OBJECTIUS I
PLA DE TREBALL
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OBJECTIUS

Les hipotesis plantejades en aquesta investigacié son:

- Hipotesi primera
o Hp: Els gossos son capacos de detectar la presencia de fongs
filamentosos mitjancant ’olfacte.
o Hi: Els gossos no sén capacos de detectar la preséncia de fongs
filamentosos mitjancant ’olfacte.
- Hipotesi segona
o Hy: Es possible extreure el perfil de compostos organics volatils d’un
fong i fer-los servir per ensinistrar un gos per detectar la preseéncia
del fong.
o Hi: No és possible extreure el perfil de compostos organics volatils
d’un fong i fer-los servir per ensinistrar un gos per detectar la

presencia del fong.

Per resoldre les hipotesis anteriors, els objectius plantejats son, dividits en

objectius principals i secundaris:

- Objectius principals. Referent a 'obtencié de mostres d’origen microbiologic

per a 'ensinistrament especific d’unitats canines de biodeteccio:
o Determinar el millor metode per a 'obtencié de les mostres.
o Establir un protocol generic de produccio.
o Desenvolupar un programa de treball genéric per demostrar que els
fongs miceliats son detectables mitjancant ’olfacte cani.
- Objectius secundaris.
o Publicar i divulgar els resultats.

o Determinar la possible projecci6 de futur en el camp de ’agricultura.
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PLA DE TREBALL

6.
7.

El desenvolupament d’aquesta tesi s’ha dividit en set fases seqiiencials:

Revisié exhaustiva de bibliografia cientifica, estudi dels antecedents i dels
fonaments teorics necessaris pel desenvolupament de la investigacio.
Determinacié dels requisits que han de complir les mostres per ser totalment
innocues pel gos de treball, el guia cani, els manipuladors i el medi ambient.
Realitzaci6 de diferents assajos z vitro per determinar el protocol d’elaboracié
de les mostres oloroses fent setvir dues soques de Penicillium rugnlosum i una
de Trichoderma viride com a model fingic. Aquests assajos inclouen: proves de
cultiu 1 conservacié, aplicacié de tractaments fisics, cultiu en sistemes de
contenci6 alternatius i proves d’extraccié dels VOC.

Elaboracié de mostres reals de diferents fongs miceliats a partir dels resultats
dels estudis 7 vitro.

Determinacié de la preséncia de compostos organics volatils d’origen fungic
a les mostres oloroses mitjancant tecniques de separaci6 i analisi quimica.
Realitzacié de proves de camp i ensinistrament de les UC de biodeteccio.

Avaluacié dels resultats i discussio

Les set fases anteriors es presenten estructurades i relacionades entre elles a

I’esquema segiient (Figura 17):
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FASE 1. Revisi6 bibliografica, estudi dels antecedents i dels fonaments teorics

A\ 4 A

FASE 2. Determinaci6 dels FASE 3. Assajos i vitro

requisits que han de complir les
mostres oloroses d’origen

fangic.

A\ 4

FASE 4. Preparacié de mostres

FASE 5. Determinaci6 de la preséncia de
compostos organics volatils d’origen
fangic a les mostres oloroses mitjancant
tecniques de separaci6 i analisi quimica.

FASE 6. Realitzaci6 de proves de camp i

ensinistrament de les UC de biodeteccio.

A\ 4 \ 4 v

FASE 7. Avaluacio i discussio dels resultats.

Figura 17. Esquema de les fases del pla de treball estructurades i relacionades entre si.
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ASSAJOS PREVIS

Les tecniques que es podrien fer servir per I’elaboracié de les mostres inclouen
metodes quimics, fisics i biotecnologics. Els meétodes quimics es descarten perque
suposen la incorporacié d’olors foranes a les mostres. D’altra banda, els meétodes
biotecnologics sén molt interessants perqué podrien permetre, per exemple,
augmentar la produccié de VOCs o reduir la patogenicitat d’una soca (reduint el risc
pel gos). Tot i aixi, l'alteracié de les soques pot tenir implicacions legals i costos
economics que no s’adapten a la filosofia d’aquesta tesi i, a més, podrien suposar una

alteraci6 substancial del perfil olords del fong alterat.

Aixi, per cada microorganisme s’han de realitzar varis estudis per ajustar el
protocol generic i, en general, s’intenten aprofitar tractaments d’inactivacié sinergics
per evitar alterar Polor de la mostra i s’estudiara 'ordre optim dels tractaments per
reproduir I'olor de la forma més fiable possible. Els microorganismes model amb els
quals es treballa, la justificacio i el possible camp d’aplicacié de la respectiva UC de

biodeteccié es resumeixen a continuacié (Taula 3).

A la Figura 18 s’exposa un esquema representatiu dels passos i la metodologia
que es seguiran al llarg de la investigacié per a cada un dels microorganismes, que
inclouen: aillament, identificacié i conservacié del microorganisme, estudis de
resisténcia a diferents tractaments (xoc osmotic, Xoc térmic, tractament amb
ultrasons), estudi del perfil olords (mitjancant GS-MS), produccié de mostres, estudi
de deteccié amb gossos especificament ensinistrats i fase d’analisi 1 valoracié dels

resultats.
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En cas de
resultat negatiu
(no deteccid) o
no concloent es

revisa i refa el
protocol de
producci6 de les

mostres.

Aillament i identificacié del

Soca provinent d’una mostra

mostres oloroses

A 4

microorganisme <77 e camp o de Banc de
soques.
4 )
Estudis de resistencia Exemple: xoc térmic, xoc
. <€ - - - - osmotic, tractament amb
a tractaments fisics al
trasons.
v
Aplicacio de processos de
p p < --  Exemple: HPLC-MS
separacio i analisi quimica
\ 4
Produccié d’un lot de Seguint el protocol establert
<= -~ apartir dels assajos i estudis

anteriors.

Estudi de camp 1 ensinistrament

especific dels gossos de biodeteccié

Es conclouen amb
<= -- estudis doble cec per
confirmar la deteccid

A 4

Analisi 1 valoracio
dels resultats

ies fan servir els
adients numeros de

€08s0s 1 mostres

perque el resultat

sigui significatiu.

Figura 18. Esquema general de la metodologia de treball que es seguira per cada

microorganisme model.
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Taula 3. Microorganismes model, justificacié de la seva eleccié i possible camp d’aplicacié

d’una UC operativa.

Microorganisme

Justificacio

Camp d’aplicacié

Penicillinm rugulosnm

Presenta una gran resisténcia als
tractaments assajats en estudis previs. Fs
un dels principals fongs indicadors de
contaminacié ambiental per fongs.

Agricultura
(post-collita)

Trichoderma viride

El seu s com a biofertilitzant ofereix la
possibilitat de realitzar determinaci6 de
preséncia o abséncia en diferents periodes
després de la seva aplicacio.
Presenta una olor caracteristica que
permetra iniciar la fase d’ensinistrament
(habituaci6 progressiva del gos a les
olors)

Agricultura
(biofertilitzacid)

Verticillinm dabliae

Es un dels principals fongs patogens en
plantes ornamentals i oliveres, pel que
ofereix una vessant practica important.
El seu perfil olords és el més subtil 1
permet concixer el rendiment del pla
d’ensinistrament.

Agricultura
(pre-collita)

Cultiu 1 conservaci6 i vitro de Penicillium rugulosum,
Trichoderma viride 1 1 erticillium dabliae

Dues soques de Penicillium rugulosum provinents d’'un document antic que

presenta les alteracions tipiques produides per aquesta especie en substrat cel-lulosic

s6n afllades en una placa de Petri amb Agar Sabouraud amb antibiotic (ASab+), que

s’incuba durant 5 dies a una estufa de 28°C (Heracus®). Posteriorment, es comprova

la identitat de la soca mitjancant observacié de les estructures reproductores a 1000

augments sota microscopi optic (Olympus®). Les dues soques presenten un grau
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d’esporulacié clarament diferenti sén identificades com a A 1B, essent la A la de major

esporulacio.

Una soca de Trichoderma viride de la col-leccié de soques del Laboratori de
Microbiologia Aplicada i Mediambiental de la Facultat de Veterinaria de la Universitat
Autonoma de Barcelona és aillada 1 identificada sota les mateixes condicions que les

dues soques de Penicillinm rugulosum.

Una soca de Verticillium dabliae provinent del banc de soques ATCC i amb
nombre de registre ATCC® 18698™ ¢s reactivada i enriquida durant 24 h amb Agar
Sabouraud liquid i, posteriorment, sembrada en medi Agar Sabouraud solid i incubada
durant 6 dies a 28 °C. Un cop desenvolupat, es procedeix a realitzar la identificacio

macroscopica i microscopica del fong, seguint el mateix protocol que pet P. rugulosum

1 T. viride.

La conservacié6 de les soques es realitza fent re-sembres periodiques
(aproximadament, un cop cada 45 dies) en tubs de vidre amb Agar Sabouraud solid

inclinat que es mantenen en refrigeracio.

Tractaments fisics aplicats a diferents soques de
Penicillinm rugulosum 1 Trichoderma viride

Com a primera proposta per obtenir aquest tipus de mostres oloroses s’han
realitzat tractaments fisics seriats 1 de baixa intensitat, aconseguint la inactivaci6 del
fong pero sense degradar-lo ni perdre els components olorosos. Els fongs que s’han
fet servir com a model en aquest estudi son Penicillium rugulosum 1 Trichoderma viride,
mentre que els tractaments aplicats sén el xoc osmotic, Xoc térmic, tractament amb
ultrasons i liofilitzacié. Tant P. rugulosum com T. viride han estat escollits per presentar

una olor caracteristica que facilitaria Pensinistrament del gos i per la possibilitat de
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formar una UC de detecci6 de fongs alteradors del patrimoni historic documental i

una UC de deteccié de biofertilitzants, respectivament.

A continuaci6 es presenten els materials 1 métodes dels estudis de resistencia

a aquests tractaments pels fongs estudiats.

Obtencio de les suspensions de conidis

Els tractaments fisics realitzats parteixen d’una suspensié de conidis en aigua

destil-lada esteril a una concentracié de 10? conidis per ml.

Xoc osmotic

S’han realitzat dos tipus de xoc osmotic, ambdos basats en un canvi brusc de
medi de cultiu o de tipus de solucié de suspensié. El primer tipus consisteix en
traspassar el fong des del medi de cultiu (ASab+) a un recipient amb 100 ml d’aigua

destil-lada esteril mitjangant un hisop.

En el segon cas es passa el fong des del medi de cultiu (ASab+) a un recipient
amb 50 ml de Lactat de Ringer per Eucatiotes, es deixa reposar 30 minuts, es centrifuga
a 3500 rpm durant 5 minuts, es retira el sobrenedant, es re-suspeén el diposit amb 100

ml d’aigua destil'lada i shomogeneitza amb P’agitador vortex (Nahita®).

Ultrasons

El tractament amb ultrasons (Branson Sonifiet® Ultrasonic Cell Disruptor)
es porta a terme amb suspensions de conidis 1 miceli en 100 ml d’aigua destil-lada

esteril. Les variables que s’han considerat sén el temps d’exposicié (6, 8 1 10 minuts) i

69



la potencia d’ultrasons aplicada (55 1 90 W). El cicle d’ultrasons és continu. S’assaja

cada poteéncia d’ultrasons per cada temps d’exposicio.

Xoc termic

L’assaig es porta a terme amb suspensions de conidis i miceli en 100 ml d’aigua
destil-lada estéril fraccionades en aliquotes de 10 ml en recipients de vidre termo-
resistents. El xoc termic es realitza al llarg de 3, 5 1 8 minuts mitjangant la immersi6
dels recipients en un bany d’aigua (Raypa®) a 80 °C, 90 °C i 100 °C per cada temps

d’exposicid.

Disseny experimental

Es realitzen diferents assajos per determinar I'efecte de cada tractament fisic
sobre les tres soques aillades. Posteriorment, es repeteixen les proves combinant tots
els tractaments entre ells per coneixer si ordre en que es porten a terme i les intensitats

sén rellevants.

Les condicions de cada tractament sén les citades préviament, i en tots els
casos es realitzen: dos controls positius abans de comengar els assajos, dues sembres
de control després de cada tractament i dues sembres al final de cada assaig. Es
considera que un tractament és efectiu quan un cop aplicat s’inhibeix completament el

creixement.
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Cultiu en Eppendorf amb filtre per separaci6 de
DNA 1 en flascons de vidre

Com a sistemes de contencié alternatius dels fongs i que puguin ser utils
durant Pensinistrament, la soca B de Penicillinm rugulosum, la soca de Trichoderma viride 1
la de Verticillinm daliae sén sembrades per duplicat en medi Agar Sabouraud amb
antibiotic que préviament s’ha dipositat, sota condicions d’esterilitat, (1) en vials de

vidre esmerilat amb tap de rosca i (2) en Eppendorfs amb filtre per extraccié de DNA.

Un cop sembrats, els fongs sén incubats a 28 °C durant 5 dies, seguint els
protocols microbiologics habituals. Posteriorment, els contenidors es guarden a
temperatura ambient i en refrigeracié i es realitzen sembres periodiques d’aquests

cultius per determinar-ne la durabilitat.

Extraccié de compostos organics volatils en fase
aquosa

Com a metode d’extraccié de compostos organics volatils i que no afegeixi
olors externes a I'extracte resultant, es realitza una extracci6 en fase aquosa. Aquest
procediment no esta descrit actualment a la bibliografia i consisteix en, sota condicions

d’esterilitat:

1. Dipositar 7 ml d’aigua destil-lada estéril a la superficie dels cultius
sembrats en plaques de Petri amb Agar Sabouraud.

2. Deixar reposat la placa durant 30 minuts, realitzant agitacions circulars
cada 5 minuts.
Extreure el sobrenedant de la placa amb una xeringa.

4. Filtrar el contingut de la xeringa amb un filtre esterilitzant de 0.45 nm,

dipositant ’extracte en el recipient definitiu (esteril).
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5. Mitjan¢ant un hisop, sembrar una placa de Petri amb Agar Sabouraud
d’una mostra provinent de Pextracte i incubar a 28 °C durant 7 dies per
confirmar la seva esterilitat.

6. Tancar hermeticament el recipient de lextracte i conservar-lo en

refrigeracio.

ANALISI I SEPARACIO QUIMICA DE
COMPOSTOS ORGANICS VOLATILS

Preparaci6 del patré intern

Com a patré intern s’ha fet servir 2-octanol (Sigma-Aldrich®) a concentracié

0.01 g/ml per tal que la seva abundancia, un cop afegit als extractes, sigui de 10 ppm.

Per evitar contaminar les mostres amb components no desitjats, la injecci6 del
patrd es realitza amb una xeringa de vidre (Hamilton®) de 10 ul que préviament es

renta 10 cops amb etanol absolut (Sigma-Aldrich®).

Preparaci6 de les mostres

Les mostres es preparen en tubs d’assaig aptes per ser punxats amb la fibra
SPME i tancades herméticament fins el moment de P’analisi. L.es mostres utilitzades

han estat:

- Blancs (per duplicat):
o Aigua destil-lada esteril (4 ml) amb 1 g de NaCli 5 pl de patré intern.
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o Medi Agar Sabouraud sense antibiotic (4 ml) i preparat inclinat en
vials de vidre esterils i segellats.

- Mostres (per duplicat):

o Cultiu de Penicillium rugulosum (soca B) en Agar Sabouraud.

o Extracte dels VOCs de P. rugulosum (4 ml) amb 1 g de NaCli 5 ul de
patré intern.

o Cultiu de Trichoderma viride en Agar Sabouraud.

o Extracte dels VOCs de T. viride (4 ml) amb 1 g de NaCli 5 pl de
patré intern.

o Cultiu de Verticillium dabliae en Agar Sabouraud.

o Extracte dels VOCs de . dabliae (4 ml) amb 1 g de NaCli 5 pl de

patré intern.

Adsorci6 dels VOCS amb fibra SPME (beadspace),
separaci6é per cromatografia i deteccié amb
espectrometre de masses

Per l'adsorcié dels VOC s’ha utilitzat una fibra SPME DVB/CAR/PDMS
(divinylbenzene/ carboxen/ poludimethylosiloxane) de 50/30 um de diametre i de 2 cm llarg
de Supelco® (Bellefonte, PA). L’analisi dels VOC s’ha realitzat fent servir un
cromatograf de gasos acoblat a un espectrometre de masses amb quadrupol Agilent
5973 Network® (Agilent Technologies, Palo Alto). Per la separacié dels compostos
s’ha fet setvit una columna capil-lar Supelcowax-10® (Supelco) de 30 metres de llatg,
0.25 mm de diametre i 0.25 pm de diametre de fibra. El gas transportador utilitzat ha

estat Heli i el seu flux durant ’analisi s’ha mantingut a 38 cm/segon.

Les condicions de temps i temperatura durant la separacié dels VOC a la
columna han estat: 60 °C durant 3 minuts, increment a 75 “C a un ritme de 4 *°C/minut,

increment a 250 °C a un ritme de 8 °C/minut. El temps i temperatura durant el procés
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d’adsorcié de VOC ha estat de 45 °C pels blancs d’Agar Sabouraud 1 els cultius de
fongs 1 de 60 “C amb agitacié a 700 rpm pels blancs d’aigua destil-lada esteéril 1 pels
diferents extractes en fase aquosa. El procés de desorcid dels VOC s’ha realitzat a 250

°C durant 15 minuts.

El protocol de treball per a cada mostra ha estat, seguint les condicions

anteriors:

1. Neteja de la fibra de SPME introduint-la en el port d’injeccié del cromatograf
de gasos a 250 °C durant 30 minuts. La neteja de la fibra mitjangant aquest
procés es realitza un cop per cada 4 mostres analitzades.

2. Temperar la mostra a temperatura ambient deixant-la en repos 15 minuts al
laboratori.

3. Punci6 de la mostra amb la fibra SPME.

4. Realitzar ’adsorcié dels compostos volatils del headspace de la mostra durant
30 minuts. Per mostrejar el beadspace dels vials, la fibra de SPME ¢és punxada
al vial hermetic, on s’exterioritzen 10 mm de I'agulla de la canula.

5. Un cop finalitzat el procés d’adsorcio, ’agulla es reintrodueix dins la canula i
la fibra sencera s’extreu del vial. A continuacié s’introdueix a I'injector del GC
on es produeix la desorci6 i separaci6 dels VOC.

6. Separacié dels components amb cromatograf de gasos i detecci6 amb

Pespectrometre de masses.

Analisi dels compostos detectats amb
I'espectrometre de masses

Lanalisi dels compostos detectats per 'espectrometre de masses es realitza
manualment i per la seva identificacié es fan servir les llibreries de referencia NIST

(Nist Chemistry Web Book) 1 Wiley (Wiley Online Library).
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SELECCIO DEL GOS DE TREBALL

A continuaci6 es presenten els criteris de selecci6 del gos de treball, el material
iles proves a realitzar. La selecci6 patteix d’una linia externa de cria i es busquen gossos
de protectores i donacions particulars. La possibilitat de treballar amb criadors o linies
de cria especifiques no és possible en aquest cas degut a les limitacions de temps i

pressupost.

Criteris de selecci6 del gos de treball

Els principals criteris de seleccié es divideixen en criteris morfologics,
d’actitud, criteris especifics de treball i criteris veterinaris. Tots aquests critetis,

juntament amb els indicadors de seleccid es presenten a la Taula 4.

Material per la seleccio

El material necessari per realitzar les proves de selecci6 és:

- Collar de baules metal-liques o de nylon en funcié de l'actitud del gos.

- Corretja d’ensinistrament de 2 metres amb anelles i mosquetons.

- Cortretja llarga de 6 a 10 metres.

- Reforcos alimentaris (permetra avaluar resposta al menjar i capacitat
d’aprenentatge de 'obediéncia de base).

- Joguines variades (pilotes, mossegadors, cordes).

- Tests de plastic, blocs formigd i materials similars (per poder-hi amagar

joguines).
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- Objectes per avaluar la capacitat de recuperat-se vers un estimul negatiu (una

tapa d’escombraries de plastic, un paraigiies, etc.).

Taula 4. Criteris de seleccié del gos de treball.

INDICADORS
CRITERIS FAVORABLES DESFAVORABLES
[J Gos de mida petita o mitjana | [J Gos de mida gran
Morfologics | 1) pel curt o dur 71 Pél llarg o llis
[ Aparenca amistosa [J Aspecte agressiu
[] Calmada pero atenta [J Excitable o apatica
Actitud [] Sense agressivitat cap a [J Amb agressivitat cap a persones
persones ni animals i/0o altres animals

[J Sense pors ni fobies [J Amb pors o fobies
[J Elevada motivaci6 pel joc [J Poca motivacié pel joc
Especifics de | (] Bona capacitat de cerca i [J Poc intetés per buscar
(sl olfacte [J Poca motivaci6 per aprendre
LI Predisposicié per [1 Resultats desfavorables en les
Paprenentatge proves de seleccio
[] Resultats favorables a les
proves de selecci6
[J Sense problemes de mobilitat | [J Amb problemes de mobilitat o
Veterinatis | [| Sense malalties amb malalties degeneratives,
degeneratives, croniques ni croniques o doloroses que dificultin
doloroses el joc o que suposin una manca de

benestar animal durant el treball

Entorn de treball durant la seleccid

La selecci6 es porta a terme a ’entorn habitual del gos (recinte de la protectora,
jardi/patc de passeig habitual si és una donacié particular o un criador) sempre i quan
es tracti d’un entorn controlat i tancat. Els gossos que obtinguin resultats favorables a
les proves es portaran, posteriorment, a un segon entorn per repetir les proves més

importants 1 determinants.
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El segon entorn de treball segueix sent un entorn controlat i tancat perd amb
major diversitat d’estimuls, ja que és un entorn desconegut pel gos. Com a exemples,

seria adient un jardf privat, unes instal-lacions d’Agiity, un parquing, etc.

Proves a realitzar durant la seleccid

A continuaci6 es defineixen les proves que s’han de realitzar durant la seleccid
1 els possibles resultats. Cal destacar que és gairebé impossible definir totes les possibles
reaccions d’un gos, de forma que només es citen els resultats favorables i desfavorables

1 s’obvien les respostes intermedies (Taula 5).

- Observacié en els canils. I.’observacié en els canils permet avaluar els criteris
morfologics i d’actitud que s’han esmentat antetiorment. [’observacié es
realitzara en tres fases:

o Fase I. Observacié des de certa distancia, sense que el gos es fixi amb
I'instructor.

o Fase II. Observacié a un metre de distancia petd sense tocar la gabia
ni interactuar amb el gos.

o Fase I1I. Contacte i observacié del gos a través de la gabia, mantenint

una actitud relaxada i amistosa.

- Motivacié pel joc. Es una de les proves de major importancia considerant

P’especialitat amb la que es vol treballar i és imprescindible que sigui favorable
per seguir amb la seleccid. Les proves que es realitzen i que s’han de superar
successivament son:
o Determinacié de linterés pel joc. Es presenten varies joguines al gos
per observar les seves preferéncies i 'interes pel joc.

o Interés per la recuperacié de la joguina. Un cop seleccionada la

joguina en funcié de les preferencies del gos, aquesta es llanga per

observar la seva reaccié. La distancia 1 dificultat per recuperar-la
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augmenten progressivament fins a llancar-la on el gos no pugui veure-
la.

o Determinaci6é de la capacitat de cerca i d’olfacte. Aquesta prova es
repeteix varis cops, 1 consisteix en amagar la joguina en blocs de
formigd, testos i materials similars. Els primers cops el gos ha de
poder accedir a la joguina sense dificultat i ha de veure com s’amaga
la joguina. La dificultat de la prova augmenta progressivament per
observar si el gos esta fent servir el sentit de l'olfacte i la seva
motivacié per buscar.

Resposta a la manipulacié. Es manipula el gos fisicament per observar la seva
reaccid. Aquesta prova es pot combinar amb la resta, i si al gos li agrada el
contacte fisic es pot fer servir com a refor¢ positiu.

Resposta a la crida. S’observa en la prova de recuperacié de la joguina, 1 és

important captar ’atenci6 del gos amb el to de veu i la postura corporal.

Relacié amb altres gossos i amb persones. Es treballa amb corretja
d’ensinistrament o corretja llarga en funcié de lactitud del gos. També es pot
treballar amb el gos deslligat si es tracta d’'un ambient controlat, perd amb
precaucid.

Recuperaci6 vers estimul negatiu. En un dels descansos 1 quan el gos esta prop

del guia, aquest obre rapidament un paraigiies o pica una ma contra algun
objecte que faci soroll i que actui com a estimul aversiu.

Motivacié pel menjar. Es la darrera prova a realitzar, ja que el menjar sol ser

un estimul molt fort que, alhora, permet acabar la prova de seleccié amb un

reforg positiu.
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Taula 5. Proves a realitzar durant la selecci6 i1 indicadors favorables i desfavorables.

en els canils

[J Criteris d’actitud a favor
[ Interés cap a les persones
pero sense sobreexcitacio

[J Actiu pero sense signes

d’ansietat

INDICADORS
PROVA FAVORABLES DESFAVORABLES
[J Criteris morfologics a favor [J Criteris morfologics en contra
Observacio

[J Criteris d’actitud en contra
[J Identificat com a raca
potencialment perillosa

[J Presenta signes d’ansietat

(estereotipies, lladrucs constants, etc.)

Motivaci6 pel

[J Alta motivaci6 pel joc amb

pilota o motivador

[J Poca o cap motivacié per les

joguines i/o pel joc amb el guia

[J Respon a la crida quan esta
passejant sense corretja 0 amb
corretja llarga

[J Si respon a la crida, si que ho
fa quan captem la seva atenci6
mitjancant un to de veu alegre i

una expressi6 corporal relaxada

joc [ Elevat interes en recuperar la | [ Poc interes en recuperar la joguina o
joguina, tant sila té a la vista interés només si la joguina esta a la
com si no la pot veure vista
[ Cerca espontania amb [ Cerca visual en comptes d’olfactiva
Polfacte quan la joguina no esta | [] FElevada frustracié /desmotivacié
a la vista amb perdua de linterés si no
[J Capacitat de mantenir aconsegueix la joguina
interes en el joc durant la
major part de la prova
[J Demostra interés pel [J Rebutja el contacte amb la ma tot i

Manipulacié | contacte fisic i busca la ma del mantenir una actitud amistosa i tocar
guia. punts poc sensibles
[J Es pot fer servir una caticia [J Una caricia no pot fer-se servir com
com a refor¢ positiu a reforg positiu.
[J Es mostra relaxat durant la [J Realitza senyals de calma i es vol
manipulacié, sense realitzar apartar del guia
excessives senyals de calma
[J Respon a la crida durant el [J Ignora la crida del guia a ’hora de
joc recuperar la joguina

Crida

) Ignora la crida quan esta passejant
lliure o amb corretja llarga

[J No es capta la seva atencié
mitjangant canvis en el to de veu o
amb P'expressié corporal
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[J Mostra interes amistos cap

[J Mostra signes d’agressivitat o por

Relacio als gossos 1 les persones cap a altres gossos o cap a les persones
[J Es mostra relaxat davant U Rebutja el contacte amb altres
altres gossos i amb una actitud | gossos, manté una actitud molt
amistosa ofensiva o defensiva
[ Confia amb les persones i ") Es desconfiat cap a les persones o
interactua adequadament amb mostra signes de por o agressivitat cap
desconeguts ja siguin homes, a ancians/nens/adults/homes/dones.
dones adults, ancians o nens.
[J Es recupera rapidament de [J No es recupera de I'estimul aversiu i
Recuperacié | Pestimul aversiu i torna perd la confianca cap al guia
rapidament a una actitud [J Es recupera molt lentament de
confiada estimul i després es mostra molt
[ Es recupera a poc a poc pero | prudent i realitza continues senyals de
al final torna a una actitud calma (agafa por)
relaxada
[ Motivacié pel menjar pero U Poc interes pel menjar o interes
Menjar no més que pel joc. excessiu (més que pel joc)

[J El menjar es pot fer servir

com a reforg positiu

[J El menjar no es pot fer servir com a

reforg positiu

ENSINISTRAMENT BASIC I ESPECIFIC

Material necessari per ensinistrament

A més del material necessari per al correcte manteniment del gos (menjar,
aigua, llit, bosses per recollir femtes, tractament antiparasitari, material especific pel

transport, material especific per la higiene i morrid), per a ’ensinistrament és necessari:

- Arnés de treball
- Collar de nylon que es retirara quan comenci ensinistrament especific
- Corretja d’ensinistrament de 2 metres amb anelles i mosquetons

- Corretja llarga de 6 a 10 metres
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Reforcos alimentatis (per a 'obediéncia de base)

Joguina especifica (preferent pel gos)

Tests de plastic, blocs formigd 1 materials similars (per poder-hi amagar la
joguina)

Guants de nitril per a manipular les mostres i no contaminar I’entorn amb
l'olor de I'instructor

Mostres especifiques

Desinfectant amb alcohol

Papers de filtre per amarar amb la mostra

Pipetes Pasteur per extreure la mostra del vial

Recipients de vidre per contenir el paper de filtre amarat

Nevera portatil en cas de d’entrenar en entorns reals

Quadern de camp 1 boligraf

Material per fixar les mostres a I’entorn (cinta adhesiva, gomes elastiques, etc.)

Entorn de treball durant ’ensinistrament

Es treballa en entorns controlats, ja siguin entorns d’entrenament com de

treball real, ja que és una especialitat que sempre es treballa en espais interiors.

Metodologia de treball

La técnica d’ensinistrament és en positiu, essent la joguina el reforg principal

(utilitzat per reforcar la cerca), i les caricies, el to de veu i el menjar els reforcos

secundaris (per refor¢ar tasques no directament relacionades amb la cerca, com

exercicis d’obediencia de base).
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Planificacio de ’ensinistrament

El periode del que es disposa per executar I'ensinistrament basic 1 especific,
segons el disseny de les fases del programa de treball, és d’uns tres mesos 1 mig. Els

principals exercicis que el gos ha d’aprendre a realitzar sén:

- Obediéncia de base. Els principals exercicis d’obediencia de base que s’han

d’ensenyar son el seu, el guiet 1 el vine. E1 gos ha d’aprendre aquests exercicis
durant la primera fase del cronograma (Introduccié a la cerca mitjangant el
joc), 1 es consolidara al llarg de la resta de 'ensinistrament.

- Habituacié a les condicions de treball. Habituaci6 al material, al transport, als

entorns i condicions de treball.
- Ensinistrament especific. Detecci6 1 marcatge passiu d’una olor especifica en

diferents entorns de treballs reals.

Cronograma

Per facilitar l’enteniment del cronograma, es parteix de les seglients

consideracions:

- Es programen dues sessions diaries d’ensinistrament, mati i tarda, de dilluns a
divendres, i una sessié el dissabte al mati. Aixi, els tres mesos i mig sén
equivalents a 84 dies d’ensinistrament.

- Per augmentar la consistencia de les conductes que s’aprenen diariament, les
sessions de les tardes son una repeticié de les sessions del mati amb "objectiu
de millorar les deficiencies i potenciar els punts forts que s’han vist a la
primera sessio.

- No s’avangara amb lensinistrament si el gos no realitza correctament

Pactivitat programada amb un 90% de fiabilitat.
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- En cas de produir-se un salt en laprenentatge i que el gos ofereixi
espontaniament una conducta d’interés, s’intentara capturar perd no

s’avancara en la cronologia siné que s’intentara adaptar i seguir la planificacié.

El cronograma (Taula 6) consta de 4 fases a desenvolupar en 84 dies
d’ensinistrament: Introducci6 a la cerca mitjancant el joc (I), Ocultacié combinada (1I),

Ocultacié combinada operativa (III) i Ocultaci6 operativa (1V).

Taula 6. Cronograma generic per I'ensinistrament d’'una UC de biodeteccio.

FASE DIES ACTIVITAT

[ Es juga a llancar i recuperar el motivador a la vista i en superficies

Introduccié planes.

S’introdueixen el se# (que es convertira en el marcatge passiu) i

ala cerca 1-3 ) i
vine durant el joc.
mitjancant - . .
jang [] Primer contacte amb les condicions de treball.
el joc

[ Es juga a llangar i recuperar el motivador a la vista i en superficies
4-6¢ | irregulars (zones de bosc, parquings, etc.).
Es reforcen el sex i el vine i s’'introdueix el guzet.

[ Comenga 'habituacié a nous entorns i a les condicions de treball.

[ Esjuga a llancgar i recuperar el motivador sense que estigui a la
7.9 | vistaien superficies irregulars (zones de bosc, parquings, etc.).
[ Es refor¢a 'obediencia de base durant la sessi6.

[ Es segueix amb I’habituacié a les condicions de treball.

[ Es juga a llancar i recuperar el motivador sense que estigui a la
vista i en entorns variats, incrementant la dificultat per recuperar-lo
10-12 progressivament.

S’introdueix el se# com a marcatge passiu a ’hora de recuperar el
motivador.
) Es refor¢a 'obediencia de base.

[ Es segueix amb I’habituacié a les condicions de treball.

[l Es realitza colonitzacié odorant amb la mostra olfactoria, 1-2
Ocultacié cops, i després es juga a llancar i recuperar el motivador juntament
. amb la mostra olorosa a la vista i en supetficies planes.
combinada | 13-15 _ P pranc o
Es continua reforcant el se# com a marcatge passiu, 'obediéncia

de base i ’habituacio a les condicions de treball.
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Ocultacié
combinada

(cont.)

16-18

Es realitza colonitzacié odorant amb la mostra olfactoria, 1-2
cops, i després es juga a llangar i recuperar el motivador juntament
amb la mostra olorosa a la vista i en superficies irregulars (zones de
bosc, parquings, etc.).

[ Es continua refor¢ant el se# com a marcatge passiu, 'obediencia

de base i ’habituacio a les condicions de treball.

19-21

Es realitza colonitzacié odorant amb la mostra olfactoria, 1-2
cops, i després es juga a llancar i recuperar el motivador amb la
mostra olorosa sense que estigui a la vista i en superficies irregulars
(zones de bosc, parquings, etc.).

[ Es continua reforcant el se# com a marcatge passiu, 'obediencia

de base i ’habituacio a les condicions de treball.

22-24

Es realitza colonitzacié odorant amb la mostra olfactoria, 1-2
cops, i després es juga a llangar i recuperar el motivador amb la
mostra olorosa sense que estigui a la vista i en entorns variats,
incrementant la dificultat per recuperar-lo progressivament.

Es continua reforgant el se# com a marcatge passiu, 'obediéncia

de base i ’habituacio a les condicions de treball.

Ocultacié
combinada

operativa

25-35

Es realitza colonitzacié odorant amb la mostra olfactoria, 1-2

cops, i després s’amaga el motivador amb la mostra olorosa en

entorns reals de treball perd no necessariament sobre el substrat en el

que es trobaria en un operatiu real.
[l Habituacié als nous entorns de treball reals
Es continua reforcant el se# com a marcatge passiu, 'obediencia

de base i ’habituacio a les condicions de treball.

Ocultacié

operativa

51-61

[ S’amaga la substancia (sense el motivador) en els mateixos
entorns reals on abans es realitzaven els exercicis. Es fa introduccio
olfactoria abans de comencar a buscar. La substancia s’amaga en
entorns reals perd no necessariament sobre el substrat en el que es
pot trobar en un operatiu.

[] Es continua refor¢ant el se# com a marcatge passiu, 'obediencia
de base i ’habituacié a les condicions de treball.

62-84

{1 Es realitza colonitzacié odorant amb la mostra olfactoria només
si es considera necessari. La mostra s’amaga en entorns reals de
treball, pero en aquesta fase a sobre els substrats en el que es pot
trobar en un operatiu real.

Es consolida el se# com a marcatge passiu, 'obediéncia de base i

I’habituacié a les condicions de treball.
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Metodes d’avaluacio del progrés

Durant els 84 dies d’ensinistrament es programa una petita avaluaci6 diaria,
una setmanal i una avaluacié mensual. Quan acaba el perfode d’ensinistrament es
realitza ’avaluacié final en la que s’analitzen tots els resultats i es planifica I’assaig

formal per poder obtenir la sensibilitat i especificitat de detecci6 del gos.

Les avaluacions diaries, setmanals i mensuals han de servir de registre dels
resultats de la seleccid, ’evolucié de Pensinistrament, la qualitat del material, eficacia
dels metodes i, alhora, han de permetre identificar noves necessitats i possibles

carencies del programa de treball.

ASSAIG FORMAIL DELS GOSSOS
ENSINISTRATS I ANALISI ESTADISTIC

Per realitzar I'analisi estadistic s’ha realitzat una cerca doble cega (I'instructor
i 'avaluador no saben quines mostres sén positives) amb 100 mostres oloroses
positives 1 100 mostres oloroses negatives. S’han realitzat 20 sessions en 20 dies
consecutius en el que cada dia s’ofereixen 10 mostres, intercalant a 'atzar el total de
positius i negatius. A partir d’aquests resultats, i seguint les férmules de la Figura 19,
es calcula lespecificitat i la sensibilitat de deteccié de cada gos pel fong que s’ha

ensinistrat.

Un cop determinada la sensibilitat i especificitat en la deteccié de les mostres
oloroses, es procedeix a preparar dilucions 1:2 seriades de les mostres per determinar
fins quina dilucié de la mostra original és capa¢ de detectar el gos. Finalment, i prenent
les precaucions necessaries, es realitzen 4 sessions de cerca d’un cultiu pur del fong
(confinat en un Eppendorf amb filtre de silica) en un espai controlat de 100 m?, tancat

i sense corrents d’aire.
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En tot lestudi formal, les respostes no concloents s’interpreten com a
negatives. Les respostes no concloents son totes les respostes front la font d’olor en

que el gos no s’asseu i mira fixament el punt d’emissié de Iolor.

Positius verdaders

Sensibilitat 00

= - ) X
Positius verdaders + Falsos positius

Negatius verdadders

Especificitat = x
pectf Negatius verdaders + Falsos negatius

Figura 19. Férmules utilitzades pel calcul de Pespecificitat i la sensibilitat.

PROCEDIMENTS DE PRECAUCIO I
SEGURETAT

Les mostres han estat manipulades en tot moment amb guants de nitril i
material d’un sol us per evitar contaminar-les amb altres microorganismes o Iolor
corporal del manipulador. Un cop fetes servir, les mostres 1 el material en contacte

s’esterilitza amb autoclau per evitar la possible contaminaci6 del medi ambient.

El gos és explorat mensualment per un veterinari i a exploracié fisica dels
tres primers mesos s’inclou una presa de mostres de la mucosa nasal mensual per
detectar possibles canvis en la seva microbiota i una radiografia toracica per detectar
possibles micosis pulmonars. En cas de detectar patologia respiratoria 1 no observar
canvis en la microbiota de la mucosa nasal ni en el patré radiografic pulmonar, es
procediria a realitzar un rentat bronco-alveolar i cultiu microbiologic per descartar

colonitzaci6 fungica a la laringe, la traquea i els bronquis.
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Recomptes de la microbiota de la mucosa nasal

Per tal de determinar si es produeixen canvis significatiu a la microbiota de la
mucosa nasal dels gossos degut a Pexposicié constant a les mostres oloroses es
procedeix a realitzar una presa de mostres de la mucosa nasal dels tres gossos durant

Pensinistrament.

Les mostres sén sembrades mitjancant els protocols microbiologics

estandarditzats en els segiients medis de cultiu i condicions d’incubacié:

- Agar Sang (AS). A 37 °C amb condicions d’aerobiosi i anaerobiosi.

- Triptona — Soja — Agar (TSA). A 37 °C amb condicions d’aerobiosi i

anaerobiosi.

- Man — Rogosa — Sharpe Agar (MRS). A 37 °C amb condicions d’aerobiosi,

anaerobiosi i microaerofilia amb un 5% de CO..

- Agar McConkey (MK). A 37 °C 142 °C amb aerobiosi.

- Baird-Parker (BP). A 37 °C amb aerobiosi.

- Agar Sabouraud (AS). A 28 °C amb aerobiosi..

Determinacié de evolucio dels patrons radiografics
toracics

Per cada gos ensinistrat, es realitzen radiografies toraciques latero-laterals
dretes dues setmanes abans de comencar I'ensinistrament i al llarg del tercer mes

d’ensinistrament per tal de detectar la presencia de canvis en els patrons pulmonars.
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RESULTATS
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| ASSAJOS PREVIS

Cultiu 1 conservaci6 in vitro de Penicillium rugulosum,
Trichoderma viride 1 V erticillinm dabliae

La identificacié microscopica dels tres fongs, aixi com el seu creixement i

conservacio al laboratori han estat correctes.
Tractaments fisics aplicats a diferents soques de
Penicillium rugnlosum 1 Trichoderma viride

A les Taula 7a 1 7b s’observen els resultats obtinguts en els assajos per cada
metode, fong i soca. A la Taula 8 s’observa una comparacié de I'efecte del xoc termic

amb i sense tractament previ amb ultrasons sobre el creixement de les diferents soques.
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Taula 7a. Resultats del xoc osmotic i térmic trealitzats per cada soca. Efectes dels diferents tractaments a intensitats vatiables sobre el creixement
de Penicillium rugulosum soca A (PRA), Penicillinm rugnlosum soca B (PRB) i Trichoderma viride (TV). Respecte els controls, la inhibicié del creixement
s’indica amb el signe “X”; una reduccié del creixement s’indica amb “-”; un creixement normal s’indica amb “="; un augment del creixement
s’indica amb “+”. Wd: xoc osmotic amb aigua destil-lada esteril. LRE: xoc osmotic amb Lactar de Ringer per Eucatiotes i aigua destil'lada esteéril.

3 minuts
80 90 100 °C 80 90 100 °C 80 °C 90 100 °C
°C °C °C °C °C
X
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Taula 7b. Resultats del tractament amb ultrasons realitzat per cada soca. Efectes dels diferents
tractaments a intensitats variables sobre el creixement de Penzcillium rugulosum soca A (PRA),
Penicillinm rugulosum soca B (PRB) i Trichoderma viride (TV). Respecte els controls, la inhibicié del

creixement s’indica amb el signe “X”; una reduccié del creixement s’indica amb “-”; un
creixement normal s’indica amb “="; un augment del creixement s’indica amb “+”.
Ultrasons
6 minuts 8 minuts 10 minuts
55 W IOW | 55W | 90W | 55W | 90 W
PRA + + + + = -
PRB + + + + = -
TV + + + + = -

Taula 8. Taula comparativa del creixement de les dues soques de P. rugulosum (A i B) i de la
soca de T. viride després d’un xoc térmic a 80 °C 190 °C per un temps de 3 minuts amb i sense
aplicacié prévia d’un tractament amb ultrasons durant 6 minuts amb una poténcia de 90 W.
Respecte els controls, la inhibicié del creixement s’indica amb el terme “X*; una reduccié del
creixement s’indica amb “-’; un creixement normal s’indica amb “="; un augment del
creixement s’indica amb “+”. Wd: xoc osmotic amb aigua destil-lada esteril. LRE: xoc osmotic

amb Lactar de Ringer per Eucariotes i aigua destil-lada esteril.

P. rugulosum (A) P. rugulosum (B) T. viride
Xoc Ultrasons Xoc Ultrasons Xoc Ultrasons
térmic + xocC térmic + xoc térmic + xoc
térmic térmic térmic
80 °C - X - - X X
90 °C - X - - X X
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Cultiu en Eppendorf amb filtre per separacié de
DNA i en flascons de vidre

El creixement en els dos sistemes de contencié alternatius ha estat normal i
els tres fongs han estat viables posteriorment fins a 6 setmanes conservats en
refrigeracié. En el cas de conservat-se a temperatura ambient, son viables fins a 10 dies

per esgotament del medi de cultiu.

Extraccié de compostos organics volatils en fase
aquosa

La capacitat d’extraccié de components volatils mitjan¢ant aquest sistema s’ha

avaluat mitjancant SPME/GS/MS i els resultats sén exposats a continuacio.

Els controls realitzats als extractes han confirmat la seva esterilitat.

ANALISI I SEPARACIO QUIMICA DE
COMPOSTOS ORGANICS VOLATILS

Blancs

Els compostos volatils detectats en les mostres d’aigua destil-lada esteril i
d’Agar Sabouraud amb una especificitat superior al 90% apareixen detallats a les taules

91 10, respectivament.

Els components volatils de 'aigua destil-lada esteril que també s’han detectat

al blanc del medi de cultiu sén:
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- Cloroform
- Benzaldehid

- Metoxi-fenil-oxima

D’aquests tres compostos, propis de I'aigua perd que també es trobem al medi
de cultiu, s’ha detectat metoxi-fenil-oxima als tres cultius, mentre que el benzaldehid 1

el cloroform només s’han trobat al cultiu de 1. dabliae.

Draltra banda, els components volatils del medi de cultiu (Agar Sabouraud)

que han estat detectats també en els cultius dels fongs han estat:

- 2-butanona (present en el cultiu de T. viride 1 1. dabliae)
- 2.4-dimetil-1-hepta (en el cultiu de P. rugulosums)
- 2-metil-butanal (en el cultiu de /. dabliae)

- 3-metil-butanal (en el cultiu de P. rugulosum, T. viride i V. dabliae)

Cap compost olorés propi del medi de cultiu ha estat detectat als extractes
olorosos dels fongs, pero si que s’hi han detectat els components provinents de 'aigua

(els mateixos que es detecten en el cultiu de cada fong).

Penicillinm rugnlosum

Els compostos volatils detectats als cultius de Penicillium: rugulosum apareixen a
la taula 11, i els detectats en els extractes de P. rugulosum a la taula 12. A la taula 13
s’observa una comparativa de les arees sota la corba dels components comuns als dos
tipus de mostres. En totes les taules s’ha respectat la nomenclatura anglesa dels

COmMPpostos.
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En els cultius de P. rugulosum s’han identificat un total de 68 compostos
volatils, dels quals dos provenien del medi de cultiu i un de I'aigua. D’altra banda, als
extractes olorosos s’han identificat 30 VOCs comuns amb el cultiu. Aixi, mitjan¢ant el
metode d’extraccié en fase aquosa s’han extret correctament el 46% dels VOCs del

cultiu de Penicillinm rugulosum.

Trichoderma viride

A la taula 14 apareixen els compostos volatils detectats als cultius de
Trichoderma viride, mentre que els dels extractes i la comparativa d’ambdés tipus de

mostra es presenten a les taules 151 106, respectivament.

En els cultius de T. viride s"han identificat 42 compostos volatils, dels quals un
provenia de I'aigua i dos del medi de cultiu. Quan als extractes, s’ha detectat 19 dels 40

VOC:s presents al cultiu, pel que en aquest cas s’ha extret el 49% dels VOCs.

Verticillium dabliae

Els resultats de la deteccié dels compostos volatils dels cultius i extractes de
Verticillinm dabliae es mostren a les taules 171 18. A la taula 19 apareix una comparativa

dels compostos presents als dos tipus de mostres.

S’han identificat 43 VOCs als cultius de . dabliae, dels quals 3 provenen de
laigua 1 3 del medi de cultiu. En els extractes s’han detectat 16 dels 37 VOCs propis

del fong, pel que s’ha aconseguit extreure el 43% dels VOCs del cultiu.
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Taula 9. Compostos detectats a ’aigua destil-lada estéril amb el temps de retencio i ’area sota
p gu p

la corba dels seus pics en el replicat 11 2, juntament amb el calcul de ’area mitjana.

Aigua destil-lada esteéril

COMPOST TR AREA 1 AREA 2

Chloroform 9,84 10736637 2029818
Methane, bromodichloro- 12,696 2306712 961830

2-pyridinecarboxylic acid, ethyl 13,411 2000896 957183

ester

Methane, tribromo- 17,597 3287059 7948574
2-mercapto-4-phenylthiazole 17,858 4981083 5920522
Benzaldehyde 18,845 4130162 2747532
Oxime-, methoxy-phenyl 21,076 = 72163872 35162000
Thujopsene-13 26,472 3404322 838506

Phenol, 2,4.bis(1,1- 28,63 1483882 1010527
dimethylethyl)-

Diethyl phtalate 30,068 1988557 2168964

AREA
MITJANA
6383227,5

1634271
1479039,5

5617816,5
5450802,5
3438847
53662936
2121414
1247204,5

2078760,5

Taula 10. Compostos detectats a ’Agar Sabouraud esteril amb el temps de retencié i I’area sota

la corba dels seus pics en el replicat 1 i 2, juntament amb el calcul de I'area mitjana. Els

compostos olorosos detectats a ’Agar Sabouraud perd que sén provinents de I'aigua amb la

qual s’ha preparat el medi no apareixen en aquesta taula.

Agar Sabouraud

COMPOST TR AREA 1 AREA 2

2,4-dimethyl-1-heptene 6,785 10285422 21863086
Butanal, 2-methyl 7,287 1252625 6077316

2-butanone 7,543 12565202 = 28648088
Butanal, 3-methyl 7,65 145268428 182974267
2-furancarboxaldehyde 17,879 5053529 30548177
Benzeneacetaldehyde 20,34 5796637 25583029

AREA
MITJANA
16074254

3664970,5
20606645
164121348
17800853
15689833

Taula 11. Compostos detectats als cultius de Penicillinm rugulosum, juntament amb el seu temps

de retencio, I'area sota la corba dels replicats i ’area mitjana.

Cultius de Penicillium rugulosum

COMPOST TR AREA 1 AREA 2 AREA
MITJANA
N-ethyl-1,3-dithioisoindoline 6,023 49139483 | 467825442 258482462,5
Isopropyl alcohol 7,983 2309167 6381847 4345507
Nonane, 2,6-dimethyl- 9,195 2517909 1360704 1939306,5
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2-butanol
Dichloroacetic acid, decyl ester

Butanoic acid, 2-methyl-, propyl
ester
3-heptanone, 1-methyl

Ethanone, 1-cyclopentyl
Butamide

1-propanol, 2-methyl
1-undecene

1-butanol

Eicosane

1-butanol, 2-methyl
1,5-pentanediol, 3-methyl-
Undecane, 4,6-dimethyl
Pyrazine

3-Octanone

Hexadecane

Dodecane, 2,6,11-trimethyl
1-Undecene, 7-methyl
Cynamide, dibutyl
2-octanone

1-tridecane
Cyclohexanone,3-vinyl-3-methyl
6-methyl-5-hepten-2-one
Cyclohexanone, 3-methyl
11H-dibenzo[b,e][1,4]diazepin-
11-one, 5,10-dihydro-5-[3-
metylamino)propyl]-
Heneicosane

Tetradecene

Benzene, 1,4-bis(1,1-
dimethylethyl)
Benzene, 1-methoxyl-3-methyl

13H-dibenzo(a,i)carbazole
1-Hexadecene

2-nonanol

9-eicosene
Cis-9-tetradecen-1-ol
Beta-elemene
2,4-pentanedione, 3-butyl-
1-hexadecene
3,4-dimethoxytoluene
Benzonitrile,3-hydroxy
Gamma-curcumene

10,044
10,42
10,551

10,975
11,43
11,468
11,623
11,974
12,75
13,599
13,885
13,935
14,048
14,092
14,352
14,439
14,554
14,68
14,983
15,047
15,203
15,684
15,842
15,995
16,307

16,543
16,838
16,9

17,502
17,792
18,281
18,388
18,512
19,057
19,362
19,536
19,948

20,28
20,324
20,452
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5254679
1556891
290051

2177135
1850857
6553423
1357969
626980
724356
853525
9134583
3236245
1338514
858624
735205
918690
460900
1869453
1884733
2565161
7618252
5333892
1699143
2016291
2314583

2023181
32588466
913747

4273554
2084526
49852540
312284030
30711752
8293143
22130985
17470021
2664465
1758425
69232311
44331122

5830042
1096827
1253277

205587
1670116
467985
1644823
400039
795912
318968
27945392
192622
1684723
896275
725105
894774
380308
1273248
1017544
1372977
3342056
5582793
785765
568680
1673657

727453
20724334
830587

419981
729528
59535892
175992727
2755250
4122206
12918408
1135258
2616320
1692700
67644660
33116066

5542360,5
1326859
771664

1191361
1760486,5
3510704
1501396
513509,5
760134
586246,5
18539987,5
1714433,5
1511618,5
877449,5
730155
906732
420604
1571350,5
1451138,5
1969069
5480154
5458342,5
1242454
1292485,5
1994120

1375317
26656400
872167

2346767,5
1407027
54694216
244138378,5
16733501
6207674,5
17524696,5
9302639,5
2640392,5
1725562,5
68438485,5
38723594



Bicyclotridec-1-ene 20,846 1900545 13146741 7523643

1-hexadecene 21,146 20196326 14180829  17188577,5
1-13-tetradecadiene 21,443 23413708 2866628 13140168
Cyclododecyne 21,96 76500024 79052088 77776056
2,5-dimethoxytoluene 22,022 6430891 22010585 14220738
1-alpha-hydroxy-12-methoxy- 22,179 24666879 14424480 19545679,5

19-nor-5,beta-podocarpa-
3,8,11,13-tetraen-2-one
Butanoic acid, butyl ester 22,65 2731320 1958878 2345099

7-dicyanomethylene-7H-2- 22,756 60571267 35938390  48254828,5
methoxy-9H-1,8-(1'-propen-1'-yl-
3'-ylden)-benzo-cycloheptane

9,12-octadecadienoic, acid, 22,95 658248 844542 751395
methyl ester
Phenol, 2-6-bis(1,1- 23,022 5011950 1948401 3480175,5

dimethylethyl)-4-methyl-
Cyclohexanecarboxaldehyde, 4- 23,446 2176775 1322662 1749718,5

(hydroximethyl)-

Benzenamine, 2-methyloxy- 23,895 3666259 2578801 3122530
Octane,3,7-dimethyl-1-(2,5- 24,416 14038849 7912259 10975554
xylyl)-

2,6-di(t-butyl)-4-hydroxy-4- 25,168 1034114 279761 656937,5
methyl-2,5-cyclohexadien-1-one

2,4,6-octatrien-1-ol, 3,7- 25,44 2047863 1334441 1691152
dimethyl-(E,E)-

Juniper camphor 25,825 5198170 2984376 4091273

trans-syn-tricyclo[7.3.0.0(2,6)]-8- 26,296 6462301 3449533 4955917
dodecene

2,4-quinolinediol 26,811 6158399 3357032 4757715,5
Betaelemene 27,791 4465257 2364202 3414729,5
Propenamide, 2-cyano-3-(2,4,6- 28,195 1807553 573326 1190439,5
trimethylphenyl)-

Azulene 28,994 6015727 2790751 4403239
1,2-Benzenedicarboxylic acid, 30,059 8301950 2844307 5573128,5

diethyl ester

Taula 12. Compostos volatils detectats en els extractes de Penicillium rugulosum, juntament amb

I'area sota la corba dels replicats i 'area mitjana.

Extractes de Penicillium rugulosum

COMPOST TR AREA 1 AREA 2 AREA
MITJANA

N-ethyl-1,3-dithioisoindoline 6,023 618492 615486 616989

Isopropy! alcohol 7,983 236740022 242992370 239866196

Butanoic acid, 2-methyl-, propyl 10,551 221453 620311 420882

ester

3-heptanone, 1-methyl 10,975 1662801 1661719 1662260
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Ethanone, 1-cyclopentyl
1-butanol

Pyrazine

Hexadecane

2-octanone

1-tridecane
Cyclohexanone,3-vinyl-3-methyl
Cyclohexanone, 3-methyl
11H-Dibenzo[b,e][1,4]diazepin-
11-one, 5,10-dihydro-5-[3-
metylamino)propyl]-
1-hexadecene

2-nonanol

9-eicosene
3,4-dimethoxytoluene
Gamma-curcumene
Bicyclotridec-1-ene
1-13-tetradecadiene

Butanoic acid, butyl ester
7-dicyanomethylene-7H-2-
methoxy-9H-1,8-(1'-propen-1'-yl-
3'-ylden)-benzo-cycloheptane
9,12-octadecadienoic, acid,
methyl ester

Phenol, 2-6-bis(1,1-
dimethylethyl)-4-methyl-
Cyclohexanecarboxaldehyde, 4-
(hydroximethyl)-
2,6-di(t-butyl)-4-hydroxy-4-
methyl-2,5-cyclohexadien-1-one
Juniper camphor

Betaelemene

Propenamide, 2-cyano-3-(2,4,6-
trimethylphenyl)-
1,2-Benzenedicarboxylic acid,
diethyl ester

11,43
12,75
14,092
14,439
15,047
15,203
15,684
15,995
16,307

18,281
18,388
18,512

20,28
20,452
20,846
21,443

22,65
22,756

22,95
23,022
23,446
25,168

25,825
27,791
28,195

30,059

100

59483243
5731701
3192154

84804349

37963966

15664712

24699257
1911289
1874452

76770134
360750
537567
6793682
1738404
893291
420894
3126244
481359

2877387

2177077

2179190

10838365

3025314
704491
8678963

4262680

57243012
9467459
4890164

85467168

44303236

10538513
1754831

31855205
1948858

110997251
7148269
4014820
7293063
2486565

6112582
3089405
460299

4694438

2431158

2149346

1078594

3265642

7612516

4746590

58363127,5
7599580
4041159

85135758,5

41133601
13101612,5
13227044
16883247
1911655

93883692,5
3754509,5
2276193,5
7043372,5
2112484,5

446645,5
3266738
3107824,5
470829

3785912,5
2304117,5
2164268
5958479,5

3145478
352245,5
8145739,5

4504635



Taula 13. Components comuns detectats en els cultius i extractes de Penicillium rugnlosum, amb les arees sota la corba dels replicats i les arees mitjanes.

Penicillium rugulosum
COMPOST

N-ethyl-1,3-dithioisoindoline
Isopropy! alcohol

Butanoic acid, 2-methyl-, propyl
ester

3-heptanone, 1-methyl
Ethanone, 1-cyclopentyl
1-butanol

Pyrazine

Hexadecane

2-octanone

1-tridecane
Cyclohexanone,3-vinyl-3-methyl
Cyclohexanone, 3-methyl
11H-Dibenzo[b,e][1,4]diazepin-
11-one, 5,10-dihydro-5-[3-
metylamino)propyl]-
1-hexadecene

1-pentadecene

9-eicosene
3,4-dimethoxytoluene

Gamma curcumene
Bicyclotridec-1-ene
1-13-Tetradecadiene

TR

6,023
7,983
10,551

10,975
11,43
12,75

14,092

14,439

15,047

15,203

15,684

15,995

16,307

18,281
18,388
18,512
20,28

20,452
20,846
21,443

Cultiu
AREA 1 AREA 2
49139483 = 467825442
2309167 6381847
290051 1253277
2177135 205587
1850857 1670116
724356 795912
858624 896275
918690 894774
2565161 1372977
7618252 3342056
5333892 5582793
2016291 568680
2314583 1673657
49852540 59535892
312284030 @ 175992727
30711752 2755250
1758425 1692700
44331122 33116066
1900545 13146741
23413708 2866628

101

AREA
MITJANA
258482462,5

4345507
771664

1191361
1760486,5
760134
877449,5
906732
1969069
5480154
5458342,5
1292485,5
1994120

54694216
244138378,5
16733501
1725562,5
38723594
7523643
13140168

Mostra
AREA 1

618492
236740022
221453

1662801
59483243
5731701
3192154
84804349
37963966
15664712
24699257
1911289
1874452

76770134
360750
537567
6793682
1738404
893291
420894

AREA 2

615486
242992370
620311

1661719
57243012
9467459
4890164
85467168
44303236
10538513
1754831
31855205
1948858

110997251
7148269
4014820
7293063
2486565

6112582

AREA
MITJANA
616989

239866196
420882

1662260
58363127,5
7599580
4041159
85135758,5
41133601
13101612,5
13227044
16883247
1911655

93883692,5
3754509,5
2276193,5
7043372,5
2112484,5

446645,5
3266738



Butanoic acid, butyl ester
7-dicyanomethylene-7H-2-
methoxy-9H-1,8-(1'-propen-1'-yl-
3'-ylden)-benzo-cycloheptane
9,12-octadecadienoic, acid,
methyl ester

Phenol, 2-6-bis(1,1-
dimethylethyl)-4-methyl-
Cyclohexanecarboxaldehyde, 4-
(hydroximethyl)-
2,6-di(t-butyl)-4-hydroxy-4-
methyl-2,5-cyclohexadien-1-one
Juniper camphor

Betaelemene

Propenamide, 2-cyano-3-(2,4,6-
trimethylphenyl)-
1,2-Benzenedicarboxylic acid,
diethyl ester

22,65
22,756

22,95
23,022
23,446
25,168

25,825
27,791
28,195

30,059

2731320
60571267

658248

5011950

2176775

1034114

5198170
4465257
1807553

8301950

1958878
35938390

844542
1948401
1322662

279761

2984376
2364202
573326

2844307

102

2345099
48254828,5

751395
3480175,5
1749718,5

656937,5

4091273
3414729,5
1190439,5

5573128,5

3126244
481359

2877387

2177077

2179190

10838365

3025314
704491
8678963

4262680

3089405
460299

4694438

2431158

2149346

1078594

3265642

7612516

4746590

3107824,5
470829

3785912,5
2304117,5
2164268
5958479,5

3145478
352245,5
8145739,5

4504635



Taula 14. Compostos detectats als cultius de Trichoderma viride, juntament amb el seu temps de
retencid, I'area sota la corba dels replicats i ’area mitjana.

Cultius de Trichoderma viride

COMPOST TR AREA 1 AREA 2 AREA
MITJANA
Carbon dioxide 3,646 64959282 54560632 59759957
Acetone 5,722 7314556 8531418 7922987
N-ethyl-1,3-dithioisoindoline 6,1 27381101 22255052 24818076,5
2-hexen-2one 7,525 4503460 6454643 5479051,5
Ethyl alcohol 7,973 38908019 48900188 43904103,5
Nonane, 2-6-dimethyl 9,223 1870943 1228384 1549663,5
Acetic acid, 2-methylpropyl ester 9,754 950175 1164666 1057420,5
Decane 10,999 614687 824141 719414
Ethanone, 1-cyclopentyl- 11,388 1692863 1158249 1425556
1-propanol, 2-methyl 11,553 21842414 38094470 29968442
Isopentyl acetate 11,959 2672764 5868232 4270498
Dodecane, 2,6,10-trimethyl 13,263 1459607 1453050 1456328,5
Isoamylalcohol 13,767 429917183 636877809 533397496
Pyrazine 14,001 2933041 1602024 2267532,5
Propanoic acid, pentyl ester 14,171 1861750 1958114 1909932
3-octanone 14,513 19571799 10257559 14914679
Eicosane 14,948 1195254 1258351 1226802,5
Octanal 15,109 1223105 1547469 1385287
Methoxyacetic acid, dodecyl ester 15,308 6269326 5736025 6002675,5
Bacchotricuneatin ¢ 15,453 3094501 2717466 2905983,5
Cyclobutane, 1, 2-diethyl 16,011 2771175 6017476 4394325,5
5-(p-aminophenyl)-4-(p-tolyl)-2- 16,376 2336904 2207407 2272155,5
thiazolamine
3-octanol 16,565 1325758 2337735 1831746,5
1-octen-3-ol 17,37 10049811 5738276 7894043,5
N-acetyl-d-valine 17,751 4267969 15719671 9993820
1-hexadecanol 18,68 5795893 7055450 6425671,5
Linalool 18,785 = 15113757 5462167 10287962
Cyclooctane 18,841 4793169 11913090 8353129,5
5-octen-1-ol,(2) 19,61 3366789 4231976 3799382,5
Benzoic acid, methy ester 20,052 136457486 23832294 80144890
9-decen-1-ol 21,754 35977015 68413692 52195353,5
6-methylthiol(1)benzothieno(2,3- 22,496 1151071 2509450 1830260,5
c)quinoline
Benzene, ethanol 22,85 960470 3140488 2050479
Phenylethyl alcohol 23,269 85348560 248784467  167066513,5
Benzenepropanoic acid, -alpha.- 23,623 1303051 1606847 1454949
(hydroxymino)
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Phenol
6-methyl-2-pyridinecarbaldehyde
Sandaracopimaradiene

Humulen

24,218 487963 692195 590079

26,717 2472073 1038477 1755275
28,443 3346018 6830340 5088179
28,89 1254862 1771700 1513281

Taula 15. Compostos volatils detectats en els extractes de T7ichoderma viride, juntament amb

I'area sota la corba dels replicats i I’area mitjana.

COMPOST

Carbon dioxide

Acetone
N-ethyl-1,3-dithioisoindoline
Ethyl alcohol

Pyrazine

3-octanone

Methoxyacetic acid, dodecyl ester
3-octanol

1-octen-3-ol
N-acetyl-d-valine

Linalool

Cyclooctane
5-octen-1-ol,(Z)

Benzoic acid, methy ester
9-decen-1-ol

Benzene, ethanol

Benzenepropanoic acid, -alpha.-
(hydroxymino)
Phenol

Sandaracopimaradiene

Extractes de Trichoderma viride

TR AREA 1 AREA 2 AREA
MITJANA
3,646 8000218 1333236 4666727
5,722 477607 383962 430784,5
6,1 27996351 24853086 26424718,5
7,973 14625705 6710826 10668265,5
14,001 375997 3454410 1915203,5
14,513 1326524 13492807 7409665,5
15,308 = 17555295 12208165 14881730
16,565 1333598 1920195 1626896,5
17,37 71548885 61126706 66337795,5
17,751 5326124 6290488 5808306
18,785 1222610 118273 670441,5
18,841 4194016 5383715 4788865,5
19,61 1866054 2573577 2219815,5
20,052 2407078 2246263 2326670,5
21,754 1508299 3663230 2585764,5
22,85 1279759 1343835 1311797
23,623 1193371 1338298 1265834,5
24,218 285411 329195 307303
28,443 1777081 1429556 1603318,5
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Taula 16. Components comuns detectats en els cultius 1 extractes de Trichoderma viride, amb les arees sota la corba dels replicats i les arees mitjanes.

Trichoderma viride Cultiu Mostres
COMPOST TR AREA 1 AREA 2 AREA AREA 1 AREA 2 AREA
MITJANA MITJANA
Carbon dioxide 3,646 64959282 54560632 59759957 8000218 1333236 4666727
Acetone 5,722 7314556 8531418 7922987 477607 383962 430784,5
N-ethyl-1,3-dithioisoindoline 6,1 27381101 22255052 24818076,5 @ 27996351 24853086 @ 26424718,5
Ethyl alcohol 7,973 38908019 48900188 43904103,5 14625705 6710826 10668265,5
Pyrazine 14,001 2933041 1602024 2267532,5 375997 3454410 1915203,5
3-octanone 14,513 19571799 10257559 14914679 1326524 13492807 7409665,5
Methoxyacetic acid, dodecyl ester 15,308 6269326 5736025 6002675,5 17555295 12208165 14881730
3-octanol 16,565 1325758 2337735 1831746,5 1333598 1920195 1626896,5
1-octen-3-ol 17,37 10049811 5738276 7894043,5 71548885 61126706 @ 66337795,5
N-acetyl-d-valine 17,751 4267969 15719671 9993820 5326124 6290488 5808306
Linalool 18,785 15113757 5462167 10287962 1222610 118273 670441,5
Cyclooctane 18,841 4793169 11913090 8353129,5 4194016 5383715 4788865,5
5-octen-1-ol,(2) 19,61 3366789 4231976 3799382,5 1866054 2573577 2219815,5
Benzoic acid, methy ester 20,052 13645748 23832294 80144890 2407078 2246263 2326670,5
6
9-decen-1-ol 21,754 35977015 68413692 52195353,5 1508299 3663230 2585764,5
Benzene, ethanol 22,85 960470 3140488 2050479 1279759 1343835 1311797
Benzenepropanoic acid, -alpha.- 23,623 1303051 1606847 1454949 1193371 1338298 1265834,5
(hydroxymino)
Phenol 24,218 487963 692195 590079 285411 329195 307303
Sandaracopimaradiene 28,443 3346018 6830340 5088179 1777081 1429556 1603318,5
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Taula 17. Compostos detectats als cultius de Verticillium dabliae, juntament amb el seu temps
de retencio, I'area sota la corba dels replicats i ’area mitjana.

Cultiu de Verticillium dahliae

COMPOSTOS TR AREA 1 AREA 2 AREA
MITJANA
Acetone 5,739 11996921 15845810 13921365,5
Isopropy! alcohol 7,824 2069372 2487674 2278523
Ethyl alcohol 7,986 23303261 25572799 24438030
Dimethyldisulfide 11,135 7767815 9892566 8830190,5
N-hexanal 11,267 2859621 2913445 2886533
1-propanol, 2-methyl- 11,558 16654260 18694096 17674178
Ethylbenzene 12,128 2987796 3632510 3310153
2,3-hexanedione 12,219 963265 1412598 1187931,5
Butanoic acid, 3-methyl-, 2- 13,262 3625524 5299002 4462263
methylpropyl ester
Limonene 13,426 2060130 1561854 1810992
2-methylbutan-1-ol 13,682 = 131992596 158460295 @ 1452264455
Pyrazine 13,971 1099661 1243123 1171392
1-pentanol 14,403 1711960 1807664 1759812
Butanoic acid 3-methyl-, 2- 14,871 1776787 10323550 6050168,5
methylbutyl ester
Isoamylisovalerate 15,101 = 21648081 20452651 21050366
Pyrazine, 2,5-dimethyl- 15,809 4839577 4891951 4865764
6-methyl-5-hepten-2-one 15,919 1807498 2699749 2253623,5

1H-pyrazoe, 3-ethyl-4,5-dihydro- = 16,965 35816949 45290683 40553816
o furan, 2-methoxy-

4-(diethtlaminomethyl)-2,5- 17,224 2092820 1639140 1865980
dimethylphenol

Heptanol 17,531 9825428 11028583 10427005,5
7-octen-2-ol, 2,6 dimethyl 17,62 10242164 9700177 9971170,5
1-hexanol, 2-ethyl- 17,939 9169884 8700101 8934992,5
Linalool 18,698 1379959 1322732 1351345,5
Neomenthol 20,049 11789544 11099192 11444368
Ethanone, 1-phenyl 20,467 5783054 5589978 5686516
5-(p-aminophenyl)-4-(O-tolyl)-2- 21,571 2248812 1165634 1707223
thiazolamine

0,0',p-trichloroanisole 22,37 4172577 5023055 4597816
Butylated hydrooxytoluene 23,162 85984959 73160426 79572692,5
Benzeneethanol 23,271 20128198 19286284 19707241
11H-dibenzo[b,e][1,4]diazepin- 23,672 9936427 9750776 9843601,5
11-one, 5-(3-aminopropyl)-5,10-

dihydro

Phenol 24,219 1533984 1514984 1524484
9-amino-7-mercapto-5,6,8,10- 24,611 9614507 7981177 8797842

tetraaza-benzo[b]fluoren-11-one
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2,6-di(t-butyl)-4-hydroxy-4-
methyl-2,5-cyclohexadien-1-one
1-(2,6-dimethyl-4-propoxy-
phenyl)-2-methyl-propan-1-one
Phenol, 2-(1,1-dimethyl)-5-
methyl-

1,2-benzenedicarboxylic acid,
diethyl ester

25,168
25,58
26,983

30,056

9225432

1554321

4722137

14584923

14713979

1538039

5774889

21790480

11969705,5
1546180
5248513

18187701,5

Taula 18. Compostos volatils detectats en els extractes de Verticillinm dabliae, jantament amb

'area sota la corba dels replicats i 'area mitjana.

COMPOSTOS

Acetone

Ethyl alcohol

Pyrazine, 2,5-dimethyl-
Heptanol

1-hexanol, 2-ethyl-

Linalool

Neomenthol

Ethanone, 1-phenyl
5-(p-aminophenyl)-4-(O-tolyl)-2-
thiazolamine

Butylated hydrooxytoluene
Benzeneethanol
11H-dibenzo[b,e][1,4]diazepin-
11-one, 5-(3-aminopropyl)-5,10-
dihydro

Phenol

Phenol, 2-(1,1-dimethyl)-5-
methyl-
1,2-benzenedicarboxylic acid,
diethyl ester

Extractes de Verticillium dahliae

TR

5,739
7,986
15,809
17,531
17,939
18,698
20,049
20,467
21,571

23,162
23,271
23,672

24,219
26,983

30,056
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AREA 1

1709887

158801417

1836511
22567389
4399614
1381696
5462919
3148372
1553471

4324316
2873392
5234619

3548248
2361852

28168428

AREA 2

2916160

184017292

14138992

27441312
4367663
3124161
6337848
2698000
1454292

4334033
3745797
2356728

3745797
3997298

17935441

AREA
MITJANA
2313023,5

171409354,5
7987751,5
25004350,5
4383638,5
2252928,5
5900383,5
2923186
1503881,5

4329174,5
3309594,5
3795673,5

3647022,5
3179575

23051934,5



Taula 19. Components comuns detectats en els cultius i extractes de VVerticillinm dabliae, amb les arees sota la corba dels replicats i les arees mitjanes.

Verticillium dahliae
COMPOSTOS

Acetone

Ethyl alcohol

Pyrazine, 2,5-dimethyl-

Heptanol

1-hexanol, 2-ethyl-

Linalool

Neomenthol

Ethanone, 1-phenyl
5-(p-aminophenyl)-4-(O-tolyl)-2-
thiazolamine

Butylated hydrooxytoluene
Benzeneethanol
11H-dibenzol[b,e][1,4]diazepin-11-
one, 5-(3-aminopropyl)-5,10-
dihydro

Phenol

Phenol, 2-(1,1-dimethyl)-5-methyl-
1,2-benzenedicarboxylic acid,
diethyl ester

TR

5,739
7,986
15,809
17,531
17,939
18,698
20,049
20,467
21,571

23,162
23,271
23,672

24,219
26,983
30,056

AREA 1

11996921

23303261
4839577
9825428
9169884
1379959

11789544
5783054
2248812

85984959
20128198
9936427

1533984
4722137
14584923

Cultiu
AREA 2

15845810
25572799
4891951
11028583
8700101
1322732
11099192
5589978
1165634

73160426
19286284
9750776

1514984
5774889
21790480
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AREA
MITJANA
13921365,5

24438030
4865764
10427005,5
8934992,5
1351345,5
11444368
5686516
1707223

79572692,5
19707241
9843601,5

1524484
5248513
18187701,5

AREA 1

1709887

158801417

1836511
22567389
4399614
1381696
5462919
3148372
1553471

4324316
2873392
5234619

3548248
2361852
28168428

Mostra
AREA 2

2916160

184017292

14138992
27441312
4367663
3124161
6337848
2698000
1454292

4334033
3745797
2356728

3745797
3997298
17935441

AREA
MITJANA
2313023,5

171409354,5
7987751,5
25004350,5
4383638,5
2252928,5
5900383,5
2923186
1503881,5

4329174,5
3309594,5
3795673,5

3647022,5
3179575
23051934,5



SELECCIO I ENSINISTRAMENT DEL GOS

DE TREBALL

Els criteris, material, entorn y proves de seleccié han estat correctes i ha

permeés seleccionar tres gossos per Iensinistrament, les caracteristiques dels quals

apareixen a la taula 20 i les seves corresponents fotografies a la Figura 20.

Taula 20. Resultats de les proves de seleccié.

Penicillium Trichoderma Verticillium
rugulosum viride dahliae
Nom Jara Dana Tuc
Sexe Femella Femella Mascle
Raga | Pastor Belga Beagle Mestis
Pes 36 kg 12 kg 39 kg
Mida Gran Mitja Gran
Edat a P’inici de 18 mesos 14 mesos 18 mesos
Pensinistrament
Esterilitzacio Si Si Si
Exploracio fisica general Correcta Correcta Correcta
Patologies detectades o No No No
conegudes
Indiferéncia a petsones 5/5 5/5 4/5
durant el treball
Indiferéncia a animals 3/5 4/5 4/5
durant el treball
Indiferéncia a estimuls 4/5 3/5 4/5
adversos
Motivacio 5/5 4/5 4/5
Recuperaci6é d’objectes 5/5 5/5 5/5
(general)
Recuperaci6é d’objectes 5/5 5/5 4/5
(olfacte)

Els resultats dels metodes d’ensinistrament es veuen reflectits a l'apartat

segiient: “Assaig formal dels gossos ensinistrats 1 analisi estadistic”.
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Figura 20. Gossos seleccionats per ensinistrament. D’esquerra a dreta: Jara, Dana i

Tuc.

ASSAIG FORMAL DELS GOSSOS
ENSINISTRATS I ANALISI ESTADISTIC

Els resultats del test formal es mostren a la Taula 21. Aquests resultants, en

que es computen els verdaders positius i negatius i els falsos positius i negatius, serveix

per calcular posteriorment I’especificitat i la sensibilitat de cada gos per cada fong.

Taula 21. Resultats del comput total de verdaders positius i negatius i falsos positius i negatius

per a cada gos i fong.

TIPUS DE | INDICACIO | Penicillium | Trichoderma | Verticillium
MOSTRA DEL GOS rugulosum viride dahliae
Mostres Positiva 98 94 95
positives Negativa 0 1 0
(n=100) Dubtosa 2 5 5
Mostres Positiva 6 6 5
negatives Negativa 94 92 91
(n=100) Dubtosa 0 2 4
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Els resultats d’especificitat 1 sensibilitat apareixen a la Taula 22. En els tres
casos la sensibilitat de deteccié és superior al 94%, mentre que l'especificitat és
superior al 90%. El llindar de cada dilucié de la mostra original que és capac de detectar

cada gos per cada fong apareix a la Taula 23.

Taula 22. Resultats del calcul de la sensibilitat i especificitat per a cada gos i fong.

Penicillium Trichoderma Verticillium

rugulosum viride dahliae
Sensibilitat 98% 94% 95%
Especificitat 94% 92% 91%

Taula 23. Dilucions (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64) que ha estat capag de detectar cada gos

per cada fong.

Dilucions
1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64
Penicillium X X X X
rugulosum
Trichoderma viride X X X X
Verticillium dahliae X X X

El temps que triga cada gos en localitzar el fong en un espai de 100 m?
mitjangant cerca lliure guiada es mostra a la Taula 24, especificant-se el temps de

recerca per 4 situacions diferents. El temps minim ha estat de 1.5 minuts, i el maxim

de 4.5 minuts.
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Taula 24. Temps (en minuts) i expressat en fraccions de 0.5 minuts que triga cada gos en

localitzar el fong en un espai de 100 m? mitjangant cerca lliure guiada, en 4 situacions diferents.

Temps (min) en 100 m?
0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5
Penicillium X X X X
rugulosum
Trichoderma X X X X
viride
Verticillium X X X X
dahliae

PROCEDIMENTS DE PRECAUCIO I
SEGURETAT

Recomptes de la microbiota de la mucosa nasal

A la Taula 25 s’expressen els resultats dels recomptes de la microbiota de la
mucosa nasal pels tres gossos ensinistrats 1 pel gos control, aix{ com el resultat de la

identificacié dels fongs aillats.

Determinaci6 de evoluci6 dels patrons radiografics
toracics

No hi ha hagut canvis en els patrons radiografics toracics de cap dels tres

gossos ensinistrats. A mode d’exemple, a la Figura 21 apareix una imatge radiografica
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d’un dels gossos 2 setmanes abans de comencar lensinistrament i als 3 mesos

d’ensinistrament.

Figura 21. Radiografia toracica latero-lateral dreta a les 2 setmanes abans d’iniciar
I'ensinistrament (esquerre) i radiografia toracica latero-lateral esquerra als tres mesos
d’ensinistrament (dreta).
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Taula 25. Recomptes dels microorganismes presents a la mucosa nasal dels tres gossos ensinistrats (gos B per buscar Penicilliunm rugulosum, gos C
per Trichoderma viride, gos D per Verticillium dabliae) respecte el gos control (A) i resultat de la identificacié dels fongs aillats (AS: Agar Sang, TSA:
Agar Triptona — Soja — Agar, MRS: Agar Man — Rogosa — Sharpe, BP: Agar Baird — Parker, MK: Agar McConkey, S+: Agar Sabouraud amb
antibiotic; Ae: Aerobiosi, An: Anaerobiosi, 5% COz2: Microaerofilia amb un 5% de COy).

Fongs aillats

Cladosporium berbarum

Cladosporinm herbarum,

Fusarinm moniliforme
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Cladosporium herbarum

MEDIS DE CULTIU I GOS A GOS B GOsC GOSD
CONDICIONS (Control) (P. rugulosum) (T viride) (V. dahliae)
AS, Ae, 37 °C > 100.000 > 100.000 > 100.000 > 100.000

No hemolitiques No hemolitiques No hemolitiques No hemolitiques
AS, An, 37 °C > 100.000 > 100.000 92 250
No hemolitiques No hemolitiques No hemolitiques No hemolitiques
TSA, Ae, 37 °C 3280 3344 336 250
TSA, An, 37 °C > 100.000 > 100.000 <10 <10
MRS, Ae, 37 °C <10 <10 <10 <10
MRS, An, 37 °C >100.000 <10 <10 <10
MRS, 5% CO2, 37 °C <10 >100.000 <10 <10
BP, Ae, 37 °C 4280 3616 <10 <10
MK, Ae, 37 °C <10 <10 <10 <10
MK, Ae, 42 °C <10 <10 <10 <10
S+, Ae, 28 °C <10 (3) <10 (5) <10 (1) >10



DISCUSSIO
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ASSAJOS PREVIS

Tractaments fisics aplicats a diferents soques de
Penicillium rugulosum 1 Trichoderma viride

El xoc osmotic per s sol no ha permes inhibir ni reduir el creixement de
Penicillinm rugnlosum ni de Trichoderma viride, tal 1 com exposen també Klimek-Ochab ez
al, (2011). Es probable que la preséncia de la paret cel-lular, que contribueix a mantenir

Pestabilitat del fong, també el protegeixi davant aquest efecte.

Un xoc térmic de més de 90 °C durant 3 minuts permet la inactivacié dels
conidis de T. viride i de la soca de P. rugulosum que presenta menor grau d’esporulacié
i, dels tres metodes assajats, €s el que aconsegueix reduir amb major mesura la viabilitat
de les soques. Referent a la soca de P. rugulosums amb més esporulacid, la seva
inactivacié amb calor s’obté un cop és exposada a un bany d’aigua a 100 °C durant 3
minuts o a 90 °C durant 5 minuts. El diferent efecte resultant de la combinacié de
diferents parametres de temps i temperatura stha descrit anteriorment i per tal
d’aprofitar les combinacions optimes, per exemple, durant els processos de

pasteuritzaci6 dels aliments (Sant’ana ez a/., 2009).

El tractament amb ultrasons a temps d’exposicié de 61 8 minuts i poténcia de
55190 W donen com a resultat un major creixement aparent un cop es sembra una
mostra de la solucié. Aquest efecte possiblement es deu a que, amb aquests parametres,
els ultrasons so6n capagos de trencar Iestructura fungica perod no de destruir la majoria
dels conidis, de manera que aquests es disgreguen i ofereixen un creixement més
dispers; un efecte similar ha estat descrit per Luo, Scmid, Grbin i Jiranek (2012) en el
levat Zygosaccharomyces bailii. D’altra banda, amb 10 minuts d’exposicié a 55 W el
creixement és aparentment normal i a 90W es redueix perd sense que hi hagi una

inhibicié completa respecte els controls. Aquest tltim efecte es deu, probablement, a
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que a major temps 1 potencia es destrueixen més conidis pero alhora la dispersi6 és

major.

La resisténcia dels conidis al tractament amb ultrasons pot ser avantatjosa, tal
i com exposen Morttis et al. (1998), per realitzar estudis de poblacions fingiques en
biofilms en diferents substrats ja que permet trencar el biofilm sense inhibir el

posterior creixement del fong.

Referent a la combinacié de tractaments fisics, s’ha observat que el xoc
osmotic és practicament irrellevant en el procés d’inactivacié dels conidis
independentment de en quin moment s’apliqui. La combinacié del xoc térmic amb el
xoc osmotic és rellevant només quan es realitza primer el tractament amb ultrasons i,
posteriorment, el xoc térmic. Aquest fet possiblement és degut a que els ultrasons
desestabilitzen la membrana cel-lular i faciliten I’efecte del xoc termic. El procés a la

inversa (primer xoc termic 1 després ultrasons) no permet obtenir efectes significatius.

El conjunt de tractaments fisics estudiats finalment no s’apliquen durant
Pelaboracié de les mostres utilitzades durant Pensinistrament perque els compostos
organics volatils desapareixen a mesura que s’altera el fong. A més, els VOCs restants
procedirien, en tot cas, d'un fong inactivat mentre que mitjancant els metodes
proposats posteriorment (cultiu en Eppendorf amb filtre per separacié de DNA i
extraccié de VOCs en fase aquosa) s’obtenen compostos propis del fong viu i en

diferents fases de creixement.

Cultiu en Eppendorf amb filtre per separaci6 de
DNA 1 en flascons de vidre

Els Eppendorfs amb filtre per separacié de DNA incorporen una membrana
de silica amb porus de 0,45 pm de diametre. Aquesta mida de porus permet que el

fong pugui desenvolupar-se i respirar a linterior de ’Eppendorf, aixi com que
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s’alliberin VOCs cap a I'exterior del contenidor alhora que impedeix la dispersié dels
seus conidis. Aquest sistema de contencid, senzill i economic, permet treballar amb el
fong viu en fases avancades de 'ensinistrament, quan el gos és capag¢ de reconeixer
I'olor especific de les mostres oloroses i s’ha de realitzar el salt cap a Lolor de
Potganisme viu i en diferents fases de creixement. En cas d’utilitzar el fong viu durant
Pensinistrament és important destacar que, un cop el fong esgota el medi de cultiu i
mor, 'Eppendorf s’ha d’eliminar d’acord amb la normativa de gestié de Residus

Sanitaris Tipus 11 (subcategoria I: Residus Sanitaris Infecciosos).

Els flascons de vidre també permeten treballar amb I'olor emesa pel fong viu,
tot i que en aquest cas no s’incorpora cap métode de contenci6 i no es recomana
utilitzar-lo durant els ensinistraments. No obstant, s{ que seria possible utilitzar cultius
confinats en flascons de vidre per preparar mostres fora del laboratori mitjancant el
sistema d’extraccié en fase aquosa. Aquesta opcid és interessant a ’hora de realitzar
demostracions i exhibicions amb el gos, que s6n tasques que s’han de fer sovint amb
les Unitats Canines de treball per fer-ne difusié i potenciar la seva aplicacié en diferents

Sectors.

Extraccié de compostos organics volatils en fase
aquosa

L*4s d’una font d’olor fiable, real i segura ofereix importants avantatges
respecte I'ds del microorganisme viu, destacant: (1) la seguretat pel gos, Iinstructor,
I’educador canii el medi ambient; (2) ’homogeneitat de I’olor al llarg del temps i entre
lots de mostres; (3) la vida util llarga i la conservacié senzilla, amb la possibilitat de
realitzar escalat industrial si és necessari; (4) es redueix el risc de contaminacié amb
altres olors o microorganismes; i (5) és possible fer servir les mostres per desenvolupar
detectors electronics si es realitza una determinacié previa dels VOCs principals

mitjangant HPLC-MS.
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Lexit d’extraccié de VOCs especifics (és a dir, procedents del fong, no de
l'aigua ni del medi de cultiu) mitjangant aquest metode ha estat del 43% en el cas de
Verticillinm dabliae, 46% pet Penicillium rugnlosum 1 49% per Trichoderma viride. En els tres
casos, els VOCs captats a les mostres son els que presenten un major temps de retencid
a la cromatografia de gasos, com per exemple els terpens i sesquiterpens, essent
habitualment els compostos aromatics caracteristics del fong. Aquest percentatge
d’exit, tot i que pugui semblar reduit, ha suposat una gran avantatge durant

Pensinistrament.

Quan un gos és ensinistrat per detectar restes humanes i/o cadavers en
tombes clandestines o determinats narcotics i explosius, com per exemple ’heroina i
el perclorat, la normativa vigent de I’Estat Espanyol determina que només els Cossos
i Forces de Seguretat poden treballar amb drogues i explosius reals, mentre que I'ds de
restes humanes és exclusiu de la Policia Nacional i la Guardia Civil. Aixi, en aquests
casos ¢s habitual I"as de pseudo-olors, que sén olors sintétiques que mimetitzen els
compostos volatils emesos per les substancies reals. Les pseudo-olors sempre
contenen un perfil olorés més senzill que la substancia real i aixi, per exemple, la
pseudo-olor per 'ensinistrament de gossos per detectar cadavers desenvolupat per
Sigma Aldrich® (Sigma Pseudo™ Corpse Scend) incorpora un maxim de 33 molécules
volatils, de les quals 7 mimetitzen 'olor de ’adipocera, la putrescina i la cadaverina

(Caldwell ef al., 2009; Stadler ef al., 2012).

Aquest metode “simplificat”, utilitzat per ensinistrament de la majoria de
gossos detectors a ’actualitat, permet agilitzar el procés pel qual el gos reconeix 'olor
degut a que ha de identificar un menor nombre de molécules volatils, el que augmenta
la seva capacitat de discriminacié, essent efectiu sempre i quan es treballi amb els

volatils core de la substancia.

Aquest metode ha evitat que compostos olorosos propis del medi de cultiu
(com per exemple, la 2-butanona o el 2-furanocarboxaldehid) hagin contaminat les
mostres (probablement degut al propi agar del medi, que reté la majoria de volatils, 1

al fong, que si creix en massa evita en gran mesura el contacte de 'aigua amb el medi
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de cultiu quan es realitza 'extraccié). D’altra banda, els compostos volatils provinents
de l'aigua i que han estat detectats a les mostres (cloroform, benzaldehid i metoxi-fenil-
oxima) no soén rellevants durant Pensinistrament, ja que sén elements ubiqtitaris que
el gos discrimina facilment mitjancant un procés d’habituacié natural als estimuls
quotidians. Referent a aquests tres compostos detectats a 1’aigua, el cloroform és un
trihalometa generat durant el procés de potabilitzacié de I'aigua, la concentracié del
qual esta regulada pel Reial Decret 1400/2003; el benzaldehid és un producte aromatic
que sovint s’incorpora a productes de neteja 1 la metoxi-fenil-oxima és un producte
volatil derivat dels plastics, pel que aquests dos darrers compostos poden provenir del

material utilitzat durant la producci6 de les mostres.

ANALISI I SEPARACIO QUIMICA DE
COMPOSTOS ORGANICS VOLATILS

La fibra SPME DVB/CAR/PMS, escollida per ser capa¢ d’adsorbir
compostos aromatics, volatils i semi-volatils amb un pes molecular de 40 - 275 DA,
ha permes determinar que el nombre de VOCs presents en els cultius de [Verzzcillinm
dabliae, Penicillium rugutosum 1 Trichoderma viride és superior a 140. Un cop filtrats els
resultats, el nombre de VOCs estudiats ha estat d’entre 40 i 60 per cada fong i s’hi
inclouen: hidrocarburs (p. ex. hepta), hidrocarburs aromatics (p. ex. benze), alcohols
(p. ex. 1-octen-3-ol), aldehids, cetones, acids organics, eters i esters (p. ex. 2-octanona,
1-octen-3-ona), terpens i sesquiterpens (p. ex. limonén, humulén) i compostos

organics de sofre o de nitrogen

Els resultats obtinguts pels diferents cultius demostren que el cromatograf ha
estat capag¢ de separar correctament una gran seqiencia de VOCs. En primer lloc, i
amb un temps de retencié menor, s’elueixen els compostos de baix pes molecular (acid
acetic 1 dioxid de carboni, per exemple) i, posteriorment, els alcohols de cadenes

llargues, els aldehids i les cetones (3-octanol, 3-octanona, 2-dodecanona). A
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continuaci6 s’elueixen els hidrocarburs de cadena llarga (hexadeca), acids de cadenes
mitges (acid heptanoic), terpens i sesquiterpens i, finalment, a major temps de retencio,
les amines, amides i acids organics de cadena llarga. Aquest ordre ve determinat per

les propietats de la columna, aixi com per la temperatura a la qual s’ha treballat.

Alguns dels VOCs sén comuns entre les tres especies de fongs, tot i que el
petfil de components emesos per cada fongs s’observa clarament diferent no només

en el tipus de VOCs sin6 també amb la quantitat produida.

A la literatura s’han descrit un grup de VOCs, anomenats Complex de VOCs
Cs, que s6n comuns entre la majoria de generes de fongs i que son indicadors de que
el fong esta creixent activament (Fiedler ¢# a/, 2001). Entre aquests VOCs, destaquen:
1-octen-3-ona, 1-octen-3-ol, 3-octanona, 1-octen-3-ol, entre d’altres, i formarien un
grup de VOCs adients per ensinistrar una UC en la detecci6 de varis géneres de fongs
(Demyttenaere et al, 2003). La deteccié del complex Cg mitjancant detectors
electronics s’esta fent servir actualment en la deteccié de les floridures dels edificis per
diferenciar formes actives 1 inactives dels fongs (Bingley e a/, 2012). Tot i aix{, cal
destacar que en el metabolisme fungic existeixen vies enzimatiques alternatives a les
que donen com a resultat el Complex Cs i que acaben formant compostos diferents
com la 2-hexanona o la 2-heptanona (Wilkins ¢ a/., 2000). Altres VOCs comuns entre
els tres generes que s’han detectat no pertanyen al Complex Cg perque la seva
estructura no esta formada per 8 atoms de carboni, com el 2-butanol, el 1-butanol, el

1-propanolol, el fenol i I'acetona.

Alguns dels VOCs produits especificament per cada fong tenen interés
comercial 1 aquests podrien convertir-se en una interessant font de producci6. La
deteccié mitjangant SPME-GC-MS pot suposar un métode rapid de sereening de cultius
de fongs en cas de realitzar una recerca de compostos concrets o per determinar el
perfil de molécules oloroses produides per cada genere o especie. Els fongs, igual que
els bacteris, presenten caracterfstiques molt interessants quan es fan servir com a
productors de metabolits d*us industrial com poden ser 'elevada taxa de creixement i

la facilitat de purificacié dels metabolits. No obstant, els bioreactors de fongs
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filamentosos requereixen d’un manteniment i reposicié periodics per evitar les
turbuléncies 1 obstruccions provocades per 'acumulacié d’hifes. Alguns exemples de
molecules detectades amb interes industrial sén: Iazule (pigment), la tiazolamina
(antifungic), la camfora Juniper (compost aromatic utilitzat en perfumeria) i el mentol

(molecula utilitzada a la induastria farmaceutica).

DETECCIO DE MICROORGANISMES AMB
UNITATS CANINES

L’assaig formal, en el que es mesuraven diferents parametres quan a la
velocitat, sensibilitat i especificitat de deteccid, ha permes avaluar de forma objectiva

la capacitat dels gossos per detectar les mostres produides per cada especie de fong.

La sensibilitat, que permet conéixer el percentatge de cops que quan la mostra
és positiva el gos realment realitza un marcatge, oscil-la entre el 94% i el 98%. L’elevat
percentatge d’exit en la deteccié d’un positiu ve determinada per la motivacié del gos
per obtenir el seu refor¢ quan localitza I'olor diana, pel que dificilment deixara de
realitzar un marcatge si realment esta detectant el fong. Concixer la sensibilitat del gos
permet estimar, en un mostreig real, la quantitat de falsos negatius que realitzara (és a

dir, quants focus d’olor no senyalitzara).

L’especificitat permet determinar en quin percentatge de mostres negatives el
gos no realitza cap tipus de marcatge i permet realitzar una aproximacié a la quantitat
de falsos positius que realitzara en un operatiu (quants cops realitzara un marcatge
positiu quan realment no hi hagi el fong a 'ambient). Els resultats d’especificitat han
estat del 91-94%, en tots els casos inferiors a la sensibilitat. Aquest resultat es pot deure
en gran mesura a que, si durant I’assaig el gos no troba cap mostra positiva i no es
presenta la possibilitat de realitzar un marcatge i obtenir el refor¢ positiu (menjat,

pilota, etc.), pot intentar “enganyar” a ’ensinistrador i fingir un resultat positiu.
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El temps de deteccié d’un cultiu pur confinat en un Eppendorf amb filtre de
sflica ha estat d’entre 1.5 1 4.5 minuts, depenent de cada gos 1 assaig. Aquest assaig
ofereix un temps de deteccié reduit, tot i que cal destacar que 'espai en el que s’ha
realitzat era diafan i amb poc mobiliari, el que facilita el treball del gos. No obstant, el
guia que dirigia el gos desconeixia la ubicacié de la mostra i, en un operatiu, sempre es
defineixen “punts calents” (on és més probable que hi hagi 'element a detectar) i es

realitza una cerca més focalitzada.

Finalment, els gossos ensinistrats per detectar Penicillinm rugulosum i Trichoderma
viride han estat capacos de reconeéixer les mostres a una diluci6 1:8, mentre que el gos
ensinistrat per detectar Verticillinm dabliae, a 1:4. Al llarg de tot el seu ensinistraments
els instructors han treballat amb la minima quantitat possible de mostra (normalment
5-10 gotes de la mostra, obtingudes amb una pipeta Pasteur), pel que els gossos

s’habituen a reconeixer la minima concentraci6 de volatils que els hi és possible.

Unitat canina per la deteccid de Penzcillinm rugnlosum

En diferents estudis s’ha demostrat que Penicillinm rugulosum és una de les
primeres especies de fongs que creix en un ambient contaminat amb una elevada
carrega de conidis fungics quan les condicions ambientals (temperatura, humitat,
presencia de nutrients, etc.) sén optimes (Zielinska-Jankiewicz e al., 2008). Aquesta
caracteristica, que es manté independentment del tipus d’ambient, permet que
Penicillium rugnlosum actui com a fong indicador de que les condicions i maneig
ambientals s6n deficients i que, per tant, existeix un elevat risc de contaminacié per
fongs. En el cas de la conservacié de vegetals, una determinacié preco¢ d’aquestes
caracteristiques permet corregir rapidament les condicions d’emmagatzematge, evitar
que es desenvolupin alteracions de la qualitat i que creixin géneres de fongs productors

de micotoxines.
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Aquests tipus de sereening de 'entorn es pot realitzar mitjancant metodes
microbiologics tradicionals. Tot i aix{, la majoria de magatzems prefereixen determinar
directament la presencia dels fongs causants de les alteracions i patologies mitjancant
Pobservacié directa dels simptomes (resposta reactiva) o realitzant determinacions
preventives de presencia — abseéncia de fongs (en general). Aquest ultim meétode, que
forma part dels sistemes APPCC de les empreses distribuidores, suposa un elevat cost
economic, triga minim 6 dies si es realitza mitjancant tecniques tradicionals i pot

suposar el decomis d’una part de la producci6 si es detecta colonitzacié per fongs.

Draltra banda, I"ds d’una UC ensinistrada especificament en la deteccid de
Penicillinm rugnlosum a ’ambient 1 utilitzada de forma rutinaria permetria determinar de
forma rapida i focalitzada les condicions deficients de maneig i emmagatzematge de
fruites, verdures i hortalisses, evitant aix{ el creixement d’espeécies alteradores o
patogenes. Aquest metode no només permetria detectar errors en la manipulacié de
I’ambient sin6 també determinar efectivitat d’altres métodes de conservacié que s’han
citat al llarg de la introducci6é (tractaments pre-collita, tractaments post-collita i
recol-leccié en el minim climateéric), reduint globalment les pérdues economiques i

incrementant la taxa de comercialitzacié d’aliments.

La UC de detecci6 de P. rugulosum sha ensinistrat en entorns controlats 1 soén
necessaries futures proves de camp per determinar la viabilitat de la seva implantacio.
Tot i aixi, considerant la velocitat en que el gos és capag de trobar un cultiu pur en una
area delimitada, aquesta UC oferiria caracteristiques molt competitives en diferents
sectors economics a part del sector agricola, entre els que destaca la conservaci6 del

patrimoni documental.

La conservaci6 del patrimoni documental és una funcié essencial dels arxius
municipals, tecollida en la legislacié i reconeguda en totes les publicacions
especialitzades. Segons dades de la Diputacié de Barcelona, I'alteracié del patrimoni
historic pels microorganismes és una de les tres causes més importants de desastres en

els arxius de I'area Mediterrania, juntament amb les inundacions i els incendis (alhora
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que aquests ultims, degut als canvis en la humitat de 'ambient, acaben propiciant

’aparicié de més microorganismes).

La composicié dels diferents materials que es troben a biblioteques i arxius
determina que siguin un substrat adient pel desenvolupament de diversos tipus de
fongs 1 bacteris. La preséncia d’aquests microorganismes pot originar alteracions i
destruccions en el substrat (llibres, fotografies, quadres, cassets, vinils, etc.), tant
perque lutilitzin com a font de nutricié com perque hi elaborin i acumulin metabolits
secundatis, i possibles problemes en les persones que estiguin en contacte amb els
substrats alterats. Tots els microorganismes que afecten als materials organics poden
afectar a les personals i causar problemes en mucoses, vies respiratories i alteracions
dermatologiques i digestives, pel que s’han de prendre les maximes precaucions a ’hora
de manipular el material contaminat i el millor metode de prevencié es basa en la

deteccid precog 1 eradicacio.

Un cop instaurats els microorganismes en un ambient especific, i molt
especialment els fongs, la seva eradicaci6 és llarga i dificil. Per aixo, les principals
mesures de prevencié actuals consisteixen en mantenir les condicions del medi
ambient en parametres que no siguin favorables pel desenvolupament d’aquests
microorganismes i, en aquest sentit, és fonamental controlar la temperatura i humitat
relativa de l'ambient. Dins el grup de microorganismes alteradors del patrimoni,
Penicillinm rugnlosum és un dels fongs que s’han detectat majoritariament fins a dia d’avui

(Calvo et al. 2000).

Actualment, un cop detectada una alteracié es realitza un mostreig del
document infectat i documents adjacents amb hisops que es sembren en medis de
cultiu especifics. Un cop s’ha identificat el microorganisme alterant es procedeix a
tractar el document, tot i que molts cops és un procediment costos i la recuperacié no

és completa.

Una UC capag de detectar el creixement de Penicillinm rugulosum en 'ambient,

llibres, fotografies i altres suports més recents com CDs o DVDs permettia realitzar:
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- Control del patrimoni historic. La funcié principal seria el control d’infeccions

en els llibres incunables i diferents tipus d’obres d’art, que sén els elements
amb major valor historic 1 economic.

- Manteniment de fons modern. Realitzacié de revisions periodiques de

manteniment en diferents tipus de fons moderns, com per exemple:
biblioteques convencionals, realitzant revisions durant els inventaris anuals;.
arxius de jutjats, ajuntaments, hospitals i farmacies degut a la importancia legal
dels documents i a les males condicions d’emmagatzematge dels arxius antics;
biblioteques i1 fons documental privat (libres, segells, quadres, etc.);
hemeroteques amb fons de documents audiovisuals (cassets, vinils, etc.);
museus i galeries d’art (revisié tant de quadres com del material d’exposici6 i
emmagatzematge: vitrines, cameres, etc.).

- Prioritzacié durant el procés de digitalitzacié. Actualment tots els documents

estan en procés de digitalitzacio i, sense cap excepcio, els documents amb
prioritat han de ser aquells amb una infeccié. La deteccié del gos pot servir
per discriminar quins documents han de ser digitalitzats primer i quins poden

esperat, ja que ¢és un procés lent i car.

Els principals avantatges que oferiria la UC de deteccid de Penicillinm rugutosum

en 'ambit de la conservacié del patrimoni historic documental son:

- Reducci6 del temps dedicat a les revisions durant linventari. Les revisions

actuals mai son completes perque és virtualment impossible examinar totes

les pagines de tots els llibres d’una biblioteca, per exemple.

- Reduccié del pressupost destinat al personal. Un gos detector podria realitzar
una revisié molt més rapida i eficag, ja que molts tipus d’infeccions no es
veuen a simple vista.

- Reduccié del cost del tractament. Una deteccié preco¢ suposa un tractament

menys agressiu i menys possibilitats d’infeccié de documents adjacents.
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- Reducci6 dels riscos laborals. La reduccié de la carrega de microorganismes a

Pambient suposa una menor possibilitat de problemes d’hipersensibilitat i
altres alteracions respiratories, com 'asma, bronquitis cronica o la malaltia

pulmonar obstructiva cronica.

Unitat canina per la deteccid de Irichoderma viride

L’objectiu principal de la UC de deteccié de Trichoderma viride és realitzar una
deteccid in situ del fong en sols que han estat biofertilitzats amb les espécies comercials
que es poden obtenir en centres especialitzats. L.a metodologia proposada es basa en
la realitzacié de tasts de terra i la recol-leccié d’arrels de plantes silvestres que,
posteriorment, poden ser ensumades pel gos 7 situ o ser traslladades fins on es trobi

el gos (en cas de mostrejos grans, per exemple).

Una de les principals problematiques que existeix actualment amb 1’as de T.
viride com a biofertilitzant és que la seva capacitat d’implantacié als sols agricoles és
molt variable, per exemple, en funcié del tipus de sol i les especies de plantes, fongs i

bacteris presents. Les principals funcions d’aquesta UC inclourien:
q

- Determinar de forma rapida i economica Iefectivitat de la implantacié de
I'inocul al sol.

- Realitzar seguiments periodics de la seva poblacid, per tal de determinar si hi
sobreviu.

- Determinar el grau d’homogeneitat en la colonitzacié de la rizosfera.

- Determinar la supervivencia del fong després de realitzar tractaments

agricoles (per exemple, tractaments biocides o us de fertilitzants quimics).

Els principals avantatges que ofereix la UC respecte els metodes

convencionals sén, de forma semblant que en el cas de Penicillium rugulosunmr: (1)
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reducci6 del nombre de mostres que es remeten al laboratori, tot i que és
imprescindible que un percentatge dels tasts, tot 1 ser comprovats pel gos, siguin
enviats al laboratori per realitzar la confirmacié positiva i negativa; (2) obtencié de
resultats rapids i zz situ 1 (3) foment de 1"as dels biofertilitzants, contribuint a una

produccié més sostenible i ecologica.

Altres aplicacions de la deteccié de Trichoderma viride en el sector agricola sén,

per exemple:

- Deteccié de T. viride en cultius de xampinyons. 1. wiride pot actuar com a

parasit del xampiny6 (Agaricus bisporus) (Samuels ef al., 2002), on és introduit
accidentalment amb facilitat a través del compost sobretot des que es fa servir
com a agent de biofertilitzacié del sol. Els xampinyons parasitats presenten
una morfologia anomala i redueixen molt el seu ritme de creixement, pel que
no es poden comercialitzar. La UC de deteccié de T7ichoderma spp permetria
realitzar un control periodic del compost que entrés en contacte amb els
cultius, aixi com determinar-ne la preséncia abans que apareguessin els
simptomes de la parasitacio.

- Deteccié de T. viride com a agent de biocontrol. T. viride es fa servir com a

agent de biocontrol d’altres fongs fitopatogens, pel que una UC permetria
determinar, per exemple, I'exit de la inoculaci6. Alguns géneres que és capag
de controlar sén: Rhigoctonia, fong que destrueix les plantules de moltes
especies vegetals a nivell mundial (Howell, 2000); Pyhium, oomicet parasit
inespecific, causant de podridures de les arrels (Naseby ez 4/, 2000); i
Aprmillaria, causant de la podridura blanca de les arrels (Dumas i Boyonoski,

1992).

Finalment, canviant de sector productiu, Trichoderma viride també ha estat aillat
com a agent deteriorant del patrimoni historic documental (Bankole, 2010) degut a la

seva capacitat per produir cel'lulases. Una UC combinada, capa¢ de detectar
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paral-lelament Penicillium rugulosum 1 Trichoderma viride, podria millorar notablement les
condicions i avantatges desenvolupats a la discussié de I'apartat “Unitat canina per la

deteccié de Penicillium rugulosuns”.

Unitat canina per la deteccio de Verticillinm dabliae

Una UC de detecci6 de Verticillium dabliae a les oliveres es proposa com a
metode de deteccid precog del fong. Com que a actualment no existeix un tractament
curatiu per aquesta malaltia i es perden completament les plantes infectades, una
deteccié rapida i 7z sitn ofereix avantatges importants quan a la prevencié del contagi.
Aixi mateix, també permet realitzar un tractament focalitzat de terrenys i plantes (per
exemple, combinant-ho amb el tractament quimic i la solaritzacio) i, si es combina amb
els metodes preventius més recents, la detecci6 de les oliveres infectades a temps real
permet reduir els costos derivats de la vacunaci6 o injeccié de retardants de la infeccid
contribuint, de forma global, a la reducci6 de les perdues economiques derivades de la

verticilosi.

La importancia de la deteccié preco¢ de la malaltia radica en que, un cop
apareixen els simptomes, la planta ja esta greument infectada i no existeix un
tractament curatiu. La presentacié d’aquests simptomes depen de la varietat de
Verticillium dabliae que infecti I'olivera i, tot i que aquestes varietats poden conviure en
un mateix sol, es pot diferenciar una varietat defoliant i una no defoliant. La varietat
defoliant és més virulenta, té major taxa de mortalitat i la infeccid es pot percebre a
simple vista (Ministeri d’Agricultura i Pesca, 2010); d’altra banda, la varietat no
defoliant, que redueix la productivitat d’olives, és dificil de percebre 1 és en aquests

casos en que una UC actuaria com a sistema d’alarma.

L*4s de la UC no va en contra dels metodes de deteccid actuals, ja que en cas
de trobar indicis d’infeccié sempre es recomana procedir amb el protocol

microbiologic habitual al laboratori. En aquests casos, s’han de remetre al laboratori
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mostres de teixit que seran processades per realitzar un cultiu microbiologic tradicional

mitjangant sembra en medi PDA o un analisi mitjancant PCR.

La determinacié mitjangant tecniques microbiologiques tradicionals triga un
minim 5 dies, es treballa amb un volum de mostres reduit i presenta una elevada
sensibilitat 1 especificitat. D’altra banda, les técniques basades en la biologia molecular
com la PCR sén més rapides i permeten treballar amb un volum de mostres major, tot

1 que poden ser menys especifiques (Morera ez a, 2005).

En tot cas, la combinacié del métodes de diagnostic laboratorial amb un
sereening previ mitjancant UC permetria reduir el volum de mostres 1 els costos de

processament considerablement.

Igual que en els dos casos anteriors, en aquest estudi s’ha determinat la
capacitat d’una UC per detectar el fong en un entorn de treball controlat. Referent a la
deteccid en entorn reals, existeix la possibilitat d’aplicar la UC en una gran varietat de
substrats que inclouen, principalment: tasts de terra, brots d’olivera, males herbes,
aiglies de regadiu, maquinaria agricola i altres plantes susceptibles a la infecci6 (per
exemple, plantes ornamentals com Pefunia spp., plantes aromatiques com Mentha spp.

o hortofruticoles com Persea americana).

Els resultats favorables dels estudis indiquen que "ds d’UC de biodeteccié
aplicades als cultius d’oliveres podtia estendre’s a la deteccié d’altres malalties
infeccioses, com 'ull de gall de Uolivera causat per Cycliconium oleaginum, la negreta o
rovell produit per Capnodinm spp. 1 Alternaria spp. o la tuberculosi de I'olivera deguda a
la infeccié per Psendomonas syringae. La deteccid rapida i preco¢ d’aquestes malalties
suposa una reduccié de les pérdues economiques derivades del tractament i de la

disminuci6 de la qualitat del producte final.

De la mateixa manera que es poden detectar malalties causades per
microorganismes, altres autors han demostrat que és possible detectar insectes
causants de plagues i infestacions, com els dipters del genere Calliphoridae (Welch,

1990). Algunes de les plagues més destacades de I'olivera i que es podrien controlar
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mitjangant les UC sén les que causen la caiguda del fruit, com la mosca de l'olivera
(Dacus oleae) 11'arna de 'olivera (Prays oleae), 1les plagues que succionen limfa i assequen

la planta, com la cotxinilla negra (Salssetia oleae) 1 el cotonet de I’olivera (Euphyllura oleae).

Un altre punt a considerar és que els simptomes de la verticilosi sén més greus
quan aquesta interacciona amb altres patogens, com per exemple: fongs (Rhizoctonia,
Fusarium, Colletotrichum), bactetis (Erwinia) 1 nematodes (Pratylenchus, Meloidogyne,
Globodera). Pel que fa als nematodes, si aquests infecten les arrels de l'olivera poden
augmentar la incidencia de verticilosi i tenir un efecte sinergic sobre la gravetat dels
simptomes (Pegg i Brady, 2002), ja que provoquen ferides que faciliten ’entrada del
fong. A més, aquestes ferides solen estimular exsudats radiculars que provoquen la
germinacié dels microesclerocis de Verticillinm dabliae. Els nematodes sén un problema
creixent en els vivers d’oliveres i, a mig termini, pot convertir-se en un problema
fitosanitari important. Com ja s’ha comentat a Uinici de la tesi, tant els bacteris com els
nematodes poden ser detectats mitjancant UC, el que obre les portes a una UC de

protecci6 global front les malalties de I'olivera.

Les mesures preventives son les més efectives per lluitar contra la malaltia,
destacant I'as de plantes lliures del patogen, ’establiment de plantacions en terres no
infestats i la vacunacié. També s’han de prendre mesures per evitar I'arribada del
patogen, que podria produir-se pel moviment de particules del sol degut a riades, vent
i moviments del terra (Jiménez Diaz, 2012). En cas de recérrer a tractaments quimics,
només s’han de fer servir els principis actius autoritzats. Independentment del tipus de
mesures de prevencié utilitzades, es poden combinar amb un sereening rapid del terra

mitjangant UC per determinar la seva eficacia i augmentar les mesures de seguretat.

Respecte les plantacions infectades pel fong, les mesures classiques que
permeten evitar la seva expansié inclouen: eliminacié i crema dels teixits infectats,
evitar sembrar cultius susceptibles de forma intercalada, eliminar les males herbes,
realitzar una fertilitzacié equilibrada (evitar excés de nitrogen i la falta de potassi),
realitzar un maneig adient del regadiu, fer servir varietats tolerants o resistents, emprar

fertilitzants organics i solaritzar el terreny afectat. L’is d’'UC en aquests casos
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permetria, per exemple, detectar les plantes i els teixits afectats, tant oliveres com males
herbes, determinar la qualitat del terra mitjangant tasts 7z situ i determinar la preséncia

de Verticillinm dabliae a I’aigua de regadiu.

Detecci6 d’altres microorganismes

Actualment existeixen poques empreses que treballen en la deteccié de fongs i
bacteris amb unitats canines. Aquest tipus d’empreses estan molt més desenvolupades

als Estats Units que a Europa i els fongs amb els que treballen sén, principalment:

- Leprographinm spp. Dins aquest genere existeixen quatre especies que ataquen
les arrels dels arbres, en especial de certes espécies de pi, fins a extrem de
suposar una plaga. A Estats Units s’han entrenat gossos capacos de detectar
aquests fongs subterranis des de la superficie (Eckhardt i Steury, 2011).

- Serpula lacrymans. Esun tipus de fong capag de degradar la cel-lulosa 1]a lignina
de la fusta i que es desenvolupa principalment en espais interiors, el que
suposa un problema especialment greu en el nord d’Europa i Estats Units on
la construccié es basa en I'as d’aquest material. Actualment s’estan fent servir
gossos de treball com a metode de deteccid precog, ja que un diagnostic a
temps permet tractar la fusta i conservar-la durant més temps (Palfreyman,

2002).

- Dloridures de les cases. Dins aquest grup s’engloben molts fongs de generes

diferents, la majoria amb potencial toxigenic: Stachybotrys, Aspergillus,
Cladosporium, Ulocladinm, Stemphylinm, Alternaria, Dreschlera 1 Aureobasidinm. Sén
fongs que poden créixer a I'interior de les cases 1 que, a més de deteriorar-ne
Pestructura, poden arribar a causar problemes de salut en les persones que hi
habiten com poden ser al'lergies, problemes respiratoris 1 altres patologies

sistemiques (Kauhanen ez a/,, 2002).
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L’especialitat de la biodeteccié dins 'ambit de les UC ofereix la possibilitat
d’ensinistrar gossos per detectar un gran ventall de fongs. La possibilitat d’ensinistrar
gossos perque detectin especificament aquests microorganismes suposa, en la majoria
de casos, una millora quan al temps invertit en la presa de mostres, processament,
aillament 1 identificacié. A la Taula 26 s’esmenten alguns exemples de fongs

susceptibles a ser detectats i, a la Taula 27, alguns bacteris.

Taula 26. Generes de fongs susceptibles a ser detectats amb UC de biodeteccid, principal

problematica que suposa el seu desenvolupament i sector al que pertany la problematica.

GENERE DE FONG PROBLEMATICA SECTOR

Microsporum Dermatofit Sanitat
Trichophyton
Epidermophyton

Aspergilius Producci6 de Seguretat
Fusarium micotoxines en aliments alimentaria

Penicillinm

Penicillinm Alteradors de substrat Patrimoni
Cladosporium cel-lulosics historic

Alternaria

Stachybotrys Floridures de les cases Sanitari
Aspergilius
Cladosporium
Ulocladium
Stemphylinm
Pithomyces
Alternaria
Dreschlera

Aureobasidinm
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Taula 27. Bacteris susceptibles a ser detectats amb UC de biodeteccid, principal problematica

que suposa el seu creixement i sector al que pertany la problematica.

BACTERI PROBLEMATICA SECTOR
Psendomonas aernginosa Bacteris causants d’infeccions Sanitat
Clostridium difficile nosocomials
Legionella spp Bacteris causants d’infeccions de Salud Publica
les vies respiratories Ambit hospitalari

Inddtstria de la

construccio
Clostridinm spp Bacteris contaminants d’aigiies Depuradores i
residuals plantes de

tractament d’aiglies

PROCEDIMENTS DE PRECAUCIO I
SEGURETAT

El métode d’obtencié de mostres ha permes realitzar un recompte general dels
bacteris i fongs presents a la mucosa nasal del gos. Tot i que s’ha demostrat que el
mostreig amb hisop trans-nasal no permet reflectir de forma acurada la microbiologia
de la totalitat de la cavitat nasal (Abramson ef @/, 19706), si que permet detectar
diferencies significatives entre individus si es realitzen sembres posteriors en diferents
medis de cultiu. A més, degut al treball que realitzen els individus mostrejats, altres
técniques més invasives com I’aspirat naso-faringic, el rentat nasal o les biopsies
(independentment del tipus, existint la biopsia traumatica central, la cega i ’assistida
amb rinoscopia) no sén en absolut aconsellables.

Quan als resultats obtinguts, tot i que existeixen diferéncies en els recomptes
realitzats per les mostres dels diferents individus, aquestes no es deuen a

Pensinistrament realitzat amb les mostres produides al laboratori. Un dels principals
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riscos a considerar durant I'ensinistrament era que el fong amb el qual es treballava
colonitzés la cavitat nasal del gos si les mostres no estaven elaborades correctament.
El recompte de fongs, que en tots els casos ha estat inferior a 10 colonies per mostra,
indica que no s’ha produit colonitzacié de la mucosa i, a més, els dos fongs identificats
s6n d’origen ambiental: Cladosporium herbarum s™ha aillat en tres individus (el control i
els gossos ensinistrats per detectar Penicillium rugnlosum 1 Trichoderma viride) 1 Fusarium
moniliforme al gos ensinistrat pet detectar Penicillium rugntosum. Cladosporinm herbarum és
un fong ubiqitari i que s’ailla freqiientment a laire, tant en zones rurals com urbanes,
el soliala superficie d’aliments d’origen vegetal (Zalar 7 al., 2007). El genere Fusarium
esta ampliament distribuit al sol i la majoria d’especies son saprofites, tot i que poden
actuar com a patogens facultatius en animals i persones immunodeprimits (Anaissie ¢/
al., 1988). La majoria d’especies de Fusarium, entre elles Fusarium moniliforme, son
productores de micotoxines (fumonisines, zearalenona i tricotecens) quan es
desenvolupen als aliments (Norred, 1993). Els resultats del recompte 1 aillament de
fongs, juntament amb el correcte estat de salut dels individus, indiquen que les mostres
son totalment innocues 1 aptes per ensinistrar gossos en aquesta especialitat.

En els 4 individus es produeix un elevat recompte de bacteris quan les mostres
s6n sembrades en medi enriquit (Agar Sang) i inferior en medi general (Agar TSA), tal
1 com s’espera degut a les caracteristiques dels medis. En tots els individus el recompte
d’enterobacteris és molt baix. La microbiota dels individus A i B (gos control i gos
ensinistrat per detectar Penicillium rugnlosum) presenta certes diferéncies respecte la dels
individus C 1 D (gos ensinistrat per detectar Trichoderma viride 1 Verticillinm dabliae,
respectivament). El primer grup (gossos A i B) presenten un recompte de bacteris
totals superior en condicions d’anaerobiosi que en aerobiosi, aixi com un major
creixement de lactobacils (medi MRS) i d’estafilococs. Una possible explicacio, a patt
de la possibilitat de que les condicions microbiologiques a nivell ambiental fossin
clarament diferents en el cas dels gossos A i B, és que aquests presenten una
morfologia cranial dolicocefala, mentre que els individus C i D sén mesocefals. Tot 1
que no existeixen estudis al respecte, és possible que I'increment de turbuléncies que

experimenta l'aire durant el seu pas pels cornets nassals d’un individu dolicocefal
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respecte un mesocefal produeixi una menor uniformitat en la ventilacié de la mucosa,
pel que en la microbiota dels individus dolicocéefals podria desenvolupar-se una major
diversitat de bacteris anaerobis aerotolerants (com els lactobacils) o anaerobis
facultatius (com per exemple, estafilococs).

A Thora de treballar amb Unitats Canines no només s’ha de considerar la
seguretat del gos, sin6 també la de 'ensinistrador, instructor i els seus cuidadors. Una
zoonosi és una malaltia que pot ser transmesa dels animals a les persones. L’estudi de
les zoonosis integra la medicina humana, la veterinaria i les ciencies ambientals. En el
cas dels instructors, ensinistradors, guies canins i vetetinaris les zoonosis contagiades
per Pespécie canina poden ser considerades com a possibles malalties professionals.
L’Organitzacié6 Mundial de la Salut (OMS) reconeix 174 malalties zoonotiques
importants, de les quals el gos és capag¢ de transmetre’n 53.

Els agents infecciosos 1 parasitaris involucrats son:

- Virus. Destaquen la Malaltia del Dengue (Flavivirus), el Sindrome Pulmonar
(Hantavirus), la variant de la Verola (Orthopoxvirus) ila Rabia (Rhabdovirus),
essent aquesta ultima la unica malaltia zoonnotica virica per la qual s’han
establert estrategies vacunals profilactiques, tot i que actualment no és obligat
vacunar contra la Rabia a Catalunya.

- Bacteris. S’hi troben bacteris sanguinis com Borrelia burgdorferi 1 Ebrlichia canis
(causants de la Malaltia de Lyme i ’ehrlichiosis, respectivament), habitualment
transmesos per paparres, 1 bacteris de transmissi6 alimentaria com Leptospira
spp, Listeria monocytogenes, Campylobacter foetus, Salmonella enteriditis 1 Pastenrella
multocida. La leptospirosi és la unica malaltia zoonotica causada per bacteris
que s’inclou als plans vacunals dels gossos, tot i que en cap cas és obligatoria.

- Fongs. Poden ser causants de micosis sistemiques, com Crypfococceus neoformans
1 Histoplasma capsulatum, o cutanies, com Microsporum canis 1 Trichophyton
mentagrophytes.

- Endoparasits. Destaquen els protozous lliures intestinals (Cryptosporidinm spp,

Giardia lablia, Isospora bellii) 1 intracel-lulars (Toxoplasma gondii), cestodes
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(Toxocara canis, Taenia spp, Dipyllidinm caninum) 1 nematodes (Trichinella spiralis,
Abneylostoma caninun).

- Ectoparasits. Causants de sarnes (Sarcoptes scabiei, Demodex: canis, Cheyletiella
yasgnri), infestacions per paparres (Ixodes spp, Dermacentor  reticulatus,
Rbypucephalus sanguinens), pulicosi (Ctenocephalides canis) 1 miasis (Cochlionyia

hominivorax, Dermatobia hominis).

L’establiment de protocols profilactics vacunals i antiparasitatis, aix{ com un
bon maneig i manteniment de la higiene del gos i de les seves instal-lacions (elements
que no es desenvoluparan en aquesta discussio) permeten, en la gran majoria del casos,

evitar o minimitzar el risc de patir zoonosis derivades del contacte amb el gos.
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CONCLUSIONS

1. Els gossos, correctament ensinistrats, poden detectar 1 localitzar fongs
miceliats a diferents entorns, oferint una forma de treball economica, fiable,
de facil implantacié i amb un ampli rang de possibilitats d’aplicacio,
particularment en el sector agrari.

2. El perfil de compostos organics volatils emesos per una especie de fong es
pot extreure mitjancant les técniques desenvolupades en aquesta Tesi i les
mostres resultants s’adapten a la forma de treballar actual amb els gossos de
deteccié. Aquestes mostres en cap cas esdevenen perilloses pel gos,
Iensinistrador o el pel medi ambient.

3. Les Unitats Canines de detecci6é de fongs aplicades al sector agrari son utils
per la deteccid preco¢ de malalties infeccioses tant en pre-collita com en post-
collita i en la determinacié de Defectivitat d’inoculacié de biofertilitzants.
Presenten avantatges importants quan al temps invertit en el processament de
mostres i de diagnostic alhora que permeten realitzar tractaments focalitzats i
de menor inversié economica, podent-se combinar facilment amb la resta de

metodes actuals, tant preventius com curatius o pal-liatius.
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