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RESUMEN

EVALUACION DE LA EFICACIA DE UN PROGRAMA DE CONTROL DE LA
CONTAMINACION POR AFLATOXINAS EN DIETAS DE VACAS LECHERAS DEL
ALTIPLANO CENTRAL MEXICANO

Rangel Muioz, E. J., Valdivia Flores, G. A., Quezada Tristan, T., Ortiz Martinez, R., Cruz Vazquez, C., Ortega
Mora, L. M.

Las aflatoxinas (AF) son metabolitos secundarios toxicos y carcinogénicos producidos por
hongos micotoxicogénicos del género Aspergillus, principalmente A. flavusy A. parasiticus,
contaminan naturalmente los productos agricolas destinados a la alimentacion humana y
animal alterando su aspecto fisico y deteriorando su valor nutritivo. El uso de
secuestrantes para AF ha sido una buena estrategia para disminuir su disponibilidad
durante la cuantificacién instrumental, reducir el riesgo para la salud animal y disminuir la
exposicion a productos de origen animal contaminados con AF. El objetivo de este trabajo
fue evaluar la eficacia de un programa para el control de la contaminacion por aflatoxinas
en la dieta de vacas lecheras de establos del Altiplano Central Mexicano.; Se realizd un
estudio longitudinal, descriptivo, no experimental; se seleccionaron dos Unidades de
Produccion Lechera (UPL) y se realizaron muestreos mensuales (29 meses, 2012-2014) de
ensilaje de maiz, alimento concentrado y racién total mezclada en el pesebre. Se
cuantificaron AF y se aislaron hongos Aspergillus spp. en los ingredientes alimenticios y la
racion total mezclada; se caracterizd la capacidad aflatoxicogénica de los aislados de
Aspergillus spp con TLC. Se cuantificaron AF con ELISA y HPLC. Se aislaron hongos
Aspergillus spp. en agar papa dextrosa (PDA), se identificaron con la tincion de azul de
lactofenol y microscopia electrénica de barrido. EI 99 % de las muestras presentd
contaminacién por AF y el 21 % contaminacion con Aspergillus spp. en su mayoria no
aflatoxicogénicos (83 %). El ensilaje de maiz presentd niveles mayores de contaminacion
(UPL-A: 18.3 £ 4.6. UPL-B: 20.6 + 2.7 ug/kg) con respecto al concentrado (UPL-A: 18.1 +
3.5. UPL-B: 10.4 £ 1.82 pg/kg). Los secuestrantes empleados en las UPL mostraron una
buena eficiencia para reducir las concentraciones de AF en la RTM (UPL-A: 65.4%. UPL-B:
43.3 %) y la concentracion detectable de AF en la RTM, ya que del 1-6% esperado
disminuyd hasta 0.22 + 0.25 % (4.5 a 27.3 veces). Lo anterior sugiere que es importante
disefiar, establecer y ejecutar estrategias de control para reducir el riesgo de exposicion a
este metabolito carcinogénico para la salud humana y animal.

Palabras Clave: Aspergillus; secuestrante; aflatoxina M1, aflatoxinas totales; comparacion de técnicas de
ELISA, HPLC y TLC.
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE EFFECTIVENESS OF A PROGRAM OF POLLUTION CONTROL

DIETS AFLATOXIN DAIRY OF HIGHLANDS MEXICAN CENTRAL

Rangel Mufioz, E. J., Valdivia Flores, G. A., Quezada Tristan, T., Ortiz Martinez, R., Cruz Vazquez, C., Ortega
Mora, L. M.

Micotoxicogenic aflatoxin (AF) are produced by fungi of the genus Aspergillus, mainly A.
flavus and A. parasiticus toxic and carcinogenic secondary metabolites; naturally
contaminated agricultural products intended for human and animal consumption altering
its appearance and nutritional value deteriorates. The use of scavengers for AF has been a
good strategy to reduce its availability during the instrumental quantification, reduce the
risk to animal health and minimize exposure to animal products contaminated with AF.
The aim of this study was to evaluate the effectiveness of a program to control aflatoxin
contamination in the diet of dairy cows stables Highlands Central Mexican; A longitudinal,
descriptive, non-experimental study was conducted; Two units of Milk Production (UPL)
were selected and monthly sampling (29 months, from 2012 to 2014) of corn silage,
concentrate feed and total mixed ration were performed in the manger. AF were
quantified and Aspergillus spp were isolated. food and ingredients in the TMR; the ability
aflatoxicogénica isolates of Aspergillus spp with TLC characterized. AF were quantified by
ELISA and HPLC. Aspergillus spp fungi were isolated. potato dextrose agar (PDA),
identified with blue staining Lactophenol and scanning electron microscopy. 99% of the
samples were contaminated by AF and 21% contamination with Aspergillus spp. mostly
non aflatoxicogénicos (83%). Corn silage showed higher levels of contamination (UPL-A:
18.3 £+ 4.6 UPL-B. 20.6 + 2.7 mg / kg) to the concentrate (UPL-A: 18.1 + 3.5 UPL-B. 10.4
+ 1.82 mg / kg). Sequestering agents employed in UPL showed good efficiency to reduce
concentrations of FA in the RTM (UPL-A: 65.4% UPL-B. 43.3%) and the AF detectable
concentration in the RTM as 1-6 % expected decreased to 0.22 + 0.25% (4.5 to 27.3
times). This suggests that it is important to design, establish and implement control
strategies to reduce the risk of exposure to the carcinogenic metabolite to human and
animal health.

Keywords: Aspergillus, sequestering; aflatoxin M1; total aflatoxins; comparison of ELISA,
HPLC and TLC.
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INTRODUCCION

La presencia de hongos micotoxicogénicos y de aflatoxinas deterioran la calidad y el valor
nutritivo de los ingredientes que integran la dieta de vacas lecheras, ocasionan cuantiosas
pérdidas econdmicas y deterioran la salud y el rendimiento de los animales; ademas,
constituyen un riesgo para la salud publica. Las condiciones de manejo, transporte y
almacenamiento de los productos agricolas influyen en la ocurrencia de la proliferacion
fungica y la presencia de aflatoxinas (AF) en el alimento.

La FAO (2003) ha estimado que mas del 25% de la produccion agricola producida
a nivel mundial se encuentra contaminado con alguna micotoxina. Se han identificado
alrededor de 400 micotoxinas (Chi y Broomhead, 2009), las que presentan mayor
importancia para el sector agropecuario y el area de salud publica son las AF; por ejemplo
la AFB; es considerada como el carcindgeno natural mas potente (IARC, 2002, Roze y col.,
2013). Las vacas lecheras estan expuestas a ingerir productos agricolas contaminados con
AFB; y sus mecanismos de eliminacion para este xenobidtico se encaminan a su
bioactivacién (AFB; 8,9 exo-epdxido) y a la formacion de AFM;, un metabolito que se
elimina en leche y considerado como agente carcinogénico para los humanos (IARC,
2002, Rahimi y col., 2010). Por tal razdén, se han estado disefiando estrategias para
prevenir y disminuir la presencia y biodisponibilidad de AF en el tracto gastrointestinal de
los animales que consumen estos alimentos contaminados.

Las AF no se distribuyen de forma homogénea sobre la materia organica, lo que
dificulta su cuantificacién y una vez instaladas en el alimento no pueden ser eliminadas.
Debido a la severidad del problema de contaminacién con AF y a las pérdidas econdmicas
que esto ocasiona al sector pecuario, se han disefado varias estrategias para reducir su
biodisponibilidad, el uso de agentes secuestrantes ha sido bien aceptado por la mayoria de
los productores pecuarios en nuestro pais; estos productos son afadidos a la racién total
mezclada con la que se alimenta a las vacas lecheras, actian uniéndose a las AF formando
un complejo que suele ser eliminado en las heces u orina .

Se han utilizado los cultivos de levaduras de Saccharomyces cerevisiae, cuya pared

celular tiene propiedades que contribuyen secuestrando la aflatoxina, ademas son
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precursores para la formacion de vitaminas del complejo B, minerales y proteinas
incrementando asi la produccién lactea del ganado lechero (Arrieta y col., 2006, Armando
y col., 2012).

Otros agentes adsorbentes son los aluminosilicatos, que poseen una amplia
superficie de unién donde las AF y otras micotoxinas son secuestradas mediante la
formando de enlaces idnicos o covalentes, varios estudios /in vitro han demostrado la gran
capacidad de adsorcion de estos compuestos (Diaz, 2003).

Se han disefiado también estrategias de control bioldgico (Patterson, 2011. Ehrlich,
2014.), que consisten en la inoculacion de cepas de A. flavus no aflatoxicogénica antes de
la siembra en suelos donde se producen los principales productos agricolas; estas cepas
crecen mas rapido que las cepas aflatoxicogénicas por lo que reducen las cantidades de
carbohidratos disponibles para la proliferacion de cepas toxicogénicas, reduciendo asi la
produccion de AF y disminuyendo el grado de contaminacion de los productos agricolas.

Todas estas estrategias reducen el riesgo de exposicion para los humanos, a
productos agricolas y de origen animal contaminados con AF. Por lo tanto es importante
conocer y determinar el grado de contaminacidon por hongos aflatoxicogénicos y AF en el
alimento que estan consumiendo las vacas lecheras de las Unidades de Produccion
Lechera de nuestra regidn y evaluar la eficacia del secuestrante, que ha sido la estrategia
empleada para reducir el riesgo de exposicién a AF y disminuir los riesgos para la salud de

las personas y los animales.
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1. ANTECEDENTES

1.1. LA GANADERIA LECHERA

1.1.1. La actividad lechera en el contexto mundial

La leche es considerada uno de los principales productos de la canasta basica (Lopez y
col., 1996) para la alimentaciéon humana. El consumo y el comercio mundial de lacteos
estan incrementando con mayor rapidez en comparacion a otros productos del sector
agropecuario; en las Ultimas décadas, la produccion mundial de leche se ha ido
incrementando principalmente en los paises en desarrollo (Figura No. 1; OCDE- FAO,
2010). El incremento de la producciéon de leche se ve influenciado por un conjunto de
factores macroeconémicos como la evolucion de la poblacion mundial y su localizacion,
politicas de apoyo a la produccién y comercializacion en los distintos paises y por las
negociaciones internacionales mediadas por tratados comerciales (FAO, 2012). Segun la
FAO (2012) se estima que la poblacion mundial consume anualmente cerca de 500
millones de toneladas en equivalente leche en diversas presentaciones para alimento
humano. El 85% corresponde a leche de vaca y el resto a otras especies (bufala 11%,
cabra 2% y otras 2%).
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Figura No. 1. Proyeccion del incremento en la produccion de leche. Fuente: OCDE- FAO, 2010.

1.1.2. La actividad lechera en México

En México, los esquemas productivos y comerciales que provocan un crecimiento
importante de la ganaderia lechera son basicamente las grandes extensiones de
explotaciones ganaderas que se establecen con el fin de proporcionar el suministro de
alimento a la poblacion. Esta ganaderia se desarrolla como unidades productivas
agropecuarias, con posesion privada de la tierra y trabajadores permanentes, con una
produccion dirigida principalmente a satisfacer el mercado interno (SIAP, 2013).

La introduccién de nuevas técnicas para la crianza del ganado y la transformacion
industrial generan un mercado interno dinamico que consolida a la ganaderia bovina
mexicana. Actualmente se reconocen cuatro sistemas productivos: especializado, semi-
especializado, doble propdsito y familiar o de traspatio (FAO, 2012. SIAP, 2013).

La produccion nacional de leche de bovino ha tenido una tendencia ascendente

(Tabla No. 1). La consolidacion y expansion de las empresas lecheras y de organizaciones
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de productores integrados, han incrementado su participacién en el mercado de productos
terminados presentando mejores ingresos para sus asociados, al participar del valor
agregado generado en el proceso de transformacion (SIAP, 2013). Para el primer trimestre
del 2014, la produccion de leche de bovino alcanzd una taza de 2 mil 595 millones de
litros (SIAP, 2014).

Tabla No. 1. Produccién Anual de leche en México (L)

Especie 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 PRONERO
Bovino 10,589,418 10,549,038 10,676,691 10,724,289 10,946,015 10,965,632 11,129,921 10,797,286
Caprino 165,197 164,756 161,796 161,712 155,255 161,743 162,463 161,846
Total 10,754,615 10,713,834 10,838,487 10,886,001 11,101,240 11,127,375 11,292,384 10,959,134
Bovino -0.38 1.21 0.45 2.07 0.18 1.50 -2.99
Caprino -0.27 -1.80 -0.05 -3.99 4,18 0.45 -0.38
Total -0.38 1.16 0.44 1.98 0.24 1.48 -2.95

Fuente: SIAP, 2014.

En nuestro pais el sistema de produccion lechero es heterogéneo desde el punto
de vista tecnoldgico, las unidades de produccién lechera cuentan con infraestructura
tecnoldgica segun sus posibilidades de crecimiento, por lo que se ve influenciado el
numero de animales que puedan explotar, las técnicas y procedimientos empleados para
su manejo y la calidad de los insumos destinados a la alimentacion del ganado (SIAP,
2013).

Sin embargo, una de las actividades econdmicas mas importantes para el pais
dentro de la rama de productos alimenticios es la industria de productos lacteos y su
crecimiento depende de la cantidad y la calidad de leche producida en el pais y destinada
a la industrializacién (SE, 2012).

La globalizacion mundial ha repercutido en todos los ambitos del pais, el sector
agropecuario ha sido uno de los mas afectados, por esto la actividad lechera deriva hacia
la produccién ganadera de tipo intensivo destinada a satisfacer la demanda interna, que
en los Ultimos afos se ha visto afectada por la oferta de leche procedente de otros paises.
(SIAP, 2013).
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1.1.3. La ganaderia lechera en Aguascalientes

En Aguascalientes existen ocho mil 364 unidades de produccién, con un total de 239 mil
222 cabezas de bovinos. El 70.7 % corresponde a los vientres para produccion de leche,
18.8 % destinados a produccion (Censo Agropecuario, 2007). Aguascalientes es
considerado como una de las principales cuencas lecheras del pais, los resultados del VIII
Censo Agricola, Ganadero y Forestal 2007 nos muestran una produccion diaria media de
leche de un millén 265 mil litros, colocandose asi en el noveno lugar del pais con una

aportacién del 3.7 % (Censo Agropecuario, 2007).

1.2. ALIMENTACION DEL GANADO LECHERO

1.2.1. Alimentacion de rumiantes

Los bovinos son animales rumiantes, su fisiologia digestiva se caracteriza por una
fermentacion pre-sistémica y la digestion de los componentes de plantas como celulosa
por la flora ruminal, requieren regimenes de alimentacién que incluyan suficiente cantidad
de fibra para mantener el funcionamiento 6ptimo de la flora ruminal (Fink, 2008).

Actualmente se han generado nuevas formas de alimentacién en las que se incluye
el uso masivo de alimentos concentrados, con el objetivo de aumentar la produccién
lactea y cubrir las necesidades de demanda.

Modificar la alimentacion del ganado trae consigo beneficios productivos para el
ganadero, pero a la vez se generan algunos problemas para el ganado que es sometido a
limites metabdlicos y esto deriva en enfermedades que inciden en la produccién. En
nuestra region y en la mayoria de las explotaciones lecheras del pais, los componentes
principales de las dietas alimenticias del ganado bovino son los ensilaje de maiz, forrajes y
concentrados. Una consecuencia directa de la composicién compleja de la dieta de los

rumiantes es el riesgo a la exposicion de alguna micotoxina (Fink, 2008).

1.2.2. Componentes de la dieta para bovinos
1.2.2.1. Forrajes. Los forrajes son la parte vegetativa de las gramineas y leguminosas,
ademds de ser un buen alimento para el ganado bovino por su rico contenido de

carbohidratos, deben de ser la base de su alimentacion (Agrios, 2007).
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Segun el estado en el que se encuentren al momento de ser consumidos por los
animales, los forrajes pueden ser clasificados como:

- Forrajes verdes.- Forrajes de consumo inmediato al punto de cosecha o
directamente en la pradera. Los principales son los pastos (naturales y artificiales),
alfalfa, maiz, cebada, trigo, avena y sorgo.

- Forrajes secos.- Forrajes que se cortan y se dejan secar antes de ser
proporcionados a los animales, se les conoce como henos. También entran dentro

de este grupo los residuos de cosecha como el tamo de leguminosas o cereales.

Desde el punto de vista nutricional los forrajes pueden variar, desde ser alimentos
muy buenos (pastos jovenes y suculentos, leguminosas en su estado vegetativo) a muy
pobres (pajas). Algunos forrajes deben de ser suplementados con alimento concentrado,

para cubrir la mayoria de los requerimientos nutricionales del animal (FAO, 2009).

1.2.2.2. Ensilaje de maiz. Para la FAO el ensilaje de maiz es el resultado de una forma
de conservacidon o almacenamiento hiumedo de los forrajes en un lugar llamado silo. En el
proceso, las bacterias del acido lactico fermentan los hidratos de carbono solubles en
agua, produciendo acido acético y acido lactico esto provoca la disminucién del pH y por lo
tanto los microorganismos causantes del deterioro se inhiben (Reyes y col., 2008), la
calidad del ensilaje de maiz depende de la forma en que se llevd a cabo la fermentacién
del forraje.

Un buen ensilaje de maiz debe reunir los siguientes requisitos: bien picado en
trozos de dos a cuatro cm, pH acido, alta proporcion de grano, sin hongos o
enmohecimientos, olor agradable, color café olivo, entre 60 y 70% de humedad y un buen

sabor (dulce, no agrio) para que el ganado lo consuma (Chaverra, 2000).

1.2.2.3. Concentrados. Segun la FAO (2000) el alimento concentrado es todo aquel
alimento combinado con otro para mejorar el balance nutritivo del producto y que sera
posteriormente diluido o mezclado para producir un suplemento o un alimento completo
(AAFCO, 2000).

Los concentrados pueden ser mezclas de granos y residuos de algunas industrias

que tienen en su composicidon los principales nutrientes que requieren los animales y
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poseen alto contenido de energia, los granos de cereales como el trigo, avena, cavada,
maiz y sorgo son los mas importantes (SAGARPA, 2013).

Deben de estar balanceados de acuerdo con la edad, la produccion y otras
caracteristicas propias de los animales que los van a recibir y ser suministrados de acuerdo
a un plan de alimentacién previsto. Pueden ser elaborados en la misma explotacion o

conseguirse externamente en el mercado (Flores y col., 2006).

1.2.3. Produccion de alimento

1.2.3.1. Produccion agricola. Los productos agricolas de mayor importancia en la
alimentacién del ganado lechero son los forrajes (Rodrigues y col., 2011). En nuestro pais
se cultivan gran variedad de forrajes (Tabla No. 2) y una parte considerable de la

produccion total se destina a la alimentacion del ganado.

Tabla No. 2. Produccién forrajera en México, 2011

Cultivo Superficie Superficie Produccion (Ton) Rendimiento Valor produccion
sembrada (Ha) cosechada (Ha) (Ton/Ha) (Miles de Pesos)
ALFALFA VERDE 387,799 376,422 28,247,520 75.0 13,055,454
MAIZ GRANO 7,750,301 6,069,092 17,635,417 2.9 71,913,855
MAIZ FORRAJERO 489,152 311,225 9,605,148 30.8 4,402,710
SORGO GRANO 1,972,059 1,728,228 6,429,311 3.7 22,185,072
AVENA FORRAJERA 942,82 633,761 6,265,530 9.9 3,012,451
SORGO FORRAJERO VERDE 235,787 183,398 3,937,931 214 1,961,937
TRIGO GRANO 714,864 662,221 3,627,511 5.5 13,043,285
CEBADA GRANO 334,065 218,344 487,448 2.2 1,750,885
CEBADA FORRAJERA EN 34,61 27,714 376,586 13.6 161,363
VERDE
TRITICALE FORRAJERO EN 5,300 5,259 146,429 27.8 61,182
VERDE
TRIGO FORRAJERO VERDE 2,378 2,369 63,762 26.9 29,186
AVENA GRANO 61,702 51,655 50,582 0.98 207,379
GARBANZO FORRAJERO 19,812 18,668 38,112 2.0 97,201
MAIZ GRANO SEMILLA 3,397 3,397 24,722 7.3 73,248
REMOLACHA AZUCARERA 30 30 750 25 600
TRITICALE GRANO 245 245 472 1.93 1,604

Fuente: Adaptado de SIAP, 2012.

El maiz es el producto agricola de mayor importancia para la ganaderia y la

agricultura, siendo este cultivo el que ocupa mayor superficie de siembra y en el que se
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basa la mayoria de las dietas alimenticias para ganado bovino productos de leche. Otros
productos como la avena y el sorgo son usados con frecuencia como ingredientes
primordiales para la alimentacion del ganado (SIAP, 2012).

Estos productos agricolas tienen mayor susceptibilidad de ser contaminados por
hongos micotoxicogénicos y AF (Zheng y col., 2006), que al ser ingeridos por las vacas
lecheras éstas presentan un trastorno en la salud conocido como aflatoxicosis. Los bovinos
lecheros resisten intoxicaciones agudas, pero las intoxicaciones cronicas son la causa de

pérdidas econdmicas considerables.

1.2.3.4. Produccion de alimento concentrado. México ocupa el sexto lugar del
continente en produccidon de alimento balanceado o concentrado, para el afo 2012 se
produjeron 28.7 millones de toneladas de las cuales 4,606 se destinaron a la ganaderia
lechera (SIAP, 2013).

Las Unidades de Produccidn Lechera se han visto en la necesidad de suplementar
la alimentacion del ganado con alimento balanceado o concentrado debido a la
introduccién de ganado especializado en la produccion de leche genéticamente mejorado
(SAGARPA, 2013), lo que genera la elevacion de costos de produccion. La composicion tan
compleja de la dieta y la manipulacion de los productos agricolas aumentan la
susceptibilidad de que los insumos se contaminen con alguna micotoxina (Gremmels,
2008a).

Para la produccidon de alimentos concentrados se usan diferentes insumos de
origen agricola (Tabla No. 3), su porcentaje en el producto final depende del ganado que
lo consume, las necesidades nutritivas segun el estado fisioldgico, los nutrientes
legalmente declarables segun la legislacion vigente y las preferencias del animal y su
propietario en cuanto a las caracteristicas organolépticas y las cualidades nutricionales de
los ingredientes (SAGARPA, 2013).
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Tabla No. 3. Aporte nutricional de las materias primas empleadas para la elaboracion de alimento

concentrado

Materia prima

Aporte

Forrajes

Cereales

Subproductos de cereales y otros productos

y subproductos fibrosos

Semillas leguminosas
Semillas oleaginosas

Harinas de extraccion de semillas
oleaginosas

Melazas

Aceites vegetales y grasas animales

Sales de acidos grasos

Productos lacteos

Aminoacidos sintéticos

Productos minerales

Premezclas de vitaminas y minerales
Aditivos

Obligados para rumiantes.
Correcto funcionamiento del aparato digestivo.
Para todas las especies.

Fuentes de energia.
Alto contenido de fibra.

Complemento de cereales.

Fuentes de energia en forma de grasa.

Niveles medios de proteina.

En todas las especies.

Fuente de proteina vegetal.

Mejorar la palatabilidad.

Solo cuando no es posible aumentar la energia con cereales.
Aportacion de acidos grasos esenciales.

En rumiantes.

Incremento de aportes de grasas.

En las primeras edades de rumiantes.

Aporte de nutrientes facilmente digestibles.

Corregir deficiencias de aminoacidos.

Corregir deficiencias de calcio, fésforo, magnesio o sodio.
Aporte minimo de vitaminas.

Son incluidos con fines particulares.

Fuente: Adaptado de SAGARPA (2013)
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1.3. PRINCIPALES HONGOS AFLATOXICOGENICOS

Los hongos micotoxicogénicos presentan un interés particular en el ambito agropecuario
por ser agentes contaminantes en alguna o todas las etapas de la cadena agroalimentaria,
en particular aquellos capaces de producir metabolitos secundarios toxicos denominados
aflatoxinas; como es el caso de algunas especies del género Aspergillus, especialmente A.
flavus y A. parasiticus (Canafoglia y col., 2007).

Se han identificado alrededor de 400 micotoxinas, la mayoria de importancia
agricola y pecuaria. Segun la FAO (2007) (Tabla No. 4) los principales hongos productores
de micotoxinas y de importancia econdmica son: Aspergillus, Fusarium y Penicillium, ya
que han sido la causa de cuantiosas pérdidas econdmicas en el sector agropecuario (Chiy
Broomhead, 2009. Keller y col., 2013).

Tabla No. 4. Principales hongos Micotoxicogénicos

Hongo Micotoxina que produce
Aspergillus parasiticus Aflatoxinas By, By, G Y G,
Aspergillus flavus Aflatoxinas B, y B,
Fusarium sporotrichioides Toxina T-2; Desoxinivalenol (nivalenol); Zearalenona

Fusarium moniliforme (F. F
Fumonisina B;

verticillioides)
Penicillium verrucosum Ocratoxina A
Aspergillus ochraceus Ocratoxina A

Fuente: FAO (2007)

Estos hongos se distribuyen a nivel mundial y contaminan gran cantidad de los
alimentos y productos agricolas destinados a la elaboracion de dietas para el ganado
bovino productor de leche. A. flavus puede contaminar los productos agricolas y producir
aflatoxinas en el campo, durante la cosecha o el almacenamiento de los productos
agricolas (Theumer y col., 2012. Cotty, 2014).

1.3.1. Caracteristicas del género Aspergillus
Pier Antonio Micheli en 1729, presentd por primera vez la descripcion del género

Aspergillus, 1o nombrd asi por la similitud estructural de su conidiéforo al hisopo liturgico
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utilizado para esparcir agua bendita. Después, Link en 1809 describe la especie de
Aspergillus flavus, que ha sido conocida como una especie asexual que sélo produce
esporas o conidios asexuales y cuerpos fructiferos asexuales de hibernacion denominados
esclerocios. Recientemente se han identificado conidiéforos capaces de reproducirse
sexualmente que se han clasificado como Petromyces flavus (Amaike y Keller, 2011;
Patterson, 2011).

En 1926, se presentd oficialmente la primera clasificacion del género, con 69
especies en 11 grupos, el término “grupo” se ha sustituido por “secciéon”. Con la ayuda de
técnicas moleculares modernas el nimero de especies del género Aspergillus ha
aumentado a mas de 250, clasificadas en siete subgéneros y milltiples secciones
(Petterson, 2011). Los miembros de este género presentan los conidiéforos en posicion
vertical, sencilla, terminan en una hinchazon claviforme, tienen fidlides en el apice o
irradiando desde el vértice o toda la superficie (Figura No.2); con un conidio unicelular,

globoso, a menudo de varios colores en la masa (Barnett y Hunter, 2000).

23



Conidios (esporas)

Vesicula

Estipite

Hifas septadas

Célula <<pié>>

CONIDIOFORO

Figura No. 2. Morfologia de Aspergillus spp. (Elaboracion propia)

La taxonomia de Aspergillus ha sido ampliamente revisada y reclasificada en los
Ultimos afios, basandose sobre todo en estudios moleculares como la secuenciacion del
ribosoma, de genes beta-tubulina o calmodulina. Estos estudios han permitido una
identificacion mas precisa de las especies pero sin duda seguiran dandose modificaciones
en la nomenclatura de Aspergillus (Patterson, 2011; Ehrlich, 2014). La mayoria de las
especies del género Aspergillus se reproducen asexualmente, a excepcion de sus
teleomorfos (formas de reproduccion sexual) y el nombre genérico de Aspergillus se aplica
generalmente a todas las especies, independientemente de sus teleomorfos (Patterson,
2011). Aspergillus es considerado un hongo anamorfico o imperfecto por su forma de
reproduccién asexual, que pertenece a la familia 7richocomaceae de la clase
Hyphomycetes en el filo Deuteromycota. Los teleomorfos de especies de Aspergillus se
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clasifican en siete géneros en el orden de los Eurotiales dentro del filo Ascomycota
(Amaike y Keller, 2011; Patterson, 2011). La identificacion de hongos del género
Aspergillus suele ser facil la identificacion a nivel de especie es mas complicada (Figura

No. 3), especialmente para los aislamientos atipicos (Samson, 2014).

Figura No.3. Micrografia del conidiéforo de dos miembros del género Aspergillus. Panel A: A.
solanni. Panel B: A. ocraceus (Samson, 2014)

1.3.2. Aspergillus seccion flavi

Aspergillus seccion flavi incluye 22 especies que se han agrupado en siete subtipos.
Dentro de esta seccion se clasifican especies productoras de AF como A. flavus y A.
parasiticus (Tabla No. 5), que crecen casi en cualquier cultivo agricola, también se
encuentran incluidas especies que son utilizadas en la fermentacion de alimentos sobre
todo en el oriente como A. oryzae, A. sojaey A. tamaril, estas especies son consideradas

domésticas (Varga y col., 2011).
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Tabla No. 5. Especies de hongos Aspergillus productoras de aflatoxinas

Especie Distribucion Metabolito producido

A. flavus Mundial AFB;, AFB,, AFG,, AFG,, Ac. Aspergilico, Ac.
Ciclopiazdnico, Ac. Kdjico, Paspalininas, Ac.
Nitropropidnico.

A. nomius Brasil, India, Japdn, AFB;, AFB,, AFG;, AFG,, Ac. Aspergilico, Ac. Kdjico,

A. parasiticus

A. arachidicola

A. bombycis

A. minisclerotigenes

A. parvisclerotigenus

N

. pseudocaelatus

N

. pseudonomius

N

. pseudotamarif

A. togoensis

Tailandia y EUA

Australia, India, Japon,

América del Sur,
Uganda, EUA

Argentina

Indonesia y Japdn
Argentina, Australia,
Nigeria y EUA
Nigeria

Argentina
EUA
Argentina, Japon

Africa

Paspalininas, Ac. Tenuazodnico.
AFB;, AFB,, AFG;, AFG,, Ac. Aspergilico, Ac. Kdjico.

AFB;, AFB,, AFG;, AFG,, Ac. Aspergilico, Ac. Kéjico,
Quinazolina.

AFB;, AFB,, AFG;, AFG,, Ac. Aspergilico, Ac. Kéjico.
AFB,, AFB,, AFG,, AFG,, Aflavarinas, Aflavivinas, Ac.
Aspergilico, Ac. Cliclopiazénico, Paspalininas.

AFB;, AFB,, AFG;, AFG,, Ac. Ciclopiazdnico, Ac. Kdjico,
Paspalininas

AFB;, AFB,, AFG;, AFG,, Ac. Ciclopiazonico, Ac. Kdjico.
AFB;, Ac. Kdjico.

AFB;, AFB,, Ac. ciclopiazdnico, Ac Kéjico

AFB;, Esterigmatocistina.

FUENTE: Adaptado de Vargas y col. (2011)

Los miembros de esta seccidn flavi presentan cabezas conidiales en tonos amarillo

verdoso y esclerosis de color marrdn oscuro, y varias especies han sido descritas dentro

de esta seccidon basandose solamente en los aspectos morfoldgicos (Figura No. 4) como:

diametro, color y textura de la colonia, tamaio y textura de conidios y conidiéforos; sin

embargo la clasificacion por especie a resultado dificil por la gran similitud en sus

caracteristicas morfoldgicas debido a una alta variabilidad genética (Klich, 2002).
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FIGURA No.4. Micrografia de especies del género Aspergillus seccion flavi. Panel A: A. orizae.
Panel B: A. togoensis. Panel C: A. pseudocaelatus. Panel D: A. pseudonomius. (Klich, 2002)

Pese a las mlltiples investigaciones, la taxonomia de este grupo es aun muy
compleja y varios trabajos realizados, entre ellos los de Frisvad y col. (2005) y Pildain y
col. (2008) afirman que varias especies asignadas a esta seccion no pueden distinguirse
basandose solamente en las caracteristicas morfoldgicas, es importante la identificacion a
nivel molecular debido a que existe una gran variabilidad genética entre los miembros de
este género.

Godet y Munaut (2010) disefiaron una estrategia molecular, que consiste en una
PCR en tiempo real, identificando nueve especies para la seccion flavi, y Varga y col
(2011) lograron identificar dos especies mas para esta seccion: A. pseudocaelatus sp nov.

y A. pseudonomius sp nov.

1.3.3. Asperygillus flavus
Crecen de especial forma en los granos como el maiz; es un microorganismo saprofito se
encuentra en el suelo, oportunista que coloniza facilmente cuando hay una rica fuente de

carbono y nitrégeno, su principal mecanismo de reproduccion es por esporulacién asexual
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pero, bajo condiciones ambientales extremas forman esclerocios capaces de sobrevivir por
muchos afios (Patterson, 2011.).

La temperatura Optima de crecimiento es de 25 a 37 °C; las colonias de aspecto
rugoso o en ocasiones lisas, suelen ser de color amarillo a verde lima brillante y crecen a
un ritmo rapido. Tipicamente presenta conidiéforos uniseriados o biseriados (Figura No.
5), con conidios de forma y tamafio variables, de pared delgada y finamente rugosos; las
vesiculas son grandes de hasta 50 mm de didmetro y suele tener métulas a diferencia de

A. parasiticus. (Pitt y Hocking, 2009).

Figura No. 5. Conidioforos de Aspergillus flavus. Panel A: Uniseriado. Panel B: Biseriado.
(Pitt y Hocking, 2009)

La presencia de AF en los conidios de A. flavus es de suma importancia,
individualmente los conidios o esporas pueden contener altas concentraciones de AF, que
al ser ingeridas por el organismo animal producen una serie de trastornos en la salud,
reflejandose en la baja productividad que a la larga trae pérdidas econdmicas en las
explotaciones lecheras, las AF también pueden ser absorbidas a través de la piel, por lo
que el manejo de cepas aflatoxicogénicas debe realizarse con las mayores medidas de

seguridad (Pitt y Hocking, 2009).
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Algunos autores (Mauro y col., 2013. Ehrlich, 2014) han propuesto incluir dos
variantes de Aspergillus flavus que incluyen aislamientos aflatoxicogénicas y no
aflatoxicogénicas de cepas presentes en el suelo, las cuales se pueden ubicar en alguna
de las siguientes dos variantes: A. flavus capa S (Grupo IA, esclerocio < 400 micras) y A.
flavus cepa L (Grupo IB, esclerocio > 400 micras).

Las técnicas moleculares desarrolladas actualmente han permitido conocer la forma
de reproduccion sexual, la mayoria de los conidios que presenta A. flavus son
homocarioticos, se ha identificado la capacidad de recombinacién de un pequefio
porcentaje de conidios que se convierten en heterocariéticos, lo que permite la forma
sexual de reproduccion (Ehrlich, 2014).

Aparte de la produccidn de las AF mas conocidas (B;, B,, Giy Gy), A. flavus produce
también otros metabolitos secundarios como el acido cliclopiazénico (CPA), indol-
diterpenos, aflatrem, paxillenes, paspalicines, aflavinines y p-seurotin, P-neurotransmisor,
estos metabolitos podrian tener efectos neurotdxicos y nefrotdxicos en animales (Ehrlich,
2014).

1.3.4. Aspergillus parasiticus

Las colonias miden entre 50-70 ym de diametro, el micelio es blanco poco visible, las
cabezas conidiales forman una capa densa uniforme de color verde amarillento oscuro,
ocasionalmente produce esclerosis, con un conidiéforo que emerge desde el subsuelo o
por encima de las hifas, la vesicula es esférica con conidias rugosas y esféricas que miden
aproximadamente 5 um, que por lo general tienden a crecer irradiando sobre la cabeza
(Figura No. 6).

29



Figura No. 6. Conidiéforo de A. parasiticus. (Pitt y Hocking, 2009)

A diferencia de A. flavus, en A. parasiticus es raro encontrar cepas atoxicogénicas,
también produce AF B y G, ademas se ha identificado la producciéon de acido kéjico un
metabolito de baja toxicidad, empleado en la industria cosmética y en medicina (Pitt y
Hocking, 2009).

1.3.5. Condiciones para el crecimiento de hongos Aspergillus

Los principales factores que influyen en el crecimiento de los hongos y la produccion de
metabolitos secundarios son: actividad de agua, pH, temperatura, concentraciones de
0,/CO, y fuentes de carbohidratos.

2.3.5.1. Actividad de agua (aw). La aw hace referencia a la porcién de agua disponible
en el sustrato que puede ser aprovechada por el hongo. La disponibilidad de agua es
esencial para el crecimiento de Aspergillus spp. que crece adecuadamente en medios
donde la aw se encuentra entre 0.70 y 0.98 (Klich, 2006. Pitt and Hocking, 2009).
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2.3.5.2. Concentracion de iones hidrégeno (pH). Otros microorganismos compiten
con los hongos para el aprovechamiento de los niveles de agua, para que los hongos sean
favorecidos el pH es el factor decisivo. El pH indica la concentracién de iones hidrégeno
(H") en el sustrato, cuya mayor o menor concentracion se expresa numéricamente dando
como resultado medios acidos (pH menor a 7) y medios alcalinos (pH mayor a 7). El
desarrollo de hongos Aspergillus se ve favorecido por los medios acidos, aunque algunas
especies tienden a crecer bien en medios alcalinos (A. tamarii, A. restricus) (Klich, 2006.
Pitt and Hocking, 2009).

2.3.5.3. Temperatura (T°). Para los hongos del género Aspergillus la temperatura
juega un papel importante, mas que para su desarrollo, para la formacién de esporas y
esclerocios, o para la formacién de metabolitos secundarios como AF. La mayoria de las
especies de Aspergillus son termoestables, pueden crecer lentamente a temperaturas
bajas (2-5°C) o resistir temperaturas extremas para el ser humano (42-45°C), sus formas
vegetativas son mas resistentes, las esporas pueden sobrevivir las temperaturas de
pasteurizaciéon. La mayoria de los hongos Aspergillus crecen bien a temperaturas de entre
25 y 35°C (Klich, 2006. Pitt and Hocking, 2009).

2.3.5.4. Disponibilidad de oxigeno y biéxido de carbono (0,/CO,). La
concentracion de O, en el sustrato tiene mayor influencia para el crecimientos de los
hongos Aspergillus, que la concentracion de O, en la atmodsfera. Muchas especies son
eficientes para eliminar el O, disponible, por lo tanto la concentracion de O, en el sustrato
influye en mayor medida para el desarrollo de los hongos, mas que el encontrado en la
atmdsfera y crecen bien en atmosferas con hasta un 15% de CO, (Pitt and Hocking,
2009).

2.3.5.5. Disponibilidad de nutrientes. La mayoria de las especies de Aspergillus, son
capaces de asimilar ricas fuentes de carbono y nitrégeno, estos nutrientes juegan un papel
importante en el desarrollo de los hongos y la produccién de metabolitos secundarios.
(Klich, 2006. Pitt and Hocking, 2009).

La taba 6 muestra las condiciones especificas de crecimiento para especies del
género Aspergillus.
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Tabla No. 6. Necesidades optimas para el crecimiento de especies del género Aspergillus

. Temperatura Actividad de Acidez
Especie Sustrato
(T°C) agua (ay) (pH)
A. nidulellus 35-37 0.82-0.90 ND Trigo, cebada, arroz, maiz y sorgo
Trigo, harina de arroz, cebada maiz,
A. vitis 33-35 0.70-0.75 5.5-7.0
uva y pasas
Ciruela pasa, queso, garbanzos,
A. chevalieri 30-35 0.71-0.74 4-6.5
habas, trigo, arroz y nueces
A. aculeatus 20-30 0.87-0.82 2-10 Tomate, uva, cacahuate y soya
Termoestable Trigo, salvado, maiz, arroz,
A. candidus 0.75-0.98 5.0-6.0
hasta 50° cacahuate, avellana y nueces
A. carbonarius 30-41 0.96-0.98 2-10 Uva, higo, mani y maiz
Cebada, trigo, arroz, maiz, frijol y
A. clavatus 25-40 0.87-0.89 ND
soya
A. flavipes 26-28 0.80-0.85 ND Frutas tropicales, yuca y trigo
o Frutos secos, semillas oleaginosas,
A. flavus 0.78-0.84 3.4-10 maiz, cacahuate, arroz, sorgo, soya,
Tolera hasta 48° ]
nuez, pistache y avellana
A. oryzae 25-27 ND ND Productos fermentados
A. nomiius 25-30 0.81-0.83 ND Maiz, cacahuate y soya
Cacao, semillas oleaginosas
A. fumigatus 40-42 0.82-0.90 ND
almacenadas, huevos almacenados
Frutos secos, frutos frescos como
A. niger 35-37 0.77 4.0-6.5 manzana, pera, durazno, uva, higo
fresa mango y meldn
A. niveus 36-42 ND ND Cacahuate, soya y arroz
Café, soya, pimienta, fruta seca,
A. ochraceus 37-40 0.79-0.81 3-10
cacahuate y nuez
) 12-42 Suelos, arroz, cacahuate, avellana,
A. parasiticus , 0.81-0.85 3.5-8.5 i
Optima 32 nuez y maiz
A. penicillioides 30 0.89 5.5 Raro en alimentos
A. restrictus 30 0.75 ND Trigo, arroz, maiz, frijol y nuez
A. tamarii 33 0.78 ND Trigo, cebada y sorgo
A. terreus 37 0.78 6-7 Pistache y nuez
Trigo, cebada, arroz, avena, semilla
A. versicolor 27-37 0.87-0.98 3.1-74

de girasol y semilla de amaranto

ND= Dato no disponible. Elaboracién propia con datos de Pitt and Hocking (2009).
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1.3.6. Proliferacion de hongos aflatoxicogénicos

Los hongos aflatoxicogénicos pueden colonizar los productos agricolas y producir
aflatoxinas antes, durante o después de la cosecha; en el almacenamiento, transporte o
procesamiento (Agrios, 2006; Bhat y col., 2010).

Para que los hongos proliferen sobre un sustrato es necesario que se retinan una
serie de factores; las condiciones climaticas, los sistemas de cultivo, las practicas
culturales y de manejo post-cosecha de granos, forrajes y alimentos para el ganado,
determinan el impacto que puedan tener la presencia de cepas toxicogénicas y la
produccion de aflatoxinas (Reyneri, 2006; Agrios, 2006, Cotty, 2014).

Las partes aéreas de las plantas quedan expuestas a la invasion por
microorganismos que acarrea el viento, entre ellos los hongos filamentosos saprobios y
patdgenos, como es el caso de A. flavus. El hongo se desarrolla durante la cosecha y
continua su crecimiento aun en los productos frescos después de ésta, lesionando la
estructura fisica del material vegetal y deteriorando su valor nutritivo (Agrios, 2006. Cotty,
2014).

Los granos se encuentran entre los productos agricolas mas susceptibles a la
contaminacién con AF, Reyneri (2006) y Soares (2013) coinciden en que el maiz es uno de
los productos agricolas que presenta mayor incidencia de contaminacion por hongos y AF
en muchos de los paises del mundo; de Luna y col. (2013) evaluaron la resistencia que
presentan varios genotipos de maiz a la infeccion por hongos aflatoxicogénicos y a la
contaminacién por AF; encontrando una asociacion entre el genotipo de maiz y el nivel de
colonizacién.

El desarrollo de A. flavus se ve favorecido después de la cosecha, ya que se retinen
las condiciones adecuadas para su crecimiento: nutrientes, contenido de humedad,
actividad de agua, temperatura y pH (Agrios, 2006. Driehuis y col., 2008).

En alimentos hiumedos, como ensilaje de maiz el crecimiento de hongos depende
del pH y de la cantidad de oxigeno disponible. La gran mayoria de los hongos son aerobios
obligados y las condiciones de anaerobiosis propias de un silo, favorecidas por la alta
humedad y bajo pH, limitan el desarrollo de hongos (Agrios, 2006; Driehuis y col., 2008).
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1.4. PRODUCCION DE AFLATOXINAS

La Organizacion para la Agricultura y la Alimentaciéon (FAO 1991) define a las micotoxinas
como productos quimicos del metabolismo secundario de hongos filamentosos que
provocan cambios patoldgicos en seres humanos y animales. Los metabolitos fungicos
primarios son aquellas moléculas sintetizadas por el hongo para la formacién de biomasa.
El término micotoxina se deriva de las palabras griegas “mykes” (hongos) y “toksicons”
veneno (Céspedes, 1997), las mas importantes y las que presentan mayor interés para su
estudio son la aflatoxinas.

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios altamente toxicos y carcinogénicos
producidos por diferentes hongos del género Aspergillus, causan trastornos en la salud y
en la produccién animal, la mas importante es la AFB; y representan un serio peligro para
los seres humanos y para los animales porque son contaminantes ambientales naturales
en la mayoria de los productos alimentarios (FAO, 1991; Deshpande, 2002; Duarte y
Villamil, 2006; Dogi y col 2011).

Cuando el crecimiento del hongo termina o es interrumpido por la escases de algun
nutriente esencial, el proceso de metabolismo se encaminan hacia la produccién de
aflatoxinas, las cuales se producen en gran cantidad durante la fase estacionaria y al final
de la fase exponencial del ciclo de vida del hongo (Agrios, 2006; de Luna y col. 2013).

La biosintesis de aflatoxinas es influenciada por varios factores bidticos (propios del
hongo) y abidticos (propios del medio ambiente), entre los cuales estan: fase de desarrollo
del hongo, factores nutricionales, como fuentes de carbono o nitrdgeno; factores
ambientales, como la actividad de agua (aw), las sequias y la temperatura; condiciones
fisioldgicas como pH y la presencia de agentes bio-reactivos como productos quimicos
ambientales propias de la planta. Los pH acidos favorecen la produccidon de aflatoxinas en
A. flavus, mientras que los pH alcalinos la inhiben (Jiujiang y col., 2010).

Los factores mencionados anteriormente son factores no genéticos que influyen en
la fisiologia de los hongos aflatoxicogénicos y pueden cambiar la expresién del gen
regulador de aflatoxinas (afl-R) alterando el proceso de transcripcion (Jiujiang y col.,
2010). La esporulacion y la formacion de esclerocios también resultan del metabolismo
secundario de los hongos.

Las aflatoxinas son compuestos ubicuos, policetdnicos resultantes de las reacciones
de condensacién que tienen lugar cuando bajo determinadas condiciones ambientales,
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fisioldgicas o genéticas se interrumpe la reduccién de los grupos cetdnicos en la biosintesis
de los acidos grasos realizada por los hongos aflatoxicogénicos. (Diaz, 1995. Céspedes,
1997).

1.4.1. Importancia de las aflatoxinas en el ambito agropecuario

Las AF en el alimento se consideran como un problema de salud publica (Marina, 2007),
por tal razén los alimentos se han convertido en un area importante de investigacion. La
contaminacién de los alimentos con AF o alguna otra micotoxina representa importantes
pérdidas econdmicas (Dorokhin, 2011; Cotty, 2014), tanto en la produccion animal por los
efectos que tienen sobre su salud, como por el deterioro de las materias primas y
consumibles, que interfieren en la barrera comercial entre los paises (Bucio y col, 2001;
Fink, 2008).

La importancia de las AF se debe a la capacidad carcinogénica, mutagénica,
teratogénica e inmunosupresora que presentan, pero también hay otras micotoxinas que
se pueden encontrar de manera natural como la Ocratoxina A (OTA), Zearalenona (ZEA),
Tricotecenos (DON, Toxina T-2, DAS) y Fumonisinas que también producen danos severos
en la salud de los animales (FAO, 2003; IARC, 2002).

El consumo de alimentos contaminados con AF por bovinos lecheros presenta un
riesgo potencial a la salud publica, particularmente en la poblacion infantil, debido a la
eliminacién de aflatoxina M; (AFM;) en leche, que ya es considerada por la IARC (2002)

como agente carcinogénico para humanos.

1.4.2. Presencia de aflatoxinas en alimento de uso pecuario

La contaminacién de alimento por micotoxinas, destinado al consumo humano y animal se
ha convertido en una de las mayores problematicas de salud publica a nivel mundial
(Tabla No. 7), lo que ha originado el interés de realizar investigaciones para conocer las
concentraciones de micotoxinas y especificamente de AF que pueden estar presentes en
los componentes de las dietas destinadas al consumo animal (Alonso y col., 2013).
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Tabla No. 7. Micotoxinas presentes en alimento de uso pecuario

Pais Tipo de ensilaje Micotoxina encontrada Referencia
Argentina Maiz y sorgo AF, DON Amigot y col., 2006
Argentina Maiz AF Alonso y col., 2009
Argentina Maiz AFB,, ZEA, DON, FBs, Gonzalez Pereyra y col.,

patulina 2008, 2011
Brasil Maiz y Sorgo AFB; Sassahara y col., 2005
Bélgica Maiz DON, FBs, ZEA Van Pamel y col., 2011
Dinamarca Maiz ZEA, DON, GLY, fumiclavina Rasmussen y col., 2010
A, roquefortina A 'y
C, acido micofendlico
Egipto Maiz AF, T2 El-Shanawany vy col.,
2005
Francia Maiz AFB1, ZEA, DON, CIT Garon y col., 2006
Francia Maiz GLY, DON, CIT Richard y col., 2007
Francia Maiz AFB1,DON, CIT Richard y col., 2008
Alemania Maiz Tricotecenos, ZEA Schollenberger y col.,
2006
Italia Maiz AFB1 Decastelli y col., 2007
México Maiz AFB1, OTA, FBs, DON, ZEA  Reyes-Velazquez y col.,

Los paises bajos
Eslovaquia

USA

Maiz y pasto
Maiz

Maiz

ZEA, DON, Roquefortina
C, acido micofendlico
AF, DON, FBs, T2, ZEA,
OTA

FBs

2008
Driehuis y col., 2008

Biro y col., 2009

Kimy col., 2004

Fuente: Alonso y col. (2013)
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1.4.3. Caracteristicas fisico quimicas de las aflatoxinas

Las AF son un grupo de alrededor de 15 a 20 compuestos quimicos estrechamente
relacionados, son inodoras, insipidas e incoloras. Quimicamente son estables en los
alimentos y resistentes a la degradacion bajo procedimientos de coccién normales. Es
dificil eliminarlas una vez que se producen. Pertenecen a la familia de las difurano-
cumarinas (Tabla No. 8), se clasifican en dos grandes grupos de acuerdo a su estructura
quimica (Urrego y Diaz, 2006).

Tabla No. 8. Estructura quimica de las aflatoxinas

Grupo Tipo de Formula Peso molecular
Aflatoxina estructural (g/mol)
B1 C17 H12 06 312
B2 C17 H14 06 314
Serie 1
M1 C17 H12 07 328
M2 C17 H14 07 330
Gl C17 H12 06 328
Serie 2
G2 C17 H14 O7 330

Fuente: Urrego y Diaz (2006)

Las dos principales especies de Aspergillus que producen AF son A. flavus que
produce AFB; y AFB,, y A. parasiticus que puede producir AFB y AFG. Sin embargo las mas
importantes son AFB,;, AFB,, AFG; y AFG,. Las aflatoxinas M; y M, son productos
hidroxilados del metabolismo oxidativo de las AFB; y AFB, respectivamente, estos
metabolitos pueden eliminarse en leche. Las aflatoxinas B,, G; y G, son menos frecuentes
y casi nulas en ausencia de AFB; (Figura No. 7) (Juan y col., 2007; Paterson y Lima, 2010;
Forouharmeh y col., 2013).
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Figura No. 7. Estructura quimica de las principales aflatoxinas. (Adapatdo de William y col. 2004)

1.4.4. Biosintesis de aflatoxinas

Se estima que al menos 23 reacciones enzimaticas estan involucradas en la ruta de
biosintesis para la formacion de aflatoxinas y han sido identificados alrededor de 15
productos quimicos intermediarios (Juijiang y col., 2010. Kabak, 2010).

Las AF son polipéptidos derivados de difurano-cumarinas que se sintetizan a
partir de malonil CoA, primero con la formacién de CoA hexanoilo y seguido de la
formacion de una antroquinona decaketide. Hay dos sintetasas de acidos grasos (FAS-1 y
FAS-2) y un policétido sintetasa (PKS) que participan en la sintesis del policétido de acetil
CoA (Juijiang y col., 2010. Roze y col. 2013).
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El acido norsolorinico (NOR) es el primer intermediario estable de la aflatoxina,
después de la formacion de este compuesto se presentan una serie de reacciones de
oxido-reduccion (Kabak, 2010. Roze y col. 2013). Las enzimas oxido-reductasa, mono-
oxigenasa, deshidrogenasa, dinucledtido flavina adenina mono oxigenasa, esterasa y
sintetasa actlan en secuencia para producir versicolorin B. Este intermedio es un
precursor comin de ramas divergentes biosintéticas que producen aflatoxina B; y
aflatoxina B,. A raiz de la rama de la aflatoxina B;, versicolorin B desaturasa produce
versicolorin A (VA), que contiene el 2,3 doble enlace en el anillo dihidrodifurano (Kebak,
2010; Roze y col. 2013).

Este doble enlace puede ser oxidado en el organismo huésped y formar un epoxido
altamente reactivo que media la mutagenicidad, carcinogenicidad, y la citotoxicidad de la
AFB;. Varias reacciones enzimaticas estan implicadas en la conversion de VA a dimetil-
esterigmatocistina y luego a O-metil-esterigmatocistina, el citocromo P-450
monooxigenasa OrdA cataliza la reaccidn final para generar la aflatoxina B; de O-metil-
esterigmatocistina (Kabak, 2010. Roze y col. 2013).

Los ultimos estudios realizados sobre la identificacion de la ruta de biosintesis
para aflatoxinas han descubierto la participacion de 29 genes o marcos de lectura abierta
(ORFs). Entre los que se encuentran dos grandes grupos: afl-B (Fas-1) y afl-A (FAS-2)
(Juijiang y col., 2010).

1.4.5. Caracteristicas de la AFB,

La AFB; es un componente altamente téxico (LDso, 1-50 mg/kg peso corporal) para una
gran variedad de especies animales (Klein y col., 2003), es la mas comun y toxica, por si
sola es una molécula inocua, pero al ser ingerida por un organismo y en su afan de
eliminarla, se biotransforma a su forma tdxica, una vez activada forma aductos con
proteinas y con ADN al realizarse un ataque nucleofilico que inactiva la funcién bioldgica
de la estructura dafada (Wang y col., 2000; Guengerich y col., 2002; Kamdem y col.,
2006).

1.4.6 Metabolismo de las aflatoxinas
En general, existe una considerable variabilidad de especie-especifica, relevante al
metabolismo de la AFB;. Los factores que pueden influir en su metabolismo no estan
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relacionados con la especie, sino con el sexo, la edad, la dieta y el estado sanitario del
animal (Fink, 1999).

Un requisito fundamental para evaluar la toxicidad y la carcinogenecidad de AFB;,
es su conversion a uno o mas metabolitos (Figura No. 8), en diversos tejidos animales y

secundariamente, serian las reacciones de menor importancia (Guzman, 2007).
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Figura No 8. Estructura de las formas activas de AFB; (Guzman, 2007)

La forma pura de AFB; no es mutagénica. La primera fase de biotransformacion, en
el tejido, sucede en el higado de todos los mamiferos (Valdivia y col., 2012) y se lleva a
cabo mediante la accion del complejo enzimatico citocromo P-450. El punto clave de la
biotransformacién de AFB; es la bioactivacidn a epdxido. La AFB; 8,9-epoxido es altamente
tdxica, mutagénica y carcinogénica. La detoxificacion de la AFB1 epdxido puede ocurrir a
través de la conjugacion de la glutation reductasa, reaccidn catalizada por las Transferasas
de Glutation. En los seres humanos la detoxificacion via GSH-GST, es inferior a la
encontrada en otras especies como en la rata, ratdn o conejo (Guzman, 2007. Groos,
2012).
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El epoxido viene hidrolizado a AFB; 8,9-dihidroxido. Después de la formacion de
AFB; epodxido, pueden formarse dihidrodioles (8,9-dihidro-8,9-dihidroxi, aflatoxina B,),
metabolitos de la AFB; que se unen a proteinas celulares mediante la formacion de bases
de Schiff, induciendo dafio celular y eventualmente muerte celular. AFB;-epdxido puede
formar aductos con los residuos de lisina de la albumina y otras proteinas celulares
(Bogantes y col., 2004; Groos, 2012).

Los metabolitos formados por el citocromo P-450: Aflatoxina Q;, Aflatoxina Py,
Aflatoxina B,;; han mostrado una menor toxicidad y representan los productos de
destoxificacion. La AFM;, metabolito hidroxilado de la AFB;, presenta una toxicidad aguda
confrontable con la AFB;, y cronica a partir del 2-10%; estos metabolitos se distribuyen
sistematicamente y de esta forma, se pueden encontrar en la leche, los huevos y los
tejidos del animal intoxicado (Rodriguez, 2007; Groos, 2012).

La AFB; es la de mayor preocupacion, es la mas toxica y estd asociada con el
cancer de higado, ademas se presenta higado graso, palido, inflamado y friable; la
afeccion de este érgano ocasiona una disminucion en la sintesis de enzimas digestivas, por
lo que produce un sindrome de mala absorcién, que ocasiona una disminucién de la
ganancia de peso (Groos, 2012).

También se afectan los procesos de coagulacién de la sangre y los mecanismos en
el transporte de lipidos, por lo que en el examen bioquimico, se puede evidenciar una
disminucion del valor de la glucosa y un aumento de los lipidos totales, especialmente del

colesterol (Rodriguez, 2011).

1.4.7. Mecanismo de accion de la AFB,
Por su alta liposolubilidad la AFB; se absorbe en el tracto gastrointestinal y se
biotransforma en el higado por la accién de enzimas microsomales de la familia del
citocromo P-450, las dos enzimas mas importantes son representadas por la CYP 34A que
intervienen en la formacion de la forma exo-epdxido y el metabolito AFQ; y la CYP 1A2
que forma en su mayoria el endopdxido y la AFM; (Guzman de Pefa, 2007; Valdivia y col.,
2012; Groos, 2012).

La AFB; requiere una activacion para producir mutaciones, la ruta de activacion es
la conversion de AFB; en el metabolito electrofilico AFB;-8,9-epdxido. La formacién del
epoxido requiere la presencia de un doble enlace entre los carbones C8-C9, por esta razon
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las aflatoxinas B, y G, son practicamente atdxicas en comparacion con las aflatoxinas B, y
G; (Groos, 2012).

La AFM;, aunque presenta en doble enlace entre los carbones C8 y C9, es dos
ordenes de magnitud menos toxica que la AFB; en cuanto a carcinogenecidad se refiere
(Deshpande, 2002; Groos, 2012).

La AFB;-epoxido presenta dos conformaciones: una endo y una exo. La forma endo
posee aproximadamente 500 veces mas poder mutagénico que la forma exo. El fendmeno
de mutagenecidad (Figura No. 9) puede explicarse mediante la formacion de un
compuesto estable por la unién covalente en el nitrégeno N-7 de los residuos guanil del
DNA (o RNA) mediante la induccién de depurinacion y escision de la hebra lo que puede

inducir mutacion en células somaticas (Urrego, 2006; Valdivia y col., 2012; Groos, 2012).
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Figura No. 9. Formacion de aductos DNA con aflatoxina. (Adaptado de Urrego, 2006)
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Estas formaciones de aductos persistentes se llevan a cabo en regiones del DNA, el
complejo formado se intercala causando mutacion: la guanina sufre transversion a timina;
esto ocurre en el codon 249 del gen p53 (este gen esta implicado como punto de chequeo
durante la sintesis y reparacion del DNA. Si el dafo no se repara, esta misma proteina
induce apoptosis. La ocurrencia de este tipo de alteracién se ha determinado como
carcinoma hepatocelular (Urrego, 2006; Groos, 2012).

Después de la formacion de AFB;-epoxido pueden formarse dihidrodioles (8,9-
dihidro-8,9-dihidroxi-aflatoxina B;) metabolitos de la AFB; que se unen a proteinas
celulares; AFB1- epdxido también puede formar aductos con los residuos de lisina de la
albimina y otras proteinas celulares. Cerca del 5% de la dosis de AFB; se une a la
albimina. (Steyn y Stander, 1999. Groos, 2012).

La AFB;-epodxido puede también reaccionar con glutatidon mediante un mecanismo
medido por una glutation-S-transferasa; esta conjugacion de tipo competitivo representa
el paso de detoxificacion mas importante con respecto a otros tipos de biotransformacion
en la obtencion de metabolitos menos tdxicos de AFB1, incluyendo entre ellos aflatoxicol y

otros derivados como la M;, P; y Q (Ross y col, 1992. Groos, 2012).

1.5. MICOTOXICOSIS

El cuadro clinico patoldgico ocasionado por la intoxicacion aguda o crénica que se origina
por la exposicién a alimentos o piensos contaminados con micotoxinas producidas por
hongos toxicogénicos se conoce como micotoxicosis (Agrios, 2006; Valdivia y col., 2012).

Las micotoxicosis pueden presentarse tanto en paises industrializados como en
paises en desarrollo, cuando el medio ambiente social y econdmico se combina con
condiciones meteoroldgicas (humedad, temperatura) a favor del crecimiento de los hongos
(Urreglo y Diaz, 2006; Rai y col., 2012; Cotty, 2014).

Los primeros casos de micotoxicosis conocidos se debieron al centeno contaminado
con Claviceps purpurea en la edad media. En 1912, en Argentina, se descubrid la accién
de un metabolito toxico de un Aspergillus del maiz sobre varias especies animales, lo que
constituye la primera observacion cientifica de las micotoxicosis en Sudamérica.

El estudio documentado de las aflatoxinas y la enfermedad causada por estas,
comienza en los sesenta cuando se reportd de una epidemia, llamada “X”, de pavos y

otros animales de corral, matando a mas de diez mil animales, la causa de la muerte fue

43



la presencia de mani brasilefio contaminado por aflatoxinas, llamadas asi porque son
producidas por especies del grupo Aspergillus flavus (Carrillo, 2003).

La deteccion de esporas flngicas no es suficiente para el diagndstico, las esporas e
incluso el hongo pueden aparecer sin la formacion de aflatoxinas. La severidad de los
efectos de las micotoxinas depende del tipo de micotoxina, la intensidad de la exposicion,
la edad, el sexo y de posibles efectos de sinergia con otras sustancias o patologias propias
del individuo (Agrios, 2006; Espindola, 2006; Urrego y Diaz, 2006).

1.5.1. Tipos de Micotoxicosis

1.5.1.1. Micotoxicosis agudas: Se producen cuando se consumen concentraciones de
altas a moderadas de micotoxinas y causan manifestaciones especificas tales como
sindrome de enfermedad aguda o muerte (Lazo y Sierra, 2008; Upadhaya, 2010; Zaki y
col., 2012). Micotoxicosis cronicas: Derivadas de la ingesta de niveles de micotoxinas
bajos a moderados y son causantes de enfermedades crénicas especificas (Lazo y Sierra,
2008; Upadhaya, 2010; Zaki y col., 2012).

1.5.1.2. Micotoxicosis cronicas: Producidas por la ingesta de concentraciones de
micotoxinas muy bajas y suelen causar un aumento de la susceptibilidad a otras

enfermedades e infecciones (Placinta y col. 1999; Upadhaya, 2010).

1.5.2. Efectos de las aflatoxinas

La habilidad de las aflatoxinas para inducir la presentacion de varios tipos de cancer en
animales domésticos y de experimentacion, constituye una preocupacion para la salud
publica, porque algunas micotoxinas presentan mayor interés por ciertos 6rganos tales
como higado y rifion asi como por el sistema inmune y nervioso (Valdivia y col., 2012).

La Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (Internacional Agency
for Research on Cancer, IARC, 2002) clasificé a las aflatoxinas en el grupo 1, como
compuestos carcindgenos para humanos y Aflatoxina M; en el 2, como compuestos
posiblemente carcinogénicos para humanos.

Ademas de los efectos carcinogénicos, son conocidos los efectos adversos en la
salud y en la produccién de los animales domésticos (Valdivia y col., 2012), presentandose

reduccion en la ganancia de peso, efectos adversos en la reproduccién, dafio al sistema
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inmunoldgico, sintomas severos de intoxicacién incluso muerte cuando los niveles toxicos
son demasiado altos (Diaz, 1995; Valdivia y col., 2012).

La Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), ha estimado que el
25% de la produccién mundial de cultivos es afectada por las micotoxinas. Adicional a los
efectos adversos de las micotoxinas sobre la salud y la produccion de animales, y sobre la
salud humana, la contaminacion con AF genera pérdidas econdmicas al productor,
distribuidor, procesador y consumidor de alimentos, y ocasiona problemas de comercio
internacional de granos y cereales (FAO, 2003).

1.6. METODOS DE CUANTIFICACION PARA AFLATOXINAS EN ALIMENTO

Debido a la gran problematica de la contaminacidon por AF en ingredientes alimenticios
para el ganado lechero, se han desarrollado varios métodos analiticos y entre los que
tienen mayor precision para la identificacion de AF en alimentos es la cromatografia en
capa fina (TLC), herramienta que puede ser cualitativa o semicuantitativa, estableciéndose
como método oficial por parte de la Association of Analytical Chemistry (AOAC), entre los
métodos mas modernos que se han desarrollado esta la cromatografia liquida de alta
precisién (HPLC), la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), ademas de las columnas
de inmunoafinidad y el ELISA (ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas) (Requena y
col., 2005).

Para la eleccion de cualquier método analitico se debe tener en cuenta la
precision y la confiabilidad para identificar particulas minimas del metabolito de interés y la

practicidad para su desarrollo (Kralj y Prosen, 2009).

1.6.1. Cromatografia

La cromatografia es un método que permite la separacion de compuestos de una mezcla
por efectos de retencidn y desplazamiento, con ayuda de una fase movil una fase
estacionaria; como consecuencia de la distinta movilidad los componentes de la muestra
se separan en bandas o zonas discretas que pueden analizarse cualitativa y/o

cuantitativamente (Varga, 2012; Ismail y col., 2010; Rai y col., 2012).
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1.6.1.1. Cromatografia en Capa Fina (TLC). Es una técnica relativamente econémica
con el inconveniente de que no es una técnica muy precisa; por ser una técnica mas
cualitativa que cuantitativa se emplea para identificar la presencia de AF en los alimentos
con ayuda del RF (factor de resolucion), con el inconveniente de que no determina la
concentracion de AF presente (Rai y col., 2012).

1.6.1.2. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC). HPLC es una técnica
con especificidad y sensibilidad muy altas para la cuantificacion de AF, las muestras que se
analizan mediante esta técnica requieren de una purificacion exhausiva y deben ser
analizadas una a una (Varga y col. 2012). Este método es el mas recomendado para la
cuantificacion de AF en raciones alimenticias para ganado y esta oficialmente aprobado
por la AOAC; tiene el inconveniente de ser un método largo y laborioso por lo que se

requiere personal especializado para su desarrollo (Rai y col., 2012).

1.6.2. Ensayo Inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA)

Actualmente se han desarrollado protocolos para inmunoensayos enzimaticos
competitivos, mediante los cuales la deteccion y cuantificacion de micotoxinas ha llegado a
los limites de especificidad y sensibilidad deseados. Ademas la sencillez de manipulacion y
la posibilidad de trabajar al mismo tiempo un gran nimero de muestras mediante las
microplacas (Jiang y col, 2012).

El fundamento de las técnicas de ELISA aplicadas a la deteccién de AF se basa en
la competencia de las moléculas que eventualmente puede haber en las muestras con las
que se anaden de forma controlada y que estan marcadas convenientemente, para su
union al anticuerpo: ya que ambas presentan la misma afinidad, cuanto mas contaminada
estd la muestra, mas moléculas “sin marcar” se uniran al anticuerpo (Dorokhin y col.
2011; Jiang y col., 2012).

1.7. NIVELES MAXIMOS PERMISIBLES DE AFLATOXINAS EN ALIMENTO

La necesidad de establecer una legislacion para fijar limites en la concentracion de
aflatoxinas en alimentos para humanos y animales esta generalmente reconocida en

varios paises del mundo (FAO, 2003).
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Los dos primeros factores proporcionan, respectivamente, la informacion necesaria
para la evaluacion de riesgos y para la evaluacidon de la exposicion, ingredientes
principales para una evaluacién de riesgos. La evaluacién de riesgos es la evaluacion
cientifica de la probabilidad de que tengan lugar efectos conocidos o potenciales adversos
a la salud resultantes de la exposicién de los seres humanos a peligros trasmitidos por los
alimentos y es la base cientifica primaria para los reglamentos (FAO, 2003).

1.7.1. Legislacion de la Union Europea (UE)
1.7.1.1 Alimentos para animales
o Aflatoxina B;: Los limites maximos en pg/kg (ppb) se refieren a alimentos con una
humedad de 12%.

Todas las materias primas para alimentacion animal: 20
Alimento completo para bovinos: 20
Alimento completo para becerro: 10
Alimentos completos para ganado lechero: 5
Otros alimentos complementarios: 5

1.7.1.2. Aflatoxina M,

e Para leche cruda, leche destinada, leche destinada a la fabricacion de productos a
base de leche y leche de consumo tratada térmicamente, la concentracidon maxima
permitida de AFM; es de: 0.05 pg/Lt o kg (0.05 ppb).

e En el caso de preparados para lactantes, preparados de continuacién y alimentos
dietéticos destinados a usos médicos especiales dirigidos especificamente a los
lactantes, la concentracidon maxima permitida de AFM; es de: 0.025 ug/Lt o kg
(0.025 ppb).
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1.7.2. Administracion de Drogas y Aimentos de los EE.UU. (FDA)

Tabla No. 9. Niveles permitidos para aflatoxinas totales (pg/kg) en alimentos y piensos,
establecidos por la FDA

Limite
Micotoxina Tipo de alimento maximo
(ng/kg)
Maiz destinado para engorda de ganado vacuno 300
Harina de semilla de algoddn para el ganado vacuno 300
Aflatoxinas Maiz para la cria de ganado vacuno 100
Maiz y otros ingredientes para el ganado (salvo la harina de semilla de 20
totales . . . .
algoddn) destinados a animales inmaduros
Maiz, harina de semilla de algoddn y otros alimentos para animales 20
productores de leche
AFM, Productos lacteos liquidos 0.5

Fuente: US-FDA, 1994.

1.7.3. Norma Oficial Mexicana (NOM-188-SSA1-2002)

La Norma Oficial Mexicana (NOM-188-SSA1-2002) para el control de aflatoxinas en
cereales establece un limite maximo permisible de aflatoxinas en los cereales destinados
para el consumo humano y animal, asi como los lineamientos y requisitos sanitarios para
el transporte y almacenamiento de los granos. Esta Norma Oficial Mexicana es de
observancia obligatoria en el Territorio Nacional para las personas fisicas 0 morales que se

dedican a su proceso o importacion.

1.7.3.1. Limites permitidos para consumo animal. Los cereales con una
concentracion mayor de 20 ug/kg de aflatoxinas y que se destinen para consumo directo o
como parte de alimentos procesados, deberan ajustarse a lo dispuesto en la siguiente
tabla (Tabla No.10).

Tabla No. 10. Limites maximos permitidos de AF en alimento para consumo de rumiantes animal
por la Norma Oficial Mexicana

Etapa de produccion Limite maximo
Hg/kg
De engorda en etapa de finalizacion 300
Maduros destinados a reproduccion 100

Fuente: Norma Oficial Mexicana (NOM-188-SSA1-2002)
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1.7.4. Comision del Codex Alimentarius
La Comision del Codex Alimentaius (CCA), apoyada por la FAO y la OMS, apunta a facilitar
el comercio mundial y a proteger la salud de los consumidores mediante el desarrollo de
normas internacionales para los alimentos y las raciones. En la actualidad los paises
miembros del CODEX Alimentario son 168. Dentro de la CCA, el Comité del CODEX para
Aditivos Alimentarios y Contaminantes de los Alimentos (CCFAC) establece limites
maximos (normas) para los aditivos y los contaminantes en los alimentos los que resultan
decisivos en caso de conflictos comerciales. En aflatoxinas totales establece niveles
maximos permisibles entre 10 y 15 mg/kg para la mayoria de los ingredientes alimenticios.
El CCFAC desarrolla normas basadas en un procedimiento que sigue, en lo posible,
los principios del analisis de riesgos segun las reglas y los métodos establecidos en el
Manual de Procedimientos del CODEX y en la Norma General del CODEX para
Contaminantes y Toxinas en los Alimentos. Los reglamentos vigentes para las AF en los
alimentos y las raciones, asi como otros en desarrollo, debieran resultar de una intensa
cooperacion entre las partes interesadas basada en la ciencia, que congregue a los
consumidores, a la industria y a los responsables de las politicas. Solo de esta forma

puede alcanzarse una proteccion realista (FAO, 2003).

1.8. METODOS DE DESTOXIFICACION PARA AFLATOXINAS

Existe un conjunto de tratamientos que se realizan después de la cosecha con el objetivo
de eliminar o reducir los efectos toxicos de las AF en los animales (Charmley y Prelusky,
1999). Estos tratamientos son conocidos como métodos de destoxificacion y pueden ser:
quimicos, fisicos y bioldgicos (Diaz, 2002; Marina y col., 2007).

La eficacia de cada proceso de adsorcién se ve influenciada por la estructura
quimica del adsorbente, es decir, la carga total y la distribucion de la carga, el tamafio de
los poros y la accesibilidad al area de superficie; ademas de las propiedades de las
micotoxinas (Huwig y col., 2001; Kabak, 2010).

Se han establecido muchos métodos para eliminar las aflatoxinas de los alimentos,
pero aun no existe un método que haya conseguido una destoxificacion completa a gran
escala de una forma practica, econdmica y que no produzca subproductos peligrosos

(Ramos y Hernandez, 1997; Queiroz, y col. 2012).
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1.8.1. Métodos quimicos

Son mas que nada productos quimicos que se aplican a insumos agricolas contaminados
naturalmente, la mayoria de estos métodos no satisface los criterios de aceptabilidad
debido a que disminuyen el valor nutritivo del producto; ejemplos de éstos son los agentes
oxidantes, algunos acidos y alcalis, teniendo como desventaja los costos elevados del
producto ademas de no ser muy eficientes para eliminar micotoxinas. El éxito del proceso
de desintoxicacion por tratamientos quimicos depende del tipo de piensos. (Galvano y col.,
2001. Mc Cormick, 2013).

1.8.1.1. Tratamiento con acidos. Los acidos son aquellas sustancias que al ser
disueltas en agua u otra, producen un incremento en los iones hidrégeno. El tratamiento
con acidos fuertes destruye la actividad bioldgica de AFB; y AFG; mediante la conversion a
la hemiacetal forma AFB,, y AFG,, respectivamente, con la adicion del doble enlace en el
anillo difurano por la accidon catalizadora del acido. Tratamiento con HCl (pH 2) han
reducido los niveles de AFB; por 19,3 % en un plazo de 24 h (Kabak, 2010; Mc Cormick,
2013).

1.8.1.2. Tratamiento con bases. Las bases o alcalis son sustancias que poseen
propiedades alcalinas. Entre las bases y otros productos quimicos, la amoniacién ha
demostrado ser un método eficaz para desintoxicar productos agricolas contaminados con
aflatoxinas, destinados a la alimentacién del ganado, reduciendo los niveles en mas de un
75% (McCormick, 2013).

1.8.1.3. Agentes oxidantes. Son compuestos quimicos que ganan electrones de otro
compuesto, a este fendmeno de robar electrones se le llama oxidacién. Las AF que poseen
un doble enlace terminal en el anillo de dihidrofurano (AFB;, AFG; y AFM;) por lo que son

sensibles al ataque de agentes oxidantes como el ozono (McCormick, 2013).
1.8.1.4. Agentes reductores. Son compuestos que seden electrones a un agente

oxidante. Se ha demostrado la capacidad del bisulfito de sodio (NaHSOs) para destruir

aflatoxinas, principalmente AFB; en el maiz. (Li y Su, 2010).

50



1.8.1.5. Agentes de cloracion. Los agentes clorados son aquellos compuestos quimicos
organicos a los que se le ha sustituido atomos de hidrogeno por atomos de cloro. El cloro
a una concentracion de gas de 11 mg g™ logrd la degradacién de mas del 75 % de AFB,
en harina de productos agricolas (Li and Su, 2010).

1.8.2. Métodos fisicos

Son un conjunto de técnicas y estrategias cuyo objetivo es eliminar la porcion
contaminada por AF de los insumos agricolas; sin embargo estas técnicas resultan ser
poco practicas ademas de que tienen el inconveniente de disminuir el valor nutritivo de los
ingredientes alimenticios. Estas estrategias han sido aplicadas para la inactivacion o
reduccion de las AF en los productos agricolas que se destinan a la alimentacion del
ganado lechero (Takayama y col 2005; Kabak, 2010). Entre estas estrategias estan los

tratamientos térmicos y la irradiacion.

1.8.2.1. Tratamiento Térmico. La mayoria de las micotoxinas son resistentes al calor
(80 a 121° C), por lo que resulta ser un método poco conveniente; ya que no se observa
ninguna reduccidn en los niveles generales de la toxina. Tiene el gran inconveniente de
desnaturalizar las vitaminas y los minerales por que el valor nutritivo de estos productos
agricolas con los que se alimentan las vacas lecheras, se ve disminuido (Sabater y col.,
2007; Kabak, 2010).

1.8.2.2. Irradiacion. La radiacién que implica rayos X, rayos g, haz de electrones,
radiacion UV y de la energia solar se han aplicado para destruir las AF; ya que se produce
una emisidn de alta energia capaz de romper la estructura de estas moléculas, aun asi los
resultados obtenidos por la aplicacion de este método no han sido satisfactorios (Gallo y
Masoero, 2010. Mc Cormick, 2013).

1.8.3. Métodos bioldgicos
Un enfoque interesante para la descontaminacion de AF en piensos es el uso de alimento
funcional que contiene microorganismos benéficos que pueden unirse a las AF en el tracto

gastrointestinal (Armando y col., 2012).
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La destoxificacion se lleva a cabo a través de un microorganismo controlador o la
accion de compuestos quimicos especificos producidos por el mismo microorganismo, que
inhiben el crecimiento del hongo y/o la produccién de sus toxinas; como pueden ser
bacterias lacticas o levaduras que se utilizan con frecuencia en la fermentacion de
alimentos (Zinedine, 2007; Mc Cormick, 2013).

La detoxificacion de AF por microorganismos ha sido revisada extensivamente y se
ha identificado la capacidad que tienen algunas bacterias de degradar esta toxina, tal es el
caso de Flavobacterium aurantiacum NRRL B -184, segun Juan y col. (2010) podria quitar
de forma irreversible la AFB; a partir de una variedad de productos alimenticios incluyendo
leche, aceite, mantequilla de mani, mani y maiz sin dejar subproductos tdxicos, ademas se

ha reportado su capacidad de inhibir la actividad mutagénica de AFB; (Kabak, 2010.).

1.8.3.1 Saccharomyces cerevisiae. En respuesta a los problemas de micotoxicosis, se
ha utilizado el cultivo de levaduras Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), cuya pared
celular tiene propiedades que contribuyen secuestrando la aflatoxina en el alimento
(Arrieta y col., 2006). Se ha comprobado que los componentes de la pared celular de la
levadura se unen muy fuertemente a diferentes micotoxinas, aunque sus mecanismos aun
no se conocen muy bien (Diaz, 2002; Armando y col., 2012).

Segun Rojo y col., (2014) Los productos basados en la pared celular de la levadura
S. cerevisiae proporcionan la sintesis de vitaminas del complejo B, minerales y proteinas;
por lo que las cepas de esta levadura son capaces de prevenir las enfermedades
infecciosas y mejorar el aprovechamiento de los alimentos.

Algunos de los beneficios asociados con S. cerevisiae en el ganado son: incremento
de la materia seca, aumento de la produccion de leche en el ganado lechero; estos
beneficios parecen ser causados por cambios en la fermentacion ruminal, en particular por
el aumento de la actividad bacteriana, que a su vez lleva a un aumento en la digestibilidad
de los forrajes (Diaz, 2002; Dogi y col., 2011. Armando y col., 2012).

S. cerevisiae se ha estado utilizando en la industria de los alimentos de consumo
humano y animal, se considera un probidtico (estimula un equilibrio en la microflora
intestinal) y adsorbente de micotoxinas, reduce la absorcion de las AF a nivel
gastrointestinal (Zaghini y col., 2005; Yang y col., 2007; Abousadi y col., 2007; Baurhoo y
col., 2009).
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La estructura de la pared celular de S. cerevisiae contiene varios oligosacaridos,
entre los que se encuentran los mananoligosacaridos (MOS), que a su vez estan
conformados por los mananos y los glucanos, componentes estructurales que representan
el 30-40% de la pared celular y determinan las propiedades de la superficie celular
(Stanley y col., 2004; Benites y col., 2008; Peralta y col., 2008).

1.8.4. Inhibicion de la absorcion de aflatoxinas en el tracto gastrointestinal

El enfoque mas reciente para la reduccién de la exposicion a las aflatoxinas ha sido el uso
de agentes aglutinantes o secuestrantes, estos son afiadidos en la dieta para que
secuestran la AF dentro del tracto gastrointestinal de los animales, lo que reduce su
biodisponibilidad (Sabater y col., 2007), segun Juan-Juan (2010) los complejos formados
por la unidn AF-secuestrante son inertes e irreversibles, se eliminan por heces y no
afectan la salud de los animales.

Esta estrategia ha demostrado reducir la biodisponibilidad de AF y como
consecuencia su absorcién y el dafio a los 6rganos blanco (higado y rifidn), segun Diaz
(2002) la adicion de agentes secuestrantes en la dieta alimentaria del ganado lechero
reduce hasta un 95% los niveles de AF.

Han sido probados diversos adsorbentes entre ellos carbdn activado,
aluminosilicatos de sodio y calcio hidratado (HSCAS), zeolita, bentonita y ciertas arcillas,
que mostraron un buen potencial para su uso en la alimentacién animal ayudando a
disminuir los casos de micotoxicosis. EI mecanismo por el cual estas sustancias actian es
un fendmeno de superficie llamado adsorcion, que se ve influenciado por las propiedades
de la micotoxina (polaridad, tamafo, forma) y las condiciones de pH del medio (Sabater y
col., 2007; Kabak, 2010; Reyes y col. 2014).

Las arcillas son minerales sedimentarios de origen detritico que poseen una
estructura laminar o tubular definida de un tamano menor a 2 micras, esta arquitectura le
confiere caracteristicas fisico-quimicas especiales. Estas son constituyentes esenciales de
gran parte de los suelos y sedimentos, debido a que son productos finales de la
meteorizacion de los silicatos; se clasifican segun los minerales dominantes de los
componentes y su organizacion dentro de la capa (Sabater y col., 2007; Rojo y col.,
2014).
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Como consecuencia de esto, las arcillas presentan una gran cantidad de superficie
activa con enlaces no saturados por ello pueden interactuar con diversas moléculas, en
especial polares. La existencia de cargas en las laminas se compensa con la entrada de
cationes débiles en el espacio interlaminar con diferentes grados de hidratacion (Sabater y
col., 2007; Mc Cormick, 2013).

Los cationes pueden ser intercambiados facilmente por contacto de la arcilla con
una solucion saturada de otros cationes, a esta propiedad se le conoce como capacidad de
intercambio catidnico y es la base de su capacidad adsorbente.

En la industria de la alimentacion animal el uso de arcillas es muy comin como
agentes adsorbentes de compuestos no deseados, tal es el caso de las AF (Sabater y col.,
2007; Liy Su, 2010; Kabak, 2010; Gallo y Masoero, 2010).

El tamafo molecular y las propiedades fisicoquimicas, las propiedades de las AF asi
como la estructura fisica del adsorbente incluyendo la distribucidon de carga total y la
carga, el tamafo de los poros, el area de superficie, el pH del medio, el porcentaje de
inclusion en la dieta, entre otros factores son importantes para lograr un mayor porcentaje
de adsorcion (Diaz, 2002; Kabak, 2010; Rojo y col, 2014).

1.8.4.1. Aluminosilicato sddico hidratado de calcio (HSCAS). Son polimeros polares
que contienen éxido de aluminio y silice, son el adsorbente mas ampliamente estudiado
debido a su alta capacidad de unidon de AF. Sin embargo su eficacia contra otras
micotoxinas (OTA, toxina T-2, ZEA) es muy baja, ademas tiene el inconveniente de que se
unan a su superficie nutrientes esenciales para el desarrollo y produccién animal (Sabater
y col., 2007; Rojo y col., 2014).

1.8.4.2. Bentonita. Arcilla cuyas particulas granulosas son muy finas como la
montmorillonita, que por su capacidad de intercambio catidnico puede formar geles donde
quedan atrapadas las AF. Se ha demostrado la eficacia en la reduccidon de los efectos
tdxicos de la AF mediante la adicion de bentonita de sodio en dietas que contienen 0,84
mg kg™ AFB1, observdndose una mejor ganancia de peso y consumo de alimento diario
promedio, pero su concentracion de incorporacion en la dieta debe ser relativamente alta
(alrededor de 10 veces mas) que el nivel de AF (Juan-Juan y col., 2010; Rojo y col.,
2014).

54



1.8.4.3. Carbon activado. Es un polvo no soluble resultado de la pirdlisis de diferentes
tipos de materiales organicos, ha demostrado reducir la absorcion intestinal de la
zearalenona hasta un 32 %, en cuanto a la reduccién de la AFB; de los piensos vy la
eliminacién de AFM; en la leche se ha logrado observar una reduccion del 22 hasta el 45%
(Gallo y Masoero, 2010). El alto costo y la tendencia a ennegrecer el medio ambiente, los
animales y el alimento restringen su uso en los piensos. Ademas no se sabe si el uso a
largo plazo puede conducir a la deficiencia de nutrientes esenciales como vitaminas y

minerales en los animales domésticos (Quang y col., 2008).

1.8.4.4. Zeolitas: Del grupo de los tectosilicatos, son arcillas con una estructura
tridimensional con caracteristicas basicas, formadas por tetraedros de Oxido de silicio
(Si04) y de aluminio (AlO,4) entre los cuales se intercalan otros iones como aluminio (Al),
calcio (Ca’) y sodio (Na*) lo que hace que posea una mayor capacidad de adsorcion, ya
que estos iones producen una expansion de la molécula incrementando los puntos de
enlace y el area de contacto (Dakovic y col., 2005). La clinoptilolita (1,5%), ha
demostrado reducir efectos adversos de las AF (2,5 mg/kg) sobre el rendimiento de pollos
de engorda pero no ha mostrado capacidad para secuestrar micotoxinas producidas por
Fusarium (Gallo y Masoero, 2010; Kabak, 2010).

Existen en el mercado variedad de productos adsorbentes usados en las
explotaciones lecheras para reducir los efectos en la salud y en la productividad animal
causados por la ingestidon de AF. En la tabla No. 11 se enumeran algunos de los productos

comerciales que se usan en el sector agropecuario como adsorbentes para AF.
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Tabla No 11. Productos comerciales empleados como adsorbentes para micotoxinas

Nombre comercial

Principio activo

Espectro de accion

Aquacarb™ 207EA
Astra Ben 20®
Atox®

Calibrin-A
Championite®
Duotek®

Fixat®

Flow Guard®
Mexsil®
Milbond-TX®

Myco-Ad®
Mycosil®
Mycofix plus

Mycosorb™

Nuchar® SA-20
Red Crown®
Sintox®

Toxinor®
Zeolex extra®

Zeotek®

Carboén activado

Bentonita de sodio

Combinacion de esmectita y sepiolita
Montmorilonita altamente refinada
Bentonita de sodio

Organoaluminosilicato

Aluminosilicato

Bentonita de sodio

Aluminosilicato hidratado de calcio y sodio
HSCAS

Combinacion de dos HSCAS y mezcla de ilita y
cloritas

HSCAS

Levadura de 7. mycotoxinivorans

Glucomannanos esterificados (EGM) extraidos de
la levadura S. cerevisiae (cepa 1026).

Carbodn activado

Bentonita de calcio

Aluminosilicato de calcio y sodio

Combinacion de montmorillonita, sepolita y
diatomita

Aluminosilicato de calcio y sodio hidratado y
activado quimicamente

Organoaluminosilicato

AFB;
AFB,, AFM,

AFB;

AFB,

AFB,

ZEA, OTA, FUM B,, T-2, AFB,
AFB;

AFB,, AFM,

AFB;

AFB;

AFB,, T-2, OTA

AFB,

AFB,, ZEA, DON, NIV, DAS, T-
2, OTA

AFB,, ZEA, DON, NIV, T-2

AFB;, AFM,
AFB;, AFM,

AFB,, T-2, DON, ZEA, OTA
AFB,, ZEA, OTA, FUM, DON,
T2

AFB,, OTA, T-2, FUM B;, ZEA

AFB,, ZEA, OTA, VOM, FUM,
T2, I

Adaptado de Tapia y col. (2010)

En la produccion lechera, la contaminacion de los ingredientes de la dieta de las

vacas lecheras contintia siendo un problema muy dificil de resolver completamente. Por

esa razon los productos secuestrantes han tenido un uso muy amplio; sin embargo, hasta

ahora ninguno de estos productos ha demostrado poseer una capacidad de adsorcion para

todas las micotoxinas, para todos los posibles niveles de contaminacion, ni para todas las

condiciones productivas; por lo que es necesario implementar estrategias mas elaboradas

para el control de la contaminaciéon por AF en los productos forrajeros destinados a la

alimentacién del ganado lechero.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. HIPOTESIS
La concentracion de aflatoxinas en la dieta de vacas lecheras se ve influenciada por la
presencia de cepas toxicogénicas de Aspergillus spp., por condiciones ambientales y por la

eficacia de un programa de control de la contaminaciéon con aflatoxinas.

2.2. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficacia de un programa para el control de la contaminacién por aflatoxinas en

la dieta de vacas lecheras de establos del Altiplano Central Mexicano.

2.2.1 Objetivos especificos

2.2.1.1. Evaluar la evolucion temporal de la contaminacion de ingredientes alimenticios

con aflatoxinas.

2.2.1.2. Aislar, identificar y caracterizar la capacidad toxicogénica de Aspergillus spp.,

presentes en los ingredientes de la dieta que consumen vacas lecheras.
2.2.1.3. Evaluar la eficacia de un programa de control de la contaminacién con

aflatoxinas en dietas de vacas lecheras, teniendo en cuenta el manejo de la dieta y el uso

de compuestos con capacidad secuestrante.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. DISENO DE LA INVESTIGACION

Se realizd un estudio descriptivo, longitudinal y no experimental para evaluar la eficacia de
un programa de control de aflatoxinas en dos unidades de produccién lechera del altiplano
central mexicano; las acciones del programa de control se analizaron separadamente
como sigue: preparacion de ingredientes, almacenamiento de materias primas y adicién
de compuestos con capacidad secuestrante de aflatoxinas; la eficacia de estas acciones se
valoré6 mediante la cuantificacién de la concentracién de AF en ensilaje listo para ser
consumido, en alimento concentrado (incluyendo todos sus componentes) asi como en la
racion total mezclada.

Para lo anterior, se llevaron a cabo muestreos mensuales durante 29 meses (mayo
2012-septiembre 2014); las muestras de alimento concentrado se colectaron en el
almacén, el ensilaje de maiz se recolecté directamente en la superficie de corte del silo y
de la racién total mezclada en el pesebre de cada lote de produccion; ademas, durante los
Ultimos 12 meses se realizaron muestreos quincenales de leche cruda por lote de
produccion y directamente del tanque enfriador. Se obtuvo un total de 266 muestras de
alimento y 216 de leche, las cuales se procesaron en las instalaciones del Centro de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autdbnoma de Aguascalientes.

Se cuantificaron AF totales y AFM; mediante el uso de kits comerciales de ELISA.
Las muestras de productos agricolas destinados a la alimentacién del ganado bovino
productor de leche que excedieron los limites maximos de deteccidn por el kit de ELISA
(1.7-45 pg/kg) fueron procesadas con un sistema cromatografico de HPLC. Los resultados
de HPLC fueron considerados definitivos.

Se aislaron hongos del género Aspergillus con la técnica de vaciado en placa por
diluciones y se identificaron sus caracteristicas morfoldgicas preparando tinciones con azul
de lactofenol y se detallaron las diferencias morfoldgicas con la técnica de microscopia
electronica de barrido. La capacidad aflatoxicogénica de los aislados de Aspergillus se
caracterizd mediante la técnica de TLC.

La informacion con respecto a las variables climatolégicas (temperatura,

humedad relativa y precipitacion pluvial) se obtuvo apartir de las bases de datos emitidas
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por la red de estaciones meteoroldgicas del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP, http://clima.inifap.gob.mx).

3.2. UBICACION GEOGRAFICA DEL LUGAR DE ESTUDIO

Este trabajo se realiz6 en dos unidades de produccién lechera (UPL) del Altiplano Central
Mexicano. El Altiplano Central Mexicano es una regidon natural de México que se extiende
hasta el eje neovolcanico del sur, sus limites oriente y poniente son sefialados por la sierra
madre oriental y la sierra madre occidental.

Abarca parte o la totalidad del territorio de los estados de Chihuahua, Coahuila,
Nuevo Leodn, Durango, Zacatecas, San Luis Potosi, Aguascalientes, Guanajuato, Querétaro,
Hidalgo México, Tlaxcala Puebla, Jalisco, Michoacan, y el Distrito Federal (Figura No. 10)
(Rodriguez y Pérez, 2009).
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Figura No. 10 Altiplano Central Mexicano (Rodriguez y Pérez. 2009)

La meseta del Altiplano Central Mexicano alcanza su maxima altitud en la parte sur
con niveles mayores a 2300msnm, a medida que se avanza hacia el norte la altitud

disminuye. Los climas que comparte son: templado seco y semicalido semiseco, con lluvias
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en verano, una temperatura promedio de 18.4 °C y una precipitacion pluvial anual de
518.4 mm (Rodriguez y Pérez, 2009. INEGI 2006).

3.3. CARACTERISTICAS DE LAS UNIDADES DE PRODUCCION LECHERA

Con el método no probabilistico por conveniencia se seleccionaron dos unidades de
produccion lechera (UPL-A y UPL-B) que se organizan en sitios de produccion. Se asigno la
letra “A” a la unidad de produccion lechera que inicialmente no afnadia secuestrante en la
racion total mezclada; esta UPL-A inicid noviembre 2013 la adicion de secuestrante a la
RTM como medida de control para reducir la contaminacion con AF en ingredientes
alimenticios vacas lecheras y la letra "B” a la unidad de produccion lechera que desde el

inicio del estudio anade secuestrante a la racién total mezclada, (Figura No 11).
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Figura No.11. Organizacion de las Unidades de Produccion Lechera (UPL)

3.3.1. Unidad de produccion lechera “A” (UPL-A)

Se organiza en sitios de produccién. El sitio A-1 esta ubicado en san José del Bajio,
perteneciente al municipio de Encarnacion de Diaz en Jalisco, a una latitud de 21.6833,
una longitud de -102.117 y una altitud de 1960 msnm. Las vaquillas estan en este sitio
hasta los 5 meses de gestacion, la alimentacion es a base de forrajes y se mantienen en

corrales (estabulacion). El sitio A-2 esta ubicado en Matamoros, Aguascalientes, a una
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altitud de 1990 msnm, donde se tiene una organizacion por lotes de produccion: altas,
medias y bajas. Tiene ganado especializado en la produccién de leche de la raza Holstein,
ademas de que posee tecnologia especializada y predomina el manejo de los animales en
corrales (estabulado). Las dietas alimenticias (Tabla No. 12) son elaboradas por el
nutriélogo de la UPL. El proceso de ordefia se realiza con equipo automatizado y la sala de
ordefia en paralelo tiene capacidad para 40 vacas.

Tabla No 12. Composicion de la dieta para las vacas lecheras del Sitio A-2
Cantidad (kg/vaca/dia)

Ingrediente

Altas Medias Bajas Secas
Ensilaje de Alfalfa 0.0 0.0 12 0.0
Avena Henificada 1.50 1.50 2 1.50
Alfalfa Henificada 4.5 4.5 1 1
Salvado de Maiz 0.0 0.50 0.60 0.0
Ensilaje de Maiz 20 18 0.0 14
Semilla de Algoddn 1.5 1 0.0 0.0
Maiz Rolado 4.3 3.5 2.6 0.0
Nucleo (*) 0.400 0.350 0.300 0.0
Pasta de soya 0.900 0.500 0.0 0.0
Bicarbonato 0.100 0.100 0.100 0.0
Procreatin 0.007 0.007 0.007 0.0
Galleta 1.300 1 1.500 0.0
Reto vacas y vaquillas 0.0 0.0 0.0 3.5
Triticale 0.0 0.0 0.0 15
Racion Total 34.587 31.037 20.187 35.02

* Previtep MR

Esta UPL tiene una poblacion promedio de 1508 vacas en produccién, una
produccion promedio de 43 845 litros de leche por dia y en promedio cada vaca produce
alrededor de 29 litros de leche al dia (Tabla No 13). La produccion lactea se destina a las
principales plantas procesadoras y transformadoras de la region. Los problemas

reproductivos son la causa mas frecuente de desecho.

Tabla No 13. Poblacion animal y produccion lactea en la unidad de produccion lechera A

Sitio A-2 Altas Medias Bajas Total
N° de Vacas 900 550 300 1,750
Produccion diaria (L) 32,850 15,730 2,580 51,160
Promedio (L/vaca/dia) 36.5 28.6 8.6 29.2
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3.3.2. Unidad de produccion lechera “B” (UPL-B)

Se organiza en 3 sitios de produccidn. El sitio B-1 esta ubicado en el km 1 de la carretera
a Betulia, en el municipio de Lagos de Moreno en Jalisco, a una altitud de 1995 msnm,
aqui se tienen a las vaquillas hasta los 5 a 6 meses de gestacion, su alimentacion es
principalmente a base de forrajes con una proporcidon menor de concentrado (Tabla No
14), los animales se encuentran en estabulacion libre (confinados) y cambian de corral

conforme avanza su gestacion.

Tabla No 14. Formulacion de las dietas proporcionadas a las vaquillas en el sitio B-1.

Ingrediente Cantidad
(kg/vaquilla/d)
Ensilaje de maiz 9.2
Triticale 16.5
Avena seca 0.8
Forraje de sorgo 0.4
Secuestrante (*) 0.02
Racion total 26.92

*Mycoad ZT MR.

El sitio 2 de produccion se ubica en Lagos de Moreno, Jalisco sobre el km 35 de la
carretera Aguascalientes-San Luis Potosi: latitud 21.7887, longitud -102.0048, altitud 1900
msnm; cuenta ganado Holstein especializado en la produccién de leche, se organiza en
lotes productivos: bajas, medias y altas, segun la cantidad de leche que producen al dia.
La alimentacidon es proporcional entre ensilaje de maiz y alimento concentrado (Tabla No
15), las dietas son formuladas por el nutridlogo que brinda servicio externo en la UPL. Los
problemas reproductivos son los que se presentan con mayor frecuencia, seguidos de

problemas con micotoxinas.
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Tabla No. 15. Formulacion de la dieta alimenticia para las vacas lecheras en los sitios B-2 y B-3
Cantidad (kg/vaca/dia)

Ingrediente

Altas Medias Bajas Secas
SITIO B-2
Ensilaje de maiz 23 14 20 20
Ensilaje de alfalfa 6 0.0 8 0.0
Ensilaje de triticale 3 2 8 7
Alfalfa henificada 2 3.6 1.80 0.0
Triticale heno 0.0 0.15 0.0 2
Maiz rolado 6.4 6.3 2.4 0.0
Grano seco de maiz 1.70 1.70 0.0 0.0
dGer:.zEI(Z:Sae e 0.0 0.0 1.00 0.0
Semilla de algoddn 1.70 1.70 0.0 0.0
Px ordefia 0.33 0.33 0.20 0.0
Soya plus 1 1 0.0 0.0
Pasta de soya 2.6 2.6 3 0.0
Booster secas 0.0 0.0 0.0 2
Racién total 48.156 33.38 44.22 31
SITIO B-3
Ensilaje de maiz 21 14.04 21 12
Ensilaje de triticale 2.025 0.280 10 20
Ensilaje de alfalfa 6.51 0.0 5 0.0
Alfalfa henificada 0.847 3.6 2 0.0
Ensilaje rye grass 10.43 0.0 0.0 0.0
Maiz rolado 5.7 3 2 0.0
Canola 1.05 1 1.62 0.0
Soya 3.72 3.6 1.656 0.0
Minerales 0.246 0.24 0.175 0.02
Semilla de algodon 0.993 0.96 0.0 0.0
Grano de maiz seco dest. 0.993 0.80 0.0 0.0
Booster 0.0 0.0 0.0 0.600
Avena seca 0.0 0.0 0.0 1.333
Racion total 55.129 27.519 43.451 33.978

Tiene una poblacidon de alrededor de 600 vacas en produccion, el proceso de
ordefia es automatizado y cuanta con una sala de ordefa tipo espina de pescado con
capacidad para 16 vacas, la produccién promedio es de 30 litros de leche por vaca al dia
(Tabla No. 16) y es destinada a su procesamiento por una comercializadora local.
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Tabla No. 16. Poblacion animal y produccion lactea de los sitios B-2 Y B-3

Sitio Altas Medias Bajas Total
Sitio B2
N° de Vacas 445 30 20 495
Produccion diaria (L) 10,929 614 284 11,827
Promedio (L/vaca dia) 24.56 20.46 14.2 23.89
Sitio B3
N° de Vacas 410 26 68 504
Produccién diaria (L) 12,710 520 1,088 14,318
Promedio (L/vaca dia) 31 20 16 284

El sitio B-3 de produccidn se localiza a 1 km de la comunidad de San Luis Gonzaga,
Lagos de Moreno en Jalisco, a una altitud de 2015 msnm. La alimentacién de las vacas es
proporcional entre ensilaje de maiz y alimento concentrado (Tabla No. 15), adiciona
secuestrante a la racion total mezclada. Con una poblacién promedio de 620 vacas en
produccion, que se encuentran en estabulacion libre (confinamiento), cuenta con alta
tecnologia y un sistema automatizado de ordefio, con un equipo de ordefna de tipo espina
de pescado con capacidad para 30 vacas. Mantiene una producciéon promedio de 28.4
litros (Tabla No. 16) por vaca al dia la produccion es destinada a una empresa

transformadora y comercializadora regional.

3.4. OBTENCION DE MUESTRAS

3.4.1. Muestreo del ensilaje de maiz

Con referencia a la técnica de “M” o zig-zag se tomaron cinco porciones de un kg de
ensilaje de maiz, se depositaron en una bolsa de plastico, se homogeneizaron y se obtuvo
una muestra compuesta homogénea de cinco kg, de esta muestra compuesta se tomd un
kg para la cuantificacion de AF totales y la identificacién de hongos del género Aspergillus.
(Figura No.12).

Figura No. 12. Técnica de "M” para muestreo de alimento. (NOM-188-SSA1-2002)
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3.4.2. Muestreo del alimento concentrado

Con base a la técnica descrita por la Norma Oficial Mexicana (NOM-188-SSA1-2002, figura
No 12) para muestras de alimento, se tom6 un kg de los elemento que integran el
concentrado en la dieta de las vacas lecheras, se depositaron en una bolsa de plastico y se
mezclaron para obtener una muestra representativa y homogénea de cinco kg, de esta
muestra se tomd un kg para la determinacién de aflatoxinas totales y la identificacion de
hongos del género Aspergillus. (Figura No 17). El ensilaje de otros forrajes incluidos en
menor proporcién en la dieta, como triticale, rye grass y alfalfa, se tomaron como un
ingrediente del concentrado, por lo que la evaluacion de la contaminacion por AF en estos

ingredientes, se reportd dentro de los valores del concentrado.

3.4.3. Muestreo de la racion total mezclada (RTM)

Dibujando imaginariamente una “M” sobre el pesebre como lo describe la Norma Oficial
Mexicana (NOM-188-SSA1-2002, figura No 12) se identificaron los cinco puntos de donde
se tomod la muestra de un kg, los cinco kg se pusieron en una bolsa de plastico y se
mezclaron de tal forma que se obtuvo una muestra representativa y homogénea, se tomod
un kg de esta muestra para la cuantificacién de AF totales y la identificacion de hongos del

género Aspergillus.

3.4.4. Muestreo de leche cruda

Durante el ultimo afio del periodo de observacion se llevaron a cabo muestreos
quincenales de leche cruda en las dos UPL para la deteccion de AFM;. El muestreo se
realizd al azar durante la rutina de ordefno recolectando 25 ml de leche por cada lote
productivo (altas, medias y bajas) en frascos previamente identificados; se obtuvieron 216
muestras que se transportaron en refrigeracion y se conservaron en congelacién a -20°C

hasta su procesamiento.

3.4.5. Manejo de muestras

Para su analisis las muestras de ensilaje de maiz, alimento concentrado y racién total
mezclada se procesaron en las instalaciones del Centro de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Autdnoma de Aguascalientes.
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Se secaron en una estufa de alta temperatura con circulacion forzada de aire (OF-
22G JEOI-TECH, Lab Companion, Corea) a 60°C durante 24 horas y se molieron en un
molino universal de funcionamiento continuo (MF series 10 Basic, IKA®-Werke, Alemania)
hasta obtener un tamafio de particula de entre 500 y 800 .

Las muestras secas y molidas se almacenaron en refrigeracion dentro de bolsas
con cierre hermético, se identificaron con la fecha de muestreo, la UPL de donde se
obtuvo, el tipo de muestra (ensilaje de maiz, concentrado o racion total mezclada) y un
numero consecutivo indicando el orden en el que se fueron realizando los muestreos. Los
datos se vaciaron en una hoja electrénica de calculo usando el software Microsoft Excel
2007.

3.5. CUANTIFICACION DE AFLATOXINAS

3.5.1. Cuantificacion de aflatoxinas totales por ELISA

La cuantificacion de AF totales en las muestras de alimento se realizé con un kit comercial
de ELISA competitivo con un nivel minimo de deteccion de 1.7 pg/kg y un nivel maximo
de deteccion de 45.00 pg/kg (RIDASCREEN FAST® aflatoxin R-5202, R-Biopharm,
Alemania). La extraccién de aflatoxinas se hizo con metanol al 70% y cada muestra se
depositd por duplicado en los pocillos de la placa y se leyd la absorbancia de las muestras
en un lector de microplacas Biotek a 450 nm (ELx800™, Bio Tek, EUA) (Anexo C).

3.5.2. Cuantificacion de AFB; por HPLC

Las muestras cuantificadas por ELISA que sobrepasaron los limites maximos de deteccion
por el kit aun realizando una dilucién seriada (1:1), se cuantificaron con la técnica de
HPLC, bajo el método 990.33 establecido por la Association of Official Agricultural
Chemistral (AOAC, 1995). Las muestras se purificaron con metanol grado HPLC y se
inyectaron en el equipo para HPLC Perkin Elmer Series 2000 (EUA) y los cromatogramas
se visualizaron con el software Total chrom Workstation versidn 6.2.0.0.1 (Anexo D).

3.5.3. Cuantificacion de AFM, por ELISA
La cuantificacion de AFM; en leche cruda se realizd con un kit comercial de ELISA

competitivo con un nivel minimo de deteccion de 0.005 pg/L y un nivel maximo de
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deteccion de 0.08 pg/L (RIDASCREEN FAST® aflatoxin M; R-1121, R-Biopharm, Alemania).
Para su andlisis las muestras se homogeneizaron, centrifugaron y desgrasaron;
posteriormente se depositaron en la placa y se realizd el procedimiento correspondiente
(Anexo E). Se leyd la absorbancia de los estandares y las muestras en un lector de
microplacas Biotek a 450 nm (ELx800™, Bio Tek, EUA).

3.5.4. Extraccion e identificacion de aflatoxinas por TLC en aislados de
Aspergillus spp.

La extraccion de AF se realizd agregando metanol:agua (80:20) a los cultivos previamente
triturados y se siguid el procedimiento descrito por la AOAC 972.26, donde se uso como
fase estacionaria las placas de silica gel. Las placas con el estandar (AFB,) y las muestras
se colocaron en una camara cromatografica con fase movil
cloroformo:acetona:isopropanol (85:10:5) y se dejo correr la fase mévil durante una hora

y media y se visualizd en un transiluminador (Anexo F).

3.6. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE HONGOS DEL GENERO ASPERGILLUS

3.6.1. Técnica de vaciado en placa por dilucion
A las muestras molidas se les agregd peptona de caseina estéril al 0.1%, se prepararon
cuatro diluciones por cada muestra (107, 102, 10 y 10™), se sembraron en agar papa

dextrosa y se incubaron a 27-30°C durante 5 a 7 dias (Anexo G).

3.6.2. Tincion con azul de lactofenol

Para la identificacién de los hongos Aspergillus, se prepararon laminillas con la técnica de
tincion con azul de lactofenol, se tomd un trozo de la colonia de interés y se fijo con el
lactofenol sobre un portaobjetos estéril. Se observd al microscopio 6ptico (Carl Zeiss,

Axiostar plus, EUA) a diferentes magnificaciones (Anexo H).

3.6.3. Técnica de microscopia electrénica de barrido

Se agruparon los aislados que presentaron similitud en la morfologia de la colonia, de cada
grupo se eligi6 un ejemplar para trabajarlo con SEM. Las muestras se fijaron con
glutaraldehido al 2% y se deshidrataron con alcoholes graduales, se sometieron a punto
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critico de secado en un aparato Samdri 795, Tousumis Research (Rockville, Meryland) y se
montaron en un metalizador DESK II, DENTON VACUUM, EUA y se realizé la digitalizacion
con un microscopio electrénico de barrido (JSM-5900 LV, JOEL, EUA; Anexo I).

3.7. ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

3.7.1. Analisis de Varianza

Se realizd el andlisis de varianza para determinar si hubo o no diferencias estadisticas
significativas entre las medias de concentracion de AF entre las dos UPL participantes (A y
B), entre los ingredientes alimenticios de la misma UPL o entre los meses del afio; con
intervalos de confianza del 95% con un valor P de 0.05 para los ingredientes alimenticios
y de 0.01 para la RTM. La prueba protegida de Fisher se realizd cuando se obtuvo
signifiancia en el ANDEVA entonces se aplicd el método de rango de amplitud multiple de
Duncan se realizd para determinar entre que variables existieron diferencias con un nivel
de confianza menor o igual a 0.05. Se empleo el software de Statistical Analysis System
(1999).

3.7.2. Modelo Lineal Generalizado con efecto anidado

Para determinar la posible influencia de las variables climaticas (Temperatura ambiental,
humedad relativa y precipitacion pluvial) sobre la concentracién de AF se realiz6 el analisis
de modelos lineales generalizados con efecto anidado; donde el valor de R? determind el
mejor modelo que explica la influencia de las variables sobre la concentracién promedio de
AF durante el periodo de observacion; con intervalos de confianza del 99% y un valor P de
0.01.

3.7.3. Correlacion

El procedimiento de correlaciones se efectud para determinar la posible asociacion entre la
presencia de hongos Aspergillus y la presencia de AF en los ingredientes alimenticios y la
RTM de las UPL; se realiz6 el procedimiento de comparacion multiple de Bonferroni con
intervalos de confianza del 95% y un valor P de 0.05; este procedimiento esta disefiado
para permitir la estimacion de cualquier numero de contrastes entre los datos

seleccionados.
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4. RESULTADOS

4.1. CUANTIFICACION DE AFLATOXINAS

4.1.1. Aflatoxinas detectadas en los ingredientes de la dieta

Durante los 29 meses de duracidn del estudio, en la UPL-A se detectaron niveles promedio
similares de AF en el ensilaje de maiz y el alimento concentrado de (18.3 £+ 4.6y 18.1 £
3.5 pg/kg, respectivamente). Sin embargo, en la UPL-B se encontré un comportamiento
diferente de la contaminacion en los ingredientes de la dieta, especialmente en el ensilaje
de maiz se detectaron niveles significativamente mayores (20.6 + 2.7 ug/kg) que en el

alimento concentrado, el cual mostré una contaminacién promedio menor (10.4 + 1.82

Mg/kg; figura 13).
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Figura No. 13. Concentracion de AF en el ensilaje de maiz y el alimento concentrado en las
unidades de produccién lechera participantes en el estudio (Panel A: UPL-A y Panel B: UPL-B). *®
Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (P<0.05) entre los promedios de
AF en los ingredientes de la dieta

Los problemas de contaminacion por AF en los ingredientes fueron mas intensos en
algunos periodos, especialmente a final del otofio e inicio del invierno (Figura No. 14), lo
cual coincidié con las épocas secas del periodo de observacion. Con respecto a la

contaminacién de los ingredientes de la UPL-B, fue evidente un aumento en la
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contaminacién por AF hacia el verano de 2013, época en la que se observaron las

concentraciones mas altas.
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Figura No 14. Evolucion de la contaminacion por AF en ensilaje de maiz y concentrado en las
unidades de produccion lechera participantes en el estudio (Panel A: UPL-A y Panel B: UPL-B).
Letras diferentes (a-b) indican diferencias estadisticas significativas (P<0.05) entre los
promedios mensuales de AF dentro de cada uno de los ingredientes de la dieta (prueba de rango
de amplitud maultiple de Duncan). Los asteriscos (*) indican diferencias estadisticas significativas
entre la concentraciéon promedio de AF entre ensilaje de maiz de maiz y concentrado en el mismo
mes de observacion
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4.1.2. Aflatoxinas detectadas en la racion total mezclada

En la figura No. 15 se muestra la diferencia estadistica significativa (p < 0.01) entre la
concentracion de AF detectada en los ingredientes de la dieta de las dos UPL participantes
(A: 43.4 £ 5.1; B: 30.9 £ 2.6 ug/kg) y en racion total mezclada (A: 15.0 + 1.60; B: 13.4
+ 1.31 pg/kg). Se observo una diferencia significativa entre la concentracién de AF de la
RTM v los ingredientes tanto en la UPL-A como en la UPL-B, indicando una reduccién del

65.4 y 43.3 % respectivamente (p < 0.01).
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Figura No. 15. Concentracion promedio de AF en los ingredientes y la racion total mezclada de la
dieta de las vacas lecheras de las unidades de produccion lechera (UPL) participantes. Letras
diferentes (a-b) indican diferencias estadisticas significativas (P<0.01) en la concentracion de AF
dentro de la misma UPL

En la UPL B se afadid secuestrante a la RTM durante todo el periodo de observacion,
mientras que en la UPL-A solamente se agregd el secuestrante a la RTM hasta notar en
abril 2013 un incremento de AF en los ingredientes (Figura No. 16, panel A). Los niveles
mas altos de contaminacion por AF en los ingredientes empleados en la UPL-B se
detectaron en el verano de 2013; sin embargo, en la RTM no se detecté un incremento

significativo durante este periodo.
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Figura N° 16. Concentracion de AF (x + EE) en los ingredientes y en la racién total mezclada
(RTM) en las dos unidades de produccion (Panel A: UPL-A y Panel B: UPL-B). Letras diferentes (a-
b) indican diferencias estadisticas significativas (p<0.05) entre las concentraciéon promedio de
los meses en la misma UPL. Los asteriscos (*) indican diferencias estadisticas significativas entre
la concentracion promedio de AF entre los ingredientes y la RTM en el mismo mes de observacion

4.1.3. Aflatoxinas detectadas en leche cruda

Durante el dltimo afio del estudio se cuantifico la concentracion de AFM; en leche cruda
producida en las dos UPL participantes; los datos obtenidos son la evidencia de una
contaminacién por AFM; durante todos los meses observados (Figura No.17 panel B) con
incrementos en los meses de septiembre, octubre y noviembre (0.05, 0.07 y 0.05 pg/L);
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comportamiento que coincide con el observado en la concentracion promedio de AF
totales detectada en la RTM durante el mismo periodo (Figura No. 17, panel A).
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Figura N° 17. Evolucion de la contaminacion por AF totales y AFM; (X £ EE) en el tltimo afio de
observacion del estudio. Panel A: Promedio de AF totales en racion total mezclada (RTM) de las
UPL participantes. Panel B: Promedio de AFM; en leche fresca de los lotes productivos de las UPL.
Letras diferentes (a-b) indican diferencias estadisticas significativas (p<0.05) entre los
promedios mensuales.
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4.1.4. Exposicion por lotes productivos a dietas contaminadas con aflatoxinas

La cantidad de racion total mezclada proporcionada a cada lote productivo presentd
variaciones en la cantidad suministrada (kg/animal/dia), por lo que los animales de cada
lote se expusieron a cantidades diferentes de AF (Tabla No. 17); en general, los lotes
productivos de vacas con alta produccién se expusieron a la ingestion de mayores
cantidades de AF de manera proporcional al tamafo de la dieta consumida; asi como a la

variacion propia de la concentracion entre lotes de ingredientes alimenticios.

Tabla No. 17. Exposicion promedio de las vacas lecheras a la contaminacion por aflatoxinas en la
racion total mezclada por lote productivo

Media Limites*
Lote EE
(png/animal/dia) Inferior Superior

UPL-A

Altas 6322 128 504 760
Medias 4973P 101 396 597
Bajas 60030 121 479 721
Secas 5383b 178 360 716
Vaquillas 184° 55.7 128 240
UPL-B

Altas 6712 132 539 802
Medias 5713b 115 456 686
Bajas 5523b 109 443 661
Secas 3522b 57.3 294 409
Vaquillas 211 37.0 174 248
UPL-AyB

Altas 6582 97.0 561 755
Medias 546° 83.4 463 630
Bajas 5682 82.7 485 651
Secas 41430 70.6 343 484
Vaquillas 203° 30.8 172 234

#ntervalos de confianza basados en el procedimiento de comparacion de rango de amplitud multiple
de Duncan. Literales (*®) diferentes indican diferencia entre lotes dentro de la misma UPL

Como se observd en la tabla No. 17 los lotes productivos de vacas altas se
expusieron a concentraciones mayores de AF (658 pg/vaca/dia) en comparacion a los
lotes de vacas bajas y medias productoras al ingerir dietas contaminadas naturalmente;
evidencia de esto es la presencia de AFM; en la leche obtenida de estos lotes (Tabla No.
18), aunque estadisticamente no hay una diferencia (p>0.05) entre las concentraciones de
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AFM; detectada en la leche fresca si se observaron concentraciones mayores de AFM; en
la leche de los lotes altas y medias (0.026 + 0.0045 y 0.026 = 0.0046 ug/L).

Tabla No. 18. Promedio de AFM, presente en leche cruda de los lotes productivos en las UPL
participantes en el estudio.

*Limite
Media . .
Lote E.E. Inferior Superior
(ng/L) P
Altas 0.026° 0.0045 0.022 0.031
Medias 0.0262 0.0046 0.021 0.030
Bajas 0.017° 0.0038 0.013 0.020

#ntervalos de confianza basados en el procedimiento de comparacion de rango de amplitud mdltiple de
Duncan. Literales (*?) diferentes indican diferencia entre lotes

4.1.5. Influencia de las condiciones climaticas sobre la concentracion de AF en
ingredientes alimenticios y RTM

En este estudio se observd una influencia altamente significativa (p<0.01) de la
precipitacion pluvial sobre la concentracion de AF en los ingredientes alimenticios (figura
No. 18); debido a que esta precipitacion pluvial tuvo un comportamiento estacional,
también la concentracion de AF tuvo una presentacion de tipo bifasico, con valores
promedio significativamente mas altos en dos tiempos, el primero en los meses de mayo y
junio mientras que el segundo en septiembre del periodo bajo estudio. El analisis de
modelos lineales generales mostré que el mejor modelo de prediccién (R*= 42.7%) para la
concentracion de AF en ingredientes alimenticios fue el que incluyd solamente los
promedios mensuales de la precipitacién pluvial pero sin considerar a los promedios
mensuales de temperatura ambiental, humedad relativa, evapotranspiracion potencial e

irradiancia solar.
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Figura No. 18. Concentraciéon promedio de aflatoxinas totales (AF) en ingredientes alimenticios

de vacas lecheras y comparacion de la precipitacion pluvial, temperatura ambiental, humedad

relativa y horas frio en la zona de ubicacién de las unidades de produccion lechera (Fuente de
datos climaticos: INIFAP, 2015)
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4.2. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE HONGOS DEL GENERO ASPERGILLUS
Se recolectaron 266 muestras de ingredientes alimenticios y RTM, las cuales fueron
procesadas y se sembraron en PDA. En 120 de las muestras (45.1%) se encontré una o

varias colonias fungicas.

4.2.1. Frecuencia de hongos

Se identificaron en total 163 aislados, de los cuales el 36.0 % correspondié a hongos con
morfologia compatible con el género Aspergillus (Figura No. 19). También se encontraron
aislados congruentes con la morfologia tipica de los géneros Cladosporium, Rizophus,
Mucor, Penicillium, Fusarium, Alternaria, Curvulariay Bipolar, aunque en menor proporcion
(14.9, 11.8, 11.8, 9.9, 9.9, 3.1, 1.86 y 0.62 %). De los 58 aislados de Aspergillus spp.
identificados en las muestras de ensilaje de maiz, concentrado y RTM, el 17.2%
correspondié hongos que mostraron poseer capacidad aflatoxicogénica, de acuerdo a la

técnica de cromatografia en capa fina.
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Figura No. 19. Géneros de hongos identificados por sus caracteristicas morfologicas. Aislados de
los ingredientes alimenticios para las vacas lecheras en las unidades de produccion lechera
participantes en el estudio
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4.2.2. Caracteristicas morfoldgicas de aislados del genero Aspergillus

Se obtuvieron 58 aislados con caracteristicas morfoldgicas congruentes con el

género Aspergillus. En estos aislados se identificaron colonias con seis diferentes tipos de

morfologias caracteristicas (Tabla No 19).

Tabla No.19. Caracteristicas macroscopicas y capacidad de produccion de aflatoxinas (AF) en los
aislados de Aspergillus spp obtenidas de los ingredientes alimenticios de las unidades de
produccion lechera participantes en el estudio

) ] Tamafio ] Velocidad  AF*
Aislado Numero Color anverso y forma Aspecto Densidad Bordes _de_
crecimiento
A 7 Verde brillante  Colonias  Filamentosa Media Regulares Lenta +
en el centro, grandes
atenuandose y
hacia el circulares
exterior con
periferia
blanquecina a
amarillo paja
B 13 Verde soldado  Colonias  Filamentosa Media Regulares Media -
opaco grandes
homogéneo en y
toda la circulares
superficie
C 14 Verde seco Colonias  Polvosa en Alta en Irregulares Media -
intenso en el pequefias elcentroy el centro
centro y palido con filamentosa vy escasa
en la periferia  tendencia hacia la enla
a circular periferia periferia
D 14 Blanquecino en  Colonias  Filamentosa Escasa Regulares Rapida -
el fondo con grandes
pigmentaciones y
oscuras que le  circulares
dan un aspecto
negro a la
colonia.
E 6 Amarillo paja Colonias  Polvosa en  densa en Pocas Media +
brillante en el  medianas el centroy el centro irregularidades
centro y blanco y filamentosa vy escasa
amarillento circulares hacia la hacia la
hacia la periferia periferia
periferia
F 4 Amarillo paja Colonias  Algodonosa Muy Algunas Lenta +
brillante en el  medianas densa irregularidades
centro, con
periferia blanco  tendencia
amarillenta a circular

+ = algunas colonias fueron capaces de producir AF; - = ninguna colonia produjo AF.

Se identificaron las estructuras tipicas presentes en las especies del género

Aspergillus como el conidiéforo o cuerpo fructifero, fidlides, métula, conidios o esporas,
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estipite, pie y micelio septado, en base a las tablas de clasificacion taxondmica (Raper y

Figura No. 20. Micrografia electrénica de barrido de las caracteristicas morfoldgicas tipicas de los
hongos del género Aspergillus. Panel A: Conidioforo, 350X. Panel B: 1. Esporas, 2. Micelio, 3. Pie,
4 Estipite, 650X. Panel C: 1. Conidios, 2. Fialide, 3. Vesicula, 2000X. Panel D: 1. Conidios, 2.
Fialide, 3. Métula, 7500X
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Tabla No 20. Caracteristicas microscopicas identificadas en los aislados de Aspergillus spp.
obtenidas de los ingredientes alimenticios de las unidades de produccion lechera participantes en

el estudio
Aislado Estipite Vesicula Métula Fialides Esporas
A Largo, delgado y con De forma No presenta Cortas y Abundantes, de forma
rugosidades en la esférica abundantes que esférica y con
superficie cubren toda la irregularidades en la
vesicula superficie
B Gruesa de aspecto De forma No presenta Biseriadas que Escasas y esféricas en
rugoso claviforme cubren el apice cadenas cortas y de
de la vesicula y aspecto liso en la
dejan desprovista superficie
la base
C Delgada sin Globosa No presenta  Seriadas, cortas y Escasas y esféricas en
irregularidades en la recubren toda la cadenas cortas
superficie vesicula dandole
un aspecto
esférico
D Largo y delgado sin Globoso Abundantes Seriadas, Abundantes y dispuestas
irregularidades en la en formade  abundantes que en cadenas largas
superficie barrilito que recubren
sujetaalas completamente la
fidlides vesicula
E De aspecto gruesoy  Claviforme  No presenta  Cortas y seriadas  Esféricas de aspecto liso
rugoso ensanchada que cubren casi y dispuestas en cadenas
totalmente la cortas
vesicula
F Delgado con un Globosa No presenta Cortas y Esféricas de aspecto liso

ligero engrosamiento
hacia lavase de la
vesicula

abundantes que
irradian sobre

toda la superficie
de la vesicula

y abundantes,
dispuestas en cadenas
cortas dandole un
aspecto esférico a la
vesicula

Con la técnica de

microscopia electrénica se diferenciaron en los aislados las

diferentes estructuras que se presenten durante el desarrollo de los hongos Aspergillus

spp. (Figura No. 21).
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Figura No.21. Micrografia electronica de barrido de las caracteristicas morfoldgicas en los
diferentes estadios de crecimiento del aislado de Aspergillus tipo A. Panel A: Esporas y micelio,
2000X. Panel B: Septos del micelio, 2000X. Panel C: Estipites inmaduras, 350X. Panel D: Cabeza
de conidioforo inmadura con nacimiento de fialides en la vesicula, 3000X. Panel E: Conidioforo
con presencia de algunas esporas inmaduras, 1100X. Panel F: Conidioforo con cadenas simples

de conidios que irradian por toda la superficie de la vesicula, 1100X. Panel G: Conidioforo con
fidlides y cadenas cortas de conidios, algunos ya maduros, 1100X. Panel H: Vesicula de
conidiéforo con abundantes esporas emergiendo de las fialides, 1100X. Panel I: Cuerpos
fructiferos o conidi6foro maduros, 160X.

Aun la microscopia electrénica de barrido con todas sus ventajas y utilidades no es
una técnica que permita ayudarnos a identificar claramente y sin error las especies del
género Aspergillus, sin embargo abre las puertas hacia lo desconocido y facilita la
identificacion detallada de estructuras especificas y complejas de esta especie como lo son
los micelios septados, los conidios o esporas, las fidlides o esterigmas y las métulas.

Al purificar en PDA, tefir con azul de lactofenol y digitalizar con microscopia

electronica de barrido, se encontraron diferencias morfoldgicas microscopicas entre los 58
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aislados de Aspergillus spp., esto sugiere el aislamiento de mas de una especie de
Aspergillus, que pudiera ser complementado con estudios moleculares, precisando la
clasificacion a nivel de especie por sus caracteristicas genotipicas.

En medio de crecimiento PDA los aislados A presentaron colonias con aspecto
filamentoso, de color verde oliva a verde brillante atenuandose hacia la periferia hasta
adquirir un color blanquecino y crecieron en forma circular con bordes regulares; los
conidioforos presentaron vesiculas globosas con abundantes fidlides que cubrian toda la
superficie y con conidias seriadas (esporas) dispuestas en cadenas emergiendo de las
fialides con irregularidades en la superficie; el estipite del conidiéforo era largo y delgado

con rugosidades en la superficie (Figura No. 22).

Figura No 22. Caracteristicas morfoldgicas de los aislados tipo A de Aspergillus spp. Panel A:
Caracteristicas de la colonia. Panel B: Conidiéforos vistos al microscopio dptico a 4X. Panel C:
Conidioforo tefiido con azul de lactofenol 40 X. Panel D: micelio y esporas 650 X. Panel E: cuerpos
fructiferos o conidiéforos 180 X. Panel F: conidiéforo con fialides y cadenas de conidios 1100 X
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En medio de crecimiento PDA los aislados B presentaron colonias de color verde
palido uniforme en toda la superficie con aspecto filamentoso de baja densidad y crecieron
de forma circular con bordes regulares y poco micelio; los conidiéforos presentaron
métulas que emergian de la vesicula claviforme y las fidlides se encontraban unidas a
estas métulas que se distribuian sobre la superficie de la vesicula dejando la base de la
vesicula desprovista y con cadenas cortas de conidias; el estipite presentd engrosamiento
de mayor magnitud conforme se a unia a la vesicula y de aspecto rugoso (Figura No. 23).

18kU X1, 180

Figura No 23. Caracteristicas morfologicas de los aislados B de Aspergillus spp. presentes en los
ingredientes alimenticios de vacas lecheras. Panel A: Colonia en medio de crecimiento PDA. Panel
B: Conidioforos en medio de crecimiento PDA vistos directamente al microscopio optico, 4X.
Panel C: Conididforo teiiido con azul de lactofenol visto al microscopio 6ptico a 40X. Panel D:
Micrografia electronica de barrido del micelio de aislados B, 2000X. Panel D: Micrografia
electronica de barrido de los cuerpos fructiferos o conidiéforos de aislados B, 350X. Panel E:
Micrografia electrénica de barrido de un conidiéforo de los aislados B con métula, fialides y
conidios, 1100X
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En medio de crecimiento PDA los aislados C presentaron colonias pequenas de
color verde intenso en el centro y palido hacia la periferia de aspecto polvosas que
crecieron de forma circular con bordes irregulares y filamentosos; los conidiéforos se
presentaron con vesicula completamente esférica y fidlides que crecieron sobre toda la
superficie dandole un aspecto globoso a la vesicula y presentaron cadenas cortas de
conidios; la métula se presentd larga y con aspecto lisa en la superficie con un ligero
engrosamiento hacia la base de la vesicula del conidiéforo (Figura No.24).

Figura No. 24. Caracteristicas morfoldgicas de los aislados C de Aspergillus spp. presentes en los
ingredientes alimenticios de vacas lecheras. Panel A: Colonia en medio de crecimiento PDA. Panel
B: Conidioforos en medio de crecimiento PDA vistos directamente al microscopio optico a 4X.
Panel C: Conidi6foro teiiido con azul de lactofenol visto al microscopio optico, 40X. Panel D:
Micrografia electronica de barrido del micelio y algunas métulas de aislados C, 1100X. Panel E:
Micrografia electrénica de barrido de los cuerpos fructiferos o conidiéforos de aislados C, 180X.
Panel F: Micrografia electronica de barrido de un conidiéforo de los aislados C con abundantes
conidios, 1100X
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En medio de crecimiento PDA los asilados D presentaron colonias de color negro
uniforme por toda la superficie con escasa densidad de micelio y de aspecto filamentoso
que crecieron de forma circular con bordes regulares; el conidiéforo dio un aspecto
negruzco a la tincidon con azul de lactofenol y presentdé una vesicula esférica

completamente cubierta de fidlides y cadenas largas de conidios con estipite delgada y

ligeramente ensanchada hacia la base de la vesicula (figura No. 25)

Figura No. 25. Caracteristicas morfologicas de los aislados D de Aspergillus spp. presentes en los
ingredientes alimenticios de vacas lecheras. Panel A: Colonia en medio de crecimiento PDA. Panel
B: Conidioforos en medio de crecimiento PDA vistos directamente al microscopio 6ptico, 4X.
Panel C: Conidi6foro teiiido con azul de lactofenol visto al microscopio optico, 40X. Panel D:
Micrografia electronica de barrido del micelio, algunas métulas con vesiculas inmaduras de
aislados D, 650X. Panel E: Micrografia electronica de barrido de los cuerpos fructiferos o
conidioforos de aislados D, 350X. Panel E: Micrografia electronica de barrido de un conidioforo de
los aislados D con fialides y abundantes conidios, 1100X
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En medio de crecimiento PDA los aislados E presentaron un color blanco
amarillento de aspecto filamentoso hacia la periferia con el centro amarillo paja denso de
aspecto polvoso con colonias de formas irregulares con bordes escasos de micelio de color
blanco aperlado; el conidiéforo se presentd de forma ensanchada con fidlides distribuidas
en forma de abanico que dejaban desprovista la base de la vesicula y la estipite se
presentd engrosada de aspecto liso con un mayor engrosamiento hacia la base de la
vesicula del conidiéforo (Figura No. 26).

18kV X1,188  18mm

Figura No. 26. Caracteristicas morfologicas de los aislados E de Aspergillus spp. presentes en los
ingredientes alimenticios de vacas lecheras. Panel A: Colonia en medio de crecimiento PDA. Panel
B: Conidioforos en medio de crecimiento PDA vistos directamente al microscopio 6ptico, 4X.
Panel C: Conidioforo teiiido con azul de lactofenol visto al microscopio 6ptico, 40X. Panel D:
Micrografia electronica de barrido del micelio de aislados E, 650X. Panel E: Micrografia
electronica de barrido de algunos cuerpos fructiferos o conidiéforos y micelio de aislados E, 180X.
Panel E: Micrografia electronica de barrido de conidiéforos de los aislados E con fialides y
cadenas cortas de conidios, 1100X
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En medio PDA los aislados F presentaron un color amarillo paja marrén en el
centro y blanco amarillento hacia la periferia con aspecto algodonoso y muy denso con
algunas irregularidades en la periferia y de abundante micelio; el conidiéforo presentd de
forma esférica provisto de fialides que cubren totalmente la vesicula con cadenas cortas
de conidias, el estipite estaba alargada y delgada con un engrosamiento hacia la base de
la vesicula y de aspecto ligeramente rugoso (Figura No. 27).
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Figura No. 27. Caracteristicas morfologicas de los aislados F de Aspergillus spp. presentes en los
ingredientes alimenticios de vacas lecheras. Panel A: Colonia en medio de crecimiento PDA. Panel
A: Conidioforos en medio de crecimiento PDA vistos directamente al microscopio optico, 4X.
Panel B: Conidioforo teiido con azul de lactofenol visto al microscopio 6ptico, 40X. Panel C:
Micrografia electronica de barrido del micelio de aislados F, 650X. Panel D: Micrografia
electronica de barrido de los cuerpos fructiferos o conidioforos de aislados F, 180X. Panel E:
Micrografia electrénica de barrido de conidioforos de los aislados F con conidios, 2000X

4.2.3. Capacidad toxicogénica de hongos Aspergillus

A los siete dias de crecimiento, los 58 aislados se procesaron con la técnica de TLC
para identificar la presencia de AF en el medio de cultivo. Se colocaron 5 pL del estandar
de AFB; (1.0 mg/mL) sobre la linea de origen y del lado izquierdo (1* carril); se colocaron

después los extractos crudos (metanol:agua, 80:20) de los aislados (40 uL) en cada carril
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de la linea de origen. El 17.2% de los aislados (10/58) se clasificd como positivo a la
capacidad de produccion de AF en comparacion con un control positivo de AFB; purificada
(Figura No. 28). El resto de los aislados (82.8%) se interpretd como negativo a la
presencia de AF. Los 58 aislados se identificaron en alguno de los seis tipos de colonias

mencionadas en la tabla 19.
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Figura No. 28. Placa de silica gel después de realizada la cromatografia en capa fina. Carriles 1:
control positivo a AFB, purificada (AF*); 2: aislado B-AF; 3: aislado A-AF*; 4: aislado D AF".

4.2.4. Asociacion de la presencia de hongos Aspergillus spp. con la presencia de
aflatoxinas detectadas en las dietas de las vacas lecheras

Aungue hubo diferencias entre la concentracién de AF en los ingredientes alimenticios que
tuvieron presencia de Aspergillus spp. identificados como aflatoxicogénicos, la
contaminacién de los ingredientes alimenticios con AF fue independiente de la presencia
de hongos Aspergillus spp. Puesto que valor p > 0.05 en la prueba de comparacion simple
para la concentracion de AF y la presencia de Aspergillus spp. lo cual nos indicd que no
hubo una asociacion significativa entre la presencia de hongos Aspergillus y la
contaminacién por AF en los ingredientes alimenticios de las dietas empleadas en las

unidades de produccién participantes en el estudio (Tabla No. 21).
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Tabla No.21. Ausencia de asociacion de la presencia de hongos Aspergillus con la contaminacion
por aflatoxinas en los ingredientes alimenticios de las unidades de produccion lechera
participantes en el estudio

Presencia de Limite de confianza *
, Casos AF k EE
Aspergillus (hg/kg) Inferior Superior
Negativo 208 16.3 1.32 14.4 18.1
Positivo 58 12.3 2.5 8.9 15.8
Total 266 15.4 1.30 12.2 15.9

* Intervalos de confianza al 95%, basados en el procedimiento de comparacion multiple de Bonferroni. Valor
p>0.05.

Se aislé un mayor numero de hongos del género Aspergillus en los ingredientes
alimenticios de la dieta de la UPL B (41 / 58 = 70.7%) y ademas, esta UPL mostrd la
mayor frecuencia de aislados con capacidad de produccion de AF (9 / 10 = 90.0 %); sin
embargo, la UPL-B no mostré niveles promedio mayores de contaminacion por aflatoxinas
en la RTM (Figura No 15). Por otra parte, se observd una discrepancia entre la
concentracion de AF y la presencia de Aspergillus; ya que en el 99.3% de las muestras de
ensilaje de maiz, concentrado y RTM se detect6 alguna concentracién de AF; mientras que
sélo en el 21.8% de las muestras se pudo aislar Aspergillus spp. ademas de que,
Unicamente en el 3.8% de las muestras procesadas se identificd un aislado con capacidad
aflatoxicogénica. El analisis de modelos linéales generales mostrd que la presencia de
aislados de hongos Aspergillus spp. se vio influenciada significativamente (p < 0.01; R? =
12.7%) por la precipitacion pluvial promedio mensual, pero no por las demas condiciones

climaticas.

Tabla No. 22. Frecuencia de aislamiento de hongos Aspergillus productores de aflatoxinas
(AF*) de las dietas de vacas lecheras en las unidades de produccién lechera (UPL)

oricEN Muestras Aislados de Aspergillus
Total Aspergillus AF*
UPL
A 153 17 1
B 113 41 9
INGREDIENTES
Ensilaje de maiz 89 16 2
Concentrado 88 19 5
Racién total mezclada 89 23 3
Total 266 58 10
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5. DISCUSION

5.1. PRESENCIA DE AFLATOXINAS

5.1.1. Aflatoxinas en los ingredientes de la dieta y en racion total mezclada

En este estudio se cuantificaron aflatoxinas en un total de 266 muestras expuestas a la
contaminacion natural con AF, de las cuales 88 fueron de alimento concentrado, 89 de
ensilaje de maiz y 89 de racidn total mezclada. Los resultados obtenidos mostraron una
contaminacién por AF en el 99% de las muestras, siendo el ensilaje de maiz el ingrediente
alimenticio que presentd mayores concentraciones de AF en ambas unidades de
produccion (UPL-A: 18.3 + 4.6 y UPL-B: 20.6 + 2.7 ug/kg). En la RTM también se detectd
la presencia de AF encontrando concentraciones de 15.0 = 1.6 pg/kg en la UPL A y de
30.9 pg/kg para la UPL B. El 15.4% de las muestras presentd niveles de contaminacion
superiores (promedio: 52.1 pg/kg) a los niveles maximos permitidos por normatividades
extranjeras (UE y FDA: 20 ug/kg) y solo en una de las muestras se detectaron niveles
superiores (102.85 pg/kg) a los establecidos por las normatividades nacionales (NOM-188-
SSA1-2002) para insumos agricolas destinados a la alimentacién de ganado lechero.

En México hay pocos estudios con respecto a la contaminacién natural por
aflatoxinas en las dietas de vacas lecheras. Los resultados de este estudio pueden
compararse con lo reportado por Reyes y col. (2009) para establos de Jalisco y
Aguascalientes, donde encontraron un porcentaje contaminacion por AF del 92% de las
muestras analizadas, aunque sélo el 9.3% de las muestras sobrepasaron los limites
maximos permisibles por la Norma Oficial Mexicana. Es importante resaltar que el nimero
de muestras analizadas por Reyes y col., (2009) es uUnicamente el 15.0 % de las muestras
que se analizaron en este estudio y las concentraciones promedio detectadas de
aflatoxinas en la racion total mezclada también resultaron ser menores (18.5 + 3.7 vs 10.8
+ 5.8 pg/kg).

También, Flores y col. (2006) cuantificaron aflatoxinas en 133 muestras de
alimentos balanceados producidos en México, identificando, mediante ELISA y HPLC,
concentraciones detectables en el 45.1% de las muestras; el porcentaje de las muestras
positivas fue menor al reportado en el presente estudio, ademas de que las

concentraciones de aflatoxinas detectadas también fueron menores (14.8 pg/kg). Por lo
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tanto, los resultados obtenidos en este estudio sugieren que la contaminacion por AF en
los ingredientes alimenticios para vacas lecheras es un problema con evidencia clara de su
existencia en la region del Altiplano Central Mexicano.

La presencia de AFM; en leche del Altiplano Central Mexicano sugiere la
contaminacién por aflatoxinas en las dietas de vacas lecheras de la region. En este
sentido, en un estudio realizado por Pérez y col. (2008) demostraron una alta incidencia
de AFM; en leche cruda, organica y ultra pasteurizada; encontrando concentraciones
promedio de 18 pg/kg. Otros autores (Reyes y col., 2009) encontraron también una alta
incidencia de AFM; (80% de las muestras contaminadas), con concentraciones promedio
de 0.023 + 0.016 pg/L y sélo el 9% excedieron los limites maximos permisibles por las
normatividades Europeas. Lo que sugiere que las vacas lecheras estan ingiriendo

alimentos contaminados con AF.

5.1.2. Aflatoxinas en la racion total mezclada adicionada con secuestrante

La UPL-A adicion6 secuestrante a la RTM a partir de abril de 2013 cuando se notd un
incremento en los niveles de AF de los ingredientes y la UPL-B adiciond secuestrante a la
RTM durante todo el periodo del estudio. El promedio de AF en los ingredientes de la dieta
(UPL-A: 43.4 = 5.1 y UPL-B: 30.9 + 2.6 pg/kg) se redujo en la racion total mezclada (UPL-
A: 15.0 = 1.60 y UPL-B: 13.4 + 1.31 ug/kg). Se observo una diferencia significativa entre
la concentracién de AF de la RTM y los ingredientes en ambas UPL; lo que sugirid una
reduccion de la deteccion de AF en un porcentaje equivalente al 65.4 en la UPL-A y del
43.3% en la UPL-B. En este estudio no fue evidente un porcentaje de adsorcion del
secuestrante como el encontrado en algunos estudios in vitro de hasta el 97%, pero si
pudimos detectar la eficacia del secuestrante, que al ser agregado en la RTM, redujo
significativamente las AF disponibles a menos del 65%.

La UPL-A no aplico secuestrantes desde el inicio del estudio, por eso en las figuras
N° 20 y 21 apreciamos el efecto adsorbente del secuestrante que redujo hasta un 43.3%
la contaminacion por AF, aunque los problemas de contaminacion por AF en los
ingredientes de la dieta de esta UPL eran menores (30.9 + 2.6 ug/kg) en comparacion a la
UPL-A (43.4 £ 5.1). Como se observd (Figura No. 15) que la UPL-A tenia menores
problemas de contaminacion en los ingredientes al inicio del estudio, pero esta situacion
cambio a partir del mes de marzo de 2013; lo cual pudo haber influido en que se tomara
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la decision de utilizar el secuestrante. La Norma Oficial Mexicana (EUM-SS, 2002)
establece un limite maximo permisible de AF de 100 pg/kg para productos agricolas
destinados a la alimentacién del ganado bovino productor de leche; por lo tanto, la
concentracion de AF detectada en los ingredientes de esta UPL no rebasd los limites
maximos permisibles establecidos en nuestro pais.

Se han llevado a cabo numerosos estudios para evaluar la capacidad de adsorcion
de los productos empleados como secuestrantes de AF, entre ellos estan los de Diaz y col.
(2002) que evaluaron varios productos adsorbentes (carbdn activado, bentonita y
glucomananos) bajo condiciones controladas /n witro, obteniendo resultados que
sobrepasan el 95% de adsorcion del total de AF (5 mg/mL); el carbdn activado fue el que
presentd mayor porcentaje (99%) y segun estos resultados las condiciones de pH no
influyen en la capacidad de secuestro. En el 2004, Diaz y col., nuevamente reportaron que
varios agentes secuestrantes /7 vivo mostraron capacidad para reducir la tasa de
eliminacion en leche hasta en un 65% con respecto al grupo control. Segin Huwig y col.
(2001) hay varios factores que influyen para que se lleve a cabo el fendmeno de
adsorcion, especialmente las caracteristicas fisicoquimicas del secuestrante y de la
micotoxina. Juan-Juan y col. (2010) evaluaron /n vitro la capacidad de adsorcion de varios
secuestrantes; los glucomananos presentaron mayor porcentaje de adsorcion de AF
(97.6%) en comparacion a los aluminosilicatos (96.0%). Masoero y col. (2009) obtuvieron
una reduccion de la AFM; presente en la leche (215 ng/kg) del grupo control sin
secuestrante, en comparacion con la detectada (113 ng/kg) al afiadir secuestrante a la
RTM. Estos autores sefalan que la tasa de eliminacién de AFM; en leche se ve influenciada
por la cantidad de RTM ingerida al dia por cada animal, la cantidad de leche que produce
al dia y la etapa de lactacion en la que se encuentra. Rojo y col. (2014) también
observaron una reduccién en la tasa de eliminacion de AFM; al proporcionar RTM
contaminada artificialmente con AF y la adicién de un aluminosilicato (control: 0.736;
secuestrante: 0.465 ng/L).

Estos resultados sugieren que la adicion de secuestrantes a la RTM mostrd la
capacidad para reducir significativamente la concentracion detectable de AF en la dieta de
vacas lecheras asi como de reducir la presencia de AFM; en la leche producida.

El 6.3% alcanzd niveles superiores (promedio: 80.0 pg/kg) al rango maximo de
deteccion por el kit de ELISA (45 pg/kg). El kit de ELISA recomienda correr nuevamente
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por triplicado y tomando en cuenta una diluciéon 1:2 aquellas muestras que sobrepasaron
los niveles maximos de deteccidn, en este caso se hizo con las muestras que excedieron
estos limites y el resultado que se obtuvo fue que el 1.12% de las muestras continuaron
excediendo los limites maximos de deteccion por el kit. Estas ultimas muestras fueron
corroboradas mediante la metodologia de HPLC; no se encontraron diferencias estadisticas
significativas (p > 0.05) en la estimacion promedio de concentraciones de AF por ELISA y
HPLC (67.6 + 12.9 y 83.8 £ 10.5 ug/kg).

5.1.3. Influencia de las condiciones climaticas sobre la presencia de AF

Se observd una influencia altamente significativa (p<0.01) de la precipitaciéon pluvial sobre
la concentracion de AF en los ingredientes alimenticios; la precipitacion pluvial mostrd un
comportamiento estacional al igual que las AF. Otros factores climaticos como la
temperatura ambiental, humedad relativa, evapotranspiracién potencial e irradiancia solar
no mostraron influencia alguna sobre la presencia de AF. En los meses de mayo, junio y
septiembre se presentaron niveles mayores de AF (25.8, 31.4 y 28.6 ug/kg).

Astoresca y col. (2014) observaron una influencia altamente significativa (p<0.0001)
de la temperatura ambiental en la produccién de AF; identificando el rango éptimo de
produccion de AF entre los 15 y 30°C. A diferencia de los resultados de este estudio donde
la temperatura no mostrd (p> 0.05) tener influencia sobre la concentracion promedio de
AF.

El periodo de observacion comprendié 29 meses; para la UPL-A los meses en los
cuales se presentaron problemas mayores de contaminacién fueron mayo y junio de 2013,
diciembre de 2013, junio, julio y septiembre de 2014. Para la UPL B, los meses criticos
fueron enero, mayo y junio de 2013 y septiembre de 2014. Siendo la primavera y el
verano de 2013 las estaciones en las que se presentaron mayores concentraciones de
aflatoxinas en las dietas de las vacas lecheras.

Reyes y col. (2008) encontraron mayor concentracion de AF durante los meses de enero,
febrero y marzo; en este estudio los meses en los que se observaron concentraciones

mayores de AF mayo, junio y septiembre.
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5.2. PRESENCIA DE HONGOS ASPERGILLUS

En este estudio se procesaron 266 muestras para el asilamiento de hongos Aspergillus y
se sembraron en cuatro cajas de PDA con cuatro diluciones por muestra; por lo que se
realizaron un total de 1,064 cultivos. Ciento veinte de las muestras presentaron
contaminacién por algin hongo y en 58 muestras se logrd identificar y aislar alguna
especie de hongo del género Aspergillus. Se identificaron 163 aislados y el 36.2 %
correspondieron a especies de Aspergillus. De los 58 aislados purificados; 10 se
consideraron que tenian un resultado positivo para la produccion de AF mediante TLC; sin
embargo, la presencia de AF resultd ser independiente a la presencia de Aspergillus spp.
(Bonferroni, p>0.05).

Las AF pueden instalarse en los productos agricolas durante la cosecha, el
transporte o el almacenamiento con ayuda del viento y algunos vectores (insectos) y el
hongo puede contaminar los suelos donde se producen los insumos agricolas; en este
sentido, Ortega y col., (2015) realizaron un estudio de tres afos en varias zonas de
Sonora, tomaron muestras del suelo donde se produce maiz (83 muestras totales)
encontrando un 98% de incidencia de A. flavus cepas L (atoxicogénicas) y un 5% para A.
flavus, cepas S o toxicogénicas. La caracterizacion de las cepas L y las cepas S coincide
con los estudios de Ehrlich (2014). Las concentraciones de aflatoxinas detectadas por
Ortega y col., (2015) tuvieron un comportamiento similar al que se obtuvo en este
estudio; ya que a pesar de que fueron considerablemente altas (4,386 ug/kg) de las 405
colonias aisladas de Aspergillus, sélo 18 resultaron ser toxicogénicas.

Martinez y col. (2013) puntualizan que en México la contaminacion de maiz por
hongos Aspergiflus se debe a que no se tienen estrategias de control efectivas para
reducir o evitar la infeccion por hongos Aspergillus toxicogénicos, al igual que lo
afirmaron Garcia y Heredia (2006). Hernandez y col. (2007) encontraron un 50.3% de
incidencia de hongos Aspergillus en granos de maiz almacenado en el estado de
Tamaulipas seguido de Penicillium (15.9%) y Fusarium (5.5%), hongos identificados como
contaminantes durante el almacenamiento (Agrios, 2006). Alrededor del mundo se han
logrado varios aislamientos de hongos Aspergillus aflatoxicogénico no solo en alimentos,
Varga y col. (2011) lograron aislar e identificar dos nuevas especies de Aspergillus
aflatoxicogénico, en insectos y suelos de EUA. En Africa Probst y col. (2014) realizaron un

estudio en 18 paises; recolectaron 364 muestras de maiz y de los 4,469 aislados, el 75%
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correspondian a cepas L de A. flavus, el 6% a A. tamarii, el 1% a A. parasiticusy el 3% a
cepas S de A. flavus. Mobeen y col. (2014) analizaron varias muestras de cacahuate
contaminadas con diferentes concentraciones de esporas de varias especies de
Aspergillus, encontrando sdlo tres especies positivas a la producciéon de AF. Ruadrew y col.
(2013) encontraron concentraciones de AF (14.7 pg/k y 11.4 pg/k) en muestras de
alimento para ganado en las cuales no se encontré presencia de hongos Aspergillus
aflatoxicogénicos. Todos estos reportes apoyan los resultados que se obtuvieron en el
presente estudio; donde se aislaron un nimero mayor de hongos Aspergillus no
aflatoxicogénicos; estos hongos pudieran ser utilizados como control bioldgico para reducir
la presencia de hongos aflatoxicogénicos debido a que crecen mas rapido y gastan las
fuentes de energia que ya no pueden ser usadas por los hongos productores de AF (Cotty,
2014; Ehrlich, 2014); por lo tanto la presencia de AF es independiente a la presencia del
hongo aflatoxicogénicos; los ingredientes alimenticios pueden contaminarse con AF por la
intervencién de factores como el viento o vectores que transportan las esporas vy las

instalan en los productos agricolas.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio confirmaron la existencia del problema de
contaminacién por AF en los ingredientes alimenticios destinados para vacas lecheras de la
region del Altiplano Central Mexicano. La contaminaciéon de AF en los ingredientes
alimenticios mostré un comportamiento estacional lo que sugiere la influencia de
condiciones climaticas sobre la presencia de AF, especialmente la precipitacién pluvial
mostrd tener mayor influencia en la presencia de AF.

Este estudio mostrd una independencia entre la presencia de AF en los
ingredientes alimenticios para vacas lecheras y la presencia de hongos Aspergillus spp.
aflatoxicogénicos.

Este estudio evidencié que la adicion de secuestrantes a la racion total mezclada
reduce significativamente (65%) la concentracion detectable de AF en la RTM de vacas
lecheras y la presencia de AFM; en la leche producida, ya que del 1-6% esperado
disminuyo hasta 0.22 + 0.25 % (4.5 a 27.3 veces).

La técnica de ELISA fue un método de cuantificacion confiable para AF al no
presentar diferencias estadisticas significativas entre los resultados obtenidos por esta
técnica y HPLC.

Lo anterior sugiere que es importante disefiar, establecer y ejecutar estrategias
de control para reducir la presencia y proliferacion de hongos Aspergillus aflatoxicogénicos
y AF en los insumos agricolas destinados para alimentar a las vacas lecheras y disminuir la
frecuencia de AFM; en la leche producida en las unidades de produccion lechera del
Altiplano Central Mexicano destinada al consumo humano, reduciendo el riesgo de

exposicion a este metabolito carcinogénico para la salud humana y animal.
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7. GLOSARIO

Abidtico: Para cuestiones bioldgicas y ecoldgicas hace referencia a todo aquello que no

pertenece a los seres vivos 0 no es producto de los seres vivos.

Absorcion: Proceso por el cual los toxicos cruzan las membranas celulares y entran en la

circulaciéon 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 posicién de la absorcién que es un fendomeno de

volumen.

Acido desoxirribonucleico (ADN): Molécula compleja, integrante de los cromosomas,
que almacena la informacidon hereditaria en forma de variaciones en la secuencia de las
bases de purina y pirimidina; esta informacion 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.

Actividad de Agua: Se refiere a la porcion de agua disponible en un sustrato y que

puede ser aprovechada por algin microorganismo.

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.

Alimento concentrado: Es todo aquel alimento combinado con otro para mejorar el
balance nutritivo del producto y que sera posteriormente diluido o mezclado para producir

un suplemento o un alimento completo.
Aluminosilicatos: Es un material que contiene éxido de aluminio vy silice.

Acido ribonucleico (ARN): Acido nucleico de cadena sencilla compuesto por los

nucledtidos adenina, uracilo, guanina y citosina. En las células sirve como intermediario de
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la informacién genética ya que copia ésta del ADN y en el citoplasma dirige la sintesis de

proteinas segun su secuencia de nucledtidos.

Biotico: Hace referencia a aquello que resulta caracteristico de los organismos vivientes o

gue mantiene un vinculo con ellos.

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 Vvivos o por preparaciones obtenidas de éstos. Conversidn de un quimico

desde una forma a otra por un organismo bioldgico.
Carcinogénico: Habilidad de una sustancia para causar cancer.

Cepa: Conjunto de microorganismos derivados de las multiples divisiones de una célula

inicial.

Citocromo P450 (sistema de): 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 destoxificacién de
sustancias extrafias por alterarlas para aumentar su solubilidad y facilitar la excrecion. El
término abarca un gran nimero de isoenzimas que son codificadas por una superfamilia
de genes. Término relacionado: mono-oxigenasa, oxidasas de funcién mixta, reacciones

de fase I.

Codex Alimentarius: Coleccion reconocida internacionalmente de estandares, codigos
de practicas, guias y otras recomendaciones relativas a los alimentos, su produccion y

seguridad alimentaria, bajo el objetico de la protecciéon del consumidor.

Conidio o espora: Mitosporas asexuales, que se forman a partir de una célula

conididégena o hifa fértil.

Conidioforo: Estructura de los hongos que se encarga de la produccion asexual de miles
de esporas llamadas conidios. Es una estructura morfoldgica caracteristica de los hongos

imperfectos.
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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.

Dosis letal media (DL50): Dosis, calculada estadisticamente, de un agente quimico o
fisico (radiacién) que se espera produzca la muerte del 50% de los organismos de una

poblacién 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.

Ensilaje: Producto que resulta del proceso de ensilado de varios productos agricolas y

que es destinado a la alimentacién del ganado.

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.

Genotipo: Conjunto de genes caracteristicos de cada especie, vegetal o animal, es decir,
son los genes en formato de ADN que un animal o vegetal recibe de herencia de parte de
sus dos progenitores y que por tanto se encuentra conformado por las dos dotaciones de

cromosomas que contienen la informacion genética del ser en cuestién.

Hifa: Filamento septado o no de tamafno microscdpico, que reunido con otros filamentos

forma el cuerpo vegetativo de los hongos.

Hepatotoéxico: Sustancia nociva para las células del higado.
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Hongo: Organismo eucariota que pertenece al reino fungi.
Inmunosupresor: Sustancia quimica que produce la supresion del sistema inmunitario.

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 distribucién en el organismo de los componentes
quimicos, los cambios (biotransformaciones sufridas) y la eliminacion de los compuestos y

de sus metabolitos. 7érmino relacionado: biotransformacion.

Metabolito: Cualquier producto intermedio o final resultante del metabolismo. 7érmino

relacionado. biotransformacion.
Métula: Célula de un conididforo que lleva las fialides.

Micotoxicosis: Trastornos en la salud de animales y personas producidos por la ingestion

o inhalacion de una o varias micotoxinas.

Micotoxina: Metabolito secundario tdéxico, de composicion variada, producidos por
organismos del reino fungi; suele referirse a sustancias tdxicas producidas por hongos que

afectan a animales vertebrados en bajas concentraciones.

Monooxigenasas, citocromo P450: Enzimas que usan O, e incorporan un atomo de
oxigeno dentro de un sustrato y reducen el otro atomo a agua; importante en la sintesis
de hormonas esteroides y tirosina, también conocido en la destoxificacion de compuestos

xenobidticos.

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 los mismos. Perturba a la secuencia de bases del ADN y causa
una mutacién; con frecuencia son quimicos pero pueden también ser fuentes de energia

tales como la luz ultravioleta.

Norma Oficial Mexicana: Es una serie de normas cuyo objetivo es asegurar, valores,
caracteristicas y cantidades minimas y maximas en el diseio, produccién o servicio de los

vienes entre personas morales y/o fisicas.
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Racion total mezclada: Producto final que contiene todos los requerimientos
nutricionales para la alimentacion del ganado y pude ser adicionada con minerales,
secuestrantes o vitaminas. Se puede elaborar con forrajes, materias primas, granos y

suplementos.

Susceptibilidad: Condicion en la que existe una disminucién de la resistencia de un
individuo frente a determinada enfermedad o intoxicacidn, y que se experimenta con dosis

a exposiciones inferiores a las habitualmente nocivas para el resto de la poblacion.

Secuestrante: Capacidad que tienen algunos agentes de unirse a uno o varios

metabolitos por medio de algun tipo de enlace quimico.

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 relacién con la
cantidad o dosis de sustancia administrada o absorbida, la via de administracion y su
distribucién en el tiempo (dosis Unica o repetidas), tipo y severidad del dano, tiempo
necesario para producir éste, la naturaleza del organismo afectado y otras condiciones

intervinientes.

Unidad de Produccion Lechera: Sistema productivo que se basa en la explotacién de
ganado productor de leche, cuyos elementos son: tamafo del hato, nivel de capacitacion,

nivel de produccion, nivel de tecnologia y eficiencia productiva.

Zeolita o Ceolita: Minerales aluminosilicatos que se caracterizan por su capacidad de

hidratarse y deshidratarse reversiblemente.
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ANEXO A. Formato para la realizacion de los Monitoreos

)

s MONITOREO o

[RESPONSABLE: ][ } [FECHA’ ][

I. ALIMENTO
INDICACION: DONDE HAYA CAMBIOS ANOTE EL NUEVO VALOR.
JuDIO

Cantidad kg/vaca Cambioenla

Altas Frescas Bajas dieta (si)

Ingrediente

Silo de Maiz

Silo de Alfalfa

Silo de Triticali
Alfalfa Henificada
Triticali Heno

Maiz Rolado

Grano Seco de Maiz

Grano Seco Destileria

Semilla de algodén

Px Ordefia

Soya Plus

Pasta de soya

Secuestrante (Mycoad ZT)
Secuestrante (Mycoad ZT) (kg/ton)
Total

TEPETATILLO

Cantidad (kg/lote)

Ingrediente Altas (200 Frescas (25
vacas) vacas)

Cambioenla
Bajas (60 vacas) dieta (si)

Silo de Maiz

Silo de Triticali

Silo de Alfalfa

Alfalfa Henificada

Maiz Rolado

Concentrado

Canola

Soya

Minerales

Semilla de Algoddn

Grano de Maiz Seco Dest.

Secuestrante (Capture)

Secuestrante (Capture)(kg/ton)

TOTAL




MEDIA LUNA

Cantidad (kg/vaca)

Ingrediente

Super Altas

Altas

Medias

Bajas

Cambioenla
dieta (si)

Silo de Alfalfa

Avena Henificada

Alfalfa Henificada

Salvado de Maiz

Ensilaje de Maiz

Semilla de Algodén

Maiz Rolado

Nucleo (Previtep)

Concentrado

Pasta de soya

Bicarbonato

Lactomil

Procreatin

Galleta

Glucomiel

Secuestrante (Calibrin a) (kg/vaca)

Secuestrante (Calibrin a) (kg/ton)

TOTAL

1l. PRODUCCION

INDICACION: PROMEDIO DE PRODUCCION POR VACA DE ACUERDO A SU ESTADO PRODUCTIVO

JUDIO

Altas

Frescas

Bajas

N° de Vacas

Produccién diaria (L)

Promedio (L/vaca dia)

PRODUCCION PROMEDIO DEL HATO: 30 li

tros/vaca/dia

TEPETATILLO

Altas

Frescas

Bajas

N° de Vacas

Produccidn diaria (L)

Promedio (L/vaca dia)

PRODUCCION PROMEDIO DEL HATO: 28 li

tros/vaca/dia

MEDIA LUNA

Super Altas

Altas

Medias

Bajas

N° de Vacas

Produccién diaria (L)

Promedio (L/vaca dia)

PRODUCCION PROMEDIO DEL HATO:

28 litros/vaca/dia




ANEXO B. Productos comerciales empleados como adsorbentes de

Aflatoxinas en las UPL

ASTRA BEN 20 (AB 20 A)

REG. SAGARPA Q-0259-025

Nombre Comercial: Astra Ben 20 (AB20A).

Analisis garantizado: Cada 100gr del producto contiene: Oxido se silicio
59.00 %, Oxido de aluminio 14.00 %, Oxido de Sodio 0.9%, Oxido de calcio
0.4%, Humedad 5%, pH 9.2.

Ingredientes: Bentionita, silica y cristales de cuarzo.

Indicaciones: Astra Ben 20A (AB 20A) es un poderoso secuestrante de
micotoxinas elaborado a base de bentionitas que se emplea en las materias
primas y alimentos balanceados para animales a fin de evitar los efectos
nocivos en los parametros productivos y reproductivos, asi como los dafios
hepaticos que las micotoxinas ocasionan en los animales domésticos.
Adicionalmente Astra Ben 20A (AB 20A) reduce el apelmazamiento vy
proporciona fluidez a los alimentos balanceados y premezclas para alimentos
terminados.

Dosis: Administrar de 1 a 2 kg por tonelada de producto a tratar (0.1 a
0.2%), para el caso de productos muy contaminados administrar 5 kg por
tonelada (0.5%).

Via de administracion: Oral, mezclado en las materias primas, granos y
alimentos balanceados.

Advertencias: Evite la inhalacion y el contacto del producto por periodos
prolongados. Evitese el contacto con los ojos. Lavarse las manos después del
contacto con el producto.

Almacenamiento: Consérvese el producto en un lugar limpio y seco.

Protéjalo de la humedad excesiva.

CALIBRIN A

Nombre comercial: Calibrin A.

Laboratorio: Amlan International.



Composicion: Mineral absorbente de montmorillonita altamente refinado.
Dosis: Agregar de 0.5 a 2 kg por tonelada de alimento.

Analisis garantizado: Oxido de silicio 78.00 % maximo, Oxido de aluminio
15.00 % maximo, Humedad 13.00 % maximo.

Caracteristicas: Calibrin-A ha sido cuidadosamente seleccionado vy
procesado para aprovechar al maximo su capacidad de atraer y aislar las
moléculas de aflatoxina para que se trasladen por las heces del animal sin
ocasionarle danos. Esto reduce la biodisponibilidad de la aflatoxina y de otras
toxinas para el animal y disminuye los efectos adversos en su rendimiento.
Calibrin-A se somete a un procesamiento exhaustivo para aprovechar al
maximo la cantidad de particulas de ingrediente activo por dosis. Esto reduce
de manera muy efectiva la interaccién del adsorbente con las moléculas de
micotoxina en el tracto gastrointestinal, lo cual resulta en un mayor

aislamiento de las toxinas.

CELTIC ® ZETA

Nombre comercial: Celtic ® Zeta.

Laboratorio: Holland.

Composicion Quimica: Calcio (Ca) 1.50-2.50%, Potasio (K) 0.25-0.50%,
Sodio (Na) 0.50-1.00%, Aluminio (Al) 1.50-2.50%, Silice (Si) 30.00-35.00%.
Caracteristicas: Detoxificante de micotoxinas de 3™ generacion, elaborado
a base de glucomananos, enzimas y silicas precipitadas obtenidas por sintesis
bioquimica.

Espectro de accion indicadas por el fabricante: Fusarium: Zearalenona
(ZEN) y en general: Aflatoxina B; (AFB;), Ocratoxina (OTA), Deoxinivalenol
(DON, vomitoxina), Toxina T-2 (T-2), Fumonisina B, (FB,).

Dosis recomendada por el fabricante: De 10 a 20 g/vaca/dia

Via de administracion: Oral mezclado en el alimento terminado.

MYCOSORBMR

Nombre comercial: MYCOSORB"R,
Laboratorio: ALLTECH INC.



Composicion Quimica: Proteina cruda 28.00% (min), Grasa cruda 1.40%
(min), Fibra cruda 13.00% (min), Proteina de glucomanano 25.00% (min).
Caracteristicas: Levadura seca irradiada como fuente de manano
oligosacaridos. Glucomananos esterificados (EGM), extraidos de la pared
celular de la levadura (Saccharomyces cerevisae), cepa 1026.

Espectro de accion indicadas por el fabricante: Adsorbente de
micotoxinas para alimentos de bovinos, equinos, porcinos, ovinos, caprinos,
caninos, felinos y aves.

Dosis recomendada por el fabricante: 2kg / tonelada de alimento
balanceado.

Via de administracion: Oral, mézclese con el alimento balanceado.

CAPTURE ®

Nombre comercial: Capture ®
Laboratorio: Nuba Comercial, RB Nutrition.

Composicion: Aluminosilicatos de Ultima generacion adicionado de paredes
celulares.
Dosis recomendad por el fabricante: 30gr/vaca/dia.

MYCOAD ® ZT.
REG. SAGARPA A-0250-001

Nombre comercial: mycoad ® ZT.

Laboratorio: AVIMEX ®.

Descripcion: Detoxificante de micotoxinas purificado, especialmente
formulado para adsorber y retener las principales micotoxinas que afectan a
los animales, y en especial las toxinas de Fusarium.

Composicion: Arcilla organofilica purificada 100%.

Indicaciones: Detoxificante inocuo de uso continuo en los alimentos
balanceados del pollo de engorda, gallinas de postura y reproductoras,
cerdos, bovinos y otras especies, para la eliminacion de micotoxinas que los
contaminan como: T2 toxina, Diacetoxiscirpenol (DAS), Deoxinilvalenol
(DON), Fumonisinas, Zearalenona, Citrinina, Ocratoxina A, Aflatoxinas, Acido

Ciclopiazonico, Ergotamina y Ergovalina. mycoad® ZT presenta alta



especificidad, afinidad y potencia para la adsorcion y neutralizacién de las
micotoxinas presentes en los alimentos pecuarios, y es seguro para los
nutrientes, vitaminas, minerales, pigmentos, probidticos, promotores de
crecimiento, farmacéuticos y otros elementos contenidos en la racién, por lo
que su uso es seguro para los animales.

Dosis y via de administracion: Oral, mezclado en el alimento a razén de:
AVES: 0.5 a 1.0 kg / ton de alimento, uso continuo. CERDOS: 0.5 a 1.0 kg /
ton de alimento, uso continuo. BOVINOS: 10 a 20 g/ cabeza/ dia en
programa continuo mezclado en el alimento concentrado o en la racion
integral de becerras, vaquillas, vacas secas o en produccién, dependiendo de
la severidad del desafio. En exposiciones extremas se recomienda el uso de
hasta 30 g/ cabeza/ dia hasta agotar la fuente de exposicion.

Precauciones: Consérvese fuera del alcance de los nifios y los animales.
Almacene en un lugar fresco y seco. Evite la exposicion directa a la luz del
sol.

Advertencias: Se recomienda que los operarios utilicen equipo de

proteccion industrial como gogles y mascarilla para polvos finos.

MYCO-AD ®.
REG. SAGARPA Q-0258-021

Nombre comercial: myco-ad®

Laboratorio: AVIMEX®

Descripcion: Aluminosilicato de calcio y sodio hidratado activado de amplio
espectro y potencia, especialmente formulado para adsorber y retener las
principales micotoxinas que afectan a los animales.

Formula: Cada 100 g de myco-ad® contienen: Aluminosilicato hidratado de
calcio y sodio, activado......... 100.0 g.

Indicaciones: myco-ad® esta indicado como auxiliar en la prevencion y
control de los dafios ocasionados por la micotoxinas en los animales
domésticos, como las Afs (B1, B2, G1 y G2), Fusariotoxinas (Zearalenona,
Fumonisinas y Tricoticenos como T2, Scirpenoles, Acido Ciclopiazonico,
Vomitoxina o DON), Ocratoxinas y Citrinina.



Dosis y via de administracion: Administre myco-ad® en el alimento de
los animales, en forma continua. AVES: Administre 2.5 kg de producto por
tonelada de alimento. En micotoxicosis severas, se puede incrementar la
dosis a 3.5 Kg/ ton de alimento, hasta que los niveles de exposicion
disminuyan. CERDOS: Administre 2.5 kg de producto por tonelada de
alimento y hasta 3.5 Kg / ton en altos desafios. BOVINOS: Administre de 60
a 100 g de producto por cabeza /dia en el alimento concentrado.
Precauciones: Consérvese fuera del alcance de los nifios y los animales.
Almacene en un lugar fresco y seco. Evite la exposicion directa a la luz del
sol.

Advertencias: Se recomienda que los operarios utilicen equipo de

proteccidn industrial como gogles y mascarilla para polvos finos.

DUOTEK.
REG. SAGARPA. Q-7356-007.

Nombre comercial: Duotek.

Laboratorio: IASA

Descripcion: Organoaluminosilicato adsorbete de micotoxinas de inclusion
media.

Formula: 4.3 gr de K20, 1.8 gr de Na20, 5.2 gr de CaO, vehiculo c.b.p. 100
gr.

Indicaciones: Duotek® es un aluminosilicato cuya superficie tiene una
incorporacion  parcial 'y selectiva de un compuesto organico
(ORGANOALUMINOSILICATO) que le confiere un excelente balance en su
afinidad por micotoxinas poco polares (como la Zearalenona) y de alta
polaridad (como las Aflatoxinas), de ahi su cualidad de ANFOTERICO, tiene
ademads una buena capacidad para adsorber tricotecenos. Duotek® es un
aditivo eficiente en la eliminacion de Zearalenona, Ocratoxina A, Fumonisina
B1, Toxina T-2 y otros tricotecenos, asi como de Aflatoxinas, presentes en los
alimentos para animales monogastricos y rumiantes.

Dosis y via de administracion: Se recomienda utilizar de 1 a 3 kg por
tonelada de alimento, dependiendo del nivel de contaminacidon presente.



Debido a su bajo nivel de inclusion, es necesaria su incorporacion en la pre-
mezcla para asegurar una dispersion adecuada en el alimento terminado.
Oral, mezclado en el alimento.

Precauciones: Consérvese en un lugar fresco y seco.

Advertencias: Antes de salir a la venta, cada lote de producto es analizado
en el laboratorio utilizando la técnica de cromatografia liquida de alta
resolucion, lo que permite garantizar un nivel de adsorcién en una solucién
de pepsina de: 95% de Zearalenona, 90% de Ocratoxina A, 98% de
Fumonisina B1, 39% de Toxina T-2 y 90% de Aflatoxinas.



ANEXO C. Técnica de ELISA para la cuantificacion de aflatoxinas totales

De las muestras secas y molidas se pesaron cinco gr, posteriormente se agregaron
12.5 ml de metanol al 70% y se agitaron durante tres minutos, se filtraron sobre
papel filtro con porosidad 1, se usaron 50 pul del filtrado para cada uno de los pocillos
de la microplaca. Todos los reactivos se llevaron a temperatura ambiente (20-25°C /
68-77°F). Como tampodn de lavado se usé un tampdn PBS-Tween, el sobre completo
del tampdn se disolvid en un litro de agua destilada, este tampdn se mantiene
estable entre cuatro y seis semanas a una T° de 2 a 8°C (35-46°F). Los estandares
de aflatoxina ya vienen listos para su uso.

Se pusieron los pocillos suficientes en el soporte de la microplaca para los
estandares y las muestras que se analizaron. Se registrd la posicion de los
estandares y las muestras en una hoja impresa donde se representa la microplaca.
Se agregaron 50 pl de los estandares y de las muestras a analizar en los pocillos
correspondientes, tomando la precaucidon de usar una punta nueva y estéril para
cada estandar y cada muestra. Se agregaron 50 pl del conjugado aflatoxina-enzima
a los pocillos correspondientes. Después se agregaron 50 pl del anticuerpo anti-
aflatoxina a los pocillos correspondientes, se mezcl6 el contenido de la microplaca
suavemente y se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente. El contenido
de los pocillos se vacid en un recipiente y con golpes enérgicos en el marco
portapocillos (tres veces consecutivas) sobre un papel absorbente limpio se aseguro
la eliminacién completa de restos liquidos.

Se lavaron los pocillos con 250 pl de tampon de lavado utilizando una
micropipeta multicanal y se vaciaron nuevamente los pocillos de la forma indicada
anteriormente. Este paso se repitid dos veces mas. Se agregaron 100 pl de
sustrato/cromdégeno a cada pocillo, mezclando el contenido de la microplaca
suavemente y se incubd 5 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Se
agregaron 100 pl de la solucion stop a cada pocillo y se mezcld el contenido de la
microplaca suavemente, se midié la absorbancia a 450 nm, para tomar esta lectura
no se deben dejar pasar mas de 10 minutos.

La lectura de las placas se realizd en un lector de microplacas (ELx800™, Bio
Tek, EUA). Los resultados de la absorbancia se registraron y se calcularon usando el



software Ridasoft Win version 1.8, la concentracién de AFs correspondiente a la

absorcién se leyd directamente en la curva de calibracion (Figura No. 29).
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FIGURA No.29. Curva de estandar para aflatoxinas totales cuantificadas con ELISA



ANEXO D. Cuantificacion de aflatoxinas por cromatografia liquida de alta
precision (HPLC)

Para extraer las aflatoxinas, se pesaron 50 g de muestra molida y se afiadieron 100
mL de metanol:agua (4:1), se mezclaron en licuadora usando un vaso de acero
inoxidable durante tres minutos, se filtraron sobre papel filtro de porosidad 1.

Se usaron tubos en fase sdlida (Supelclean™ LC-18 SPE tube, Sigma-Aldrich,
EUA). Se limpio el extracto con una mezcla de 1.0 mL del extracto filtrado con 4.0
mL de acido acético en agua al 0.5%.

Se pasa a través de un tubo SPE de 1.0 mL, acondicionado con 2.0 mL de la
solucién de acido acético en agua al 0.5%.Posteriormente la muestra se lavod con el
siguiente procedimiento: 0.5 mL de tetrahidrofurano (THF) al 20% en acido acético
0.5%, luego 2.0 mL de hexano, se seca al aire y luego se afiaden 3.0 mL de THF al
25% en hexano y se seca. Se utiliza una solucion de elusion: 2 x 2.0 mL de cloruro
de metileno: THF (99:1). El eluato se evapora del tubo SPE y se disuelve el residuo
en 100 pL de metanol, luego se afiaden 100 uL de acido acético 0.5% en agua.Se
derivatiz6 con acido trifluoroacético y se inyectd en el sistema cromatografico.

Equipo Perkin Elmer Series 2000, bajo las siguientes condiciones: columna
(LC-18, USP LI), de 25 cm x 4.6 mm y empaque de 5.0 yum, con guarda columna
(LC-18), 2.0 cm x 4.6 mm, mismo empaque, temperatura 25° C, fase movil
acetonitrilo: metanol: agua (22.5: 22.5: 55), flujo 1 mL por minuto, presion 6000
psig, UV visible con arreglos de diodos a 340 nm, volumen de inyeccién de muestra
20 L, metanol: acido acético 0.5% (1:1). Los cromatogramas se visualizaron con el
software Total chrom Workstation versién 6.2.0.0.1.

Las muestras problema se procesaron por quintuplicado, se inyectaron en el
sistema hasta obtener tres repeticiones consecutivas y se comparan contra
estandares positivos, contra estandares negativos y contra una curva patrén de AFB;
y su derivatizada AFB2a (Figuras No. 30 y 31) (Scott, 1995).
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ANEXO E. Cuantificacion de AFM; con el método de ELISA para muestras

de leche cruda

El Material necesario se enlista a continuacion:
e Placas de 96 pozos recubiertos con anticuerpos anti- aflatoxina M1.
e Estandares de aflatoxina M1 con las siguientes concentraciones: 0.0
(estandar cero), 5.0, 10.0, 20.0, 40.0 y 80.0 ng/L.
e Conjugado enzimatico (peroxidasa) con aflatoxina M1.
e Substrato/cromdgeno, contiene tetrametilbencidina.
e Solucion stop, contiene acido sulfirico 1.0 N.
e Buffer de dilucién de la muestra.
e Buffer de diluciéon del conjugado.
Procedimiento:
1. Homogenizar manualmente las muestras de leche y tomar 1 ml en tubo
eppendorf.
2. Centrifugar (10min/ 3500 g/ 10°C)
3. Retirar grasa (parte superior)
4. Agregar 100 uL de anticuerpo diluido e incubar 15 min.
5. Eliminar los liquidos de la placa y lavarla con 250 pL de solucién de lavado dos
veces. Al final secar la placa con papel absorbente.
6. Agregar 100 pL de cada estandar por duplicado en la placa.
7. Agregar 100 yL de cada muestra por duplicado en la placa.
8. Incubar durante 30 min a temperatura ambiente (20-25° C) en oscuridad.
9. Eliminar los liquidos de la placa y lavarla con 250 pL de solucién de lavado dos
veces. Al final secar la placa con papel absorbente.
10. Agregar 100 pL de conjugado de enzima diluida a cada uno de los pozos. Agitar
la placa e incubar durante 15 min a temperatura ambiente en oscuridad.
11. Eliminar los liquidos de la placa y lavarla con 250 pL de solucién de lavado dos
veces. Al final secar la placa con papel absorbente.
12. Agregar 100 uL de substrato/cromdgeno a cada pozo. Agitar la placa e incubar

durante 15 min a temperatura ambiente en oscuridad.



13. Agregar 100 uL de solucion stop a cada pozo. Agitar la placa y medir la
absorbancia a 450 nm en un lector de microplacas de ELISA (BioTek Instruments,
Inc., USA). Leer la placa dentro de los 15 min después de agregar la solucion de
stop.

Para la interpretacion de resultados se realizd una curva de calibracién (Figura 32)
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ANEXO E. Técnica de Cromatografia de Capa Fina (TLC) en aislados de
Aspergillus spp. (AOAC 972.26) para la extraccion e identificacion de
aflatoxinas

Bajo las medidas de seguridad recomendadas, dentro de una campana de extraccion
se fragmento el medio de cultivo con el aislado y se colocd en un matraz erlenmeyer
de 125 mL que se tapd con papel aluminio. Se agregaron 15 mL de metanol:agua
(8:2), se homogeneizo por agitacion durante aproximadamente 5 minutos.

El contenido del matraz se pasé a un tubo falcdn de 50 mL para centrifugarse
a seis mil rpm durante 10 minutos, el sobrenadante se recuperd filtrandolo con papel
filtro de porosidad chica en un tubo limpio. Se agregaron 5 mL de hexano,
recuperando la fase hidrofilica en otro tubo limpio.

A la fase hidrofilica se le agregaron 5 mL de cloroformo, se agitaron durante
5 minutos, recuperando la fase del cloroformo para repetir nuevamente éste paso.
En un tubo limpio se recuperaron 2.5 mL de la fase de cloroformo que se
evaporaron a sequedad en bafio Maria y se resuspendieron en 500 pL de
cloroformo.

Para la realizacién de la cromatografia, las placas de silica gel sin indicador
de fluorescencia (2265829, sigma-Aldrich, EUA) se activaron a 110°C en una estufa
de alta temperatura (OF-22G JEOI-TECH, Lab Companion, Corea) durante 30
minutos.

En la placa cromatografica se marco la linea de origen (1.5 cm del borde
inferior de la placa). Se colocaron 5 L del estandar de AFB; sobre la linea de origen
y del lado izquierdo (1* carril). Se colocaron después 40 uL de cada muestra (una
muestra por carril) sobre la linea de origen y con un espacio entre muestras de un
cm aproximadamente.

Las placas con el estandar y las muestras se colocaron en una camara
cromatografica con fase movil cloroformo:acetona:isopropanol (85:10:5), dejando
correr la fase mévil durante una hora y media. Se retird la placa de la camara y se
secd a 100°C en una estufa de alta temperatura durante 10 minutos. La placa se
visualizd bajo luz UV en un transiluminador para identificar la presencia o ausencia
de manchas correspondientes a AFB; con respecto al estandar.

Toda la informacion se registré en una hoja de calculo electronica con el software

Microsoft Excel para realizar los analisis estadisticos correspondientes.



ANEXO F. Técnica de vaciado en placa por diluciones para el aislamiento
de hongos microscopicos (Santibaiez y col., 2011).

En una balanza semi analitica (BBADAM PGW 453e, Adam Equpment, EUA), se
pesaron 39 gr de papa dextrosa agar (PDA) (Bioxon®, BD Becton Dickinson, EUA),
se disolvieron en un litro de agua destilada, el preparado se agitd frecuentemente
hasta su ebullicién. Se esterilizd en autoclave a 16 libras de presién durante 15
minutos.

El medio estéril se vacid dentro de una campana de flujo laminar vertical
clase II tipo A2 (LVC-180, Luministell™®, México), se limpid la superficie de la
campana con alcohol, se introdujo el medio de cultivo PDA estéril, las cajas de petri
estériles, un marcador permanente, tijeras, un atomizador con alcohol al 96% vy
algodon; todo el material requerido para vaciar el medio se dejo dentro de la
campana de flujo laminar bajo luz ultravioleta (UV) durante 15 minutos.

Pasados los 15 minutos se vaciaron 15 ml del medio en cada caja de petri
estéril, se dejaron enfriar durante 10 minutos dentro de la campana y se taparon, se
almacenaron en refrigeracion después de solidificado el medio, para su posterior
uso. Se retird el material utilizado y se limpid la superficie con alcohol al 96% vy se
bajé por completo la puerta de seguridad.

Se pes6 un gr del polvo de peptona de caseina (Bioxon®, BD Becton
Dickinson, EUA) y se disolvié en un litro de agua destilada, se esterilizd en autoclave
a 16 libras de presion durante 15 minutos, para tener una solucidon estéril de
peptona de caseina al 0.1%.

Se pesaron 10 g de las muestras molidas, se diluyeron en 90 ml de peptona
de caseina al 0.1% y se obtuvo una dilucién de 1:10, de esta dilucién se tomé un ml
que se colocd en un tubo estéril con 9 ml de peptona de caseina al 0.1% y se
obtuvo una dilucién 1:100, de esta dilucion se tomd nuevamente un ml que se
depositd en un tubo estéril con 9 ml de peptona de caseina al 0.1% y se obtuvo una
dilucién 1:1000, finalmente se tomd un ml de esta dilucion y se pasa a un tubo
estéril con 9 ml de peptona de caseina al 0.1% y se obtiene una dilucidn final de
1:10000.



Se inocularon 500 pl de cada dilucién en una caja petri con PDA, las cajas se
taparon, se sellaron con parafil y se incubaron a 27°C durante un periodo de 72 a
120 hrs.

Las cajas se revisaron diariamente y las observaciones se registraron en una
bitacora. Se prepararon laminillas con la tincion de azul de lactofenol de las colonias
fungicas para identificar sus caracteristicas morfoldgicas microscopicamente y poder
determinar el tipo de hongo. Los criterios que se utilizaron para la identificacion de
hongos del género Aspergillus, se baso en las claves taxondmicas para esta especie
descritas por Fennel y Raphel (1965).



ANEXO G. Tincion con azul de lactofenol para identificacion de hongos

microscopicos

Se limpid la campana de extraccién con alcohol al 96%, se introdujeron los
portaobjetos, los cubreobjetos, las agujas de diseccion, el gotero con azul de
lactofenol y las cajas con PDA en las cuales se observé crecimiento fungico.

Se dejo bajo luz UV durante 15 min, con ayuda del mechero se flamearon los
portaobjetos después de pasarles una torunda con alcohol por ambas superficies, las
colonias de hongos que crecieron en las cajas petri se identificaron con un nimero
consecutivo, se colocd una gota de colorante de azul de lactofenol en el centro del
portaobjetos previamente desinfectado, con la aguja de diseccion se tomd una
porcion de la colonia de interés y se colocd sobre la gota del colorante, extendiendo
la preparacion cuidadosamente con ayuda de otra aguja de diseccidn y se cubrié con
un cubreobjetos previamente esterilizado.

Las laminillas se identificaron con el nimero de la muestra en la que crecio la
colonia, el nimero de aislado, la fecha de preparacion y las iniciales de quien realizd
la preparacion. Al terminar la preparacion de laminillas, las cajas con los aislados se
sellaron y se dejaron a temperatura ambiente, se retird de la campana de extraccion
el material que se utilizd, se limpid la superficie con alcohol y se bajoé por completo
la puerta de seguridad.

Las laminillas se observaron al microscopio éptico (Carl Zeiss, Axiostar plus,
EUA) con menor y mayor aumento: 10x y 40x respectivamente, se registré en una
bitacora el género del aislado.

Los aislados que correspondieron al género Aspergillus se resembraron bajo
las mismas medidas de esterilidad en una caja de petri con PDA, para lograr su
purificacion. Una vez obtenidos los aislados puros se prepararon para ser procesados
con la técnica de cromatografia en capa fina (TLC) e identificar la presencia o
ausencia de aflatoxinas, la presencia de aflatoxinas nos indica la capacidad
toxicogénica que tienen los hongos del género Aspergillus aislados de las muestras
analizadas.



ANEXO H. Técnica de Microscopia Electronica de Barrido (SEM) para la
identificacion de especies de hongos del género Aspergillus.

Preparacion de la Muestra. Bajo las medidas de seguridad recomendadas, se
pasaron los aislados identificados como Aspergillus a una campana de extraccion
previamente estéril, con ayuda de una aguja de diseccion estéril se cortd un trozo de
la colonia de aproximadamente 0.5 cm?, se colocaron en una placa de cultivo celular,
se recubrieron totalmente con glutaraldehido al 2% y se dejaron en refrigeracion 24
hrs para su fijacion. Se extrajo por completo el glutaraldehido.

La deshidrataciéon de la muestra se hizo usando alcoholes graduales; primero
se recubrieron las muestras totalmente con alcohol al 60%, se dejé actuar el alcohol
durante 15 minutos y se retiro por completo de la placa, nuevamente se recubrieron
las muestras con alcohol, ahora a una concentracion del 70%, se deja actuar
durante 15 minutos y se retira por completo. Esto se repite para cada alcohol,
usando concentraciones de 80, 90, 96 y 100%.

Para completar el secado de las muestras, se sometieron a un secado por
punto critico dentro del secador de punto critico (Samdri 795, Tousumis Research,
Rockville, Meryland) durante cuatro minutos, el punto critico se alcanzé a una

temperatura de 31.1 °C y una presion de 1072 psi.

Montaje de las muestras. Las muestras 100% libres de humedad se colocaron
sobre cintas de grafito adheridas a un cilindro de aluminio de 1cm x 1 cm y se
colocaron en un metalizador para muestras (DESK II, DENTON VACUUM, EUA)

durante 260 segundos, se recubrieron con oro y se obtuvo un espesor de 100 A°.

Digitalizacion de imagenes. Los trozos de cultivo recubiertos con oro se
colocaron dentro de la cdmara de vacio del microscopio electrénico de barrido (JSM-
5900 LV, JOEL, EUA) y se observaron bajo condiciones éptimas de 10 Kv de voltaje
de aceleracion, a una distancia de trabajo de 10 mm y a diferentes magnificaciones.
Las imagenes fueron capturadas con detector de electrones secundarios (SE),
algunas de las muestras mostraron problemas de resolucion por lo que la

digitalizacién de la imagen se hizo con electrones retro-dispersados (BSE).



ANEXO 1. Claves taxonomicas para la identificacion de especies de hongos
Aspergillus

Claves taxonémicas para grupos de Aspergillus basada principalmente en

el color de los hongos (Raper y Fennell, 1965).

A.

CC.

DD.

FF.

Cabezuelas conidiales mostrando algun tono de verde durante su

[0 <3ST= o] (o TR B.
Cabezuelas conidiales en Otro COIOF........coouueiiiiieiiie i L.
Vesiculas clavadas o subclavadas; esterigmas en una Serie....................... C.
Vesiculas no clavadas; esterigmas en una 0 en dos SEries..........cccvevveeveens D.

Vesiculas clavadas (prominentes) cabezuelas conidiales verde-azul,
tornandose de color gris en colonias viejas.

Grupo A. clavatus
Vesiculas subclavadas; esterigmas en una serie; cabezuelas conidiales de
color verde-amarillo, verde-gris o verde-azul cuando son jdvenes,
oscureciéndose la mayoria de las especies.

Grupo A. ornatus.
Cabezuelas conidiales de color verde-amarillo brillante cuando son
jovenes, algunas veces se tornan de color café con la edad, radiada y
laxas, esterigmas en dos series en la mayoria de las especies.

Grupo A. flavus

Cabezuelas conidiales en otros tonos de verde; esterigmas en una o dos
L= L= - E.
Colonias mostrando cleistotecios amarillos descubiertos e hifas de color
amarillo o rojo.

Grupo A. glaucus
Colonias que no presentan cleistotecios amarillos descubiertos, ni hifas
de color amarillo O FOJAS........ceeiuieeiiie e F.
Cabezuelas conidiales con forma definitivamente columnar........................ G.

Cabezuelas conidiales globosas, radiadas o en forma columnar muy



GG.

HH.

JJ.

KK.

EStErigmas €N UNQ SEIIE.......ccooiii it e
Esterigmas en dos series, cominmente con células de hiille globosas o
subglobosas; cleistotecios en algunas especies; ascosporas de color rojo-
anaranjado a violeta.
Grupo A. nidulans
Cabezuelas conidiales columnares, largas, delgadas, a menudo torcidas,
irregulares, conidios que usualmente se forman como segmentos
cilindricos del esterigma; sin cleistotecios; tipicamente osmofilicos.
Grupo A. restrictus
Cabezuelas conidiales columnares, compactas, uniformes en su diametro
a lo largo de la columna; los conidios no se forman como segmentos
cilindricos de los esterigmas; cleistotecios en algunas especies; no son
tipicamente osmofilicos.
Grupo A. fumigatus
Vesiculas pequenas, variables en su forma..........ccoccvvvveeeeeeiieeiesecceesieean
Vesiculas grandes, estrictamente globosas; conidiéforos constrefidos
debajo de 12 VESICUIA...........ccoviieeeeieee ettt ereen
Cabezuelas conidiales de color verde-azul y verde-amarillo opaco; o
verde-azul, gris, de radiadas a columnares laxas; células de hiille
globosas a subglobosas.
Grupo A. versicolor
Cabezuelas conidiales color oliva, gri-oliva, café obscuro; radiadas a
columnares; células de Hiiller alargadas o enrolladas.
Grupo A. ustus
Cabezuelas conidiales grisaces en colonias viejas a partir de tonos de
color verde-azul oamarillo-oliva.
Grupo A. sparsus
Cabezuelas conidiales de color verde-amarillo palido, verde-azul, o café
palido.
Grupo A. cremeus (ver también el Grupo A. wentii)
Crecimiento escaso y con una esporulacion pobre en el medio Czapek.

Grupo A. cervinus



LL.

00.
P.
PP.

QQ.

Crecimiento y esporulacién generalmente abundante en el medio de

Cabezuelas con las cadenas de conidios sueltos o libres hasta formar
COlUMNAS COMPACEAS.......coveieiieie ettt e eannas
Cabezuelas de forma globosa a radiada............cccceeeieeviie i,
Cabezuelas con las cadenas de conidios en columnas no compactas,
blancas, de color carne, o crema palido (o pardo).
Grupo A. flavipes
Cabezuelas con cadenas de conidios formando una columna compacta,
color avellana a canela.
Grupo A. terreus
Cabezuela siempre de color blanco, grandes, de forma globosa o radiada.
Grupo A. candidus
Cabezuelas N0 blanCas.............oooiii e
Cabezuelas en tono de amarillo, ocre, o café claro.........c..cccceeeveeveeceennee.
Cabezuelas de color negro o café obscuro.
Grupo A. niger
Cabezuelas de color azufre a color ocre.
Grupo A. ochraceus
Cabezuelas con tonos de café-amarillo a tonos pardo.

Grupo A. wentii (en parte también el Grupo A. cremeus)

Clave para grupos de Aspergillus, basada principalmente en caracteristicas

I

morfologicas

Esterigmas en una sola serie

A. Cabezuelas clavadas, en cultivos viejos las cadenas se separan, en tonos de

color verde-azul; las vesiculas con forma de clava muy marcada.

Grupo A. clavatus.

B. Cabezuelas cuya forma va de radiada a columnar, variable su color, variable

la forma de su vesicula de globosa a subclavada o turbinada.



1. Cabezuelas radiadas, variable su tamafio, en tonos de verde-azul o
verde oliva (café en una especie); osmofilicos; cleistotecios de color
amarillo brillante en la mayoria de las especies.

Grupo A. glaucus.

2. Cabezuela con cadenas de conidios sueltas a columnas compactas, a
menudo largas, delgadas y enrolladas, en tonos de verde; conidios
cilindricos cuando son jovenes; osmofilicos; sin cleistotecios.

Grupo A. retrictus.

3. Cabezuelas con cadenas de conidios arregladas en forma columnar
compacta, en tonos que van de verde-gris palido a verde-azul obscuro;
no esmofilicos; cuando son jovenes los conidios no son cilindricos.

Grupo A. fumigatus
(a) Sin cleistotecios : Serie A. fumigatus.
(b)Con cleistotecios, de color blanco a tonos claros de amarillo: Serie A.

fischeri.

II. Esterigmas en una o dos series, predominando las de dos series,
o bien con ambas formas en la misma cabezuela

A. Cabezuelas generalmente globosas cuando son jovenes, radiadas cuando
estan jovenes y cuando son viejas las cadenas se separan en grupos:
raramente, pero se encunetran, cabezuelas en forma columnar no compacta;
vesiculas globosas, subglobosas o un poco alargadas; conidiéforos sin
constriccion debajo de la vesicula, en muchas especies se presenta
escleocios.

1. Cabezas conidiales globosas cuando son jovenes, en algunas especies est
condicién prevalece, sin embargo, hay especies en que las cadenas de
conidios, se separan formando columnas bien definidas cuando son
viejas.

(a) Cabezuelas de clor amarillo, tonos de color ocre o pardo; conidiéforos
rugosos y a menudo pigmentados; cleistotecios en una especie:
Grupo A. ochraceus.



(b)Cabezuelas en tonos de negro; conidiéforos usualmente lisos e
incoloros o bien pugmentados debajo de la vesicula: Grupo A. niger.

(c) Cabezuelas de color blanco o crema; conidiéforos lisis y sin
pigmentacion: Grupo A. candidus.

2. Cabezuelas tipicamente radiadas, con cadena de esporas usualmente
separadas, en ocasiones formando columnas no bien definidas.
(a)Cabezuelas en tono de verde-amarillo a café-oliva; conidiéforos

usualmente rugosos y sin color: Grupo A. flavus.

(b)Cabezuelas en tono de color café-amarillo a pardo opaco;
conidiéforos lisos o ligeramente rugosos, sin color oligermanete
pigmentados: Grupo A. wentii.

B. Cabezuelas grandes, radiadas, vesiculas estrictamente globosas; conidiéforos
definitivamentecon una constriccion debajo de la vesicula; sin esclerosis:

Grupo A. cremeus. Grupo A. sparsus.

Claves para especies del grupo Aspergillus flavus

1. Cabezuelas conidiales de color amarillo palido a intenso amarillo

a de color verde-amarillo cuando son jovenes.
A. Coloniasque no cambian al color café cuando se ccultivan en el medio

Czapek; conidios definitivamente equinulados.

1. Esterigmas en una o dos series predominando en dos series,
cabezuelas radiadas o columnar, las columnas no compactas: A.
flavus Link.

2. Esterigmas en una serie.

a. Cabezuelas columnares; esterigmas usualmente en una serie:
A. flavus var.columnaris Raper y Fenell.
b. Cabezuelas radiadas, esterigmas en serie: A. parasiticus
Speare.
B. Colonias viejas que cambian a un color café palido en el medio
Czapek; conidios irregularmente rugosos o lisos.



1. Conidios largos, casi siempre de 4.5 a 7.0 micras, pero hasta de
8.0 a 10.0 micras, al principioelipticos, después globosos o
subglobosos, lisos o irregularmente rugosos.

a. Conidiéforos que nacen principalmente del substrato o medio:
A. oryzae (Ahib) Cohn.

b. Conidioéforos que nacen principalmente como ramascortas de
hifas aéreas: A. oryzae (Ahlb) Cohn var. Effusus (Tirasboschi)
Ohara.

2. Conidios pequefios, de forma oval o eliptica, la mayoria de 3.0 a
3.5 micras, lisas o casi lisas.

a. Crecimiento muy reducido en el medio de Czapek; estructuras
conidiales abundantes, en zonas, cuando crece en Malta:
conididforos lisos o casi lisos: A. zonatus Kwon y Fennell.

b. Crecimiento abundante en medios de Czapek y malta;
conidiéforos en agrregados coremiofornnes; conidiéforos

marcadamente rugosos: A. clavato-flavus Raper y Fenell.

II. Cabezuelas conidiales en color verde-amarillo intenso, cuando

son jovenes; conidios marcadamente verrucosos.

A. Cabezuelas que al principio son de color verde-amarillo intenso, se
vuelven de color verde-café o café en el medio Czapek: A. tamarri
Kita.

B. Cabezuelas que rapidamente son de color café-oliva y después café

obscuro: A. flvo-farcatis Batista y Maia.

III. Cabezuelas conidiales de color oliva-amarillo palido u oliva

grisaceo; conidios lisos o casi lisos.

A. Conidiéforos marcadamente equinulados: A. subolivaceus Raper y
Fanell.

B. Conidioforos lisos o casi lisos: A. avenaceus Smith.



Claves para grupos o especies de Aspergillus productores de micotoxinas

I.

I1.

II1.

Cabezuelas conidiales grandes en forma de clava, de color

verde-azul: Grupo A. cdlavatus.

Cabezuelas conidiales columnares.

A. Cabezuelas usualmente de color canela, algunas veces de color beige
o café: A. terreus Thom.

B. Cabezuelas azules, verde-azul overde obsucro.

1. Esterigmas en una serie, cabezuelas usualmente largas vy

columnares.

(a) Clesitotecios ausentes, intolerantes a medios con alta presion
osmotica: A. fumigatus Fresenius.

(b)Cleistotecios presentes, ascosporas incoloras: A. fischeri
Wehmer.

Esterigmas en dos series, cabezas columnares cortas, a menudo

se presentan células de Hiiller; en caso de presentarse el estado

sexual (cleistotecios), las ascosporas son de solor anaranjado a

rojo purpura: Grupo A. nidulans.

C. Cabezuelas de color verde-amarillo; los esterigmas casi siempre en
una serie: A. flavus var. columnaris Raper y Fenell.

1. Cabezuelas que permanecen de color blanco o que se tornan color

marfil con la edad, esterigmas primarios de igual tamafo que los

secundarios: A. niveus Blochwitz (var. A. candidus).

Cabezuelas conidiales globosas o radiadas.

A. Cabezuelas conidiales grandes, vesiculas largas, globosas o casi
globosas, esclerocios presentes en ocasiones.
1. Cabezuelas de color amarillo al ocre; Grupo A. ochraceus.

2. Cabezuelas en tonos de verde-amarillo.

(a)Cabezuelas de color verde-amarillo brillante, esterigmas en
dos series: A. flavus Link.
(b)Cabezuelas de color verde-amarilloobscuro, esterigmas en una

serie: A. parasiticus Speare.



3. Cabezuelas blancas, generalmente globosas, esterigmas primario
mas grandes que los secundarios: A. candidus Link.

B. Cabezuelas conidiales pequefias, vesiculas ovaladas a elipticas,
escllerocios ausentes.

1. Cabezuelas de color verde-azul, esterigmas en dos series, células
globosas de Hiiller, no presentan estado sexual (cleistotecios): A.
sydowi (Bain. y Sart.).

2. Cabezuelas de color verde-amarillo palido, en lo demassemejante
a A. sydowi. A. versicolor (Viull.) Tiraboschi.
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