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RESUMEN

El alimento comercial seco (ACS) para perro es una racion integral completamente mezclada y
troquelada con calor y presion para darle forma de croqueta. EI ACS esta formulado con diversos
ingredientes y subproductos agroindustriales de origen agricola y pecuario. Se ha demostrado
que la contaminacion por Aspergillus flavus y por aflatoxinas (AFs) en los alimentos es un
problema global que causa dafos a la salud humana y animal. El objetivo fue evaluar la presencia
de microflora fungica y la contaminacion por AFs en el ACS. Se seleccioné una muestra aleatoria
(n=77) de ACS comercializado en Aguascalientes, México. Las muestras fueron procesadas y
cultivadas por diluciones seriadas, obteniendo aislados monospodricos, los cuales se
caracterizaron morfoldgica, toxigénica (HPLC) y molecularmente (PCR). La concentracion de AFs
en ACS se cuantifico por HPLC. En el 48.0% de ACS se observd crecimiento fungico y 8.0%
superaron el limite maximo permisible (LMP=10"6 UFC/g). Se encontraron los géneros
Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Mucor, Alternaria 'y Fusarium (69.4, 12.9, 9.4, 4.7, 1.7 y
1.1%, respectivamente). Todas las muestras de ACS mostraron contaminacién por AFs (14.8+0.3
Mg/kg) y el 11.8% excediod el LMP (20.0ug/kg) sugerido por la normatividad; la contaminacién se
asocio significativamente (p<0.05) con algunos ingredientes empleados, humedad del ACS e
inclusion de fungicidas y secuestrantes. Los resultados obtenidos sugieren que el proceso de
elaboracion del ACS no elimina completamente la contaminacion por hongos ni por las AFs
presentes en los ingredientes empleados para su formulacion; en consecuencia, se trasladan al
producto terminado poniendo en riesgo la salud de los perros y la eficacia de la cadena

alimenticia.
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ABSTRACT

Commercial dry feed (CDF) for dog is a whole feed ration, completely mixed and die-cut with heat
and pressure to give it a croquette shape. ACS is formulated with various ingredients and agro-
industrial by-products of vegetable and livestock origin. Aspergillus flavus and aflatoxin (AFs)
contamination in food has been shown to be a global problem causing damage to human and
animal health. The objective was to evaluate the presence of fungal microflora and AFs
contamination in CDF. A random sample (n=77) of CDF marketed in Aguascalientes, central
Mexico, was selected. The samples were processed and cultured by serial dilutions (rose
bengal+chloramphenicol and Czapeck), obtaining monosporic isolates, which were characterized
morphologically, toxigenically (HPLC) and molecularly (PCR). The concentration of AFs in CDF
was quantified by HPLC. Fungal growth was observed in 48.0% of CDF samples and 8.0%
exceeded the maximum permissible level (MPL=10"6 CFU/g). The genera Aspergillus,
Penicillium, Cladosporium, Mucor, Alternaria and Fusarium were found (69.4, 12.9, 9.4, 4.7, 1.7
and 1.1%, respectively). All CDF samples showed AFs contamination (14.8+0.3 pg/kg) and 11.8%
exceeded the MPL (20.0ug/kg) suggested by the regulations; contamination was significantly
associated (p<0.05) with some ingredients used, relative humidity of the ACS and inclusion of
fungicides and sequestrants. The results obtained suggest that the ACS manufacturing process
does not eliminate fungal contamination or AFs present in the ingredients used for its formulation;
consequently, they are transferred to the finished product, putting the health of the dogs and the

efficiency of the food chain at risk.
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INTRODUCCION

El ACS para perros fue patentado por primera vez en 1860 por James Spratt, pero no fue hasta
1957 que comenzé a venderse comercialmente. La diversidad en la férmula del alimento
comercial seco (ACS) crece debido al aumento en el conocimiento de las necesidades
nutricionales de perros en funcién de sus razas, edades y actividades que realizan. Otro aspecto
que impulsa la oferta del ACS es la creciente disponibilidad de ingredientes agroindustriales de
diversa composicion bromatoldgica, que orientan la diversificacion de formulas de alimentacion
adecuadas para perros con diferencias en sus perfiles de nutrientes y metabolismo (Case,
Daristotle, Hayek y Raasch, 2011). Otro aspecto que impulsa la demanda de ACS es la
integracion del perro en el estilo de vida urbano, asi como el fortalecimiento del vinculo humano-
mascota en el que los duefios de perros dan igual prioridad a la alimentacién saludable de sus
mascotas, asi como a la propia (Schleicher, Cash y Freeman, 2019).

La oferta de ACS incluye derivados secos de todo tipo de carnes y viseras de pollo, res,
cerdo y otras especies; incluso se incorporan carne de codorniz, faisan y avestruz en la
elaboracion de estos alimentos (Rojas et al., 2011). EI ACS también agrega varios cereales, tales
como maiz, arroz, trigo, cebada y sorgo por su bajo costo y aceptable valor nutricional; ademas
de esto, no afecta la palatabilidad y digestibilidad de los nutrientes, aunque la calidad e inocuidad
de los cereales a veces es objetable (Tegzes, 2019). Estos ingredientes se utilizan ampliamente
como fuente de energia, asi como también como un aporte de algunas vitaminas, minerales,
fibras y grasas (Beloshapka et al., 2016). Ademas, se incorporan ingredientes proteicos de soja
y pasta de soja, asi como algunos ingredientes ricos en fibra como alfalfa y avena
(Yathavamoorthi et al., 2020).

Los productos pueden estar contaminados con hongos Aspergillus spp. u otra microbiota
fungica y aflatoxinas. La contaminacién ocurre en varias etapas de la produccién de ingredientes,
como la floracién, cosecha, procesamiento o almacenamiento de cereales, asi como de residuos
metabdlicos en productos carnicos, lacteos y de huevo (Ott, Appleton, Shi y Mellata, 2020;
Fuentes et al., 2018; Alsayyah, et al., 2019).

La contaminacion por hongos Aspergillus flavus y aflatoxinas; asi como la presencia de
otras micotoxinas son un factor importante porque reduce el valor nutricional del sustrato y

produce una gran variedad de efectos toxicos.
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1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La mayoria de los paises, los alimentos para perros y otras mascotas estan regulados por los
Limites Maximos Permisibles (LMP) de contaminacion por micotoxinas de alimentos para
animales de granja y alimento para el humano, pero en México y la mayoria de las naciones no
existe una legislacion especifica para estas especies (Macias-Montes et al., 2020).

Aunque la informacion sobre la presencia de Aspergillus spp. y otra microflora fungica en
varios ingredientes de alimentos humanos es extensa, los estudios de esta contaminacion en
ACS son escasos.

Las aflatoxinas y otras micotoxinas producen efectos adversos para la salud de manera
aguda o a largo plazo (Macias-Montes et al., 2020) y los signos clinicos dependen del tipo y
concentracion de micotoxina, duracion de la exposicién, especie, sexo, edad y salud del animal
(Pinotti et al., 2016; Alassane-Kpembi et al., 2013).

1.1. JUSTIFICACION

Los perros han aumentado su importancia social, alcanzando a ser integrantes de una de cada
ocho familias en México (INEGI, 2014). En México, el cuidado y crianza de los perros se basa en
una gran oferta de diversos alimentos comerciales secos, usualmente llamados croquetas
(PROFECO, 2016). Los fabricantes aprovechan una gran variedad de ingredientes y
subproductos de la agroindustria para formular preparaciones que cubran las necesidades
nutricionales especificas para algunas razas, edad o condicion de perro.

La presencia de Aspergillus spp. u otra microbiota fungica en cereales u otros ingredientes
de piensos para perros incorporados en las formulaciones de ACS deteriora la calidad y afecta la
seguridad de todo el pienso (Aquino y Correa, 2011). Los cereales y otros ingredientes son
sustratos adecuados para el crecimiento de la microflora fungica, tanto en la etapa previa a la
cosecha y en almacenamiento (Bennett, Klich 2003).

La contaminacion con microbiota fungica y micotoxinas en los alimentos representa un
grave problema de salud para los perros, asi como también representa una afectacion para la
industria de alimentos, debido a que la contaminacion es una falla en la calidad del producto y
puede tener efectos serios en la empresa; por lo que la inocuidad es también una responsabilidad

del fabricante (Fuentes et al., 2018). A pesar de su importancia, en nuestro conocimiento, es
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escasa la informacion que existe acerca de la contaminacion por Aspergillus flavus y aflatoxinas

en el ACS para perros.
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2 ANTECEDENTES

A mediados del siglo XIX, los alimentos para perros no eran preparados comercialmente, pero en
1860, James Spratt produjo y vendio el primer alimento comercial para esta especie. En 1957, se
vendidé por primera vez alimento seco para mascotas y a medida que se fue adquiriendo
conocimiento acerca de las diferentes necesidades de nutrientes en los perros y los gatos, se
empezo a formular alimentos para cada una de estas especies (Case et al., 2011).

La diversidad en la férmula de ACS ha crecido debido al aumento en el conocimiento de las
necesidades nutricionales de perros en funcion de sus razas, edades y actividades que realizan.
Otro aspecto que impulsa la oferta del ACS es la creciente disponibilidad de ingredientes
agroindustriales de diversa composicion bromatolégica, que orientan la diversificacion de
férmulas de alimentacion adecuadas para perros con diferencias en sus perfiles de nutrientes y
metabolismo (Case et al., 2011).

La oferta de ACS incluye derivados secos de todo tipo de carnes y viseras, asi como
subproductos de origen animal para la elaboracion de estos alimentos (Rojas et al., 2011). Estos
productos y subproductos de origen animal se afaden al pienso para perros como una fuente
importante de proteinas y grasas. EI ACS también agrega varios cereales, tales como maiz, arroz,
trigo, cebada y sorgo por su bajo costo y aceptable valor nutricional. Estos ingredientes se utilizan
ampliamente como fuente de energia, asi como también como un aporte de algunas vitaminas,
minerales, fibras y grasas (Beloshapka, Buff, Fahey y Swanson, 2016). En algunas formulaciones
las semillas de calabaza, la chia, la quinua e incluso algunas legumbres como las lentejas se
incluyen entre los ingredientes debido a su alto contenido en proteinas y minerales (Herrera et
al., 2019; Hacibekiroglu y Kolak, 2013; Nazir et al., 2019).

2.1. REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES
Para mantener un estado de salud optimo, los perros deben consumir una dieta que aporte los
nutrientes esenciales en cantidad y proporcién adecuada. Los objetivos principales de la
alimentacion en los animales de compafia consisten en mantenerlos saludables, lograr un
correcto crecimiento, ser un apoyo esencial en la gestacion y la lactacién y mantener un correcto
rendimiento del animal, por lo que, una nutricién correcta a lo largo de la vida favorece el
bienestar, la vitalidad y la longevidad del animal (Case et al., 2011).

Los nutrientes son componentes de la dieta con una funcién especifica dentro del

organismo que contribuyen al crecimiento, la conservacion de los tejidos y una salud 6ptima.
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Ademas de la energia, los animales precisan seis tipos principales de nutrientes: agua, hidratos
de carbono, proteinas, grasas, minerales y vitaminas (Case et al., 2011).

2.1.1. Energia

La energia no es un nutriente sino una propiedad de los lipidos, carbohidratos y proteinas por lo
cual resulta ser necesaria para mantener el metabolismo del organismo durante el crecimiento,
mantenimiento, reproduccion, lactacion y la actividad fisica del animal (NRC 2006).

La energia no posee masa ni dimension medibles pero el organismo transforma la energia
quimica contenida en los alimentos en calor. La energia quimica de los alimentos se expresa en
calorias o kilocalorias (kcal). Una caloria es la energia calorifica necesaria para elevar la
temperatura de 1g de agua de 14.5-15.5°C. Dado que la caloria es una unidad muy pequefa, no
resulta practica en la ciencia de la nutricion animal. De ahi que la unidad mas empleada sea kcal,
equivalente a 1000 calorias (Case et al., 2011).

La energia quimica total del alimento se denomina energia bruta (EB). Los animales no
pueden utilizar toda la EB de un alimento ya que parte de esta se pierde durante la digestion y la
asimilacion. La energia digestible (ED) es la cantidad de energia disponible para su absorcion a
través de la mucosa intestinal. La energia metabolizable (EM) es la cantidad de energia que llega
finalmente a los tejidos del organismo y se define como la energia requerida para mantener la
homeostasis en un animal. La EM puede subdividirse en la termogénesis inducida por la dieta la
cual es la energia que se utiliza por el organismo para digerir, absorber y asimilar los nutrientes;
y la energia neta es la que el animal aplica para mantener los tejidos corporales y para realizar
acciones productivas, como la actividad fisica, el crecimiento, la gestacion y la lactacion (Case et
al., 2011).

Los animales pueden regular su ingesta energética en funcion de sus necesidades caloricas
diarias. Si tienen acceso a una dieta equilibrada y moderadamente palatable, la mayoria de los
perros consumiran alimento suficiente para cubrir sus necesidades energéticas diarias, sin
superarlas (Case et al., 2011).
2.1.2. Agua
El agua es un elemento basico de la digestion normal de los alimentos ya que es necesaria para
la hidrdlisis, es decir la fragmentacion de moléculas grandes por otras mas pequefas por la
adicion de agua. Este medio acuoso facilita la interaccién de los componentes alimenticios con
las enzimas digestivas (Case et al., 2011).

Las necesidades de agua pueden satisfacerse mediante una combinacion de agua

consumida voluntariamente (agua libre), agua como componente de los alimentos (agua
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combinada) o agua producida endégenamente durante el metabolismo de nutrientes que
contienen energia (agua metabdlica) (NRC, 2006).

La cantidad de agua que existe en la comida depende del tipo de dieta. Los piensos secos
so6lo contienen un 7% de agua, pero algunas comidas enlatadas pueden llegar a contener un 84%
(Case et al., 2011).

2.1.3. Carbohidratos

Los perros necesitan glucosa. Esta necesidad se puede cubrir mediante sintesis endégena o a
partir de los carbohidratos de la dieta. El perro puede cubrir sus requerimientos metabdlicos de
glucosa mediante las vias gluconeogénicas a lo largo de su vida juvenil y adulta, siempre que
disponga de grasa y proteinas suficientes en la dieta (Case et al, 2011). Las vias
gluconeogeénicas hepaticas y renales producen glucosa a partir del acido propionico, acido lactico,
glicerol y algunos aminoacidos para ser liberada a la sangre, que la transporta a todos los tejidos
del organismo (Case et al., 2011). La mayoria de los alimentos comercializados incluyen al menos
niveles moderados de carbohidratos. Por lo general, los alimentos secos son los que mas
cantidad contienen. Los piensos secos comercializados pueden contener un 30-60% de
carbohidratos, y los alimentos enlatados entre el 0 y el 30% (Case et al., 2011).

Los cuatro grupos de carbohidratos, desde una perspectiva funcional, son absorbibles
(monosacaridos), digeribles (disacaridos, ciertos oligosacaridos y polisacaridos no estructurales),
fermentables (lactosa, ciertos oligosacaridos, fibra dietética y almidén resistente) y no
fermentables (ciertas fibras dietéticas) (NRC, 2006).
2.1.4.Grasas
Las grasas son un componente importante de las dietas en los animales de compafia debido a
que proporcionan una fuente concentrada de energia. Todos los acidos grasos cumplen
funciones estructurales y su grado de insaturacion proporciona propiedades especificas a las
membranas celulares. Varios acidos grasos poliinsaturados sirven como precursores de
prostaglandinas y otros eicosanoides, que son potentes reguladores fisioldgicos de las funciones
celulares. Las grasas dietéticas generalmente mejoran la palatabilidad y agregan una textura
aceptable a los alimentos. También sirven como portadores de vitaminas liposolubles y por lo
tanto proporcionan sustratos importantes para los procesos celulares durante todas las etapas
de la vida (NRC, 2006).

Las grasas pertenecen a un grupo mas amplio de compuestos conocidos como lipidos que
pueden estar basados en glicerol o no basados en glicerol. Los lipidos a base de glicerol incluyen

lipidos simples como los triacilgliceroles hidrofobos (triglicéridos) y los lipidos compuestos que
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son mas polares (fosfolipidos y glicolipidos). El colesterol y sus ésteres de acidos grasos son
lipidos no basados en glicerol, y esta categoria incluye ceras, cerebrésidos, terpenos,
esfingomielinas y varios esteroles (NRC, 2006).

2.1.5. Proteinas

Las proteinas son moléculas que contiene carbono, hidrégeno y oxigeno. La unidad basica de
las proteinas son los aminoacidos, unidos entre si por enlaces peptidicos para formar largas
cadenas proteicas. El tamafo de las proteinas puede clasificarse en simples y complejas. Una
vez iniciada la hidrdlisis, las proteinas simples sélo producen aminoacidos o derivados. Las
proteinas complejas o conjugadas estan formadas por una proteina simple, combinada con una
molécula no proteica (Case et al., 2011).

Las proteinas presentes en el organismo no estan estaticas, sino sometidas a una continua
degradacion y sintesis. Aunque la tasa de recambio varia segun los tejidos, todas las moléculas
proteicas del organismo acaban por ser catabolizadas y sustituidas. Durante el crecimiento y la
reproduccion es necesario un aporte adicional de proteinas para crear nuevos tejidos (Case et
al., 2011).

Surgen 22 alfa- aminoacidos en las cadenas proteicas. El término alfa indica la unién del
grupo amino (NHz) con el primer carbono (alfa-) de la molécula. De estos 22 alfa-aminoacidos,
los perros pueden sintetizar 12 en cantidad suficiente para cubrir sus necesidades de crecimiento,
actividad y mantenimiento. A estos aminoacidos se les conoce como no esenciales y pueden
obtenerse a partir de la dieta o ser sintetizados por el organismo. Los 10 aminoacidos restantes
no pueden sintetizarse al ritmo necesario para cubrir las necesidades. Se trata de los aminoacidos

esenciales y deben aportarse con la dieta del animal (Case et al., 2011)

2.2. CLASIFICACION DE ACUERDO CON LA FORMA DE PRODUCCION EN ALIMENTO
PARA PERROS

Se han desarrollado diversas formas para la produccion de alimento para perros. Una de las

clasificaciones mas utilizadas de los alimentos comerciales divide a los productos segun el

método de procesamiento, los métodos de conservacién y el contenido de humedad. Esta

categoria se les denomina alimento seco, humedo y semihumedo.

2.2.1. Alimento seco

La mayoria de los alimentos secos para perros disponibles comercialmente se fabrican utilizando

tecnologia de coccion por extrusiéon. Los ingredientes comunmente empleados incluyen granos
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de cereales, subproductos de carnes bovinas, cerdos y aves o pescado, entre otras, y
suplementos vitaminicos y minerales. La densidad cal6rica de los alimentos secos para mascotas
oscila habitualmente entre 3,000 y 4,500 kcal de energia metabolizable (EM)/ kg, 0 2,870 y 4,400
kcal/kg en materia seca (MS) (Case et al., 2011).

La tecnologia de coccidn por extrusion se caracteriza por un proceso de alta temperatura 'y
corto tiempo donde la mezcla de ingredientes en forma de pasta se expone a una presion y
temperatura alta (80-200°C) durante un periodo de tiempo relativamente corto (10-270
segundos). Después de la coccion suele pulverizarse sobre las croquetas una capa de grasa u
otro mejorador de la palatabilidad (proceso denominado revestimiento). El secado con aire
caliente reduce el contenido total de humedad del producto al 10% o menos. Las caracteristicas
beneficiosas de un tratamiento térmico como la extrusién incluyen lograr una forma fisica
deseada, inactivacion de factores anti nutricionales, aumento de la vida util (Lankhorst et al.,
2007).

El proceso de coccion del alimento extruido, mejoran la digestibilidad de los carbohidratos
complejos presentes en el producto y mejora la palatabilidad del alimento (Murray, 2001).

Los efectos indeseables al aplicar la coccion por extrusidon pueden ser pérdidas de
vitaminas (por ejemplo, vitaminas A, E, tiamina), oxidacion de lipidos, destruccion y la reduccion
en la disponibilidad de aminoacidos; no obstante, la mayoria de los fabricantes afiaden cantidades
compensadoras de estos nutrientes al formular la racién (Case et al., 2011).

2.21.1 Efectos de la extrusion sobre el almidon
Los ingredientes principales para la mayoria de los alimentos de croquetas estandar para perros
son los granos de cereales, que pueden representar mas del 40% de la formulacion.

El endospermo de los cereales es principalmente almidén, organizado en granulos de capas
conceéntricas de formaciones semicristianas o amorfas (Svihus, Uhlen y Harstad, 2005). Cuando
se extruye con un bajo contenido de humedad, los granulos de almidén se transforman
parcialmente mediante la aplicacion de calor (pérdida de estructura cristalina) y cizallamiento
(fragmentacion granular) que conduce a la formacion de una fase homogénea, llamada fusion de
almidoén o gelatinizacion (Svihus, Uhlen y Harstad, 2005).

El almidén es importante para una extrusion adecuada, ya que ayuda a generar viscosidad,
transferencia de energia mecanica del tornillo a la masa, velocidad de expansion adecuada de la
croqueta, formacion de la estructura celular y nitidez de la croqueta (Crane, Griffin y Messent,
2000).
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2.2.1.2 Efectos de la extrusion sobre los lipidos.

El valor nutricional de los lipidos puede verse afectado durante la extrusién como resultado de la
hidrogenacién, isomerizacion, polimerizacién y oxidacion de lipidos. La oxidacion de lipidos es un
desafio importante para la conservacion de alimentos para mascotas. La tasa de oxidacion se ve
afectada por muchos factores, como el tipo de grasa, el contenido de grasa, el contenido de
humedad y el grado de expansion donde la insaturacion en las grasas aumenta el desafio de
preservacion (Deffenbaugh, 2007).

2.2.1.3 Efectos de la extrusion sobre las proteinas

Los efectos de la extrusion sobre el componente proteico pueden ser beneficiosos o perjudiciales
para las caracteristicas fisicas y nutricionales de la mezcla de alimentos. El tratamiento térmico
durante la coccion por extrusion puede inactivar factores nutricionalmente activos basados en
proteinas al destruir la integridad de su estructura y, por lo tanto, evitar sus funciones (Alonso,
Aguirre y Marzo, 2000).

La desnaturalizacion leve de las proteinas puede hacerlas mas susceptibles a las enzimas
digestivas y, por lo tanto, mejorar la digestibilidad de estas proteinas (Hendriks y Sritharan, 2002).
2.2.1.4 Efectos de la extrusion sobre las vitaminas
Varias vitaminas son sensibles a los tratamientos fisicos y quimicos. La estabilidad de la vitamina
depende de la estructura quimica de la vitamina en cuestién y puede disminuir debido a la
exposicion al calor, la luz, el oxigeno, la humedad y los minerales. las vitaminas difieren mucho
en la estructura y composicion quimica, su estabilidad durante la extrusiéon es variable (Singh,
Gamlath y Wakeling, 2007).
2.2.1.5 Efectos de la extrusion en la palatabilidad de la dieta de las mascotas
En la produccién de alimentos para mascotas, la palatabilidad es un factor clave en la seleccion
de una dieta por parte del perro. Esto puede estar influenciado por una serie de factores, como
la composicion de nutrientes de los alimentos y las condiciones de procesamiento. La pérdida de
palatabilidad puede ser causada por factores de riesgo como el crecimiento microbiano, la
oxidacion, los cambios en el aroma y la textura (Deffenbaugh, 2007).
2.2.2. Alimento semihumedo
Los alimentos semihumedos para mascotas contienen 15-30% de agua e incluyen tejido animal
fresco o congelado, granos de cereales, grasas y azucares simples como ingredientes principales
(Case et al., 2011).

Varios métodos de conservacion son usados para prevenir la contaminacion y la

descomposicion de los alimentos semihumedos y permitir asi una larga vida util. La inclusion de
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humectantes como sal, azlcares simples, glicerol o jarabe de maiz reduce la actividad del agua
del alimento, lo que impide el desarrollo de microorganismos contaminantes (Carter y Fontana,
2008). Otros conservantes como el sorbato de potasio, impide el crecimiento de levaduras y
hongos. Pequenas cantidades de acidos organicos pueden también ser incluidos para disminuir
el pH de los productos e inhibir el crecimiento bacteriano.

El contenido de EM de los alimentos semihumedos oscila habitualmente entre 3,000 y 4,000
kcal/kg de MS. Los alimentos semihiumedos contienen entre el 20% y el 28% de proteinas y entre
el 8% y el 14% de grasa, sobre una base de MS. La proporcién de carbohidratos en los alimentos
semihumedos es similar a aquella de los alimentos secos. Sin embargo, una diferencia importante
es que los carbohidratos de los alimentos semihumedos estan en su totalidad bajo la forma de
azucares simples con una proporcion relativamente pequefa presente como almidén (Case et
al., 2011).

Los alimentos semihumedos pueden adquirirse en diversas formas y texturas que suelen simular
diferentes tipos de productos carnicos como came molida, empanadas de carne o trozos de
carne. Esta forma de alimento no precisa de refrigeracién antes de su apertura y tiene una
duracion relativamente prolongada.

2.2.3. Alimento humedo

Existen dos tipos principales de alimentos enlatados para mascotas: los completos-equilibrados
y los que constituyen un suplemento dietético. Los alimentos completos y equilibrados pueden
contener una mezcla de ingredientes como carnes, subproductos de ave o pescado, cereales,
proteina vegetal texturizada, asi como vitaminas y minerales adicionados para hacer que la racion
sea nutricionalmente completa. El segundo tipo de alimento contiene los mismos tipos de carne,
pero sin vitaminas ni minerales adicionados; por lo que no estan formulados para proporcionar
una nutricion completa. En general los alimentos humedos son mas palatables y digestibles que
muchos de los alimentos secos, y una mayor proporcion de su MS corresponde a proteina y
grasa.

Cuando se hace la medicion sobre una base de MS, el contenido calérico de los alimentos
hamedos varia, por lo general, entre 3,500 y 5000 kcal/kg. El contenido de grasa de los alimentos
hiamedos varia entre 20% y 32% y los niveles de proteina suelen estar entre 28% y 50% (Case
etal., 2011).

La humedad maxima permitida en los alimentos para mascotas es del 78%, o igual a la
humedad natural de los ingredientes empleados; por lo que, en promedio los alimentos humedos
contienen alrededor del 75% de humedad (Bradshaw, 2006).
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La mayoria de los productos humedos contienen una proporcion relativamente pequeia de

carbohidratos digestibles, en comparacion con otros tipos de alimentos para mascotas.

2.3. CLASIFICACION DE ACUERDO CON EL PROPOSITO DE LA DIETA EN ALIMENTOS

PARA PERROS
2.3.1. Alimento con proposito especifico
Son aquellos alimentos que proporcionan un perfil nutritivo especializado para una aplicacion
alimentaria particular. Los alimentos con propdsitos especificos pueden dividirse de acuerdo con
las etapas de la vida y a las necesidades especiales (Crane, Griffin y Messent, 2000). Los
primeros, son productos desarrollados para proveer una nutricion adecuada para perros durante
los diferentes estadios de vida (perros en crecimiento, para hembras durante la gestacion y la
lactancia y perros de edad avanzada), estilos de vida (dietas de alto rendimiento para perros de
trabajo, adultos en mantenimiento) (Case et al., 2011).

Los productos especiales proporcionan nutricion especifica para las necesidades
individuales de las mascotas (Crane, Griffin y Messent, 2000). Estos productos contienen
ingredientes funcionales o nutrientes que proveen beneficios especificos para la salud. Algunos
ejemplos de se incluyen alimentos que contienen agentes protectores para la articulacion para
los perros de razas grandes y alimentos que estan formulados para dar soporte a la salud inmune
y estado corporal apropiado en pacientes gerontes. También existen productos para diferentes
tamaros de raza (Case et al., 2011).

2.3.2. Alimento todo propdsito

Estas dietas deben proporcionar los nutrientes adecuados para cubrir los requerimientos
nutricionales en todas las etapas de vida del perro, incluyendo la de mayor demanda, como son
crecimiento y lactancia (Crane, Griffin y Messent, 2000).

2.3.3. Alimentos terapéuticos de uso veterinario

Corresponden a aquellos alimentos que tienen perfiles nutritivos particulares que presentan una
sinergia terapéutica con las modalidades médicas para una amplia variedad de enfermedades.

Estos alimentos por lo general tienen un propésito especifico y deberian ser utilizados
unicamente bajo supervision profesional. También se les conoce como dietas prescripcion
(Crane, Griffin y Messent, 2000).
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2.4. CLASIFICACION COMERCIAL DE ALIMENTOS PARA PERROS

Ademas de clasificar a los alimentos por su la variabilidad de formas de produccion, aporte
nutricional y por el propdsito de la dieta, también pueden ser clasificados por su calidad global (el
tipo de ingredientes que son incluidos, la disponibilidad y el costo del alimento).

Esta clasificacion no se encuentra definida de manera oficial, pero es utilizada en el ambito
comercial especialmente ligada al marketing de los alimentos para mascotas. Ademas, esta
intimamente relacionada con el precio del producto en el mercado, justificado en parte por su
calidad nutritiva que viene determinada por los ingredientes utilizados, la densidad energética, el
contenido y calidad de la proteina, el contenido en determinados nutrientes especificos de
caracter funcional, el proceso de fabricacion, la palatabilidad y la calidad fecal.

Dentro de esta clasificacion se incluyen los alimentos basicos/econémicos, premium y super
premium (Case et al., 2011).

2.4.1. Alimentos basicos o populares y econémicos

Los alimentos basicos o también denominados “populares” se comercializan a nivel nacional o
regional. Las companias que producen estos alimentos ponen una importante cantidad de dinero
en propaganda, lo que da por resultado la identificacion del nombre de sus productos entre los
consumidores. Las 3 principales estrategias de comercializacion usadas para vender estos
productos son: la palatabilidad, el aspecto del producto que atraiga la percepcion de los
propietarios como si fuese un alimento saludable y su precio. Los productos basicos tienden a
tener una menor digestibilidad que los alimentos premium y super premium y una mayor
digestibilidad que las marcas econdémicas (Case et al., 2011).

Estos productos cubren los requerimientos nutricionales indispensables, incluyen
vitaminas, minerales y esta enfocado principalmente en satisfacer el apetito del perro. Pueden
producir heces abundantes y menos firmes. Son considerados como un producto de
mantenimiento. Los ingredientes, la palatabilidad y la digestibilidad pueden variar
significativamente debido a que a la mayoria son producidos usando formulaciones variables, lo
que significa que los ingredientes incluidos en una marca en particular pueden variar de lote en
lote dependiendo de la disponibilidad del ingrediente y del costo para la compafiiia elaboradora.

Cuando se usan formulaciones variables, el analisis de garantia no cambia, pero la fuente
y la calidad de los ingredientes puede ser alterada sin aviso. Esta modificacion puede provocar
una calidad y una digestibilidad inestable del producto y pueden causar malestar gastrointestinal
en el perro (PROFECO, 2016).
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Los alimentos econdmicos son aquellos alimentos que estan formulados con base al menor
costo y sus precios son bajos que los de otras marcas comparables. Este tipo de alimentos
incluyen marcas genéricas (sin etiqueta) y algunas marcas privadas de alimento (Case et al.,
2011).

Los productos genéricos representan alimentos de bajo costo, de mala calidad y no llevan
ninguna marca. Algunos de los productos genéricos no estan formulados para ser
nutricionalmente completos. Se ha demostrado que los productos genéricos tienen una
digestibilidad significativamente baja y una menor disponibilidad de nutrientes en comparacion
con los alimentos basicos y premium. Los ingredientes de mala calidad y un bajo contenido de
grasa pueden conducir a una baja palatabilidad lo que lleva a la reduccion de la aceptacién de
estos alimentos por algunos perros.

Los problemas con la calidad del ingrediente; el balance y la disponibilidad de los nutrientes;
la falta de certeza de evaluaciones adecuadas, asi como los controles de calidad hacen que este
tipo de productos sean una mala eleccidén para los propietarios cuando eligen un alimento
comercial para sus mascotas (Case et al., 2011).

Los alimentos para mascotas de marcas privadas son productos que llevan el nombre de la
cadena de tiendas y de mayoristas que los venden. Algunos de estos productos son producidos
sobre la base del menor costo mientras que otros son producidos para reflejar la filosofia del
cuidado de mascotas de la tienda o el punto de venta que los patrocina. Debido a que algunos de
estos productos son producidos por algunas companias que hacen alimentos genéricos pueden
ser similares en calidad a los alimentos genéricos. Ademas, los alimentos de marcas privadas
tienen a menudo enunciados comparables con el de los alimentos premium, aunque son vendidos
a un precio menor. Como en cualquier industria, se comercializan productos “clonados” que
pueden imitar el nombre, el empaquetamiento, el color de la bolsa y/o el listado de ingredientes de
un producto premium (Case et al., 2011).

2.4.2. Alimentos Premium y Super Premium

La mayoria de las marcas premium y super premium de alimentos para mascotas son producidas
usando formulaciones fijas. Esto significa que las compafias no cambian la composicion de los
ingredientes de lote en lote segun la disponibilidad del ingrediente o de su precio en el mercado.

Ademas, las compariias que elaboran estos productos realizan investigaciones y estudios
de alimentacion para asegurarse el estado saludable de sus alimentos y para convalidar el uso

de nuevos ingredientes y formulaciones.
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Estos estudios confirman a los propietarios que el alimento ha sido adecuadamente
evaluado y se basa en los principios de nutricion normal. Los alimentos premium y super premium
suelen tener un mayor costo, con base a su peso, que las marcas basicas debido a la alta calidad
de sus ingredientes y por el nivel de evaluaciones e investigaciones que son realizadas sobre
estos productos. Sin embargo, debido a que estos alimentos suelen tener alta digestibilidad y
densidad nutricional, se pueden administrar pequefias cantidades y el costo por comida es en

general comparable con los de muchos alimentos basicos (Case et al., 2011).

2.5. ALIMENTACION DURANTE LAS ETAPAS DE LA VIDA

2.5.1. Gestacion y lactacion

Las hembras deben ingerir un alimento de gran calidad y digestibilidad adecuado para la
gestacion y la lactacion. Los alimentos que se pueden utilizar son dietas formuladas para estas
etapas, las dietas de rendimiento o las dietas para cachorros y deben ser alimentadas con este
alimento durante la gestacion, lactacion y destete (Case et al., 2011).

Durante la lactacién es un reto metabdlico para la hembra. La mayoria de las dietas
formuladas para el mantenimiento de los adultos no suministran una suficiente riqueza de
nutrientes para esta fase (Case et al., 2011). Una dieta altamente digestible y rica en nutrientes
se debe alimentar a perras lactantes, independientemente del tamafo de la camada. Se
recomiendan los alimentos premium para mascotas porque estos alimentos estan formulados
para proporcionar niveles éptimos de energia; por ejemplo, las dietas formuladas especialmente
para los animales con gran actividad fisica o que se encuentran en situaciones de estrés
fisiologico.

La cantidad de energia necesaria para cumplir con estas exigencias multiples depende de
la ingesta normal de energia de la perra. La perra no requiere suplementos vitaminicos o
minerales adicionales si hay un equilibrio o dieta balanceada adecuada para la gestacion, la
lactancia y destete.

Para la correcta produccién lactea también es importante que exista un consumo de agua
suficiente durante la lactancia debido a que la leche es 78% de agua (Lepine, 1997).

Los requerimientos de proteina durante los primeros 2 tercios de la gestacion son los
mismos que para el mantenimiento de perros adultos jovenes, y no aumentan sustancialmente.
Al ingresar al tercer tercio de la gestacion, los requerimientos de proteinas aumentan de 40% a
70% por encima del mantenimiento (Gross, Debraekeleer y Zicker, 2000). La cantidad

recomendada de proteina cruda para los alimentos durante la gestacién y la lactancia oscila entre
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el 20% de materia seca (MS) y el 22% de materia seca (MS) (AAFCO, 2007). Debido a que pocas
proteinas son 100% digeribles, las cantidades dietéticas recomendadas de proteinas que se
encuentran en las dietas alimentadas durante la gestacién y la lactancia estarian entre 25% y
35% de MS.

Las grasas proporcionan una mayor energia en comparacion con las proteinas o los
carbohidratos, asi como también proporcionan acidos grasos esenciales y ayudan a la absorcion
de las vitaminas liposolubles. Se ha demostrado que el aumento de la ingesta de grasas mejora
la eficiencia alimentaria durante la lactancia ya que el aumento por parte de la hembra puede
aumentar el contenido de grasa del calostro y debido a que los cachorros tienen reservas de
energia bajas, esto puede aumentar la energia disponible a través del calostro (Gross,
Debraekeleer y Zicker, 2000).

El nivel minimo recomendado de grasa que se encuentra en los alimentos para la gestacién
tardia en la lactancia es 8.0% MS (AAFCO, 2007) y 8.5% MS. Recordando que las
recomendaciones de NRC y AAFCO son minimas, los niveles recomendados para las perras con
menos de cuatro cachorros serian al menos 20% de grasa cruda MS (Wortinger y Burns, 2015).
Para los perros de razas gigantes, la recomendacién también seria un 20% de grasa cruda MS,
pudiendo necesitar niveles altos para cumplir con los requisitos de energia para aquellos perros
con camadas grandes (Gross, Debraekeleer y Zicker, 2000).

Las dietas sin carbohidratos en hembras gestantes pueden generar pérdida de peso,
disminucion de la ingesta de alimentos, posible riesgo de muerte fetal y disminucion de la
supervivencia neonatal. Cuando se usan grasas para la produccion de energia, el riesgo de
cetosis aumenta durante la gestacién. Una dieta que proporciona aproximadamente el 20% de la
energia de los carbohidratos solubles (es decir, almidones y glucdgeno) es suficiente para
prevenir los efectos negativos de una dieta libre de carbohidratos, sin embargo, alimentos
ingeridos durante la lactancia deben contener al menos un 23% de MS de carbohidratos digeribles
(Gross, Debraekeleer y Zicker, 2000).

Para la mayoria de las razas de perros, los requerimientos de calcio y fosforo son los
mismos para los primeros dos tercios de la gestacion que para adultos en mantenimiento (Ca:P
proporcion 1:1 a 1.5:1). Debido al rapido crecimiento del esqueleto fetal durante las ultimas
semanas de la gestacion, los requerimientos de calcio y fésforo aumentan en un 60% (Gross,
Debraekeleer y Zicker, 2000).
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El nivel de calcio recomendado es 1-1.7% de MS, niveles de fosforo de 0.7-1.3% de MS
con una relacion calcio-fésforo de 1.1: 1 a 2:1. Estos niveles se aplican también a perros de raza

grande y gigante (Gross, Debraekeleer y Zicker, 2000).

2.5.2_Neonatos
El periodo neonatal de la vida de un perro se considera en las primeras dos semanas de su
vida (Case et al., 2011).

El calostro es la leche producida por la madre durante las primeras 24 a 72 horas después
del parto. El calostro proporciona nutrientes, agua, factores de crecimiento, enzimas digestivas e
inmunoglobulinas maternas (anticuerpos) (Buffington, Holloway y Abood, 2004). La mayoria de
las inmunoglobulinas y otros factores transmitidos a través del calostro estan en forma de
proteinas grandes. Una vez que se absorben a través de la barrera intestinal, confieren inmunidad
pasiva al recién nacido (Case et al., 2011). La capacidad del recién nacido para absorber estas
proteinas grandes a través de la barrera intestinal se pierde después de las primeras 24 a 72
horas.

La principal diferencia entre el calostro y la leche esta en el contenido de agua y la
composicion de nutrientes (Buffington, Holloway y Abood, 2004). Las concentraciones de lactosa
gue se encuentran en el calostro también son mas bajas que las que se encuentran en la leche,
con niveles mas altos de proteinas y grasas. Debido a su inmadurez, los recién nacidos no
desarrollan reservas adecuadas de glucogeno hasta después de los primeros dias de lactancia
(Delaney y Fascetti, 2012). Esta falta de reservas de glucdégeno significa que necesitan

amamantar o alimentarse con frecuencia cada 2 horas durante la primera semana de vida.

2.5.3.Perros en crecimiento
Debido a la amplia variedad de tamanos en esta especie, el crecimiento en las primeras etapas
de la vida es muy rapido y en general, la mayoria de las razas de perros alcanzaran el 50% de
su peso adulto entre los 5 y 6 meses de edad (LeGrand-Defretin y Munday, 1995).

La mayoria de los perros de raza pequefia habran alcanzado su tamafo adulto en ocho a
12 meses de edad, los perros de raza mediana en 12 a 18 meses y los perros de raza grande y
gigante alcanzaran su tamafo de madurez hasta los 18-24 meses de edad.

Después de amamantar, el crecimiento posterior al destete es el periodo mas exigente
desde el punto de vista nutricional en la vida de un perro. Con perros de raza grande y gigante,

la longitud y la velocidad de su crecimiento determinan una demanda nutricional aun mayor.
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Los requerimientos de proteinas para los cachorros en crecimiento son mas altos que los
de los perros adultos, esto se debe a que el cachorro no solo tiene necesidades de mantenimiento
normales, sino que también necesita proteinas para construir nuevo tejido asociado con el
crecimiento. Los alimentos para cachorros en crecimiento deben contener niveles ligeramente
mas altos de proteina que aquellos alimentos para el mantenimiento de perros adultos (Case et
al., 2011). El nivel minimo de proteina que se encuentra en las dietas de los cachorros debe ser
del 22% de la EM, con niveles éptimos entre el 25% y el 29%. El tipo de proteina incluida en la
dieta debe ser de alta calidad para garantizar que todos los aminoacidos esenciales se entreguen
al cuerpo para su uso en el crecimiento y el desarrollo (Case et al., 2011).

La densidad energética es muy importante para el crecimiento de los cachorros. Si se les
alimenta con alimentos de baja calidad, baja densidad energética y baja digestibilidad, deben
consumir grandes cantidades para satisfacer sus necesidades energéticas (Gross, Debraekeleer
y Zicker, 2000), incluso un alimento barato puede costar mas que un alimento de mayor calidad
ya que gran parte de €l no sera utilizado por el organismo y en cambio se desechara en las heces.

Las dietas para perros en crecimiento deben contener las cantidades optimas de calcio y
fésforo. Los perfiles nutricionales elaborados por la AAFCO recomiendan para estos animales un
1% y 0.8% en materia seca de calcio y fosforo, respectivamente (AAFCO, 2007).

Dado que las grasas contienen mas del doble de la densidad calérica de proteinas y
carbohidratos, se recomienda una dieta baja en grasas para cachorros de raza gigante.

Se debe mantener una condicién corporal de 2-3/ 5 para limitar la ingesta de energia para
mantener estos parametros fisicos, esto reducira la ingesta de alimentos, la produccion fecal, la
obesidad y el riesgo de enfermedad esquelética.

Un nivel minimo de proteina en la dieta depende de la digestibilidad, el perfil de aminoacidos
y la biodisponibilidad y, como minimo, debe cumplir con las recomendaciones AAFCO para el
crecimiento.

Los perros jovenes de razas grandes alimentados con una dieta alta en calcio generan un
aumento significativo en la incidencia de enfermedad esquelética del desarrollo (Richardson,
1999). Los cachorros de razas grandes no deben consumir una dieta de mantenimiento para
adultos en un corto periodo de tiempo, debido a la diferencia en la densidad de energia entre una
dieta para cachorros y adultos; el cachorro realmente consumiria mas calcio en una dieta para
adultos porque necesitaria comer mas para satisfacer sus necesidades de energia; por lo que,

en ninguna circunstancia estos cachorros deberian recibir suplementos de calcio.
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2.5.4_Perros adultos en mantenimiento

Los perros que han alcanzado el tamafio de un adulto maduro sin presencia de gestacion,
lactacion, sometido a ejercicio intenso, se definen como en estado de mantenimiento (Case et al.,
2011).

Los perros adultos sanos tienen requerimientos de nutrientes relativamente bajos en
comparacion con aquellos perros en etapas reproductivas. Sin embargo, se les debe dar un
alimento de alta calidad que se haya formulado para ellos y que mediante pruebas de
alimentacion a largo plazo se haya demostrado su adecuacion a la fase de mantenimiento.
Aunque la comida puede ser himeda, semihimeda o seca, esta ultima es preferible para esta
etapa de la vida. En general los productos humedos y semihumedos contienen un mayor
contenido caldrico expresados en materia seca que pueden contribuir a la aparicion de obesidad
sino se regula cuidadosamente la ingesta.
2.5.5.Perros adultos de alto rendimiento
Los perros trabajan con el ser humano en un gran nimero de actividades diferentes debido a que
son utilizados para caza, pastoreo, guarda y proteccion, deteccion de drogas, entre otros; por lo
cual los perros de trabajo requeriran mayores necesidades energéticas que los perros adultos de
mantenimiento (Case et al., 2011).

El entrenamiento de perros de alto rendimiento incrementa las necesidades proteicas de
los animales. Este aumento se debe al incremento de la sintesis proteica (anabolismo) y
degradacion de la proteina (catabolismo).

Debe administrarse concentraciones éptimas de proteina sin llegar a administrar cantidades
superiores a la que el animal necesita ya que puede llegar hacer perjudicial.

Por lo que, la dieta debe administrarse grasa y carbohidratos en cantidad suficiente para
que la proteina se utilice para la sintesis de tejido y no como fuente de energia (Case et al., 2011).

La grasa de la dieta es un componente importante de la alimentacion de los perros de
trabajo, ya que es una fuente de energia facil para el tejido muscular, ademas de afectar a la
digestibilidad y densidad energética utilizando como fuente de energia grasa de alta calidad. Por
lo tanto, ademas de requerir un alto contenido de grasa como fuente de energia, la dieta debe
ser de alta digestibilidad para controlar el volumen ingerido en cada comida (Case et al., 2011).
2.5.6.Perros gerontes
El envejecimiento es definido como un proceso biolégico complejo que resulta en la reduccién

progresiva de la capacidad de un individuo para mantener la homeostasis bajo tensiones
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ambientales fisioldgicas y externas, lo que disminuye la viabilidad de los individuos y aumenta su
vulnerabilidad a la enfermedad y finalmente la muerte (Delaney y Fascetti, 2012).

En general, los perros pueden dividirse en cuatro categorias en funcién de su tamafo,
considerando que los perros de razas pequefias envejecen a edades mas tardias que los perros
de raza grande. Existen diferencias de raza y tamafo en las que los perros se consideran
gerontes. Los perros de razas mixtas tienden a vivir mas que las razas puras de un tamafo similar
(Delaney y Fascetti, 2012).

Los objetivos nutricionales de los perros gerontes, consisten en ralentizar o prevenir la
progresion de los cambios metabdlicos asociados con la edad, minimizar los signos clinicos de
la vejez, mejorar su calidad de vida y si fuera posible, aumentar su esperanza de vida.

Los requerimientos nutricionales para perros de edad avanzada son los mismos para perros
jévenes. Puede haber cambios en el volumen consumido para mantener su peso corporal, asi
como algunos ajustes necesarios en la forma en que se proporcionan estos nutrientes en la dieta
(Delaney y Fascetti, 2012). No hay evidencia de que las "dietas geriatricas" sean necesarias si el
animal esta sano y consume una cantidad suficiente de una dieta de buena calidad para mantener
el peso y la masa corporal (Buffington, Holloway y Abood, 2004).

La proteina de la dieta no debe reducirse en perros mayores aparentemente sanos. Se
necesita una ingesta adecuada de proteinas y energia para mantener la masa corporal magra, la
sintesis de proteinas y la funcién inmune (Gross, Debraekeleer y Zicker, 2000). Un beneficio
adicional para mantener una concentracion moderada de proteinas en los alimentos para los
animales mayores es un aumento en la palatabilidad, que puede ayudar a mantener una ingesta
caldrica adecuada (Gross, Debraekeleer y Zicker, 2000).

Las grasas proporcionan energia, acidos grasos esenciales y actian como portadores de
vitaminas liposolubles y mejoran la palatabilidad de los alimentos. Las grasas incluidas en los
alimentos para animales de mayor edad deben ser altamente digeribles y contener altos niveles
de acidos grasos esenciales.

La suplementacion de alimentos con antioxidantes para apoyar la funcion inmune se ha
vuelto comercialmente popular. La implicacion es que los suplementos retrasaran el proceso de
envejecimiento y reduciran la probabilidad de desarrollo de enfermedades (Delaney y Fascetti,
2012) como los acidos grasos omega-3 y el betacaroteno, han demostrado mejorar el sistema
inmunolégico.

La fibra dietética puede promover la salud gastrointestinal al ayudar a la motilidad normal y

proporcionar combustible metabdlico para los colonocitos a través de la produccion del butirato
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de acido graso. No todas las fibras dietéticas actuan de la misma manera en los intestinos,
algunas son altamente digestibles como la lactulosa ocasionando diarrea, otras permiten que las
bacterias del colon produzcan butirato como la pulpa de remolacha o no son digeribles y actuan
como agentes de carga (celulosa) (Gross, Debraekeleer y Zicker, 2000).

Si hay una enfermedad crénica que requiere cambios de nutrientes especificos, como
diabetes, enfermedad renal, artritis u obesidad, el animal debe recibir una dieta adecuada para el

manejo de ese trastorno.

2.6. ASPERGILLUS FLAVUS
2.6.1. Clasificacion taxonoémica
Aspergillus flavus es un microorganismo oportunista cuyo habitat natural es el suelo. Este hongo
se comporta como saprofito ya que contribuye a los procesos de descomposicién de materia
organica (Ehrlich y Cotty, 2004).

Pertenece al género Aspergillus y a la seccion flavi (Cuadro 1) es el hongo de mayor
importancia econdmica debido a que puede causar enfermedades en cultivos importantes como

el maiz y de producir aflatoxinas (Hedayati et al., 2007).

Cuadro 1. Clasificaciéon taxonémica de Aspergillus flavus

Reino Fungi

Filo Ascomycota
Clase Eurotiomycetes
Orden Eurotiales
Familia Trichocomaceae
Género Aspergillus
Seccion Flavi
Especie Flavus
(Kiich, 2007)

2.6.2. Caracteristicas morfolégicas
Las caracteristicas macroscopicas, son de textura lanosa-aterciopelada, con un diametro de 65
a 70 mm y de 2 a 3 mm profundidad. El color de la colonia es amarillo a verde o marrén y el
micelio de color blanco de textura delgada (Figura1A). Cuando hay exudado, es incoloro o de
color marrén; el reverso de la colonia puede ser incoloro o de color dorado a marron rojizo
(Hedayati et al., 2007; Klich, 2007).

Las caracteristicas microscépicas del hongo presentan conidiéforos de longitud variable

que contienen esporas o conidios unicelulares globosos (Barnnett y Hunter, 1998); una estipite y
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ensanchamiento claviforme formando una vesicula, asi como fialides en el apice (uniseriado) o

métulas y fialides (biseriados) en toda la superficie (Figura 1B).

Figura 1A. Caracteristicas macroscopicas de A. flavus en agar coco.

Imagen propia
Figura 1B. Caracteristicas microscépicas de A. flavus. C: Conidio; V: Vesicula; E: Estipite.
Imagen original tomada con objetivo de 40x

A. flavus, tienen un estipite de textura rugosa con una longitud de 400 a 800um. A nivel superior
del estipite, presenta un ensanchamiento claviforme formando una vesicula esférica o elongada
con un diametro de 20-45um. Se observan conidiéforos que pueden ser uniseriados (fialides) o
biseriados (métulas y fialides) cubriendo toda la vesicula. Las fialides alcanzan un tamaro entre
7a12x 3 a4umy las métulas entre 8 a 10 x 5 a 7um. Los conidiéforos son de longitud variable
que contienen esporas o conidios de forma globosa a elipsoidales con un diametro entre 3 a 6
um (Hedayati et al., 2007). La pared conidial esta compuesta por quitina, p- (1,3) - glucano, a-
(1,3) -glucano, melanina e hidrofobina (Erwig y Gow, 2016).

A. flavus esta presente como micelio en tejidos vegetales y como conidios o esclerocios en
el suelo. Los esclerocios sobreviven en condiciones ambientales severas y pueden germinan para
originar micelios y posteriormente formar conidios (esporas asexuales) (Amaike y Keller, 2011);
por lo cual el hongo es una especie asexual ya que se reproduce por esporas asexuales y
esclerosios.

El ciclo reproductivo asexual se divide en dos fases: crecimiento y desarrollo. La fase de
crecimiento involucra la germinacion del conidio y la formacién de hifas que forman el micelio.

Una vez que los recursos nutricionales comienzan a ser limitados, las hifas detienen el
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crecimiento micelial y comienzan el desarrollo asexual (conidiacién) formando estructuras
complejas llamadas conidiéforos que llevan multiples cadenas de conidios (Wu et al., 2017). Los
genes brlA abaA y wetA intervienen en la expresion génica de la conidiacion y determinan el
desarrollo de los conidioforos y la maduracion de las esporas (Mirabito, Adams y Timberlake,
1989).

El gen WetA es indispensable para la viabilidad de las esporas, la integridad de la pared
celular de las hifas y los conidios, asi como para la tolerancia al estrés. Por lo tanto, el gen WetA
afecta tanto la tasa de crecimiento como la tasa de ramificacién de A. flavus (Wu et al., 2017).

Se ha secuenciado el genoma de A. flavus (cepa NRRL3357) y se determind su tamario de
aproximadamente 36.8 Mb, con ocho cromosomas y alrededor de 12,604 genes (Yu et al.,2011).
Las regiones diana de ADN mas utilizadas para identificar especies de Aspergillus son las del
complejo de ADNrr, principalmente las regiones espaciadoras internas transcritas 1y 2 (ITS1 e
ITS2) y las regiones variables en el extremo 5 'del gen de ARNr 28S. Los genes conservados
como los de la B-tubulina, la calmodulina y la topoisomerasa Il también se pueden utilizar para
estudios taxonémicos dentro del grupo A. flavus. Sin embargo, la especie del grupo A. flavus es
dificil de diferenciar incluso genéticamente. A. flavus, A. parasiticus, A. oryzae y A. sojae han
demostrado tener altos grados de parentesco con el ADN y un tamario de genoma similar (Yu et
al.,2011).

2.6.3. Caracteristicas 6ptimas para el crecimiento de Aspergillus flavus
A. flavus, es un microorganismo oportunista cuyo habitat natural es el suelo, se reproduce
mediante conidios asexuales (Diener, 1987).

Estos hongos se comportan como saprofitos debido a que contribuyen a los procesos de
descomposicion de materia organica (Ehrlich y Cotty, 2004). Sus condiciones 6ptimas para el
desarrollo son: temperatura de 25-37°C; humedad relativa de 88-95%, actividad de agua (aw) de
0.99 y un substrato rico en carbono y nitrégeno (Varga, Frisvad, y Samson, 2011).

La capacidad de A. flavus para sobrevivir en condiciones adversas le permite competir con
otros organismos por el sustrato en el suelo o en la planta (Bhatnagar, Cleveland y Payne, 2000).
El hongo tiene la capacidad de producir estructuras resistentes conocidas como esclerocios. Los
esclerocios germinan para producir hifas adicionales o producen conidios (esporas asexuales),
que pueden dispersarse aun en el suelo y el aire (Hedayati et al., 2007).

2.6.4. Genoma de Aspergillus flavus
Las especies del género Aspergillus fueron de los primeros en ser estudiados por métodos

gendmicos (Bennetty Arnold 2001). Se ha reportado que el genoma nuclear de Asperqgillus flavus,
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presenta un tamafo de aproximadamente 37 Mbp en ocho cromosomas, que codifican mas de
12,000 genes funcionales (Amaike y Keller, 2011).

En los hongos, el ADN se encuentra localizado en el genoma nuclear y mitocondrial, sin
embargo, las regiones mas usadas en hongos son las que codifican para el ADN nuclear
ribosomal (ADNr) (Zuluaga, Buritica, Martin-Montoya, 2008).

Se han probado varias regiones de complejos de ADNry genes de aflatoxinas estructurales
para su uso como marcadores moleculares. Algunos de estos estudios se basan en la
amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) seguida de la secuenciacion para
el andlisis de variabilidad (Rodriguez, et al., 2007). Las regiones diana de ADN mas utilizadas
para discriminar especies de Aspergillus son las del complejo de ADNr, principalmente las
regiones espaciadoras internas transcritas 1y 2 (ITS1 e ITS2) (Rodriguez et al., 2007). Los genes
universales de B-tubulina, calmodulina y topoisomerasa Il se han utilizado en la identificacion de
especies de hongos (Rodriguez, 2007). Se han identificado y estudiado varios genes implicados
en la biosintesis de aflatoxinas como afIR y aflS (aflJ) (Cleveland et al., 2009). Se han revelado
numerosas categorias de genes que codifican enzimas que posiblemente estén implicadas,
directa o indirectamente, en la produccién de aflatoxinas u otros metabolitos secundarios
(Cleveland et al., 2009).

2.7. PRESENCIA DE ASPERGILLUS SPP. Y OTRA MICROBIOTA FUNGICA EN EL

ALIMENTO COMERCIAL SECO
Los cereales generalmente se integran en los alimentos para perros, especialmente maiz, sorgo,
arroz, trigo, avena, cebada y mijo; son una buena fuente de carbohidratos, fibra, proteinas,
grasas, minerales y vitaminas (Macias-Montes et al., 2020; Peterson, 2001). Sin embargo, los
cereales presentan un riesgo importante para la salud de los perros porque son vulnerables a la
contaminacién por A. flavus y otra microbiota fungica tanto en el campo como en el
almacenamiento (Wan, Chen y Rao, 2020; Xu et al., 2018; Kamala et al., 2015). En algunas
formulaciones del ACS para perros, las semillas de calabaza, la chia, la quinua e incluso algunas
legumbres como las lentejas se incluyen entre los ingredientes debido a su alto contenido en
proteinas y minerales, sin embargo, estos ingredientes también pueden estar contaminados con
A. flavus (Herrera et al., 2019; Hacibekiroglu y Kolak, 2013; Nazir et al., 2019).

Las frutas en el ACS se utilizan como fuente natural de fibra; la papaya es una de las
principales frutas que se incluyen, sin embargo, puede tener A. flavus en la postcosecha, lo que

tiene efectos en su valor nutricional (Bagwan, 2011). Los arandanos se utilizan como
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antioxidantes, aunque hay informes de contaminacion por A. flavus. La naranja y el coco son
otros ingredientes que se incluyen en algunos alimentos para perros, pero también pueden estar
contaminado por microflora fungica productora de micotoxinas (Drusch y Ragab, 2003; AboDalam
et al., 2020; Granados, Redondo y Jaikel, 2018).

Algunos estudios informan que los hongos contaminantes mas frecuentes presentes en el
ACS para perros son Aspergillus spp., Mucor spp., Penicillium spp. y Fusarium spp (Cuadro 2).
Varios de los géneros y especies aislados e identificados son micotoxigénicos, lo que produce un
riesgo para la salud en los perros (Bueno, Silva y Oliver, 2001; Witaszak et al., 2019; Btajet-
Kosicka et al., 2014). La mayoria de las muestras incluidas en cada estudio estaban
contaminadas por Aspergillus spp. y por algun otro tipo de microbiota fungica toxigénica.

Aunque la informacion sobre la presencia de Aspergillus spp. y otra microflora fungica en
varios ingredientes de alimentos humanos es extensa, los estudios de esta contaminacién en
ACS son escasos, a pesar de estar elaborados con ingredientes similares. Ademas, estos
informes se refieren a la contaminacion del alimento completo, pero no se han reportado
resultados de microflora toxigénica en los ingredientes de ACS (Witaszak et al., 2019; Btajet-
Kosicka et al., 2014; Saito y Machida, 1999; Singh y Chuturgoon, 2017; Hotda, 2017).

Cuadro 2. Microflora fungica detectada en alimento comercial seco para perro

Muestras Hongos identificados Muestras Referencia

Pais (n) positivas

(%)
. Aspergillus flavus, A. niger, Mucor globosus, M. .
Argentina . (Bueno, Silva,
12 plumbeus, M. racemosus, Rhizopus spp. 100 Oliver, 2001)
A. flavus, A. candidus, A. flavipes, A.
fumigatus, A. niger, A. ochraceus, A.

Brasil 180 parasiticus, Cladosporium 100 (Campos et al.,
spp., Fusarium spp., Mucor spp., Penicillium 2009)
spp.

Absidia spp., Aureobasidium spp., Alternaria

spp., Aspergillus spp., Chrysonilia spp.,

Cladosporium spp., Emericella spp., Eurotium

spp., Fusarium spp., Geotrichum spp., (Copetti,
Monascus spp., Mucor spp., Olyptrichum spp., Santurio,

Brasil 34 Paecilomyces spp., Penicillium spp., Phoma 74 Cavalheiro,
spp., Rhodotorula spp., Rhizopus spp., Alves y Ferreiro,
Scapulariopsis spp., Syncephalostrum spp., 2009)

Tilletiopsis spp., Trichoderma spp., Wallemia
spp., levaduras
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Brasil

Polonia

Polonia

Polonia

Portugal

Sur
Africa

Reino
Unido

Venezuela

60

25

20

25

20

20

Aspergillus spp., Fusarium spp., Penicillium
spp., Rhizopus spp.

Aspergillus spp., Mucor spp., Penicillium spp.

Aspergillus spp., Penicillium spp., Rhizopus
spp.

Aspergillus spp., Alternaria spp., Cladosporium
spp., Fusarium spp., F. verticillioides., F.
proliferatum

A. niger, Mucor spp., Penicillium spp.

A. flavus, A. fumigatus, A. parasiticus, F.
graminearum, F. verticilloides, Penicillium spp.

Absidia spp., Acremonium spp., Alternaria spp.,
Aspergillus spp., Cladosporium spp., Eurotium
spp., Mucor spp., Pénicillium spp., Rhizopus
spp., Syncephalastrum spp., Wallemia spp.,
levaduras

Acremonium charticola, A. flavus, A. fumigatus,
A. terreus, C. herbarum, F. poae, P. citrinum,
P. expansum.

53

52

25

100

100

100

100

94

(Girio, Filho,
Junior, Amaral y
Girio, 2012)
(Btajet-Kosicka,
Kosicki,
Twaruzek y
Grajewski,
2014)
(Hotda, Wiczuk,
Hac-
szymanczuk y
Gtogowski,
2017)
(Gallo, Solfrizzo,
Epifani,
Panzarini y
Perrone, 2015)
(Martins,
Martins y
Bernardo, 2003)
(Singh y
Chuturgoon,
2017)

(Scudamore,
2005)

(Mufioz,
Rodriguez, Mota
y Suarez, 2015)

2.8. AFLATOXINAS

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios téxicos; pueden localizarse en el micelio de los

hongos y en las esporas, o ser excretadas como exotoxinas que se liberan en el medio donde

crece el hongo (Soriano y Burdaspal, 2007); su produccién depende de diferentes factores

ambientales en el campo, durante el almacenamiento, asi como también la presencia de sustratos

que apoyen el crecimiento y la produccion de aflatoxinas por hongos aflatoxigénicos (Wilson y

Payne, 1994).

En forma natural se han encontrado mas de 18 tipos distintos de aflatoxinas (AFs) (Fisher

y Henk, 2012), las cuales son derivadas de la difuranocumarina producidas por via policétida en

cepas de Aspergillus flavus (Bennett y Klich, 2003).
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Aspergillus flavus produce AFB+, AFB.y acido ciclopiazdnico; su peso molecular varia de 312 a
350 Kd (Fisher y Henk, 2012) y quimicamente son cumarinas que contienen anillos de bifurano y
configuracion tipo lactona (IARC, 1993).
2.8.1. Aflatoxinas y sus productos de biotransformacion
Las AFs son compuestos de difuranocumarina producidos como metabolitos secundarios de
hongos del género Aspergillus spp. Siguiendo una ruta de policétidos; A. flavus es la principal
especie de hongo involucrada en la produccion de AF (Alshannaq y Yu, 2017; Bueno, Silva y
Oliver, 2001; Campos et al., 2009). Cuatro AFs presentes de forma natural en productos agricolas
se describen (AFB+, AFB,, AFG1, AFGy); otras formas de AF se derivan del proceso metabdlico
de estas formas primarias dentro del cuerpo humano o animal (Klich, 2007). Las AFs no se
destruyen por ebulliciéon ni confieren, color, aroma, o sabor a ingredientes contaminados, por lo
que generalmente pasan desapercibidos tanto para el dueiio como para el perro (Aquino y
Correa, 2011). Cuando los perros ingieren ACS elaborado con ingredientes contaminados con
AFs, las micotoxinas se absorben en el duodeno y se unen a la albumina plasmatica y proceden
a ser transportado a través del torrente sanguineo (Tessari et al., 2010).

En diversos tejidos, especialmente en el higado y los rifiones, las AFs son biotransformadas
y bioactivadas por isoenzimas del sistema oxidasa de funcién multiple o citocromos (CyPaso),
dando lugar a formas electrofilicas altamente activas denominadas 8,9 endo-epdxido y 8,9 exo-
epoxido, que se une y ejerce un ataque electrofilico sobre las estructuras subcelulares (Tulayakul,
Sakuda, Dong y Kumagai, 2005). Cuando las AFs se metabolizan (hidrdlisis, desmetilacion o
cetoreduccion), forman compuestos intermedios menos téxicos con mayor solubilidad en agua
(AFM1, AFM2, AFQ+, AFQ2, AFP4, AFP; y aflatoxicol); por lo tanto, se eliminan a través de heces,
orina, leche o huevo (Yiannikouris y Jouany, 2002; Galtier, 1999). La forma mas comun de
eliminacion de metabolitos en la orina de perros es AFM;, asi como trazas de AFQ; (Bingham et
al., 2004; Wu et al., 2009). Cuando el epdxido se une al ADN, se forma un aducto AF-ADN
(dihidro-8-  (N7guanil) -Shidroxi-1 AF-N7 - guanidina), que se reordena como
AFformaminopirimidina (AF-FAPY), o se excreta a través de la orina como AF-N7guanina, que se
considera un biomarcador de dafio genotoxico por AF (Yiannikouris y Jouany, 2002; Galtier, 1999;
Bingham et al., 2004; Wu et al., 2009).

Un mecanismo de desintoxicacion importante en muchas especies animales es la
participacion de un grupo de enzimas llamadas glutation S-transferasas (GST) (Uribe-Yunda y
Navas, 2012). La funcién de la GST es unir el epoxido con el tripéptido de glutation reducido

(GSH), que pierde dos aminoacidos, acidos (glicina y glutamato) que se eliminan como un residuo
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de cisteina ligado a la AF, llamado acido mercapturico o N-acetilcisteina-AF, que se elimina a
través de la bilis o la orina (Rawal, Kim y Coulombe, 2010). Los perros tienen una actividad GST
reducida, lo que los hace especialmente susceptible al dafio por AFs, ademas, una deficiencia de
GSH o sus tres aminoacidos precursores facilita la aparicion de la lesion oxidativa mas extensa
(Bruchim et al., 2012; Mehrzad et al., 2019; Towner et al., 2003).

2.8.2. Hallazgos clinicos en la aflatoxicosis en perros

La dosis letal mediana (DLso) de AFB+ para el perro es de 0.5-1.5 mg/kg de peso corporal; las
manifestaciones clinicas se observan incluso con dosis superiores a 60g/kg de AF en el pienso
Las dosis mas altas se asocian con formas agudas de aflatoxicosis (Stenske et al., 2006) (Cuadro
3).

Cuadro 3. Intoxicacion aguda en perros por ingestion de aflatoxinas en alimento
comercial seco para perro

Pais Namero de Mortalidad (%) Rango de AF en Referencia
perros ACS (u/kg)
intoxicados (n)
Brasil 4 100 AFB+1—AFB:2 (89.0- (Gunsen y
191) Yaroglu, 2002)
Brasil 2 100 AFB1 (83.2-150) (Hagiwara, Kogika
y Malucelli, 1990)
Israel 50 68.0 AF (80-300) (Bruchim et al.,
2012)
Sur Africa 10 100 AF (100-300) (Bastianello et al.,
1987)
Sur Africa 100 96.0 AF (<5-4946) (Arnot, Duncan,
Coetzer y Botha,
2012)
Estados Unidos 9 100 AFB1 (223-579) (Newman et al.,
2007)
Estados Unidos 72 36.1 AF (48-800) (Dereszynski et
al., 2008)

Los signos clinicos que presentan los perros con aflatoxicosis se identifican como
alteraciones digestivas, hemodinamicas y nerviosas. Los hallazgos digestivos incluyen vémitos,
anorexia, hematemesis, hematoquecia y melena. Los cambios hemodinamicos reportados son
ascitis, edema periférico, ictericia, deshidratacion, disminucién de la presion arterial., diatesis
hemorragica y petequias en las membranas mucosas (Bruchim et al., 2012; Bastianello et al.,
1987; Arnot et al., 2012; Dereszynski et al., 2008). Los hallazgos clinicos relacionados con
alteraciones del sistema nervioso central son atribuibles a encefalopatia hepatica, manifestada
por depresion, vocalizacion, estupor, convulsiones y coma (Bruchim et al., 2012; Dereszynski et
al., 2008).
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Los hallazgos clinicos observados en los casos de aflatoxicosis también estan relacionados
con algunas variables de la bioquimica sanguinea y las pruebas de coagulacién; los cambios que
se producen son el aumento de la actividad especifica de las enzimas hepaticas: alanina
aminotransferasa, aspartato aminotransferasa y alcalina fosfatasa (ALT, AST y ALP). El aumento
de la actividad de estas enzimas de la membrana hepatica es un biomarcador de dafio debido a
la lesion inducida por los epdxidos generados a través del metabolismo de la AF. Las pruebas de
coagulacion en casos de aflatoxicosis muestran una disminucion en la capacidad de la sangre
para coagular, evidenciado principalmente por un aumento en el tiempo de protrombina y el
tiempo de tromboplastina parcial activada (PT y aPTT), asi como una disminucion de la
antitrombina en el plasma, la actividad de la proteina C y el factor de coagulacion VII (FVII: C)
(Prins et al., 2010). Los efectos hemorragicos de la AF se atribuyen a su estructura quimica que
contiene un anillo cumarinico con efecto anticoagulante, por lo que se produce un retraso en la
coagulacion y secundariamente induce coagulacion intravascular diseminada (CID) con deplecion
de los factores de coagulacion (Bruchim et al., 2012; Hagiwara, Kogika y Malucelli, 1990).

En la aflatoxicosis, también se observa hiperbilirrubinemia, que se asocia con insuficiencia
hepatica o incapacidad para conjugar la bilirrubina generada en el bazo en cantidades superiores
a lo normal, lo que da lugar a un aumento de la bilirrubina total (Newman et al., 2007). En las
intoxicaciones agudas por AF, se observa una disminucion de las proteinas totales y la albumina,
cambios que estan relacionados con la funcion hepatica alterada, asi como con la pérdida de
proteinas por hemorragia entérica, ascitis y edema (Ensley y Radke, 2019). La disminucién de
las concentraciones de colesterol en las intoxicaciones por AF se debe a la colestasis, que surge
de la fibrosis de las vias biliares (Rauber et al., 2007). Por tanto, los signos clinicos digestivos y
nerviosos que se presentan simultdneamente con los cambios enzimaticos y hematicos
especificados, sugieren la presencia de aflatoxicosis, la cual debe ser corroborada con datos de
la historia clinica y con la presencia de AF en el alimento y en el estbmago del perro. En general,
los analisis bioquimicos y las pruebas de coagulacion se utilizan para la deteccion precoz de los
efectos de la exposicion a la AF; y constituyen biomarcadores de exposicion y dafo por AF (Wada,

Usui y Sakuragawa, 2008).

2.9. CONTAMINACION POR AFLATOXINAS EN EL ALIMENTO COMERCIAL SECO PARA
PERROS
Las formas naturales de AF y sus metabolitos se pueden encontrar en los ingredientes utilizados

para producir ACS para perros (Cuadro 4). Por tanto, las FA presentes en las ACS son un riesgo
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para la salud, lo cual es especialmente importante porque las ACS se utilizan como Unico o

principal componente de la dieta durante la mayor parte de la vida de un perro; ademas, todo el

pienso que contiene cada bolsa se suele consumir hasta ser agotado, lo que sugiere que la

ingestion prolongada de alimentos contaminados con estas micotoxinas, incluso en dosis bajas,

pueden tener efectos adversos para la salud (Hernandez et al., 2020).

Cuadro 4. Presencia de aflatoxinas en alimento comercial seco para perro

Nimero de Técnica  Media AF (pg/kg) Muestras Referencia
Pais muestras (n) de positivas (%)
analisis
AFB1 (19.0) AFB1 (6.7) (Maia y Pereira
Brasil 45 TLC Bastos de
Siqueira, 2002)
Brasil 180 HPLC AFB1 (7.0) AFB1 (100) (Camz%%sg;et al.,
(AE) AF (1.2) AF (95.4) (Teixeira et al.,
Brasil (2’3‘5'5()/3\"'89&1? HPLC (AP) AF (0.4) 2017)
(ASP) AF (0.5)
. LC-MS/ AFB1 (47.7) AFB1 (87.5) (Shao et al.,
China 32 MS 2018)
Estados ELISA, AFB1 (530) AFB1 (88.8) (Newman et al.,
Unid 9 TLC, AFB:2 (19.0) AFB> (77.7) 2007)
s HPLC
s AFB1y AFG1 (< AF (12.0) (Gazzotti et al.,
ltalia (AE) 24 (AP) PLC-MS/ 0.5) 2015)
24 MS AFB2 (5.7)
AFG:2 (15.8)
UHPLC- AFB; (4.3) AFB1 (25.8) (Castaldo et al.,
: Q- 2019)
Italia 55 Orbitrap
HRMS
AFB1 (5.0), AFB1(79.0), AFB2 (Sharma'y
AFB2(0.07), (26.0), AFG1 (63.0), Marquez, 2001)
- AFG1 (0.05), AFG2  AFG2 (21.0), AFM
México g HPLC  "0.03), AFM: (2.0)  (63.0), AFM> (89.0),
AFM> (0.1) AFP; AFP1 (58.0), AFL
(1.1), AFL (0.3) (47.0)
AFB1 (1.6), AFB1 (76.0), AFB2 (Fuentes et al.,
AFB2(0.1), (4.0), AFG1(86.0), 2018)
- . AFG1 (28.2), AFG2  AFG2 (93.0), AFM;
México 29 HPLC-FL "3 3) AFM1 (1.8),  (48.0), AFM; (21.0),
AFM (0.2), AFP; AFP;1 (100), AFL
(1.7), AFL (28.6) (100)
N AF (9.6) AF (100) (Akinrinmade y
Nigeria 30 HPLC Akinrinde, 2012)
. HPLC- AF (0.2) AF (4.0) (Bajet-Kosicka
Polonia 25 FLD et al., 2014)
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Sur (AE)10 TLC, (AE) AFB1 (44.1) AFB1(100) (Singh y

i HPLC- (AP) AFBs (20.1) Chuturgoon,
Africa (AP)10 FLD 2017)
Turquia o1 ELISA AFB1 (6.6) AFB+1 (100) (Basglgl&c)et al.,
. AF 1.75a 20 AF (16.7) (Gunsen y
Turquia 18 ELISA Yaroglu, 2002)
: Estudio AFB1- AFG1(89.0- - (Reis-Gomes et
Brasil retrospectivo HPLC 191) al., 2014)

Definicion: AF: Aflatoxina total; AFB1: Aflatoxina B1; AFB2: Aflatoxina B2; AFG1: Aflatoxina G1; AFG2: Aflatoxina G2; AFL: Aflatoxicol;
AFM:: Aflatoxina M1; AFM2: Aflatoxina Mz; AFP1: Aflatoxina P:; ELISA: ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas; HPLC:
cromatografia liquida de alta resolucién; LC-MS/MS: cromatografia liquida-espectrometria de masas en tandem; LC-MS:
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas; PLC-MS / MS: cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a
espectrometria de masas en tandem; UHPLC-Q-Orbitrap HRMS: cromatografia liquida de ultra alto rendimiento acoplada a
espectrometria de masas de alta resolucién; HPLC-FL: cromatografia liquida de fluorescencia de alto rendimiento; HPLC-FLD con
deteccion de fluorescencia (FLD); AE: alimento estandar; AP: alimento premium; ASP: alimento super premium

2.10. MICOTOXINAS

2.10.1. Zearalenona

La zearalenona (ZEA) es una micotoxina producida principalmente por especies de hongos del
género Fusarium, principalmente F. graminearum y F. semitectum (Bhatnagar, Yu, y Ehrlich,
2002). Debido a su similitud estructural con los estrogenos naturales, induce efectos estrogénicos
en humanos y animales (Bennett y Klich, 2003). Esta micotoxina se une competitivamente a los
receptores de estrégenos (ER ay ER B); actuan desplazando el estradiol de su proteina de union
uterina, provocando una respuesta estrogénica (Yazar y Omurtag, 2008). Los efectos adversos
en perros incluyen reduccioén de la fertilidad, alteraciones en los ovarios y en los niveles séricos
de progesterona y estradiol (Gajecka, Zielonka y Gajecki, 2015).

La ZEA se absorbe después de la exposicion oral. Una vez ingerida, puede absorberse y
metabolizarse mediante hidroxilaciéon a a- zearalenol (a- ZEA) y B-zearalenol (B-ZEA) por accion
de enzimas hidroxiesteroide deshidrogenasas del citocromo P4so. El a-ZEA, es tres o cuatro veces
mas estrogénico, y el B-ZEA, es menos estrogénico que la ZEA (Catteuw et al., 2019). Se produce
una biotransformacion adicional a conjugados de glucurdnido por accion de la uridina 5'-difosfo-
glucuronosiltransferasa (UGT) para facilitar la eliminacion de estas toxinas del cuerpo. La
glucuronidacion eficaz de la ZEA en el intestino delgado y en el higado reduce significativamente
las cantidades de compuesto original no conjugado (es decir, receptor activo) que llega a la
circulacion. Sin embargo, la accién de la UGT es inhibida por una alta concentraciéon de ZEA
(Videmann et al., 2008). La zearalenona experimenta una extensa circulacién enterohepatica y
excrecion biliar en la mayoria de las especies. La principal via de excrecién para la mayoria de

las especies es a través de las heces.
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2.10.2. Fumonisina

Las fumonisina (FUM) se produce principalmente por hongos del género Fusarium verticillioides
y Fusarium proliferatum. Existen mas de 28 fumonisinas y se clasifican en cuatro grupos (A, B, C
y P) (Rheeder, Marasas, y Vismer, 2002). La fumonisina B4 (FB+) es la que se encuentra con
mayor frecuencia y comprende del 70 al 80% de la familia total de las fumonisinas (Alshannaq y
Yu, 2017). La FB produce efectos toxicos al interrumpir el metabolismo de los esfingolipidos
(Yazar y Omurtag, 2008). El higado y el rifién se ven afectados principalmente en la toxicidad
aguda por fumonisinas y el sistema inmunoldgico en la exposicion crénica a fumonisinas
(Boermans y Leung, 2007).

2.10.3. Ocratoxina

La ocratoxina (OTA) es un compuesto producido por A. ochraceus, Penicillium verrucosum y otras
especies de Penicillium. El grupo de toxinas mas importante es la ocratoxina A (Duarte, Pena, y
Lino, 2010). La OTA es liposoluble, tiende a acumularse en los tejidos de los animales
especialmente los cerdos (Stoev et al., 2002).

La OTA se absorbe principalmente en el tracto gastrointestinal y se une a la albumina
sérica en la sangre. En animales y humanos, la OTA puede ser metabolizada por enzimas de
fase | y fase Il a muchos productos diferentes en el higado, riion e intestino. La mala
biotransformacion y la lenta eliminacion de metabolitos contribuyen a la toxicidad,
carcinogenicidad y especificidad organica de la OTA (Lyagin y Efremenko, 2019). En el intestino,
la ocratoxina a (OTa), un metabolito principal, es formado por carboxipeptidasas, que escinden
el enlace peptidico en la OTA (Wen et al., 2016). Otros metabolitos principales de la OTA son 4-
hidroxi-ocratoxina A (4-OH-OTA) y 10- hidroxiocratoxina A (10-OH-OTA). La mayoria de los
metabolitos de la OTA, como OTa, OTB, 4-OH-OTA y 10-OH-OTA, son menos toxicos que el
compuesto original (Wu et al., 2013). Sin embargo, la apertura del anillo de lactona en condiciones
alcalinas (llamada OTA abierta con lactona), que se encuentra en los roedores, conduce a
metabolitos mas téxicos que la propia OTA. Estas reacciones de tipo de fase | probablemente se
relacionan con la accion de la familia de enzimas CYPaso, incluidas CYP1A, CYP1Az, CYP3A,,
CYP3A2, CYP3A4, CYP3As, CYP2Bs y CYP2C, (Tao et al., 2018). La biotransformacion de fase
Il ocurre principalmente en el higado con la conjugacion de OTA con sulfato, glucurénido,

hexosa/pentosa y glutation (K6szegi y Poor, 2016).
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2.10.4. Deoxinivalenol

El deoxinivalenol (DON) pertenece a la familia de sustancias quimicas conocidas como
tricotecenos, compuestos sesquiterpenoides caracterizados por un anillo epoxi en la posicién C-
12,13 (Pitt, 2014).

Se han identificado mas de 150 variantes de tricotecenos (Yazar y Omurtag, 2008). Entre

los TCTC, el deoxinivalenol (DON) es el mas comun (Bennett y Klich, 2003).
Los TCTC son producidos principalmente por hongos de la especie Fusarium. Sin embargo, las
especies de Acremonium (Cephalosporium), Cylindrocarpon, Dendrodochium, Myrothecium,
Trichoderma, Trichothecium y Stachybotrys también pueden producir TCTC (Bottalico y Perrone,
2002). Los productores de TCTC mas importantes son F. graminearumy F. culmorum (Alshannaq
y Yu, 2017).

Los TCTC pueden penetrar facilmente las bicapas lipidicas de la membrana celular para
reaccionar con el ADN, el ARN y los organelos celulares (Wannemacher, Bunner, y Neufeld,
1991). El principal mecanismo de toxicidad de la TCTC es la inhibicion de la sintesis de proteinas
ribosdmicas, seguida de una alteracion secundaria de la sintesis de ADN y ARN (Richard, 2007).

El deoxinivalenol DON no es un sustrato del metabolismo de fase |, se biotransforma en
la fase Il (Schelstraete et al., 2019). Los principales metabolitos del DON incluyen los conjugados
DON glucurénido y sulfato y (DOM-1) el deepoxi-desoxinivalenol (Payros et al., 2016). EI DON se
conjuga con glucésidos o sulfonatos para formar DON-3-glucésido (D3G); sulfonatos de DON,
OMy D3G; y glucurénidos DON-3-, DON-7-, DON-8- y DON- 15- identificados en porcinos, ratas,
pollos, bovinos y humanos (Schwartz et al., 2013).
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3 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. HIPOTESIS
Las croquetas para perro expendidas en Aguascalientes se encuentran contaminadas por
aflatoxinas y su concentracion se asocia a la presencia de Aspergillus flavus y a los ingredientes

empleados para su fabricacion.

3.2. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la presencia de Aspergillus flavus en alimentos comerciales secos para perros; ademas
de evaluar su concentracion de aflatoxinas deduciendo las alteraciones de la inocuidad de los

alimentos y el riesgo para la salud que tienen los perros al ingerirlos.

3.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.3.1. Obtener una muestra representativa de la oferta de alimentos comerciales secos para
perros expendidos en Aguascalientes.

3.3.2. Aislar e identificar la microbiota fungica en los alimentos comerciales secos para perros.

3.3.3. Cuantificar la concentracién de micotoxinas presentes en los alimentos mediante ELISA
indirecta.

3.3.4. Determinar la capacidad aflatoxigénica de Aspergillus flavus en vapores de amonio en
agar-coco y HPLC.

3.3.5. Realizar analisis molecular para Aspergillus flavus.

3.3.6. Evaluar la asociaciéon de la presencia de aflatoxinas con los ingredientes con que se

elaboraron los alimentos.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1. CARACTERISTICAS DE MUESTREO

El estudio se realizé en Aguascalientes, México (22°27'35- 21°37'20" N; 101°50'07" - 102°52'27"
0). El clima es semiseco con temperatura media anual de 18 °C; con una precipitacion pluvial
media de 526 mm y el periodo principal de lluvias en verano (INEGI, 2017). Se obtuvo una relacién
de centros comerciales, tiendas de mascotas, veterinarias y tiendas de abarrotes que registraban
el expendio de ACS y se realiz6 una visita a para obtener informacion de las marcas y tipos que
se vendian en los establecimientos. Se encontraron un total de 145 tipos de ACS (Cuadro 5), los
que fueron considerados como un marco de muestreo.

4.1.1. Calculo del tamaio de la muestra

El tamafno de la muestra se calcul6 en 58 tipos de ACS mediante la formula siguiente para estimar

proporciones en una poblacién finita (Segura y Nicholas, 2000) (Figura 2).

_ NZ%pq
T Na+ z%pq

Figura 2. Tamafo de muestra para estimar una proporcién

Donde: n = Tamafio de muestra (58); N= Tamafo de la poblacién (145 tipos de ACS); Z = Valor
distribucion normal estandar (1.96); p = Prevalencia o proporcién esperada de la contaminacion
con Aspergillus spp. o con AFs en el ACS, se utilizé un valor de proporcién p =0.5,q=1-p;d =

Precision deseada (maximo error = 0.10).

145(1.962) (0.5)(0.5)
[145(0.12)] + [(1.962)(0.5)(0.5)]

13922
" =145 +0096
1392
nEoa
n=57.75
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La seleccién de las muestras se realizé mediante la técnica de muestreo bola de nieve (Espinoza,
2018); para lo cual se visitaron sucesivamente los establecimientos en orden alfabético y se
adquirieron muestras expendidas de ACS. La adquisicion del ACS se suspendié cuando en tres
comercios sucesivos se encontraron los mismos tipos que habian sido adquiridos previamente.

Finalmente, fueron adquiridos 77 tipos diferentes de ACS (Cuadro 5).

Cuadro 5. Caracteristicas del alimento comercial seco para perro comercializados en el
centro de México
Oferta Muestreo Proteina Humedad Fibra Precio
(N)  (n) (nIN%) (min.%) (max. %) (max.%) *US$/kg+(EE)

Tipo de alimento

Origen
Nacional 120 64 533 24.0 11.0 4.0 3.9°+0.24
Internacional 25 13  52.0 26.0 11.0 4.0 5.92 £ 0.92
Clasificacion comercial
Estandar 87 52  59.8 22.0 12.0 5.0 2.6°+0.17
Premium 58 25 431 27.0 11.0 4.0 7.72 £ 0.37
Prescripcion (Edad)
Cachorro 55 27 491 27.0 11.0 4.0 5.12+£0.45
Adulto 90 50 55.6 22.0 11.0 4.0 3.7° £ 0.30
Prescripcion (Talla)
General 72 43 597 22.0 12.0 5.0 2.22+£0.10
Especifica 73 34 46.6 26.0 11.0 4.0 6.82 £ 0.39
Total 145 77 531

*Precio en ddlares americanos de referencia (www.banxico.org.mx: enero 2020)
@ Medias con diferente literal muestran diferencias significativas (p< 0.05)

La clasificacion del tipo de ACS se registré de acuerdo con la prescripcion (edad y talla) y
comercial (estandar y premium) declarada por el fabricante. La composicion de los ACS fue
registrada a partir de la informacion nutricional informada por el fabricante para identificar los
ingredientes empleados. Se clasificaron los ACS por la presencia o ausencia de cereales,
oleaginosas, aceite vegetal, leguminosas, tubérculos, subproductos de origen animal, fungicidas

e ingredientes con capacidad secuestrante y tipo de ACS.

4.2. MANEJO DE LAS MUESTRAS

Las muestras se procesaron en el Laboratorio de Investigacion del Centro de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Autonoma de Aguascalientes. Se obtuvieron 300 g de cada tipo
de alimento y se secron en una estufa (OF-22G JEOI-TECH, Lab. Companion, Corea) a 40 °C
durante 24 horas; posteriormente, se molieron en un molino universal de funcionamiento continuo
(MF series 10 Basic, IKA® Werke, Alemania).
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Las muestras secas y molidas se depositaron en bolsas herméticas para congelar (Ziploc®);
cada bolsa se identific6 con el nombre comercial del producto y con un niumero consecutivo
indicando el orden en el que se iran obteniendo las muestras. Las muestras se almacenaron en

congelacion hasta su procesamiento.

4.3. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE ASPERGILLUS FLAVUS Y OTRA FLORA
FUNGICA

4.3.1. Técnica de vaciado en placa por dilucion

Las muestras previamente molidas se les adicioné peptona de caseina estéril al 0.1%; se

realizaron cuatro diluciones por cada muestra: 10", 102, 10 y 10**; se sembraron en agar rosa

de bengala y czapeck; posteriormente se incubaron a 27-30° C durante 5 a 7 dias (Santibafiez et

al., 2011) (Anexo C).

4.3.2. Identificacion de la estructura morfolégica mediante la preparacion de tincion azul
de algodon con lactofenol

Para identificar los hongos Aspergillus flavus y otra microbiota fungica, se tomo un segmento de

la colonia de interés y se realizaron preparaciones con tincion azul de algodén con lactofenol

sobre un portaobjetos previamente estéril. Se observé al microscopio 6ptico (Carl Zeiss, Axiostar

plus, EUA) a diferentes magnificaciones (Lépez-Jacome et al., 2014) para la identificacion de los

hongos a nivel de género, con base en las descripciones especializadas de Barnnett y Hunter

(1998). Con la ayuda de las claves taxonomicas de Klich (2002) se identificaron las colonias del

género Aspergillus y otra microflora fungica (Anexo D).

4.4. CUANTIFICACION DE AFLATOXINAS
4.4.1. Cuantificacion de aflatoxinas en el alimento comercial seco por el método de
ELISA indirecta

La técnica se realizé con base a las especificaciones del inserto incluido en el kit. La extraccion
de las aflatoxinas se hizo con una mezcla de metanol-agua (70% v/v). La cuantificacion se realizé
por duplicado con un kit comercial de ELISA indirecta (Ridascreen Fast® aflatoxin R-5202, R-
Biopharm, Alemania) y se leyo la absorbancia de cada muestra en un lector de microplacas a una
longitud de onda de 450 nm (Biotek ELx800TM, Bio Tek, EUA). Los resultados de las
absorbancias se registraron y se calcularon usando un software (Ridasoft Win version 1.8). La
concentracion de aflatoxinas se estimé mediante una curva de calibracion elaborada con

aflatoxina B+ purificada (Anexo E).
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4.5. DETECCION DE LA CAPACIDAD AFLATOXIGENICA DE ASPERGILLUS FLAVUS

4.5.1. Deteccion cualitativa de la capacidad aflatoxigénica de Aspergillus flavus por el
método de vapores de amonio

Se realiz6 las técnicas de vapores de amonio en agar coco, para detectar la capacidad

oxigénico de los aislados de A. flavus (Saito y Machida, 1999) (Anexo F).

4.5.2. Deteccion cualitativa de la capacidad aflatoxigénica de Aspergillus flavus por el
método de cromatografia en capa fina

Para la identificacion de aflatoxinas por cromatografia en capa fina se utilizé el procedimiento

descrito por la AOAC 972.26. La extraccion se hizo con metanol: agua (80:20) en los cultivos

previamente triturados. Se utilizaron placas de silica gel como fase estacionaria. Las placas con

el estandar (AFB1) y las muestras se colocaron en una camara cromatografica con fase movil

cloroformo: acetona: isopropanol (85:10:5). Se dejé correr la fase movil durante una hora y media

y posteriormente se visualizé en el tranluminador (Anexo G).

4.5.3. Cuantificacion de aflatoxinas en Aspergillus flavus por el método de Cromatografia
liquida de alta eficacia

La cuantificaciéon de aflatoxinas se realizé de acuerdo con el método oficial AOAC 990.33 (Scott,

1995) empleando columnas de fase sdlida (Anexo H).

4.6. ANALISIS MOLECULAR PARA ASPERGILLUS FLAVUS
La extraccion de ADN gendmico de cultivos monospéricos de Aspergillus spp. se realizd

siguiendo métodos estandarizados previamente (Hoffman y Winston, 1987) (Anexo ).

4.7. CUANTIFICACION DE ZEARALENONA, FUMONISINA, OCRATOXINA Y
DEOXINIVALENOL EN ALIMENTO COMERCIAL SECO
La cuantificacion de se realizd por duplicado por el método de ELISA indirecta empleando kits
comerciales (Ridascreen Fast® Zearalenon R5502, R-Biopharm, Alemania; Ridascreen Fast®
Fumonisin R5602, R-Biopharm, Alemania; Ridascreen Fast® Ochratoxin A R5402, R-Biopharm,
Alemania; Ridascreen Fast® Deoxynivalenol R5902, R-Biopharm, Alemania). De acuerdo con las
instrucciones del fabricante, las muestras se homogeneizaron y se centrifugaron. Se obtuvo la
absorbancia de cada muestra en un lector de microplacas a una longitud de onda de 450 nm
(Biotek ELx800TM, Bio Tek, EUA). Los resultados de las absorbancias se registraron y se

calcularon usando un software (Ridasoft Win versién 1.8) (Anexo J).

55



4.8. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados aplicando una prueba de normalidad con el método de Kolmogérov-
Smirnov a un nivel de confianza del 95%. La comparaciéon de las medias muestrales para cada
variable se realizé mediante la prueba de Tukey (HSD) con un software estadistico (Statgraphics
Centurion, version 16.1.03). Para identificar el riesgo de superar el LMP establecido para la
concentracion de AFs se realizo la prueba de Chi-cuadrada (y?) de la razén de probabilidades o
razén de momios (RM), calculando la porcion de ACS que excedio el LMP para la concentracion
de AFs y que estuvo expuesta a un factor especifico (formulacion con la inclusion de cereales,
oleaginosas, aceite vegetal, leguminosas, tubérculos, subproductos de origen animal, fungicidas
e ingredientes con capacidad secuestrante y tipo de ACS) dividida entre la porcién de ACS que
excedidé el LMP para la concentracion de AFs pero que no estuvo expuesto a ese factor

especifico. En todos los analisis se considerd un nivel de probabilidad de p < 0.05.
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5 RESULTADOS

5.1. IDENTIFICACION DE ASPERGILLUS FLAVUS Y OTRA MICROFLORA FUNGICA

Se encontré que poco mas de la mitad de las muestras de ACS (41/77 = 53.2 %) presento
contaminacioén fungica, mientras que el 7.8 % (6/77) contenian una concentracion de hongos
superior a los niveles maximos recomendados (10° UFC/g).

Se obtuvieron un total de 85 aislamientos fungicos purificados, los cuales el mostraron
caracteristicas morfolégicas correspondientes con los principales géneros toxigénicos siguientes
(Figura 3): Aspergillus spp. (69.4 %), Fusarium spp. (1.1 %) y Penicillium spp. (12.9 %). También
se identificaron aislados con morfologia correspondiente a los géneros Cladosporium spp., Mucor

spp. Yy Alternaria spp (9.4, 4.7 y 1.7 %, respectivamente).

Figura 3. Aislados monospdricos. Imagen propia
Panel: A) Estructura morfolégica macroscoépica del género Aspergillus spp., Panel: B) Estructuras
morfolégica macroscopica del género Fusarium spp., Panel: C) Estructura morfolégica macroscopica del
género Penicillium spp., Panel: D) Estructura morfolégica microscopica del género Aspergillus spp (40x).,
Panel: E) Estructura morfoloégica microscépica del género Fusarium spp (40x)., Panel: F) Estructura
morfolégica microscépica del género Penicillium spp. (40x).
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De los aislados Aspergillus spp., el 40.7% (24/59) correspondieron a la morfologia de A. flavus.

Al ser cultivados en agar coco, macroscépicamente mostraron una textura lanosa-
aterciopelada; con coloracion verde olivo con micelio de color blanco de textura delgada.
Microscopicamente, presentaron conidioforos de longitud variable con contenido de esporas; el
estipite con paredes rugosas y ensanchamiento claviforme formando una vesicula; ademas se
observaron fialides en el apice y otros con presencia métulas y fialides en toda la superficie
(Figura 3).

5.2. EVALUACION DE AFLATOXINAS EN EL ALIMENTO COMERCIAL SECO POR EL
METODO DE ELISA INDIRECTA

Todos los alimentos presentaron concentraciones de aflatoxinas (Figura 4). La curva de
frecuencias de la concentracion de AF presentd una aproximacion normal (p 0.14); la
concentracion media de aflatoxinas en ACS fue de 14.8+ 0.3 pg/kg con intervalo de confianza al
95.0% de 14.2-15.4 pg/kg; la concentraciéon minima fue de 8.6 pg/kg y concentracion maxima de
22.2 pg/kg. Mientras que aproximadamente uno de cada diez de los alimentos analizados
sobrepaso el LMP de AF recomendado por las legislaciones de paises de América Latina (FAO,
2003; Stenske et al., 2006), todos los alimentos rebasaron las recomendaciones europeas (5
Mg/kg) (European Commission, 2016).

EU-MPL America-VIPL
88.2% 11.8%
16 '
14 :
< 12 |
@ 10 :
[¢]
: |
c 4 7 77
/ v,
: 0%
1 1 1 1 1 1 I 1 1

14 15 16 17 18 19 20 21 22

AFs (ug/kg)
Figura 4. Frecuencia de la concentracion de aflatoxinas (AFs) en alimento comercial seco para perro en

el centro de México. (MPL maximum permissible level) LMP, Limite maximo permisible: América (20
ug/kg); Unién Europea (5.0 ug/kg)
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5.2.1. Asociacion entre el analisis bromatolégico y la concentracion de aflatoxinas

El ACS con humedad mayor a 10 % mostré6 una concentracion estimada de AFs
significativamente mayor (p < 0.05) en comparacién a la en los ACS que contenian humedad
menor. También se detect6 un riesgo significativo (RM y* p< 0.05) tres veces mayor de encontrar
concentraciones por arriba del LMP en aquellos ACS que registraron humedad mayor a 10%
(Cuadro 6) en relacién con los ACS que tenian humedad menor 10 %. Aunque se detectd un
mayor riesgo también para los ACS que en su formulacién contenian una mayor concentracién
de proteina, grasa y cenizas (>22, >12 y >7%, respectivamente), la asociacion estadistica no fue

significativa (p > 0.05).

Cuadro 6. Asociacion entre el analisis bromatolégico del alimento comercial seco para
perro y la concentracion de aflatoxinas
Media *EE >LMP Valor P

Caracteristica (n) (Lg/ka) (%) ) RM

Humedad relativa
>10% 31 17.42 +0.36 19.4 0.01 3.4
<10% 46 13.0° +0.29 6.5

Proteina
>22% 47 14.92 +0.36 14.9 0.12 25
<22% 30 14.72 +0.46 6.7

Grasa
>12% 22 14.92 +0.53 18.2 0.11 2.2
<12% 55 14.82 +0.34 9.1

ELN
Presente 47 1442 £0.52 12.8 0.78 1.1
Ausente 30 15.0° +£0.34 11.2

Fibra
>4% 30 15.22 +0.46 13.3 0.61 1.3
<4% 47 14.52 +0.36 10.6

Ceniza
>7% 38 15.52 +£0.40 15.8 0.11 2.3
<7% 39 15.12 +0.39 7.7

® Medias con diferente literal muestran diferencias significativas (p< 0.05)
Abreviaturas: EE: Error estandar; LMP: Limite Maximo Permisible (20 pg/kg); P(yx?): Prueba chi-cuadrado (<0.05); RM: Razén de
momios; ELN: Extracto Libre de Nitrégeno.

5.2.2. Asociacion entre los cereales en el alimento comercial seco y la concentracion de
aflatoxinas

La concentracion promedio de AFs en los ACS que contenian trigo fue significativamente mayor

(p< 0.05) en comparacion a la concentracion estimada de AFs en los ACS que no utilizaron este

ingrediente (Cuadro 7). Sin embargo, al calcular el riesgo de exceder el LMP no hubo una
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asociacion significativa (p> 0.05) entre la proporcion de los ACS que contenian trigo y los que no

lo incluyeron en su formulacion.

Cuadro 7. Asociacion entre la concentracion de aflatoxinas y la inclusion de cereales en
alimento comercial seco para perro

Media * EE >LMP Valor P

Ingrediente (n) (warka) (%) ) RM
Trigo
Presente 47 15.52 +0.35 12.8 0.60 1.3
Ausente 30 13.8° +0.44 10.0
Cebada
Presente 22 15.52 +£0.53 18.2 0.1 2.2
Ausente 55 14.52 +0.33 9.1
Maiz
Presente 55 15.0° +£0.34 9.1 0.11 0.45
Ausente 22 14.32 +0.53 18.2
Arroz
Presente 38 15.22 +£0.40 13.2 0.57 1.4
Ausente 39 14.4% +0.40 10.3

® Medias con diferente literal muestran diferencias significativas (p< 0.05)
Abreviaturas: EE: Error estandar; LMP: Limite Maximo Permisible (20 pg/kg); P(x?): Prueba chi-cuadrado (<0.05); RM: Razén de
momios

No se observé diferencia significativa (p> 0.05) entre las medias de concentracion de AFs en
presencia o ausencia de algun subproducto de origen animal en los ACS (Cuadro 8). Sin
embargo, si se detectd una asociacion significativa (p < 0.05, y*) en la proporcién de ACS que
excedieron el LMP entre los ACS que presentaron en su formulacion harina y aceite de pescado,
en comparacion con los que no los incluyeron; por lo cual el riesgo (RM) de encontrar
concentraciones por arriba del LMP fue mas tres veces que en los ACS que registraron ausencia
de los ingredientes. La totalidad de las muestras adquiridas emplearon harina de carne y hueso
en la formulacion del ACS, por lo que no se pudo establecer ninguna asociacion con estos
ingredientes.

Cuadro 8. Asociacion entre la concentracion de aflatoxinas y la inclusion de
subproductos de origen animal en alimento comercial seco para perro

Ingrediente (n) Media *EE >I;MP Valgr P RM
(ug/kg) (%) (x°)

Huevo y leche
Presente 27 15.12 +0.48 18.5 0.05 2.6
Ausente 50 14.7¢  +0.35 8.0

Harina y aceite de pescado
Presente 31 15.32  +0.45 19.4 0.01 3.4
Ausente 46 14.5% +0.37 6.5

® Medias con diferente literal muestran diferencias significativas (p< 0.05)
Abreviaturas: EE: Error estandar; LMP: Limite Maximo Permisible (20 pg/kg); P(yx?): Prueba chi-cuadrado (<0.05); RM: Razén de
momios
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Los ACS que contenian fungicidas o agentes secuestrantes minerales de micotoxinas mostraron

concentracion media de AFs significativamente menor (p< 0.05) en comparaciéon a la

concentracion estimada de AFs en los ACS donde no fueron incluidos estos aditivos (Cuadro 9).

Ademas, se detecto una asociacion protectora significativa (p< 0.05, y*) al comparar la proporcién

de ACS que excedieron el LMP pero que no incluyeron estos componentes y aquellos que si los

agregaron a su formulacion, por lo cual el riesgo (RM) de presentar concentraciones por arriba

del LMP fue menor que en los ACS que incluyeron fungicidas o agentes secuestrantes.

Cuadro 9. Asociacion entre la inclusién de fungicidas y agentes secuestrantes con la
concentracion de aflatoxinas en el alimento comercial seco para perro

. Media *EE >LMP Valor de P
Ingrediente (n) (Lg/ka) (%) 2] RM
Fungicidas
Presente 46 13.52 £0.33 6.5 0.01 0.29
Ausente 31 16.7° +0.40 19.4

Adsorbentes organicos
Presente 43 14.78 £0.38 9.3 0.30 0.59
Ausente 34 14.92 +£0.43 14.7

Secuestrantes minerales
Presente 43 13.92 +£0.36 7.0 0.04 0.35
Ausente 34 15.9° +0.41 17.7

® Medias con diferente literal muestran diferencias significativas (p< 0.05)
Abreviaturas: EE: Error estandar; LMP: Limite Maximo Permisible; P(x?): Prueba chi-cuadrado (<0.05); RM: Razén de momios

5.3. DETECCION CUALITATIVA DE LA CAPACIDAD AFLATOXIGENICA DE ASPERGILLUS

FLAVUS POR EL METODO DE VAPORES DE AMONIO

Los 18 aislados identificados como A. flavus se analizaron por la técnica de vapores de amonio

en agar coco para identificar de manera cualitativa la capacidad aflatoxigénica. Dos aislamientos

tuvieron reaccioén positiva a la presencia de AFs (Figura 5).
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Figura 5. Aspergillus flavus en medio agar coco.
Intensidad de color al contacto con vapores de amonio
Panel: A) Colonia-15: Aislamiento no aflatoxigénica (AF").
Panel: B) Colonia-13 y Panel: C) Colonia-16: Aislamientos aflatoxigénicos (AF*)

5.4. DETECCION CUALITATIVA DE LA CAPACIDAD AFLATOXIGENICA DE ASPERGILLUS
FLAVUS POR EL METODO DE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Los 18 aislados identificados como A. flavus se analizaron por la técnica de cromatografia en

capa fina para identificar de manera cualitativa la capacidad aflatoxigénica. Dos aislamientos

tuvieron reaccion positiva a la presencia de AF (Figura 6).

Figura 6. Placa de silica gel vista en transluminador
1) Estandar purificado de AFB1; 2) Aislados A.flavus obtenidos del ACS (AF™)
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5.5. CUANTIFICACION DE AFLATOXINAS EN ASPERGILLUS FLAVUS POR EL METODO
DE HPLC

No se presentaron diferencias entre la concentracién media de AF y el crecimiento de A. Flavus
en los ACS (p> 0.05) (Cuadro 10).

Cuadro 10. Comparacion entre la concentracion de aflatoxianas en las colonias de A.
Flavus del alimento comercial seco

Media
AF en ACS EE P(y? RM >LMP (%
(I’]) (ug/kg) (X) ( 0)
A. flavus 18 15.12 +0.59 0.90 0.90 11.0
Sin crecimiento 59 14.72 +0.32 12.0

® Medias con diferente literal muestran diferencias significativas (p< 0.05)
Abreviaturas: E.E: Error estandar; P(y?): Prueba chi-cuadrado (<0.05); RM: Razén de momios; LMP: Limite maximo permisible

5.6. ANALISIS MOLECULAR PARA ASPERGILLUS FLAVUS
Los 18 aislados identificados morfolégicamente como A. Flavus, amplificaron para el gen ITS en

un rango de 600 a 800pb; Calmodulina con un rango de 400 a 600pb y aflR (gen regulador de la
ruta biosintética de aflatoxinas) con 798pb (Figura 7).

63



Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR amplificados del gen de la
region de espaciadores internos de la transcripcion (ITS) (Panel A), Calmodulina (Panel B) y aflR
(Panel C)

5.7. EVALUACION DE ZEARALENONA EN EL ALIMENTO COMERCIAL SECO POR EL
METODO DE ELISA INDIRECTA

Todos los alimentos presentaron concentraciones de ZEA (Figura 8). La curva de frecuencias de

la concentracion de ZEA presentd una aproximacion normal (p 0.26); la concentracion media de

ZEA en ACS fue de 228+ 3.8 pg/kg con intervalo de confianza al 95.0% de 220-235 ug/kg; la

concentracion minima fue de 150 pg/kg y concentracion maxima de 322 ug/kg. Mas de la mitad

de los alimentos analizados sobrepasaron el LMP de ZEA recomendado por las legislaciones

europeas (200 ug/kg) (European Commission, 2016).
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Figura 8. Frecuencia de la concentracion de zearalenona (ZEA) en alimento comercial seco para perro
en el centro de México. (MPL maximum permissible level) LMP, Limite maximo permisible: Unién
Europea (200 pg/kg)

5.7.1. Asociacion entre el analisis bromatoldgico y la concentracion de zearalenona

Los alimentos con grasa >12% fueron significativamente mayor (p< 0.05) en el contenido

promedio de ZEA en comparacion a los alimentos con <12% de grasa registrada (Cuadro 11).
Ademas, hubo una asociacion significativa (RM x> p< 0.05) entre la proporcién de

alimentos que excedieron el LMP (200 pg/kg) y los alimentos que presentaron grasa >12%, por

lo que la razén de probabilidad de encontrar concentraciones superiores al LMP en alimentos con

grasa >12% fue mas de tres veces en comparacion a los alimentos de grasa <12%.

Cuadro 11. Asociacion entre el analisis bromatolégico del alimento comercial seco para
perro y la concentracion de zearalenona

Caracteristica (n) Media *EE >LMP Valor P RM
(Hg/kg) (%) V@)

Humedad relativa
>10% 31 2272 5.9 77.4 0.05 2.0
<10% 46 2282 4.9 63.0

Proteina
>22% 47 2262 4.8 66.0 0.33 0.70
<22% 30 2312 6.0 73.3

Grasa
>12% 22 2352 4.3 76.4 0.01 3.2
<12% 55 208 6.8 50.0

E.L.N
Presente 47 2342 16.8 70.2 0.80 1.1
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Ausente
Fibra

>4%

<4%
Ceniza

>7%

<7%

107

30
47

38
39

2252

2302
2262

235°
2302

4.5

+6.0
+4.8

+5.3
+5.2

68.2

76.7
63.8

73.7
64.1

0.09 1.9

0.19 1.6

zearalenona

® Medias con diferente literal muestran diferencias significativas (p< 0.05)
Abreviaturas: EE: Error estandar; LMP: Limite Maximo Permisible (200 ug/kg); P(x?): Prueba chi-cuadrado (<0.05); RM: Razén de
momios; ELN: Extracto Libre de Nitrégeno.

5.7.2. Asociacion entre los cereales en el alimento comercial seco y la concentracion de

Se observo en los alimentos que contenian maiz fue significativamente mayor la concentracion

proporcion de alimentos que excedieron el LMP. (Cuadro 12).

promedio de ZEA (p< 0.05) en comparacion a los alimentos que no registraron este cereal. Sin

embargo, no tuvo una asociacion significativa (p> 0.05) entre los alimentos con maiz y la

Cuadro 12. Asociacion entre la concentracion de zearalenona y la inclusion de cereales

en alimento comercial seco para perro

Ingrediente (n) Media *EE >LMP Valor P RM
(Hg/kg) (%) )

Maiz
Presente 55 2342 4.4 72.7 0.09 1.9
Ausente 22 213 +6.9 59.1

Trigo
Presente 47 2332 4.8 74.5 0.05 1.9
Ausente 30 2198 6.0 60.0

Arroz
Presente 38 2302 54 73.7 0.1 1.6
Ausente 39 2252 5.3 64.1

Cebada
Presente 22 2262 7.1 68.2 0.9 0.95
Ausente 55 228° 4.5 69.1

® Medias con diferente literal muestran diferencias significativas (p< 0.05)
Abreviaturas: EE: Error estandar; LMP: Limite Maximo Permisible (200 ug/kg); P(x?): Prueba chi-cuadrado (<0.05); RM: Razén de
momios; ELN: Extracto Libre de Nitrégeno.

Los alimentos que se registraron con presencia de huevo y leche fueron significativamente
mayores (p< 0.05) en el contenido promedio de ZEA en comparacion a los alimentos que no
tuvieron los ingredientes (Cuadro 13); sin embargo, no hubo una asociacion significativa (p> 0.05)
entre los alimentos que contenian huevo y leche y la proporcion de alimentos que excedieron el
LMP.
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Cuadro 13. Asociacion entre la concentracion de zearalenona y la inclusién de
subproductos de origen animal en alimento comercial seco para perro

Ingrediente (n) Media * EE >LMP Valor P RM
(Hg/kg) (%) V@)

Huevo y leche
Presente 27 2392 4.4 40.7 0.1 0.13
Ausente 50 207° +6.0 84.0

Harina y aceite

de pescado
Presente 31 2302 5.9 71.0 0.63 1.2
Ausente 46 226° 4.9 67.4

® Medias con diferente literal muestran diferencias significativas (p< 0.05)
Abreviaturas: EE: Error estandar; LMP: Limite Maximo Permisible (200 pg/kg); P(x?): Prueba chi-cuadrado (<0.05); RM: Razén de
momios; ELN: Extracto Libre de Nitrégeno.

En el estudio se detectd una diferencia significativa mayor (p< 0.05) entre las medias de
concentracion de ZEA en los alimentos con presencia de aceite vegetal (Cuadro 14); pero no
hubo una asociacion significativa entre los alimentos con aceite vegetal y la proporcién de

alimentos que excedieron el LMP (p> 0.05).

Cuadro 14. Asociacion entre la inclusidon de oleaginosas, aceite vegetal, leguminosas y
tubérculos en el alimento comercial seco y la concentracion de zearalenona

Ingrediente (n) Media *EE >LMP Valor P RM
(Hg/kg) (%) V@)
Oleaginosas
Presente 27 2292 16.4 66.7 0.67 0.85
Ausente 50 2272 4.7 70.0
Aceite vegetal
Presente 38 2362 5.2 57.9 0.1 0.35
Ausente 39 219° +5.3 79.5
Leguminosas
Presente 49 2292 4.7 67.4 0.59 0.82
Ausente 28 2262 16.3 71.4
Tubérculos
Presente 45 2242 4.9 66.7 0.49 0.78
Ausente 32 233° 15.8 71.9

® Medias con diferente literal muestran diferencias significativas (p< 0.05)
Abreviaturas: EE: Error estandar; LMP: Limite Maximo Permisible (200 ug/kg); P(x?): Prueba chi-cuadrado (<0.05); RM: Razén de
momios; ELN: Extracto Libre de Nitrégeno.

5.8. EVALUACION DE FUMONISINA, OCRATOXINA Y DEOXINIVALENOL

5.8.1. Fumonisina

El 93.0% de las muestras presentaron concentraciones de FUM; ninguna de las muestras
sobrepasé el LMP en alimentos destinados para perros recomendado por las legislaciones de la

Unién Europea (European Commission, 2016) y América del Norte (FAO, 2003). Por lo cual, se
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evaluo las concentraciones por valor 2 al rango intercuartilico superior (Q4) (1.4mg/kg). El 26.0%
de las muestras presentan concentraciones = Qa4 (Figura 9).

La curva de frecuencias de la concentracion de FUM presentd una aproximacion normal (p
0.64). La concentracion media de FUM fue de 1.1mg/kg + 0.06 con intervalo de confianza al

95.0% de 0.93 a 1.2 mg/kg. La concentraciéon minima fue de 0.0mg/kg y la concentracién maxima
de 2.3mg/kg.

Q4
40 74.0% - 26.0%
35
30
25
20
15

10

Frecuencia (%)

0.0 0.4 0.8 1.2 1.5 1.9 2.3

FUM (mg/kg)

Figura 9. Frecuencia de la concentracion de fumonisina (FUM) en alimento comercial seco para perro en
el centro de México.

5.8.2. Ocratoxina
El 81.0% de las muestras presentaron concentraciones de OTA; ninguna de las muestras
sobrepasé el LMP en alimentos destinados para perros recomendado por las legislaciones de la
Unién Europea (European Commission, 2016). Por lo cual, se evaluo las concentraciones por el
valor = al rango intercuartilico superior (Q4) (1.9ug/kg). El 36.0% de las muestras presentan
concentraciones 2Qs (Figura 10).

La curva de frecuencias de la concentracion de OTA presentd una aproximacion normal (p
0.09). La concentracion media de OTA fue de 1.4ug/kg + 0.10 con intervalo de confianza al 95.0%

de 1.2 a 1.6pg/kg. La concentracion minima fue de 0.0ug/kg y la concentracion maxima de
3.0ugrkg.
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Figura 10. Frecuencia de la concentracion de ocratoxina (OTA) en alimento comercial seco para perro en
el centro de México.

5.8.3. Deoxinivalenol
El 95% de las muestras resultaron negativas a esta micotoxina y ninguna muestra sobrepaso el
LMP de deoxinivalenol en alimentos destinados para perros recomendado por las legislaciones

de la Union Europea (European Commission, 2016) y América del Norte (FAO, 2003) (Figura 11).
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Figura 11. Frecuencia de la concentracion de deoxinivalenol (DON) en alimento comercial seco para
perro en el centro de México.
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6 DISCUSION

6.1. AISLAMIENTO FUNGICO

Estudios informan que los contaminantes fungicos mas frecuentes presentes en el ACS para
perros son Aspergillus spp., Mucor spp. y Penicillium spp (Witaszak et al., 2019; Singh y
Chuturgoon, 2017; Btajet-Kosicka et al., 2014). Los géneros identificados en este estudio son
consistentes con los encontrados en estudios realizados en otros paises, donde se identificaron
los mismos géneros fungicos (Witaszak et al., 2019; Singh y Chuturgoon, 2017; Btajet-Kosicka et
al., 2014). también, se han encontrado recuentos de contaminacion fungica de moderados a altos
(hasta 10® UFC/g) en ACS. Solo 18 cepas de A. flavus obtenidas del alimento produjeron AF
(9.83+ 0.64ug/kg) en los medios de cultivo.

Aunque la informacion sobre la presencia de Aspergillus spp. y otra microflora fungica en
diversos ingredientes de la alimentacion humana es extensa, los estudios de esta contaminacion
en el ACS son escasos, a pesar de estar realizados con ingredientes similares. Ademas, estos
informes se refieren a la contaminacion del alimento completo, pero no se han informado
resultados de microflora toxigénica en los ingredientes del ACS (Witaszak et al., 2019; Hotda et
al., 2017; Singh y Chuturgoon, 2017; Bfajet-Kosicka et al., 2014).

6.2. CUANTIFICACION DE AFLATOXINAS

En este estudio se encontré que todos los alimentos presentaron concentraciones de AF. Se ha
informado que las formas naturales de AF y sus metabolitos se pueden encontrar en los
ingredientes utilizados para hacer ACS para perros. Los cereales son los ingredientes mas
comunes para la elaboracion de ACS y pueden contener altos niveles de contaminacion por AF,
lo que los convierte en las fuentes mas probables de contaminacion por aflatoxinas (Rodriguez
etal., 2019).

6.2.1. Asociacion entre el analisis bromatoldgico y la concentracion de aflatoxinas

La humedad gener6 un efecto en la proporcién de muestras que excedieron el LMP ya que se
observé tres veces mas el riesgo de presentar concentraciones por arriba del LMP en alimentos
con humedad >10% por lo cual coincidié con la mayor presencia de AF en los ACS.

Se ha informado que la temperatura y la actividad del agua éptimas para que los genes
reguladores de la ruta de biosintesis de AF alcancen su maxima expresion son 28-30°C y 0.96-
0.99, respectivamente, aunque el rango de producciéon de AF es muy amplio (Chiewchan et al.,
2015). Por lo tanto, si el sustrato se rehidrata durante condiciones de almacenamiento

inadecuadas, las concentraciones de AF pueden aumentar.
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En este estudio se encontrd que un alto porcentaje (19.4%) de los alimentos con humedad
>10% tenian un alto contenido de AF. Se sugiere que el resultado podria atribuirse a que cuando
la materia prima extruida para la formulacion de ACS presenta un exceso de contenido de
humedad relativa (20-25%) en la etapa inicial del proceso y se reduce por secado (8-10%), solo
se inhibe el crecimiento de las formas vegetativas de la microflora fungica, pero las esporas y
micotoxinas producidas dentro del material procesado permanecen estables (Chiewchan et al.,
2015).

6.2.2. Asociacion entre los ingredientes y la concentracion de aflatoxinas

Los resultados de este estudio muestran que hubo mayor contaminacion por AF en presencia de
trigo lo que se atribuye a que la contaminacion ocurrio en varias etapas de la produccion, como
la floracién, la cosecha, el procesamiento o el almacenamiento de cereales (Ott et al., 2020).

Los cereales suelen estar integrados en los alimentos para perros, especialmente maiz,
sorgo, arroz, trigo y cebada. Estos ingredientes son ampliamente utilizados como fuente de
carbohidratos, fibra, proteinas, grasas, minerales y vitaminas (Macias- Montes et al., 2020);
asimismo se incluyen por su bajo costo y valor nutricional aceptable; ademas de esto, no afecta
la palatabilidad y digestibilidad de los nutrientes (Tegzes et al., 2019).

La contaminacién por AF en el trigo se presenta principalmente en la etapa de
postcosecha (Coppock, Christian y Jacobsen, 2018). Se ha informado que el grano mal secado
con contenido de humedad superior al 14 % y almacenado a temperaturas > 20° C pueden
contaminarse potencialmente con AF ya que las condiciones inadecuadas de almacenamiento y
transporte pueden reactivar los hongos y provocar la contaminacién después del secado
(Chiewchan et al., 2015).

Este estudio encontré que la mayoria de los alimentos que contenian trigo presentaron
contaminacién de AF por encima del LMP. Lo que sugiere que la contaminacion por AF puede
ser inevitable en los alimentos con presencia de cereales a pesar de los esfuerzos para controlar
la contaminacioén en el campo y durante el almacenamiento (Wan, Chen y Rao, 2020).

Estos datos sugieren que se presenté un efecto en los alimentos que tuvieron harina y aceite de

pescado en la estimacioén de AF y la proporcion que excedieron el LMP.
Se ha informado que el aceite de pescado es una rica fuente de EPA (acido eicosapentaenoico),

DHA (acido docosahexaenoico) y n-3 FA (acidos grasos omega-3) que se integra como

complemento en los alimentos para perros; y la harina de pescado es un producto resultante de
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la coccion, prensado, deshidratacion y molienda de pescados enteros o subproductos que se
utilizan como fuente alternativa de proteina (Dillon et al., 2021).

En este estudio se encontré que un alto porcentaje (19.0%) de los alimentos que contenian
harina y aceite de pescado presentaron concentraciones mayores de AF, lo que coincide con la
idea sugerida de que el resultado podria atribuirse a que la temperatura y la humedad de
almacenamiento son factores clave en la contaminacion con AFB+ (Alshawabkeh et al., 2015).
Por lo cual, para garantizar la calidad de estos ingredientes, debe haber un manejo adecuado en
el empaque para asegurar la proteccion del producto contra la contaminacion por AF (Shad,
Ghavami y Atungulu, 2019).

Los resultados de este estudio mostraron una asociacion protectora de los fungicidas contra las
AF ya que se encontré un bajo porcentaje (6.5%) de los alimentos que tenian un alto contenido
de AF por encima del LMP.

Por lo cual coincide con la idea sugerida de que son un meétodo utilizado para prevenir la
formacion de AF ya que los fungicidas se utilizan como inhibidores de la microbiota fungica
basados en una amplia variedad de compuestos quimicos como los acidos benzoico, acético,
sorbico y propionico que inhiben el crecimiento de los hongos acidificando su contenido

citoplasmico (Atungulu et al., 2018).

Se presentd una asociacion protectora de los secuestrantes minerales contra las AF ya que se
encontré un bajo porcentaje (7.0%) de los alimentos que tenian un alto contenido de AF por
encima del LMP; por lo tanto, la biodisponibilidad de AF se puede disminuir mediante el uso de
compuestos que reducen su absorcion gastrointestinal.

Se ha informado que los compuestos secuestrantes se utilizan ampliamente porque se
unen a la AF en el tracto digestivo de los perros a través de la quimisorcion B-dicarbonilo de la
AF, lo que reduce su absorcion intestinal. Ademas, los secuestrantes minerales mas utilizados
son algunos filosilicatos, como los aluminosilicatos hidratados de calcio y sodio, la bentonita y los
tectosilicatos o zeolitas. Se ha indicado que la bentonita se administra para absorber AF a través
del intercambio de cationes y grupos carbonilo, asi como la interaccion ion-dipolo (Di Gregorio, et
al., 2014); y la adsorcion de la zeolita surge de la interaccion del AF con el Ca?+ existente en su

superficie (Tomasevié-Canovié et al., 2003).
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6.3. CUANTIFICACION DE ZEARALENONA

En este estudio se encontrd que todos los alimentos presentaron concentraciones de ZEA. Se ha
informado que las formas naturales de ZEA se pueden encontrar en los ingredientes utilizados
para hacer ACS para perros. Los cereales son los ingredientes mas comunes para la elaboracién
de ACS y pueden contener altos niveles de contaminacion por ZEA, lo que los convierte en las
fuentes mas probables de contaminacion por aflatoxinas (Rodriguez et al., 2019).

6.3.1. Asociacion entre el analisis bromatolégico y la concentracion de zearalenona

Los resultados sugieren que hubo un efecto en la concentracion de ZEA en los alimentos que
presentaron mayor porcentaje de grasa (>12%) y en la proporcién de alimentos que excedieron
el LMP; por lo cual los alimentos con >12% de grasa coincidieron con la mayor concentracion de
ZEA en los ACS.

La grasa es un componente importante en los ACS para perros ya que es una fuente
concentrada de energia; sirve como precursor de prostaglandinas y otros eicosanoides; funciona
como portador de vitaminas liposolubles y mejora la palatabilidad a los alimentos. Sin embargo,
los ingredientes que aportan grasa de origen animal y vegetal pueden estar contaminados por
ZEA (EFSA, 2017). Por lo cual la incorporacion de los ingredientes contaminados presenta un
riesgo importante para la salud de perros (Kanber, 2022).

6.3.2. Asociacion entre los ingredientes y la concentracion de zearalenona

Los resultados de este estudio muestran que hubo mayor contaminacion por zearalenona en
presencia de maiz respectivamente lo que se atribuye a que la contaminacién ocurrié en varias
etapas de la produccién, como la floracién, la cosecha, el procesamiento o el almacenamiento de
cereales (Ott et al., 2020).

Los cereales suelen estar integrados en los alimentos para perros, especialmente maiz,
sorgo, arroz, trigo y cebada. Estos ingredientes son ampliamente utilizados como fuente de
carbohidratos, fibra, proteinas, grasas, minerales y vitaminas (Macias-Montes et al., 2020);
asimismo se incluyen por su bajo costo y valor nutricional aceptable; ademas de esto, no afecta
la palatabilidad y digestibilidad de los nutrientes (Tegzes et al., 2019).

El maiz es una alternativa de para la alimentacion de los perros. Sin embargo, se debe
considerar la contaminacion por ZEA en las materias primas para piensos. Por lo cual en diversos
estudios informan que la fabricaciéon de alimentos completos para perros debe tener un manejo
adecuado debido a la gravedad de la contaminacién por ZEA (Wu et al., 2016).

Este estudio encontré que la mayoria de los alimentos que contenian maiz, presentaron

contaminacion de ZEA por encima del LMP. Lo que sugiere que la contaminacién por ZEA puede
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ser inevitable en los alimentos con presencia de cereales a pesar de los esfuerzos para controlar

la contaminacioén en el campo y durante el almacenamiento (Wan, Chen y Rao, 2019).

También, los resultados muestran que hubo mayor contaminacién por ZEA en alimentos que
registraron leche y huevo en los ingredientes.

Se hainformado que la leche y los huevos se afiaden a la alimentacion de los perros como
fuente importante de proteinas y grasas; sin embargo, ZEN y sus metabolitos pueden excretarse
en la leche (Signorini et al., 2012) y en el huevo (Lee et al., 2016) que pueden contaminar estos
ingredientes que son utilizados en la fabricacion de los ACS (Molina et al., 2019).

Este estudio muestra que, aunque la mayoria de los alimentos no contenian leche y huevo,
hubo una diferencia significativa mayor de ZEA en los alimentos que presentaron estos
ingredientes.

El estudio sugiere que la contaminacién por ZEA en los alimentos para perros es debido
a que ZEA es ingerida y metabolizada por animales productivos donde podrian acumularse en
diferentes 6rganos y tejidos llegando a la cadena alimentaria a través de la carne, la leche o los
huevos (Alshannaq y Yu, 2017). Por lo tanto, la contaminacion representa un grave problema de
salud tanto para los animales de granja, animales de compafiia y para los consumidores

humanos.

Ademas, en este estudio se encontré un incremento de la concentracién de ZEA en alimentos
que contenian aceite vegetal.

Se ha informado que el aceite vegetal en los ingredientes para la elaboracién de los ACS
es importante para el perro ya que son fuente de energia, tienen propiedades antinflamatorias y
contribuyen a la formacién de membranas celulares y de hormonas. Sin embargo, ZEN tiene
propiedad lipofilica por lo cual se puede enriquecer con aceites vegetales, lo que contribuye
considerablemente a la exposicién general de esta micotoxina (Koch, Mauch y Riedel, 2022).
Se ha reportado concentraciones elevadas de ZEA en aceite de maiz y aceite de soja; por lo cual,
este estudio sugiere que el aceite de maiz en particular contribuyé de manera importante a la
exposicion de ZEA (Koch, Mauch y Riedel, 2022; Chang y col., 2020).
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7 CONCLUSION

En el presente estudio se detecté una contaminacion considerable por Aspergillus flavus
toxigénico, asi como una concentracién importante de aflatoxinas en la totalidad de las muestras
recolectadas en un muestreo aleatorio y representativo de alimento comercial seco para perro.
Estos hallazgos sugieren que se encuentra en riesgo la salud de los perros, el desarrollo
adecuado de su funcién zootécnica y también pudiera afectar a las ramas agroindustriales que
proveen este pienso, al alterar la inocuidad del producto y deteriorar su valor econémico y
nutricional. Los resultados del estudio indicaron que algunas caracteristicas bromatoldgicas y de
la formulacién empleada en la elaboracion de los ACS generaron mayor riesgo de contaminacion
por hongos y por micotoxinas; de lo anterior se deduce que es necesario disefar y aplicar
estrategias mas efectivas para verificar la inocuidad de los ingredientes y de los procesos
utilizados en la fabricacion del ACS. Ademas, debe fomentarse el establecimiento de niveles
maximos permisibles de AF especificos para el ACS y la investigacién sobre la exposicion

prolongada del perro a bajas concentraciones de micotoxinas.
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8 GLOSARIO

Absorcién: Proceso por el cual los toxicos cruzan las membranas celulares y entran en la
circulacion sanguinea o sistema linfatico.

Adsorcion: Proceso por el cual atomos, iones o moléculas son atrapados o retenidos en la
superficie de algun material en contra posicion de la absorcion que es un fenomeno de volumen.
Acido desoxirribonucleico (ADN): Molécula compleja, integrante de los cromosomas, que
almacena la informacion hereditaria en forma de variaciones en la secuencia de las bases de
purina y pirimidina; esta informacién se traduce en la sintesis de las proteinas, por lo que es
determinante de todas las caracteristicas fisicas y funcionales de las células y del organismo.
Aflatoxicosis: Intoxicacion producida por el consumo de sustancias o alimentos contaminados
con aflatoxinas.

Aflatoxinas: Micotoxinas producidas en pequefias concentraciones por hongos del género
Aspergillus spp., principalmente.

Agente oxidante: Agente quimico que en reacciones electroquimicas gana electrones,
provocando la oxidacion de otro agente quimico.

Aluminosilicatos: Es un material que contiene 6xido de aluminio y silice.

Bentonita: Arcilla de gran poder decolorante, de grano muy fino, del tipo de montmorillonita, que
contiene bases y hierro utilizada en ceramica.

Biotransformacion. Cualquier transformacién quimica de una sustancia producida por
organismos Vivos o por preparaciones obtenidas de éstos. Conversion de un quimico desde una
forma a otra por un organismo bioldgico.

Carcinogénico. Habilidad de una sustancia para causar cancer.

Citocromo Pa4so. Encontrado en la mitocondria adrenal y en los microsomas hepaticos, es una
cadena de transporte de electrones en la cual el componente terminal es el citocromo P450; este
sistema participa en la destoxificacion de sustancias extrafias por alterarlas para aumentar su
solubilidad y facilitar la excrecion. El término abarca un gran niumero de isoenzimas que son
codificadas por una superfamilia de genes. Término relacionado. monooxigenasa, oxidasas de
funcion mixta, reacciones de fase |.

Conidio o espora: Mitosporas asexuales, que se forman a partir de una célula conidiégena o
hifa fertil.
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Conidiéforo: Estructura de los hongos que se encarga de la produccién asexual de miles de
esporas llamadas conidios. Es una estructura morfoldgica caracteristica de los hongos
imperfectos.

Cuerpo fructifero: Esporocarpo multicelular de los hongos basidiomicetos y ascomicetos, sobre
la que se forman otras estructuras y se producen las esporas en el estado reproductivo del ciclo
de vida de los hongos.

Cromatografia liquida de alta presion (HPLC). Técnica utilizada para separar los componentes
de una mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las sustancias
analizadas y la columna cromatografica.

Detoxificacion: Es el acto de retirar la toxina de un producto téxico o contaminado.
Distribucion. Es el proceso durante el cual una sustancia quimica absorbida es transferida desde
su sitio de absorcion a otras areas del cuerpo.

Dosis letal media (DLso). Dosis, calculada estadisticamente, de un agente quimico o fisico
(radiacion) que se espera produzca la muerte del 50% de los organismos de una poblacion bajo
un conjunto de condiciones definidas.

ELISA (enzyme-linked immunosorbant assay). Es un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
para la cuantificacion de la presencia de un antigeno usando una enzima enlazada a un
anticuerpo para el antigeno.

Esclerocio: Masa compacta de micelio endurecido que contiene reservas alimenticias, capaces
de sobrevivir a condiciones ambientales extremas.

Fialide: Célula terminal de conidiéforo en forma de botella, que se une por su base a la métula.
Glutation reducido (GSH). Tripéptido no proteinico; es un antioxidante cuya funcion es la de
mantener la estabilidad de la membrana, reducir los factores de estrés oxidativo y las especies
de oxigeno reactivas que se producen a partir del proceso de peroxidacion de lipidos.
Hepatotéxico. Sustancia nociva para las células del higado.

Hifa: Filamento septado o no de tamafio microscopico, que reunido con otros filamentos forma el
cuerpo vegetativo de los hongos.

Hongo: Organismo eucariota que pertenece al reino fungi.

Intoxicacion. Proceso patoldgico, con signos y sintomas clinicos, causado por una sustancia de
origen exdégeno o endbgeno.

Isoenzimas (isoformas). Enzimas en un organismo que catalizan la misma reaccion, pero difieren

en estructura; estas diferencias pueden tener un rango de uno a varios residuos de aminoacidos.
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Metabolismo: Suma de todos los procesos quimicos y fisicos que tienen lugar en un organismo;
en sentido mas estricto, cambios fisicos y quimicos que sufre una sustancia en un organismo.
Incluye la incorporacion y distribucion en el organismo de los componentes quimicos, los cambios
(biotransformaciones sufridas) y la eliminacion de los compuestos y de sus metabolitos. Término
relacionado: biotransformacion.

Metabolito: Cualquier producto intermedio o final resultante del metabolismo. Término
relacionado: biotransformacion.

Métula: Célula de un conidiéforo que lleva las fialides.

Micotoxicosis: Trastornos en la salud de animales y personas producidos por la ingestion o
inhalacién de una o varias micotoxinas.

Micotoxina: Metabolito secundario toxico, de composicién variada, producidos por organismos
del reino fungi; suele referirse a sustancias toxicas producidas por hongos que afectan a animales
vertebrados en bajas concentraciones.

Mutagénico: Cualquier sustancia que puede inducir cambios heredables (mutaciones) en el
genotipo de una célula como consecuencia de alteraciones o de pérdida de genes o de
cromosomas o de parte de estos. Perturba a la secuencia de bases del ADN y causa una
mutacion; con frecuencia son quimicos, pero pueden también ser fuentes de energia tales como
la luz ultravioleta.

Proteina. Una macromolécula bioldgica compuesta de un arreglo lineal de aminoacidos unidos
por uniones peptidicas; las funciones de las proteinas en los procesos biolégicos incluyen
catélisis, transporte y almacenaje, movimiento, soporte mecanico, proteccién inmune, la
generacion y transmision de impulsos nerviosos y el control del crecimiento y diferenciacion.
Susceptibilidad: Condiciéon en la que existe una disminuciéon de la resistencia de un individuo
frente a determinada enfermedad o intoxicacion, y que se experimenta con dosis a exposiciones
inferiores a las habitualmente nocivas para el resto de la poblacion.

Teratogénico: Agente que por administracion a la madre en periodo prenatal induce
malformaciones estructurales o defectos en la descendencia.

Toxicidad: Capacidad para producir dafio a un organismo vivo, en relacion con la cantidad o
dosis de sustancia administrada o absorbida, la via de administracién y su distribucion en el
tiempo (dosis Unica o repetidas), tipo y severidad del dafio, tiempo necesario para producir este,

la naturaleza del organismo afectado y otras condiciones intervinientes.
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Resumen

El alimento comercial seco (ACS) para perro es una racion integral completamente

mezclada y troquelada con calor y presion para darle forma de croqueta. EI ACS esta

formulado con diversos ingredientes y subproductos agroindustriales de origen agricola

y pecuario. Se ha demostrado que la contaminacion por Aspergillus flavus y por

aflatoxinas (AFs) en los alimentos es un problema global que causa dafos a la salud

humana y animal. El objetivo fue evaluar la presencia de microflora fungica y la

contaminacién por AFs en el ACS. Se seleccion6 una muestra aleatoria (n=77) de ACS
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comercializado en Aguascalientes, México. Las muestras fueron procesadas y cultivadas
por diluciones seriadas, obteniendo aislados monosporicos, los cuales se caracterizaron
morfoldgica, toxigénica (HPLC) y molecularmente (PCR). La concentracion de AFs en
ACS se cuantifico por HPLC. En el 48.0% de ACS se observé crecimiento fungico y 8.0%
superaron el limite maximo permisible (LMP=10%6 UFC/g). Se encontraron los géneros
Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Mucor, Alternaria y Fusarium (69.4, 12.9,9.4, 4.7,
1.7 y 1.1%, respectivamente). Todas las muestras de ACS mostraron contaminacion por
AFs (14.8+0.3 pg/kg) y el 11.8% excedio el LMP (20.0ug/kg) sugerido por la normatividad;
la contaminacién se asocio significativamente (p<0.05) con algunos ingredientes
empleados, humedad del ACS e inclusion de fungicidas y secuestrantes. Los resultados
obtenidos sugieren que el proceso de elaboracién del ACS no elimina completamente la
contaminacién por hongos ni por las AFs presentes en los ingredientes empleados para
su formulacion; en consecuencia, se trasladan al producto terminado poniendo en riesgo
la salud de los perros y la eficacia de la cadena alimenticia.

Palabras clave: Micotoxinas, Alimento seco, Fusarium, Zearalenona, Cadena
alimenticia.

Abstract

Commercial dry feed (CDF) for dog is a whole feed ration, completely mixed and die-cut
with heat and pressure to give it a croquette shape. ACS is formulated with various
ingredients and agro-industrial by-products of vegetable and livestock origin. Asperqgillus
flavus and aflatoxin (AFs) contamination in food has been shown to be a global problem
causing damage to human and animal health. The objective was to evaluate the presence

of fungal microflora and AFs contamination in CDF. A random sample (n=77) of CDF
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marketed in Aguascalientes, central Mexico, was selected. The samples were processed
and cultured by serial dilutions (rose bengal+chloramphenicol and Czapeck), obtaining
monosporic isolates, which were characterized morphologically, toxigenically (HPLC) and
molecularly (PCR). The concentration of AFs in CDF was quantified by HPLC. Fungal
growth was observed in 48.0% of CDF samples and 8.0% exceeded the maximum
permissible level (MPL=10"6 CFU/g). The genera Aspergillus, Penicillium, Cladosporium,
Mucor, Alternaria and Fusarium were found (69.4, 129, 94, 4.7, 1.7 and 1.1%,
respectively). All CDF samples showed AFs contamination (14.8+0.3 pg/kg) and 11.8%
exceeded the MPL (20.0pg/kg) suggested by the regulations; contamination was
significantly associated (p<0.05) with some ingredients used, relative humidity of the ACS
and inclusion of fungicides and sequestrants. The results obtained suggest that the ACS
manufacturing process does not eliminate fungal contamination or AFs present in the
ingredients used for its formulation; consequently, they are transferred to the finished
product, putting the health of the dogs and the efficiency of the food chain at risk.

Key words: Mycotoxins, Dry food, Fusarium spp., Zearalenone, Food chain.

Introduccion

El alimento comercial seco (ACS) para perro es una racidon integral completamente
mezclada y troquelada mediante calor y presion en forma de croqueta; esta compuesto
por diversos productos y subproductos agroindustriales de origen agricola y pecuario, por
lo que son importantes como una salida frecuente de las cadenas de suministro
agroindustrial 2. En México se ha popularizado el uso de ACS como un soporte para la
integracion del perro al estilo de vida urbana y por la diversidad de formulaciones

nutricionales disefiadas para satisfacer tanto las necesidades raciales y etarias de los
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animales, como para absorber los subproductos ofertados por la agroindustria nacional.
En Meéxico, el Consejo Nacional de Fabricantes de Alimentos Balanceados y de la
Nutricion Animal registra 22 fabricas que elaboran anualmente 1.3 miles de toneladas de
ACS @ lo cual se ve complementado con una oferta abundante de marcas
internacionales.

En la fabricacion del ACS se incorporan productos y subproductos agroindustriales de
diversa composicion bromatoldgica para cumplir sus requerimientos nutricionales @. La
calidad nutrimental y sanitaria de estos ingredientes se traslada a la formulacion final, por
lo que se ha senalado que ademas de amplias variaciones bromatoldgicas, el ACS
presenta riesgos de contaminacion por diversos agentes patégenos como los hongos
micotoxigénicos “®). La contaminacion fingica ocurre en varias etapas de la produccion
de los ingredientes vegetales, como la floracion, la cosecha, el procesamiento o el
almacenamiento de cereales; asi como también mediante la permanencia de los residuos
metabdlicos de las micotoxinas en la carne, los productos lacteos y en los huevos ©:7:8),
Los géneros fungicos toxigénicos mas frecuentes encontrados en los ingredientes que se
utilizan para formular de ACS son Aspergillus spp., Penicillium spp. y Fusarium spp. -
Asi mismo, las micotoxinas mas frecuentes encontradas en los ingredientes alimenticios
son las aflatoxinas (AFs), por lo que la presencia de estas micotoxinas representa un
factor de riesgo para la salud de los animales y pérdidas econdmicas para la agroindustria
porque reduce el valor nutricional del producto alimenticio (+-5).

La intoxicacion de los perros por AFs ocasiona alteraciones hemodinamicas, digestivas
y nerviosas, asi como cambios en la bioquimica y capacidad de coagulacion de la sangre

de los perros, los cuales son especialmente sensibles a las AFs porque naturalmente
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tienen una actividad reducida de la enzima glutation S transferasa (GST), primordial para
la ruta de detoxificacion de xenobidticos (2. Aunque no existen limites maximos
permisibles (LMP) especificos para AFs en el ACS para perro ©), se ha sugerido emplear
los LMP establecidos para los alimentos destinados a otros animales de granja (13,
especialmente los niveles adoptados por las legislaciones locales, tomando en
consideracion los lineamientos del Codex Alimentarius o de la Comunidad Europea (20 6
5.0 ug/kg, respectivamente) (13.14),

Los informes de brotes de formas clinicas por intoxicacion de AFs en perros son escasos,
pero su distribucion geografica es muy diversa: Ameérica del Norte, América Latina, Asia
y Africa 1517, Esto coincide con una distribucién mundial de los hongos toxigénicos tanto
en el ACS como en los ingredientes con que se elaboran (1819 Ademas, la forma de
expender el ACS en bolsas o sacos usualmente grandes permite potenciar la
concentracion de AFs, debido a que el perro debe ingerir todo el contenido que se
encuentra en cada bolsa, pero las esporas y las toxinas fungicas son resistentes al
proceso de fabricacidon 9. En sintesis, la presencia de hongos toxigénicos y sus toxinas
puede considerarse un grave problema para que el perro pueda desarrollar
adecuadamente su funcion zootécnica como animal de compania, guardian o deportivo,
asi como un area de oportunidad para la agroindustria nacional e internacional. Por lo
anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar la presencia de microflora fungica y la

contaminacién por AFs en el ACS para perro.
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Materiales y métodos

Diserio del estudio

El estudio se realizé en Aguascalientes, México (22°27'35- 21°37'20" N; 101°50'07" -
102°52'27" O). El clima es semiseco con temperatura media anual de 18 °C; con una
precipitacion pluvial media de 526 mm y el periodo principal de lluvias en verano ?'. Se
obtuvo una relacién de centros comerciales, tiendas de mascotas, veterinarias y tiendas
de abarrotes que registraban el expendio de ACS y se realiz6 una visita a para obtener
informacion de las marcas y tipos que se vendian en los establecimientos. Se encontraron
un total de 145 tipos de ACS (Cuadro 1), los que fueron considerados como un marco de
muestreo. El tamafo de la muestra se calculé en 58 tipos de ACS mediante la formula
siguiente para estimar proporciones en una poblacion finita(®?):

_ NZ%pq
~ Nd? + Z?pq

n
Donde: n = Tamaio de muestra (58); N= Tamafo de la poblacién (145 tipos de ACS); Z
= Valor distribucion normal estandar (1.96); p = Prevalencia o proporcion esperada de la
contaminacién con Aspergillus spp. o con AFs en el ACS, se utilizé un valor de proporcion
p = 0.5, g =1-p; d = Precision deseada (maximo error = 0.10).
La seleccion de las muestras se realiz6 mediante la técnica de muestreo bola de nieve
(23); para lo cual se visitaron sucesivamente los establecimientos en orden alfabético y se
adquirieron muestras expendidas de ACS. La adquisicién del ACS se suspendié cuando

en tres comercios sucesivos se encontraron los mismos tipos que habian sido adquiridos

previamente. Finalmente, fueron adquiridos 77 tipos diferentes de ACS (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Caracteristicas del alimento comercial seco para perro comercializados en el
centro de México

Oferta Muestreo Proteina Humedad Fibra Precio

Tipo de alimento (N)  (n) (WN%) (min.%) (méax.%) (méax.%) *US$/kg(EE)

Origen
Nacional 120 64 533 24.0 11.0 4.0 3.9 +0.24
Internacional 25 13 520 26.0 11.0 4.0 5.92+0.92
Clasificacion comercial
Estandar 87 52 598 22.0 12.0 5.0 2.6°+0.17
Premium 58 25 43.1 27.0 11.0 4.0 7.7 £0.37
Prescripcion (Edad)
Cachorro 55 27 491 27.0 11.0 4.0 5.12+0.45
Adulto 90 50 556 22.0 11.0 4.0 3.7°+0.30
Prescripcion (Talla)
General 72 43 597 22.0 12.0 5.0 2.22+0.10
Especifica 73 34 46.6 26.0 11.0 4.0 6.82+0.39
Total 145 77 531

*Precio en dolares americanos de referencia (www.banxico.org.mx: enero 2020)
a Medias con diferente literal muestran diferencias significativas (p< 0.05)

La clasificacion del tipo de ACS se registré de acuerdo con la prescripcion (edad vy talla)
y comercial (estandar y premium) declarada por el fabricante. La composicion de los ACS
fue registrada a partir de la informacién nutricional informada por el fabricante para
identificar los ingredientes empleados. Se clasificaron los ACS por la presencia o
ausencia de cereales, oleaginosas, aceite vegetal, leguminosas tubérculos, subproductos
de origen animal, fungicidas e ingredientes con capacidad secuestrante y tipo de ACS.
Manejo de las muestras

Las muestras se secaron en una estufa con circulacion forzada de aire y se pulverizaron
(500-800 pm) en un molino universal de funcionamiento continuo y fueron almacenadas
dentro de bolsas selladas en refrigeracion (4-5 °C) hasta su procesamiento (<2 semanas).
El aislamiento fungico se realiz6 la técnica de placas de dilucion en serie para el recuento
de colonias fungicas en el ACS. Las muestras de diluyeron (10~', 1072, 103y 10™4) y las

siembras se realizaron en agar rosa de bengala + cloranfenicol y Czapeck. El periodo de
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incubacion en la oscuridad fue entre 27-30 °C durante siete dias ?¥. Se hicieron
preparaciones de las colonias flngicas con tincion azul de algodén con lactofenol 9. La
identificacion de los aislamientos se hizo con las caracteristicas morfolégicas
macroscopicas y microscopicas (18.19.26),

Analisis molecular

La extraccion de ADN gendmico se obtuvo de aislamientos monospoéricos congruentes
con la morfologia de A. flavus. mediante métodos estandarizados previamente 7). Se
uso la técnica de electroforesis en gel de agarosa (1%) para verificar la calidad del ADN
obtenido. Las muestras de ADN se depositaron en el gel con buffer de carga (Platinum™
Il Green PCR Buffer 5X Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) y se colocaron
en una camara elecroforética con buffer de carga (TAE 1, 95 voltios, 40 min). Las bandas
resultantes se observaron en un fotodocumentador de imagenes con el software Quantity
One (version 4.6.7.).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizé para amplificar los fragmentos
de ADN gendmico en la region de los espaciadores internos de la transcripcion (ITS1-
5.8S-ITS2- RNAr), el gen de la calmodulina (CaM) y el gen iniciador de la via biosintética
de la aflatoxina (aflR) siguiendo los protocolos descritos previamente %829 Se emplearon
los siguientes iniciadores para ITS1, ITS4;, CMDA7-F, CMDAS8-R; aflR-F, aflR-R: 5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’, 5-TCCTCCGCTTATTGATATG -3’ 5'-
GCCAAAATCTTCATCCGTAG-3’, 5-ATTTCGTTCAGAATGCCAGG-3; 5-
GGGATAGCTGTACGAGTTGTGCCAG-3", 5-TGGKGCCGACTCGAGGAAYGGGT-3’

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
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Para la amplificacion se utilizd la enzima Tag-polimerasa Platinum Green Hot Start PCR
2X Master Mix (Thermo Fisher Scientific) y las reacciones de amplificacidon se realizaron
en un termociclador. La calidad de los productos de PCR (ITS, CaM y AfIR) se verificd
mediante la técnica de elecroforesis en gel de agarosa al 1%. En el primer carril del gel
se incluyd una escalera con marcador de peso molecular (1.0 yL escalera de ADN de
100 pb, 0.5 pg/ L. Invitrogen ADN Ladder) junto con 1.0 uL del buffer (BlueJuice Gel
Loading Buffer 10X). Las bandas se visuaizaron en el fotodocumentador de imagenes
con el software Quantity One (version 4.6.7.). Los productos de PCR se purificaron con
el reactivo de limpieza ExoSAP-IT PCR Product Cleanup (Afflymetrix, Thermo Fisher
Scientific Inc. Santa Clara, California, EUA).

Cuantificacion de Micotoxinas

La cuantificacidon de la concentracidén de AFs se realizé por duplicado de acuerdo con el
método oficial AOAC 990.33(%). EI contenido de las AFs se extrajo utilizando tubos de
fase sdlida (SPE; SupelcleanTM LC-18 SPE tube, Sigma-Aldrich, USA), metanol:agua,
acido acético, tetrahidrofurano (THF) y hexano. La derivatizacion de los extractos se
realizd con acido trifluoroacético; se inyectdé en un sistema de HPLC con detector de
fluorescencia (Varian Pro Star binary pump; FP detector 2020, Varian Associates Inc.,
Victoria, Australia), columna C18 y protector de columna (LC- 18 and LC-18; Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Las estimaciones de AFs se obtuvieron con ayuda
de un software (Galaxie Ver. 1.9.302.530) y las concentraciones se calcularon utilizando
curvas estandar de AFs purificadas (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA).

El ACS también se analiz6 segun las instrucciones del fabricante para las micotoxinas

siguientes: zearalenona (ZEA), ocratoxina (OTA), fumonisinas (FUM) y deoxinivalenol
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(DON) mediante analisis de ELISA indirecta (Ridascreen Fast: Zearalenon R5502,
Fumonisin R5602, Ochratoxin A R5402, Deoxynivalenol R5902, R-Biopharm, Alemania).
Analisis estadistico

Los datos fueron analizados aplicando una prueba de normalidad con el método de
Kolmogorov-Smirnov a un nivel de confianza del 95%. La comparacion de las medias
muestrales para cada variable se realiz6 mediante la prueba de Tukey (HSD) con un
software estadistico (Statgraphics Centurion, versiéon 16.1.03). Para identificar el riesgo
de superar el LMP establecido para la concentracién de AFs se realizé la prueba de Chi-
cuadrada (x?) de la razén de probabilidades o razén de momios (RM), calculando la
porcién de ACS que excedié el LMP para la concentracion de AFs y que estuvo expuesta
a un factor especifico (formulacidén con la inclusion de cereales, oleaginosas, aceite
vegetal, leguminosas, tubérculos, subproductos de origen animal, fungicidas e
ingredientes con capacidad secuestrante y tipo de ACS) dividida entre la porcién de ACS
que excedio el LMP para la concentracion de AFs pero que no estuvo expuesto a ese
factor especifico. En todos los analisis se considerd un nivel de probabilidad de p < 0.05.

Resultados

La mayoria de los ACS adquiridos (82.8%) fueron elaborados por fabricantes nacionales,
mientras que el 17.2% fueron ACS elaborados por marcas comerciales internacionales
(Cuadro 1). Se encontr6 que poco mas de la mitad de las muestras de ACS (41/77 = 53.2
%) presentd contaminacion fungica, mientras que el 7.8 % (6/77) contenian una
concentracion de hongos superior a los niveles maximos recomendados (10% UFC/g). Se
obtuvieron un total de 85 aislamientos fungicos purificados, los cuales el mostraron

caracteristicas morfolégicas correspondientes con los principales géneros toxigénicos
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siguientes (Figura 1): Aspergillus spp. (69.4 %), Fusarium spp. (1.1 %) y Penicillium spp.
(12.9 %). También se identificaron aislados con morfologia correspondiente a los géneros
Cladosporium spp., Mucor spp. y Alternaria spp (9.4, 4.7 y 1.7 %, respectivamente).

Figura 1. Estructura morfolégica macroscopica y microscopica (40x) de los aislados

monosporicos. Paneles: A) Aspergillus spp., B) Fusarium spp., C) Penicillium spp., D)
Aspergillus spp., E) Fusarium spp. y F) Penicillium spp.

De los aislados Aspergillus spp., el 40.7% (24/59) correspondieron a la morfologia de A.
flavus (19); en el 75.0% (18/24) de los aislamientos de A. flavus demostrd in vitro la
capacidad de produccion de aflatoxinas (9.8 + 0.64 pg/kg en 7 dias) y también expresaron

los genes CaM y aflR y la region ITS (Figura 2) mediante el analisis de PCR.
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR. Panel A:
amplificacion de la region de espaciadores internos de la transcripcion (ITS). Panel B:
amplificacion de Calmodulina (Calm). Panel C amplificacion del gen iniciador de la via
biosintética de la aflatoxina (aflR). Marcador de peso molecular en pares de bases (ITS,
Calmy aflR: 600-800, 468 y 796 pb).

Todas las muestras de ACS presentaron concentraciones detectables de AFs (Figura 3).
La frecuencia de la concentracion de AFs presento una aproximacion normal (p=0.14); la
concentracion minima fue de 8.6 ug/kg y concentracién maxima de 22.2 ug/kg; se estimé
una concentracion media de 14.8 + 0.3 pg/kg, con intervalo de confianza al 95.0% de
14.2-15.4 pg/kg. También se detecté que aproximadamente uno de cada diez (11.8 %)

de los ACS analizados sobrepaso el LMP de AFs recomendado por la mayoria de las
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legislaciones de paises de América para el uso de cereales (20 pg/kg) @', mientras que
todos los ACS rebasaron las recomendaciones europeas (5.0 pg/kg) (4.
Figura 3. Frecuencia de la concentracion de aflatoxinas (AFs) en alimento comercial seco

para perro en el centro de México. (MPL maximum permissible level) LMP, Limite maximo
permisible: America (20 pg/kg); Union Europea (5.0 pg/kg).
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Las concentraciones de OTA, FUM y DON (datos no mostrados) estuvieron por debajo
de los limites de deteccidn; mientras que las concentraciones estimadas de ZEA (228 +
13.8 pg/kg) en ningun caso sobrepasaron el LMP (400 ug/kg) que se sugiere para regular
esta micotoxina @"). En este estudio no se observo diferencia significativa (p > 0.05) entre
la concentracion de AFs las caracteristicas generales del ACS, como el origen, la
clasificacion comercial (estandar o premium) ni la prescripcion por edad o talla del perro;
tampoco se detectd alguna asociacion estadistica que permitiera identificar estas
caracteristicas como factores de riesgo que generen concentraciones por arriba del LMP

(Cuadro 2).

123



Cuadro 2. Asociacion entre las caracteristicas del alimento comercial seco para perro y
la concentracién de aflatoxinas
Media +EE >LMP Valor P

Tipo de alimento (n) (ug/ka) (%) 0d) RM
Origen
Nacional 64 15.02 +0.32 12.5 0.49 1.71
Internacional 13 13.92 +0.61 7.7
Clasificacion comercial
Estandar 52 15.12 0.34 11.5 0.93 0.95
Premium 25 14.22 +0.50 12.0
Prescripcion (Edad)
Cachorro 27 15.02 +0.48 18.5 0.05 2.6
Adulto 50 14.7% +0.35 8.2
Prescripcion (Talla)
General 43 15.32 +0.38 14.0 0.32 1.7
Especifica 34 14.22 +0.42 8.8

* Medias con diferente literal muestran diferencias significativas (p< 0.05)
Abreviaturas: EE: Error estandar; LMP: Limite Maximo Permisible (20 pg/kg); P(x?): Prueba chi-cuadrado
(<0.05); RM: Raz6n de momios

La concentracion promedio de AFs en los ACS presentd diferencias significativas
asociadas con caracteristicas del ACS y con los ingredientes empleados. El ACS con
humedad mayor a 10 % mostr6é una concentracion estimada de AFs significativamente
mayor (p < 0.05) en comparacién a la en los ACS que contenian humedad menor.
También se detectd un riesgo significativo (RM x? p< 0.05) tres veces mayor de encontrar
concentraciones por arriba del LMP en aquellos ACS que registraron humedad mayor a
10% (Cuadro 3) en relacion con los ACS que tenian humedad menor 10 %. Aunque se
detect6 un mayor riesgo también para los ACS que en su formulacion contenian una
mayor concentracion de proteina, grasa y cenizas (>22, >12 y >7%, respectivamente), la

asociacion estadistica no fue significativa (p > 0.05).
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Cuadro 3. Asociacion entre el analisis bromatolégico del alimento comercial seco para
perro y la concentracion de aflatoxinas

e Media +EE >LMP Valor P
Caracteristica (n) (ug/ka) (%) 6A) RM
Humedad relativa
>10% 31 1742 +0.36 194 0.01 3.4
<10% 46 13.0° +0.29 6.5

Proteina
>22% 47 14.92 +0.36 14.9 0.12 2.5
<22% 30 14.72 +0.46 6.7

Grasa
>12% 22 14.92 +0.53 18.2 0.11 2.2
<12% 55 14.82 +0.34 9.1

ELN
Presente 47 1442 +0.52 12.8 0.78 1.1
Ausente 107 15.02 +0.34 11.2

Fibra
>4% 30 15.22 +0.46 13.3 0.61 1.3
<4% 47 1452 +0.36 10.6

Ceniza
>7% 38 15.52 +0.40 15.8 0.11 2.3
<7% 39 15.12 +0.39 7.7

* Medias con diferente literal muestran diferencias significativas (p< 0.05)
Abreviaturas: EE: Error estandar; LMP: Limite Maximo Permisible (20 pug/kg); P(x?): Prueba chi-cuadrado
(<0.05); RM: Razén de momios; ELN: Extracto Libre de Nitrégeno.

La concentracion promedio de AFs en los ACS que contenian trigo fue significativamente
mayor (p< 0.05) en comparacion a la concentracion estimada de AFs en los ACS que no
utilizaron este ingrediente (Cuadro 4). Sin embargo, al calcular el riesgo de exceder el
LMP no hubo una asociacion significativa (p> 0.05) entre la proporcion de los ACS que
contenian trigo y los que no lo incluyeron en su formulacion. No se observo diferencia
significativa (p> 0.05) entre las medias de concentracion de AFs en presencia o ausencia
de algun subproducto de origen animal en los ACS (Cuadro 4). Sin embargo, si se detect6
una asociacion significativa (p < 0.05, x?) en la proporcion de ACS que excedieron el LMP
entre los ACS que presentaron en su formulacidn harina y aceite de pescado, en

comparacion con los que no los incluyeron; por lo cual el riesgo (RM) de encontrar
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concentraciones por arriba del LMP fue mas tres veces que en los ACS que registraron

ausencia de los ingredientes. La totalidad de las muestras adquiridas emplearon harina

de carne y hueso en la formulacién del ACS, por lo que no se pudo establecer ninguna

asociacion con estos ingredientes.

Cuadro 4. Asociacion entre la concentracion de aflatoxinas y la inclusion de alimentos y
subproductos agroindustriales en alimento comercial seco para perro

Media *EE

>LMP

Valor P

Ingrediente (n) (ug/ka) (%) ?) RM

Trigo
Presente 47 1552 +0.35 12.8 0.60 1.3
Ausente 30 13.8° +0.44 10.0

Cebada
Presente 22 1552 +0.53 18.2 0.11 2.2
Ausente 55 1452 +0.33 9.1

Maiz
Presente 55 15.02 +0.34 9.1 0.11 0.45
Ausente 22 14.32 +0.53 18.2

Arroz
Presente 38 15.22 +0.40 13.2 0.57 1.4
Ausente 39 1442 +0.40 10.3

Oleaginosas
Presente 27 1512 +0.48 14.8 0.37 1.6
Ausente 50 14.68 %0.35 10.0

Aceite vegetal
Presente 38 14.82 +0.41 13.2 0.57 1.3
Ausente 39 14.82 +0.40 10.3

Leguminosas
Presente 49 14.82 +0.36 12.2 0.77 1.1
Ausente 28 14.82 +0.47 10.7

Tubérculos
Presente 45 14.92 +0.37 13.3 0.45 1.5
Ausente 32 14.78 +0.44 9.4

Huevo y leche
Presente 27 1512 +0.48 18.5 0.05 2.6
Ausente 50 14.72 +0.35 8.0

Harina y aceite de pescado
Presente 31 15.32 +0.45 194 0.01 3.4
Ausente 46 1452 +0.37 6.5

* Medias con diferente literal muestran diferencias significativas (p< 0.05)

Abreviaturas: EE: Error estandar; LMP: Limite Maximo Permisible (20 pg/kg); P(x?): Prueba chi-cuadrado

(<0.05); RM: Razon de momios
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Los ACS que contenian fungicidas o agentes secuestrantes minerales de micotoxinas
mostraron concentracion media de AFs significativamente menor (p< 0.05) en
comparacion a la concentracién estimada de AFs en los ACS donde no fueron incluidos
estos aditivos (Cuadro 5). Ademas, se detectdé una asociacién protectora significativa (p<
0.05, x?) al comparar la proporcion de ACS que excedieron el LMP pero que no incluyeron
estos componentes y aquellos que si los agregaron a su formulacién, por lo cual el riesgo
(RM) de presentar concentraciones por arriba del LMP fue menor que en los ACS que
incluyeron fungicidas o agentes secuestrantes.

Cuadro 5. Asociacion entre la inclusion de fungicidas y agentes secuestrantes con la
concentracion de aflatoxinas en el alimento comercial seco para perro

. Media * EE >LMP Valor de P
Ingrediente (n) (ug/ka) (%) %) RM
Fungicidas
Presente 46 13.52 +0.33 6.5 0.01 0.29
Ausente 31 16.7° +0.40 19.4

Adsorbentes organicos
Presente 43 14.72 %£0.38 9.3 0.30 0.59
Ausente 34 1492 +£0.43 14.7

Secuestrantes minerales
Presente 43 13.92 +0.36 7.0 0.04 0.35
Ausente 34 15.9° +0.41 17.7

* Medias con diferente literal muestran diferencias significativas (p< 0.05)
Abreviaturas: EE: Error estandar; LMP: Limite Maximo Permisible; P(x?): Prueba chi-cuadrado (<0.05);
RM: Razén de momios

Discusién
El alimento comercial seco o croqueta ha representado un elemento clave para la
incorporacion de los perros al estilo de vida urbano y también ha representado un
importante mercado para muy diversas cadenas agroindustriales 2. Al igual que en otros
productos de origen agricola y animal, la contaminacion por microflora fungica y por

micotoxinas es practicamente inevitable ®). En el presente estudio se detectd la
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contaminacién por Aspergillus flavus toxigénico en un tercio (18/77 = 31.2 %) de una
muestra aleatoria de ACS, asi como una concentracion detectable de aflatoxinas en la
totalidad de las muestras; ademas, el 11.8% de los ACS rebasaron el limite maximo
permisible de AFs (20.0 ug/kg) sugerido por la normatividad '), En nuestro conocimiento,
este hallazgo no ha sido reportado previamente en México y es importante, porque la
contaminacién por AFs pone en riesgo la salud de los perros y el desarrollo adecuado de
su funcién zootécnica (compaiiia, guardia, trabajo, etc.) por el que son criados ©?). asi
como también afecta econdmicamente a las ramas agroindustriales que proveen los
ingredientes, al alterar la inocuidad del producto y deteriorar su valor econémico y
nutricional.

En este estudio se encontré6 que los ACS presentaron concentraciones bajas a
moderadas de otras micotoxinas. Los niveles de OTA, FUM y DON se estimaron por
debajo de los limites de deteccidon. La concentracién de ZEA alcanzé concentraciones
cercanas a la mitad (57.0 %) del nivel maximo permisible empleado en los paises
europeos que regulan esta micotoxina (400 ug/kg) @"; sin embargo, este hallazgo de
ausencia de concentraciones importantes de micotoxinas diferentes a las AFs no
garantiza que dichos contaminantes no pudieran estar presentes en otras circunstancias,
porgue las micotoxinas son contaminantes usuales en los cereales que se emplean como
ingredientes comunes en la fabricacion de alimento para perros 3; lo anterior sugiere
que la fabricacion de ACS debe tener un manejo adecuado debido a la gravedad de la
contaminacion por micotoxinas ©4),

Aunque la informacion sobre la presencia de A. flavus y AFs en diversos ingredientes de

la alimentacidon humana es extensa, los estudios de contaminacion en el ACS son
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escasos, a pesar de estar formulados con ingredientes similares. En este estudio,
Aspergillus spp., fue el género detectado con mayor frecuencia (69.4%) en el ACS, lo
cual concuerda con diversos autores (1":3% que identificaron en otros paises los mismos
géneros fungicos contaminantes del ACS para perro. En el presente estudio se encontro
microflora fungica en el 53.2 % de las muestras y el 7.8 % rebasé la concentracion
maxima de hongos (5000 UFC/g) sugerida como maxima permisible (3¢). La confirmacion
de la identidad de los aislamientos con morfologia de A. flavus se logr6 mediante la
amplificacion de los genes y regiones geénicas (ITS, CaM y afIR) lo cual se ha propuesto
como un codigo de barras predeterminado para la identificacion de estos hongos con la
capacidad de produccion de AFs 738 Estos hallazgos sugieren que la persistencia de
formas activas de los hongos con capacidad toxigénica significa un riesgo adicional, ya
qgue si los procesos usuales de elaboracién de la croqueta no son capaces de destruir la
microflora fungica, cuando cambian las condiciones ambientales (actividad del agua y
temperatura) por apertura de los sacos donde se almacena el producto terminado, las
esporas y esclerocios del A. flavus pueden originar formas vegetativas nuevas con
capacidad de utilizar los sustratos alimenticios, producir aflatoxinas e incrementar la
concentracion preexistente en el ACS 9. Ademas, la cantidad usual de ACS contenido
en el saco es suficiente para una duracién de varios dias o0 semanas en las que el perro
tiene que consumir todo el material, independientemente de su calidad e inocuidad.

En este estudio se encontrd una asociacion significativa entre algunas caracteristicas del
ACS y la concentracion detectada de AFs, lo cual fue reforzado con la estimacion del
incremento en el riesgo de sobrepasar el LPM. Especialmente la humedad relativa

superior al 10% mostré tres veces mas el riesgo de presentar concentraciones por arriba
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del LMP en comparacion con alimentos con una humedad relativa inferior (Cuadro 3).
Este hallazgo coincide con otros estudios que informan que la actividad del agua presente
en la matriz alimenticia es un factor relevante para la expresion de los genes reguladores
de la ruta de biosintesis de AFs “9. Por lo que, si el sustrato contiene mayor humedad o
se rehidrata durante su almacenamiento, las concentraciones de AFs pueden aumentar.
Este resultado podria atribuirse a que la materia prima extruida para la formulacién de
ACS presenta en la etapa inicial del proceso un exceso de contenido de humedad relativa
(20-25%) y aunque se reduce por secado hasta niveles bajos (8-12%), solo se inhibe el
crecimiento de las formas vegetativas de la microflora fungica, pero sus esporas y
micotoxinas producidas dentro del material procesado permanecen estables “0)

Los resultados de este estudio también mostraron que hubo mayor contaminacion por
AFs en presencia de algunos componentes de la formula empleada en la fabricacion.
Especialmente, los ACS que contenian trigo o harina y aceite de pescado presentaron
concentraciones mayores de AFs y un mayor riesgo de sobrepasar el LMP. En el caso
de los cereales, la contaminacion se ha atribuido a la exposicidén de los cultivos en varias
etapas de la produccion (floracion, cosecha, transporte, procesamiento o
almacenamiento) (- 4041 Estos ingredientes son ampliamente utilizados como fuente de
carbohidratos, fibra, proteinas, grasas, minerales y vitaminas “?); por otra parte, la harina
y el aceite de pescado son productos resultantes del procesamiento de pescados enteros
o subproductos (coccion, prensado, deshidratacion y molienda) y constituyen una fuente
de proteina rica en acidos grasos de alto valor nutricional (acido eicosapentaenoico,
docosahexaenoico y omega-3) 3. Estos ingredientes se incluyen en las férmulas por su

bajo costo y porque mantienen un valor nutricional aceptable para la fisiologia del perro,
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ademas, su inclusién no afecta la palatabilidad y digestibilidad de los nutrientes 4. Lo
que sugiere que la contaminacion por AFs puede ser comun en los ACS con presencia
de cereales o subproductos de pescado “44%). Por lo cual, se debiera garantizar la calidad
de estos ingredientes, hacer un manejo adecuado y un manejo proceso eficaz del
producto terminado para asegurar la proteccion contra la contaminacion por AFs (46),
Los resultados de este estudio mostraron que los ACS que incluyeron fungicidas o
secuestrantes minerales en su formulacion tuvieron tanto una menor concentracion
media de AFs como un menor porcentaje de AFs por encima del LMP (p < 0.05) en
comparacion con los que no los incluyeron, lo cual sugiere una asociacion protectora de
estos agentes contra el riesgo de una contaminacion por AFs superior al LMP. Este
hallazgo coincide con la idea sugerida de que el empleo de los agentes fungicidas y
secuestrantes son métodos utiles para reducir los efectos toxicos de las AFs, ya que los
fungicidas tienen un efecto inhibidor del crecimiento de los hongos por acidificacion de su
contenido citoplasmico “7); mientras que los secuestrantes minerales ejercen su
asociacion protectora mediante la quimisorcion (3-dicarbonilo de las AFs, lo que reduce
su biodisponibilidad mediante absorcion gastrointestinal 48:49),

De forma sorpresiva, en este estudio no se encontré asociacion (p > 0.05) entre la
concentracion de AFs o la proporcidon que sobrepasaban el LMP sugerido por la
normatividad (Cuadro 2) contra algunas caracteristicas consideradas como evidencia de
calidad por los usuarios (alimentos premium, origen internacional o mayor precio). Lo
anterior sugiere que la confianza del consumidor se basa en otros criterios diferentes a
la inocuidad del ACS, como difusién mercadotécnica, supuesta asociacion entre calidad

y precio, palatabilidad o apariencia.
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Conclusién
En el presente estudio se detecté una contaminacion considerable por Aspergillus flavus
toxigénico, asi como una concentracion importante de aflatoxinas en la totalidad de las
muestras recolectadas en un muestreo aleatorio y representativo de alimento comercial
seco para perro. Estos hallazgos sugieren que se encuentra en riesgo la salud de los
perros, el desarrollo adecuado de su funcion zootécnica y también pudiera afectar a las
ramas agroindustriales que proveen este pienso, al alterar la inocuidad del producto y
deteriorar su valor econdmico y nutricional. Los resultados del estudio indicaron que
algunas caracteristicas bromatolégicas y de la formulacion empleada en la elaboracion
de los ACS generaron mayor riesgo de contaminacion por hongos y por micotoxinas; de
lo anterior se deduce que es necesario disefar y aplicar estrategias mas efectivas para
verificar la inocuidad de los ingredientes y de los procesos utilizados en la fabricacion del
ACS. Ademas, debe fomentarse el establecimiento de niveles maximos permisibles de
AF especificos para el ACS y la investigacion sobre la exposicidon prolongada del perro a
bajas concentraciones de micotoxinas.
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10.3. ANEXO C. TECNICA DE VACIADO EN PLACA POR DILUCION
Las muestras de croquetas previamente molidas se sembraron en medio de cultivo czapeck y
rosa de bengala agar.

Para la preparacion del medio rosa de bengala agar, se peso en una balanza semi analitica
(BBADAM PGW 453e, Adam Equpment, EUA) 26.6 g de extracto de malta (Bioxon®, BD Becton
Dickinson, EUA), 20 g de agar-agar (Bioxon®, BD Becton Dickinson, EUA) y 0.025 g de rosa de
bengala, se diluyeron en un litro de agua destilada; el preparado se agitd hasta su ebullicion.

La preparacion del medio czapeck, se pes6 en una balanza semi analitica (BBADAM PGW
453e, Adam Equpment, EUA) 49 g de medio de cultivo Czapeck (Bioxon®, BD Becton Dickinson,
EUA), se diluy6 en un litro de agua destilada; el preparado se agité frecuentemente hasta su
ebullicion.

Las preparaciones se esterilizaron en una autoclave a 15 libras de presion durante 15
minutos.

Los medios estériles se vaciaron en cajas petri estériles dentro de una campana de flujo
laminar vertical clase Il tipo A2 (LVC-180, LuministellMR, México); se limpid la superficie de la
campana con etanol al 75%, se introdujeron los medios de cultivo estériles, cajas de petri
estériles, marcador permanente, tijeras y se dejo el material dentro de la campana de flujo laminar
bajo luz ultravioleta (UV) durante 15 minutos.

Se vacié 15 ml de los medios en cada caja de petri, se dejo gelificar durante 20 minutos
dentro de la campana para posteriormente tapar los medios, se almacenaron en refrigeracion
hasta su uso.

Para la preparacion de peptona de caseina se pesé en una balanza semi analitica
(BBADAM PGW 453e, Adam Equpment, EUA) 1.0 g (Bioxon®, BD Becton Dickinson, EUA) y se
disolvié en un litro de agua destilada; se esterilizé en autoclave a 15 libras de presion durante 15
minutos, para obtener una solucion estéril de peptona de caseina al 0.1%; se conservd en
refrigeracion para su almacenamiento hasta su uso.

Se peso 10 g de las muestras molidas, se diluyeron en 90 ml de peptona de caseina al
0.1% para obtener una dilucién de 1:10; de la dilucién anterior se tomd 1 ml para depositarlo en
un tubo estéril con 9 ml de peptona de caseina al 0.1% para obtener una dilucién 1:100; de la
dilacion anterior se tomé 1 ml y se depositd en un tubo estéril con 9 ml de peptona de caseina al
0.1% para obtener la dilucion 1:1000; finalmente se tomd un 1 ml de la dilucién anterior y se
depositd en un tubo estéril con 9 ml de peptona de caseina al 0.1% para obtener una dilucion de
1:10000.
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De cada dilucion se sembraron 100ul en una caja petri con medio de cultivo rosa de bengala
y otra con medio czapeck, se utilizaron seis perlas de vidrio y vigorosamente se agitaron 20 veces
en diversas direcciones para esparcir sobre la superficie del agar los 100 pL; se retiraron las
perlas de vidrio, se sellaron las cajas previamente identificadas y se incubaron en la oscuridad a
27°C durante un periodo de 5 a 7 dias.

Las cajas se revisaron cada 24 horas hasta observar el crecimiento de las colonias y se

registraron en una bitacora.

10.4. ANEXO D. IDENTIFICACION DE LA ESTRUCTURA MORFOLOGICA MEDIANTE LA

PREPARACION DE TINCION AZUL DE ALGODON CON LACTOFENOL
Previamente a las preparaciones, se limpio la campana de extraccion con alcohol al 96%,

El material requerido fue portaobjetos, cubreobjetos, agujas de diseccion, tincion azul de algodon
con lactofenol y las colonias fungicas que crecieron.

Se dejo el material dentro de la campana y con luz UV durante 15 minutos; posterior al
tiempo, se tomoé una torunda con alcohol para limpiar y flamear con ayuda de un mechero el
portaobjetos en ambas superficies.

Las colonias fungicas que crecieron en las cajas petri se identificaron con un ndmero
consecutivo. Se colocd una gota de azul de algodén con lactofenol en el centro del portaobjetos
previamente desinfectado, con la aguja de diseccion se tomo una porcion de la colonia de interés
y se coloco sobre la gota del colorante, se extendid la preparaciéon con ayuda de otra aguja de
diseccion, se cubri6é con un cubreobjetos previamente esterilizado.

Las preparaciones se identificaron con nimero de la muestra a la que pertenecera la
colonia, numero de aislado, fecha de preparacion e iniciales de quien realizé la tincion.

Las preparaciones se observaron al microscopio optico (Carl Zeiss, Axiostar plus, EUA) y
se registraron en una bitacora.

Los aislados compatibles con morfologia Asperqgillus flavus se resembraron bajo las mismas
medidas de esterilidad en una caja de petri con medio de cultivo czapeck, para lograr su

purificacion.

10.5. ANEXO E. CUANTIFICACION DE AFLATOXINAS TOTALES POR LA TECNICA DE
ELISA INDIRECTA

De las muestras previamente molidas, se pesaron 5g de cada muestra en una balanza semi

analitica (BBADAM PGW 453e, Adam Equpment, EUA); se agregd 25ml de metanol al 70%; Se

141



agitd vigorosamente durante 3 minutos; se filtré el extracto a través de un papel filtro Whatman®
No.1y se diluyd 1 ml de la solucion filtrada con 1 ml de agua destilada.

Se colocaron los pocillos en el soporte de la microplaca para los estandares y las muestras
que se analizaron. Se agregé 50ul de los estandares y de las muestras a analizar en los pocillos
correspondientes, usando una punta nueva y estéril para cada estandar y cada muestra. Se
agrego 50ul del conjugado aflatoxina-enzima a los pocillos correspondientes; se agregaron 50yl
del anticuerpo anti-aflatoxina a los pocillos correspondientes, se mezclaron el contenido de la
microplaca suavemente y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. El contenido
de los pocillos se vacié en un recipiente, golpeando energéticamente en el marco del porta-
pocillos (tres veces consecutivas) sobre un papel absorbente limpio para asegurar la eliminacién
completa los restos liquidos.

Se lavaron los pocillos con 250l de tampdn de lavado utilizando una micropipeta multicanal
y se vaciaron los pocillos de la forma indicada anteriormente. Este paso se repitio tres veces
consecutivas.

Se agregd 100ul de sustrato/cromégeno a cada pocillo, mezclando el contenido de la
microplaca suavemente y se incub6 durante 5 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Se
agrego100pl de la solucion stop a cada pocillo y se mezclé el contenido de la microplaca
suavemente.

Finalmente, se leyo la absorbancia de cada muestra en un lector de microplacas a una
longitud de onda de 450 nm (Biotek ELx800TM, Bio Tek, EUA). Los resultados de las
absorbancias se registraron y se calcularan usando un software (Ridasoft Win version 1.8). La

concentracion de aflatoxinas se estim6é mediante una curva de calibracion (Figura 12).
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Y = -0.07080*X + 3.844
R2= 0.9974

Abosrbancia
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Figura 12. Curva estandar para aflatoxinas totales

10.6. ANEXO F. DETECCION CUALITATIVA DE LA CAPACIDAD AFLATOXIGENICA DE

ASPERGILLUS FLAVUS POR EL METODO DE VAPORES DE AMONIO
Se peso6 200 g de coco rallado y se agregoé a 1L de agua destilada caliente para posteriormente
mezclar durante 5 minutos; la mezcla se filtré6 por medio de tres capas de manta de cielo y se
ajusté el pH a 6.5. Por cada litro de producto filtrado se agregd 20g de agar, se mezclo con
frecuencia hasta su ebullicién.

El medio agar-coco se esterilizd en autoclave a 15 libras de presion durante 20 min para
posteriormente vaciar 15ml del medio en cajas de petri estériles, dentro de la campana de flujo
laminar vertical clase Il tipo A2 (LVC-180, LuministellMR, México), previamente desinfectada. Las
cajas con el medio se dejaron enfriar hasta su gelificacion, posteriormente, se taparon y se
guardaron en refrigeracion hasta su uso.

Se realiz6 la inoculacién Unica y al centro de las colonias de Aspergillus flavus en el medio
de cultivo agar-coco para su posterior incubacion a 30°C durante tres dias con revisiones de cada
24 horas.

En las cajas petri se colocaron bocabajo y en las tapas se agregé 300u! de hidroxido de
amonio al 25%. El reverso de la colonia de las cepas productoras de AF se observé el cambio de
coloracion después de administrar la solucion de amoniaco. La mayor intensidad del color estuvo

relacionada con mayor produccién de AF.
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10.7. ANEXO G. DETECCION CUALITATIVA DE LA CAPACIDAD AFLATOXIGENICA DE

ASPERGILLUS FLAVUS POR EL METODO DE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
En condiciones asépticas, dentro de una campana de extraccion de fragmentd el medio de cultivo
con el aislado monospérico de A.flavus y se colocé en un matraz erlenmeyer de 125 ml que se
tapd con papel aluminio. Se agregaron 15ml de metanol:agua (8:2), se homogeniz6 por agitacion
durante 5 minutos (método 972.26 AOAC, 2000). El contenido del matraz se pasé a un tubo
Falcon de 50 ml para centrifugarse a 6000rpm durante 10 minutos, se recuperd en sobrenadante
por filtracion usando papel filtro de porosidad numero 1 y se recuperé en un tubo limpio. Se
agregaron 5ml de hexanos, recuperando la fase hidrofilica en otro tubo limpio. A la fase hidrofilica
se le agregaron 5ml de cloroformo, se agité durante 5 minutos y se recuperé la fase cloroformo
para repetir nuevamente este paso. En un tubo limpio se recuperaron 2.5ml de la fase de
cloroformo que se evaporaron a sequedad en bafio maria y se re suspendié en 500 ul de
cloroformo.

Para realizar la cromatografia, las placas de silica gel sin indicador de fluorescencia
(2265629, Sigma-Aldrich,EUA) SE ACTIVARON A110°C en una estufa de alta temperatura (OF-
22G JEOI-TECH, Lab Companion, Corea) durante 30 min. En la placa cromatografica se marco
la linea de origen (1.5cm del borde inferior de la placa), se colocaron 5 ul del estandar de AFB
sobre la linea de origen y del lado izquierdo (1°" carril), después 40 ul de cada muestra (una
muestra por carril) sobre la linea de origen y con un espacio entre muestras de 1cm aprox. Las
plcas con el estandar y las muestras se colocaron dentro de una camara cromatografica con fase
movil cloroformo: acetona: isopropanol (85:10:5) y se dej6 correr la fase mévil durante 1.5 hrs.
Las placas se retiraron de la camara y se secaron a 100°C en una estufa de alta temperatura
durante 100 min. Las placas se visualizaron bajo luz UV en un transluminador a una longitud para

identificar la presencia o ausencia de manchas correspondientes a AFB+ con respecto al estandar.

10.8. ANEXO H. CUANTIFICACION DE AFLATOXINAS EN ASPERGILLUS FLAVUS POR EL
METODO CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA
Para extraer las aflatoxinas, se pesaran 50 g de la muestra sélida, se agregara 100ml de metanol:
agua (4:1) para posteriormente ser mezclada durante tres minutos; se filtraran con papel filtro de
porosidad uno, de acuerdo con el método oficial 990.33 de la AOAC (Scott, 1995), empleando
columnas de fase solida (SPE; SupelcleanTM LC-18 SPE tube, Sigma-Aldrich, EUA).
El eluato extraido de las muestras derivatizadas con acido trifluoroacético se analizaran

mediante HPLC (Limite minimo de deteccién 2 ug/kg) con detector de fluorescencia (Bomba
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binaria Varian Pro Star; FP detector 2020, Varian Associates Inc., Victoria, Australia), columna
C18 y guarda columna (LC-18 y LC-18; Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA). Los datos
de cuantificacion se obtendran a través del software Galaxie (Ver. 1.9.302.530) y las
concentraciones de AF se calcularan mediante curvas estandar de AF purificadas (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA).

10.9. ANEXO |. ANALISIS MOLECULAR PARA ASPERGILLUS FLAVUS

Fase de enriquecimiento

Consiste en la produccién de la masa celular poniendo el micelio en un medio enriquecido de
sustrato dando todas las condiciones 6ptimas para su desarrollo.

En un tubo de 15ml (Falcon®), se colocé 4ml de caldo papa-dextrosa. Del cultivo
monospoérico de cada aislamiento, se tomé con un palillo estéril un disco de micelio de
aproximadamente 1.0mm de diametro y se coloco en cada tubo (Falcon®) con el caldo papa
dextrosa. Los tubos cerrados e identificados se incubaron a 30°C durante 48 horas. Después del
tiempo de incubacion, los tubos (Falcon®) se centrifugaron a 3500 rpm durante 45min. Se
descarto el sobrenadante y la masa celular de cada tubo se transfirié a tubos de microcentrifuga
(Eppendorf®) de 2 ml y se les agregé 500ul de agua destilada estéril. Se centrifugaron los tubos
(Eppendrof®) a 8000 rpm durante 5 minutos y se desecharon los sobrenadantes.

Fase de lisis
Consiste en destruir la célula para poder liberar el ADN. Se utiliza perlas de vidrio, asi como sales
para generar hidrélisis electrostatica de Remius y no producir lisis del ADN

Las pastillas de micelio se resuspendieron en 300ul de buffer de lisis (Triton X-100, 2%;
SDS, 2%; NaCl, 0.1M; Tris-HCL pH8, 10Mm; EDTA, 1Mm) y se les agregé 300ul de Fenol-
Cloroformo (1:1) y 300 mg de perlas de vidrio (Biospect®) de 1mm de diametro. Se mezclaron en
un agitador de tipo vortex durante 1 min y se dejaron reposar en hielo durante 1 min. Esta
operacion se repitié 3 veces. Se dejaron reposar a -20°C durante 30min. Se les agregé 300ul de
TE (10:1; Tris 10Mm y EDTA 1mM) y se centrifugaron los tubos (Eppendorf®) a 12000 rpm durante
10 min. En un vial nuevo (Eppendorf®), se transfiri6 500ul del sobrenadante y se les agregdé 6l
de RNAsa (Biotech®). Se incubaron a 37°C durante 15 min.

Fase de precipitacion
Consiste en atraer el ADN a la superficie y mantener los residuos en el fondo del tubo
(Eppendrof®); ademas de obtener una pastilla de ADN condensada en un solo sitio por medio de

la centrifugacion.
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Se les agreg6 10 pl de acetato de amonio 4M y 1 ml de etanol absoluto. Se agitaron por
inversion suave y se dejaron reposar a -20°C durante 30 min. Se centrifugaron los tubos
(Eppendrof®) a 12000 rpm durante 10 min. Se descarté el sobrenadante cuidando de no desechar
la pastilla. Se lavaron las pastillas con 100ul de etanol al 70%. Se desecho el etanol y se dejaron
secar hasta evaporar el alcohol.

Fase de elusion
Es la resuspensién en solucion isotonica del material de ADN extraido.

La pastilla de ADN de cada muestra se resuspendio en 35ul de TE 1X y se conservaron a

-20°C hasta su analisis.

ELECTROFORESIS DE ADN GENOMICO

Con la técnica de electroforesis en gel se observo la calidad y la cantidad de ADN obtenido.
Preparacion del gel de agarosa

Se preparé un gel de agarosa al 1%.

Se peso 0.318g de Agarosa y se agrego6 31.8ml de TAE 1X. Se disolvido mediante calor, en
horno de microondas. Se dej6 enfriar a temperatura ambiente hasta que se pudo soportar en la
palma de la mano. Se agrego 0.5ul de revelado (GelRed®). Posteriormente se vertio en la caja
con peine para su gelificacion. Después de la gelificacion se retiré el peine de la caja
cuidadosamente. Se colocd la caja en la camara de electrofosis (Labnet—-Enduro®. Fuente de
alimentacion 250 V) y se vertié con TAE 1X.

Carga y corrida de muestras

Se corté un trozo de papel (Parafilm®) y se puso en una superficie plana. En el papel, por cada
muestra de ADN se colocé 1.0ul buffer (Platinum™ Il Green PCR Buffer 5X) y se agrego 3.0 pL
de ADN gendmico a cada gota del buffer; se mezcld con la micropipeta; se colocé en el segundo
pocillo del gel y sucesivamente se fueron depositando el resto de las muestras.

En el primer pocillo del gel, se agregé un ADN control de concentracion conocida (Invitrogn®
ADN Ladder 0.5pg/ul) junto con 1.0ul del buffer (Platinum™ Il Green PCR Buffer 5X).

Al terminar de cargar todas las muestras, se tapo6 la camara y se conectaron los electrodos
en la fuente de poder.

El gel se dej6 correr a 95 volts durante 40 min
AMPLIFICACION DE GENES PCR
La amplificacién de fragmentos de ADN gendmico se realizd para la region de espaciadores
internos de transcripcion (ITS1-5.8S-ITS2-ARNr) con iniciadores (Thermo Fisher Scientific, MA
USA) ITS1 (6-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATG-3); asi
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como iniciadores CMDA7-F (5"-GCCAAAATCTTCATCCGTAG-3) y CMDA8-R (5'-
ATTTCGTTCAGAATGCCAGG-3") para el gen Calmodulina (CaM). Se amplificé el gen regulador
de la ruta biosintética de aflatoxinas (aflR) empleando los iniciadores aflR -F (5'-
GGGATAGCTGTACGAGTTGTGCCAG-3") y aflR -R (5"-TGGKGCCGACTCGAGGAAYGGGT-
3") de Eurofins Genomics, Lousville KY, USA.

Para las pruebas de amplificacion se utilizé la Tag-polimerasa Platinum Green Hot Start
PCR 2X Master Mix (Thermo Fisher Scientific®).

El volumen total de mezcla para la reaccion de amplificacion de la region ITS fue de 25.0 pl
(ADN 5.0pl; Tag-Polimerasa 12.5ul; oligonucledtido forward 1.0ul; oligonucledtido reverse 1ul;
agua libre de nucleasas 5.5ul).

Las condiciones para la reaccion de PCR para la amplificacion de un fragmento de la regién
ITS1-5.8S-ITS2 RNAr fueron: un periodo de desnaturalizacion de 3 min a 94°C, seguido de 35
ciclos (desnaturalizacion a 94°C/1 min, alineacion a 54°C/1 min y extension a 72°C/1min), con
una extension final de 9 min a 72°C (White et al., 1990).

El volumen total de la mezcla para la reaccion de amplificacion de gen CaM fue de 25uL
(ADN 5.5ul; Tag-Polimerasa 12.5ul; oligonucledétido forward 0.4pl; oligonucleoétido reverse: 0.4ul;
agua libre de nucleasas: 6.7ul).

Las condiciones para la reaccion de PCR del gen de CaM fueron las siguientes: un periodo
de desnaturalizacion un ciclo de 1min/94°C seguido de 30 ciclos (1min/94 °C, para el alineamiento
1 min/53 °C y para la extensién 1min/72 °C) y se agrego un periodo de extension final de 10min
a 72°C (Geiser et al. 1998). Las reacciones de amplificacion (ITS y CaM) se realizaron en un
termociclador (Techne®).

El volumen total de la mezcla para la reaccién de amplificacion de gen afIR fue de 25uL
(ADN 5.5ul; Tag-Polimerasa 12.5ul; oligonucleétido forward 0.4pl; oligonucledétido reverse: 0.4ul;
agua libre de nucleasas: 6.7ul).

La calidad de los productos de PCR se verificd mediante la técnica de electroforesis en gel
de agarosa al 1.0%, con 4pl de producto de PCR (ADN amplificado). En el primer pocillo del gel
se agregd 1 pl de un ADN control de concentracién conocida (100 pb) (Invitrogen® ADN Ladder
0.5 pg/ yl) como marcador de peso molecular junto con 1.0 pl del buffer (BlueJuice Gel Loading

Buffer 10X). Se visualizé el bandeo en el fotodocumentador.
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10.10. ANEXO J. CUANTIFICACION DE ZEARALENONA, FUMONISINA, OCRATOXINA Y
DEOXINIVALENOL POR LA TECNICA DE ELISA INDIRECTA

Zearalenona. De las muestras previamente molidas, se pesaron 5g de cada muestra en una

balanza semi analitica (BBADAM PGW 453e, Adam Equpment, EUA); se agregé 25ml de metanol

al 70%; se agit6 vigorosamente durante 3 minutos; se filtro el extracto a través de un papel filtro

Whatman® No.1y se diluyé 1 ml de la solucion filtrada con 1 ml de agua destilada.

La cuantificacion se realizd por duplicado con un kit comercial de ELISA indirecta (Ridascreen

Fast® Zearalenon R5502, R-Biopharm, Alemania).

Se colocaron los pocillos en el soporte de la microplaca para los estandares y las muestras
que se analizaron. Se agrego6 50ul de los estandares y de las muestras a analizar en los pocillos
correspondientes, usando una punta nueva y estéril para cada estandar y cada muestra. Se
agrego 50ul del conjugado zearalenona-enzima a los pocillos correspondientes; se agregaron
50ul del anticuerpo anti-zearalenona a los pocillos correspondientes, se mezclaron el contenido
de la microplaca suavemente y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. El
contenido de los pocillos se vacié en un recipiente, golpeando energéticamente en el marco del
porta-pocillos (tres veces consecutivas) sobre un papel absorbente limpio para asegurar la
eliminacion completa los restos liquidos.

Se lavaron los pocillos con 250ul de tampoén de lavado utilizando una micropipeta
multicanal y se vaciaron los pocillos de la forma indicada anteriormente. Este paso se repitio tres
veces consecutivas.

Se agreg6 100pl de sustrato/cromégeno a cada pocillo, mezclando el contenido de la microplaca
suavemente y se incub6 durante 5 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Se agreg6100ul
de la solucion stop a cada pocillo y se mezclé el contenido de la microplaca suavemente.

Finalmente, se leyo la absorbancia de cada muestra en un lector de microplacas a una
longitud de onda de 450 nm (Biotek ELx800TM, Bio Tek, EUA). Los resultados de las
absorbancias se registraron y se calcularan usando un software (Ridasoft Win version 1.8). La

concentracion de zearalenona se estimé mediante una curva de calibracion (Figura 13).
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Figura 13. Curva estandar para zearalenona

Fumonisina. De las muestras previamente molidas, se pesaron 5g de cada muestra en una
balanza semi analitica (BBADAM PGW 453e, Adam Equpment, EUA); se agregé 25ml de metanol
al 70%; se agito vigorosamente durante 3 minutos; se filtro el extracto a través de un papel filtro
Whatman® No.1 y se diluyo el extracto 1:14 (1+13) con agua destilada (ej. 100ul del extracto +
1.3ml de agua destilada).

La cuantificacion se realizd por duplicado con un kit comercial de ELISA indirecta (Ridascreen
Fast® Fumonisin R5602, R-Biopharm, Alemania).

Se colocaron los pocillos en el soporte de la microplaca para los estandares y las muestras
que se analizaron. Se agrego6 50ul de los estandares y de las muestras a analizar en los pocillos
correspondientes, usando una punta nueva y estéril para cada estandar y cada muestra. Se
agrego 50ul del conjugado fumonisina-enzima a los pocillos correspondientes; se agregaron 50l
del anticuerpo anti-fumonisina a los pocillos correspondientes, se mezclaron el contenido de la
microplaca suavemente y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. El contenido
de los pocillos se vacié en un recipiente, golpeando energéticamente en el marco del porta-
pocillos (tres veces consecutivas) sobre un papel absorbente limpio para asegurar la eliminacion

completa los restos liquidos.
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Se lavaron los pocillos con 250ul de tampoén de lavado utilizando una micropipeta
multicanal y se vaciaron los pocillos de la forma indicada anteriormente. Este paso se repitio tres
veces consecutivas.

Se agrego 100pl de sustrato/cromoégeno a cada pocillo, mezclando el contenido de la microplaca
suavemente y se incub6 durante 5 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Se agreg6100ul
de la solucion stop a cada pocillo y se mezclé el contenido de la microplaca suavemente.

Finalmente, se leyo la absorbancia de cada muestra en un lector de microplacas a una
longitud de onda de 450 nm (Biotek ELx800TM, Bio Tek, EUA). Los resultados de las
absorbancias se registraron y se calcularan usando un software (Ridasoft Win version 1.8). La

concentracion de fumonisina se estimé mediante una curva de calibracién (Figura 14).

Y =-0.2607*X + 2.035

2.5
1 R?=0.91
2.0+
©
g °
1.5+
(1]
Q ®
8 1.0-
Qo
<
0.5+
0.0 | 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6

Curva estandar de FUM purificada (mg/kg)

Figura 14. Curva estandar para fumonisina

Ocratoxina. De las muestras previamente molidas, se pesaron 10g de cada muestra en una
balanza semi analitica (BBADAM PGW 453e, Adam Equpment, EUA); se agregé 50ml de tampdn
de extraccion (ECO, solucion lista para usarse); se agitd vigorosamente durante 5 minutos; se
filtré el extracto a través de un papel filtro Whatman® No.1y se diluyé 1 ml de la solucién filtrada
con 1 ml de tampodn lavado.

La cuantificacion se realizd por duplicado con un kit comercial de ELISA indirecta (Ridascreen
Fast® Ochratoxin A R5402, R-Biopharm, Alemania).
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Se colocaron los pocillos en el soporte de la microplaca para los estandares y las muestras
que se analizaron. Se agreg6 50ul de los estandares y de las muestras a analizar en los pocillos
correspondientes, usando una punta nueva y estéril para cada estandar y cada muestra. Se
agrego 50pl del conjugado ocratoxina-enzima a los pocillos correspondientes; se mezclaron el
contenido de la microplaca suavemente y se incubaron durante 5 minutos a temperatura
ambiente. El contenido de los pocillos se vacio en un recipiente, golpeando energéticamente en
el marco del porta-pocillos (tres veces consecutivas) sobre un papel absorbente limpio para
asegurar la eliminacion completa los restos liquidos.

Se lavaron los pocillos con 250ul de tampoén de lavado utilizando una micropipeta
multicanal y se vaciaron los pocillos de la forma indicada anteriormente. Este paso se repitio tres
veces consecutivas.

Se agrego 100yl de sustrato/cromoégeno a cada pocillo, mezclando el contenido de la microplaca
suavemente y se incub6 durante 3 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Se agreg6100ul
de la solucion stop a cada pocillo y se mezclé el contenido de la microplaca suavemente.

Finalmente, se leyo la absorbancia de cada muestra en un lector de microplacas a una
longitud de onda de 450 nm (Biotek ELx800TM, Bio Tek, EUA). Los resultados de las
absorbancias se registraron y se calcularan usando un software (Ridasoft Win version 1.8). La

concentracion de ocratoxina se estimé mediante una curva de calibracion (Figura 15).
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Figura 15. Curva estandar para ocratoxina
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Deoxinivalenol. De las muestras previamente molidas, se pesaron 5g de cada muestra en una
balanza semi analitica (BBADAM PGW 453e, Adam Equpment, EUA); se agreg6é 100ml de agua
destilada; se agitd vigorosamente durante 3 minutos y se filtrd el extracto a través de un papel
filtro Whatman® No.1.

La cuantificacion se realizd por duplicado con un kit comercial de ELISA indirecta (Ridascreen

Fast® Deoxynivalenol R5902, R-Biopharm, Alemania).

Se colocaron los pocillos en el soporte de la microplaca para los estandares y las muestras
que se analizaron. Se agreg6 50ul de los estandares y de las muestras a analizar en los pocillos
correspondientes, usando una punta nueva y estéril para cada estandar y cada muestra. Se
agrego 50yl del conjugado deoxinivalenol-enzima a los pocillos correspondientes; se agregaron
50ul del anticuerpo anti- deoxinivalenol a los pocillos correspondientes; se mezclaron el contenido
de la microplaca suavemente y se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente. El
contenido de los pocillos se vacié en un recipiente, golpeando energéticamente en el marco del
porta-pocillos (tres veces consecutivas) sobre un papel absorbente limpio para asegurar la
eliminacion completa los restos liquidos.

Se lavaron los pocillos con 250ul de tampoén de lavado utilizando una micropipeta
multicanal y se vaciaron los pocillos de la forma indicada anteriormente. Este paso se repitio tres
veces consecutivas.

Se agreg6 100pl de sustrato/cromégeno a cada pocillo, mezclando el contenido de la microplaca
suavemente y se incub6 durante 3 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Se agreg6100ul
de la solucion stop a cada pocillo y se mezclé el contenido de la microplaca suavemente.

Finalmente, se leyo la absorbancia de cada muestra en un lector de microplacas a una
longitud de onda de 450 nm (Biotek ELx800TM, Bio Tek, EUA). Los resultados de las
absorbancias se registraron y se calcularan usando un software (Ridasoft Win version 1.8). La

concentracion de deoxinivalenol se estimé mediante una curva de calibracién (Figura 16).
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