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¢QUE SON LOS HONGOS5?

Organismos eucariotas

Sin clorofila

Heterotrofos

Filamentosos

Pared rigida

Nutricion absortiva de sustratos
Reproduccidén asexual o sexual y asexual
Capacidad adaptativa

En general aerobios

MICROSCOPICOS

| REINO FUNGI

Sustratos duros / blandos.
Excelente capacidad
enzimatica

*Azacares simples, alimentos:

granos, papeles, pinturas,
celulosa, etc

MACROSCOPICOS
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MICOTOXINAS

* Metabolitos fingicos que en pequerias

concentraciones resultan toxicos para
vertebrados y otros animales cuando son
administrados a través de una ruta natural

Frisvady Thrane, 1996

» Compuestos de bajo PM
» Diversidad de estructuras, muy complejas

»Elevada estabilidad frente a agentes quimicos y fisicos I

»No inducen respuesta en el sistema inmune humano
T Incapacidad para detectarlas biologicamente
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Origen de la micotoxicosis

Infeccion fungica

Formacion de
Micotoxinas

!

Consumo por el hombre

MICOTOXICOSIS
PRIMARIA

Consumo por animales

v v

Residuos Residuos

en tejido en leche

Producto Produicio
carnico 140te0

b AR

Consumo por el hombre

MICOTOXICOSIS
SECUNDARIA




Tl Efectos Toxicos

TOXICIDAD AGUDA

*Deterioro de funcién hepatica y renal en

animales Casos extremo: muerte
DETECTABLE POR LA INTESIDAD

Y ESPECIFICIDAD
DE LOS SINTOMAS

*Interferencia en la sintesis de proteinas,
produciendo sensibilidad en piel, necrosis
tisular e inmunodeficiencia.

POSIBILIDAD DE IDENTIFICAR EL Otras son neurotoxinas: A dosis altas pueden

MATERIAL CONTAMINADO Y LA causar dafno cerebral o muerte.
TOXINA RESPONSABLE *Raramente existe toxicidad aguda en
_J humanos

TOXICIDAD CRONICA

SINTOMATOLOGIA A LARGO PLAZO
CONTE - *Induccién de cancer, especialmente de
ENFERMEDADES ,
_ higado
DIFICIL ESTABLECER CAUSA- *Puede afectar la replicacion de ADN, con
EFECTO efectos mutagénicos o teratogénicos.
\ DATOS EPIDEMIOLOGICOS




Clasg'ﬁcacio'n de las micotoxindas

seglin su potencialidad carcinogénica

Mycotoxins Group
Aflatoxins, natural source 1
Aflatoxin M1 2B
Citrinin 3
Sterigmatocystin 2B
Fumonisin B1 2B
Ochratoxin A 2B
Patulin 3
Toxins of Fusarium graminearum, F. culmorum. F. crookwellense 3
Toxins of Fusarium sporotrichioides (T-2) 3

Grupo 1: el agente es carcinogénico para el humano
Grupo 2 A: el agente es probable carcinogénico en humanos, hay pocas evidencias en humanos pero
suficientes en animales.

Grupo 2 B: el agente es un posible carcinogénico, la evidencia en humanos es limitada y no hay suficiente
evidencia en animales experimentales

Grupo 3: el agente no se clasifica como carcinogénico en humanos, y no puede incluirse en otro grupo
Grupo 4: la evidencia disponible tanto en estudios con animales como humanos sugieren que el agente
es probablemente no carcinogénico para humanos

International Agency for Research on Cancer (LARC) (2072).
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IMPACTO DE MICOTOXINAS EN CERDOS

EDEMA
PULMONAR

DIARREAS

ABORTOS

ULCERAS GASTRICAS

IMPACTO DE MICOTOXINAS EN GANADO LECHERO

GASTROENTERITIS

ABORTOS

HIGADO

DISMINUCION DE
PRODUCCION LACTEA

AUMENTO EN EL CONTEO DE
CELULAS SOMATICAS

IMPACTO DE MICOTOXINAS EN AVES

LESIONES HEPATICAS

LESIONES
ORALES

ULCERAS
EN MOLLEJAS

DIARREAS

POSTURA: DISMINUYE LA PRODUCCION
Y LA CALIDAD DE HUEVOS PRODUCIDOS

IMPACTO DE MICOTOXICOSIS:

ICREMENTO DE:

*Mortalidad de animales
*Suceptibilidad a infecciones por lo tanto
gastos veterinarios

DISMINUCION DE:
*Peso

*Produccion de leche y huevos

*Produccion (abortos y crias de menor peso)

/




Principales Hon gos Toxicogénicos

Mohos identificados > 100.000
Mohos potencialmente toxicogénicos =500

Penicillium Aspergillus

Fusarium Alternaria




MICOTOXINA

AFLATOXINA
AB1 / AB2 -
AMI1
AG1 / AG2

OCRATOXINA
OA

ZEARALENONA

TRICOTECENOS

Deoxinivalenol
(DON)
Nivalenol
(NIV)
(mas de 75 mtx)

FUMONISINAS
FB1 / FB2 / FB3

PRINCIPALES
HONGOS

PRODUCTORES

Aspergillus flavus
Aspergi]]us parasiticus

Aspergi]]us nomius

Aspergi]]us ochraceus
Penicillium verrucosum

Aspergillus carbonarius

Fusarium graminearum

Fusarium (qraminearum

Fusarium verticilloides

EST. QCA

CH Ry CH R,

EFECTOS
TOXICOS

Hepatotc')xica
Cancerl'gena

Nefrotoxica

Estrogénica

Inhibe sintesis
proteica

Necrosis celular

Variable seglin specie
animal y dosis.
Leucoencefalomalacia
equina (LEM)

ALIMENTOS
AFECTADOS

Nueces, mani, maiz

Semillas de algodén
M1: leche

Alimentos en regiones
tropicales (sobrevive
secado al sol).Cafe .

Vino

Maiz y otros cereales

Trigo y otros

cereales

Maiz




Factores que influyen en la sintests de micotoxinas

FISICOS

QUIMICOS

BIOLOGICOS

Humedad
Temperatura

Dafic mecanico
Tiempo

Mezclado del grano

Oxigeno

Di¢xido de carbono
Comp del Sustrato
Minerales
Tratamiento gco,

Insectos

Infeccion fingica
Capacidad genetica
Diferencias en las

variedades de plantas

- FACTORES CAMPO
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Riesgo potencial de micotoxinas

en toda la cadena productiva

i Segun la FAO, alrededor del 25 % de las
— - = m— cosechas anuales es contaminadas por
; micotoxinas.
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Instituto Nacional de . P”'Oblema,tl.cas

Tecnologia Agropecuaria

Publicaciones Pro Unidades Sobre el INTA ; s dCtuales en

Argentina

Después del temporal: Situacion de los cultivos y del suelo. Consejos
para la cosecha y el almacenamiento de los granos.

Después del termporal que sometid a nuestra zona a 20 dias
consecutivos de lluvias, con registros de mas de 300 mm
acurmulados en periodos de 48 a 72 horas y temperaturas méas
altas gue las normales, parecie
climaticas estan mejorando y e
futura.

Instituto Nacional de

Par: ; :
Tecnologia Agropecuaria

Las lluvias comenzaran el 1 de
diferentes intensidades, a lo lan
ocasiond el anegamiento de ex

provincia y el ascenso del nivel

muchos sectores. Las consecy Micotoxinas, tenemos un plan

sobre los diferentes sistemas p

este mismo espacio por muchos especialistas. En esta oportunidad, se plantea la situ INTA Pergamino estd pensando una estrategia de intervencidn en los territorios con un tema delicado como son las
especialmente |a soja; el estado en que guedardn los suelos, algunas acciones futuras micotoxinas en maiz.

post-cosecha y almacenamiento de los granos.

stacados Publicaciones Fro 5 Unidades

Paor:
Diggo BUSTOS
Juewes, 21 Ahril, 2016

En la zede del INTA Pergaminag, un nutrido grupo de profesionales fue
parte de una reunian que tuvo como objetivo pensar conjuntamente la
forma de llevar la problematica de las micotoxinas a puntos
especificos de la regidn.

Daniel Presello, referente en el tema, se encontrd con extensionistas
del INTA en la zona norte de la provincia de Buenos Aires (FRET
Agricola y PRET Agricola Ganadero del Centro) y con especialistas
del programa nacional de Cereales y Oleaginosas de la institucian.

“La Extension es muy importante para esta instancia, contamos con
mucha Informacion en el Programa i en la ltersturs internacional
sobre micotorinas”, comentd Presello a modo de introduccion sobra
la reunidn que tuvo como objetivas elaborar conjuntamente con los
extensionistas mecanismos para que ellos puedan contar en tiempo
real con informacidn; ¥ a su vez para gue desde los territorios surjan
también inquietudes hacia el programa que investiga sobre el tema.
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Cientificos argentinos
comprometidos con esta
problematica

Diciermbre 2016, Argenting

RESISTENCIA A PODREDUMERES
DE ESPIGCA Y ACUMULACION DE
MICOTOXINAS EN MAIZ
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Maiz

Revista de la Facultad de Ciencias Adrarias.

Universidad Nacional de Cuvo

versidn On-line 155M 1853-8665

Fev. Fac. Cienc. Agrar., Univ. Nac. Cuyo vol.47 no.2 Mendoza dic. 2015

ARTICULO ORIGINAL

Fuentes de indculo de especies de Fusarium potenciales
productoras de micotoxinas en el agroecosistema soja

Inoculum sources of potential toxigenic Fusarium species in the
soybean agroecosystem

Maria Laura Chiotta, Sofia Chulze, German Barros

Departamenta de Microbiologia e Inmunologia. Facultad de Ciencias Exactas Fisico
Cuimicas y Maturales. Universidad Nacional de Rio Cuarto. Ruta Nacional 36 K 601,
Rio Cuarto, Cardoba, Argentina. Consejo Macional de Inwestigaciones Cientificas y
Tecnicas (CONICET).

Originales: Recapcidn: 300062014 - Aceptacian: 010672015

T roce and

Food and Chemical Toxicology T,

4

“olume 50, lssue 2, February 2012, Pages 260257

Exposure assessment of mycotoxins in cow's milk in Argentina

kL. Signarini@- b & =y Gaggiotti# 1, A Molineri® 1, CA. Chiericattic: ?, b.L. Zapata de Basilico®: ¥,

J.C. Basilico® 2, M. Pisani® !
+ Show more

Journal of
Phytopathology e

Short Communication

Fusarium cerealis Associated with Barley
Seeds in Argentina
Maria Inés Dinolfo,

Eliana Castafiares, Maria Virginia Moreno,

Corina Berdn, Sebastian Alberto Stenglein &

First published: 15 March 2013

Full publication history
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Estrategias para el control de micotoxicosis

D s CARD Sgiavisaty

mail s.org

CODE OF PRACTICE FOR THE PREVENTION AND REDUCTION OF
MYCOTOXIN CONTAMINATION IN CEREALS

CAC/RCP 51-2003

Adopted in 2003.
Revision: 2016. Amendment: 2014.

Aplicar Buenas Practicas Agricolas

Seleccionar variedades de cultivos resistentes a los hongos

Cosechar cuidadosamente para evitar daiar los granos

Realizar el almacenamiento de los granos cuando la a,, es igual o inferior a 0,65

Instalar sistemas de aireamiento, y control automatico de
temperatura y humedad (mantener la temperatura debajo de 20 °C y la Hr menor a 75
%)

Mantener los depdsitos de granos y alimentos, libres de roedores y de insectos
(fumigacion y desratizacion)

Limpiar frecuente los comederos para eliminar alimentos dafiados

Analizar frecuentemente todo el alimento para detectar presencia de micotoxinas bajo
planes de muestreo apropiados.

Incorporar un inhibidor de hongos en la formulacion del alimento (ej: los basados en ac
propidnico ya que tienen poder residual mas prolongado)

Comisiéon Codex Alimentarius (FAO-WHO), 2005 /




Metodos de descontaminacion

FISICOS

Ej: destruccion parcial de afla durante el
tostado de mani

(UV, luz visible, gamma)

Ej: en leche pasteurizada se puede reducir un

50 % de AM1

Las radiaciones gamma descontaminan AB1
en soluciones y alimentos solo a altas dosis

QUIMICOS

Ventaja: mantiene prop organolépticas y el poder
nutritivo de alimentos

Mata los hongos. La sal tiene mayor efecto residual
durante el almacenamiento

Desventaja: pueden ocasionar pérdida de
nutrientes y de propiedades organolépticas en el
producto
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Secuestrantes

% Usadas para disminuir la biodisponibilidad de las micotoxinas

“*Las micotoxinas deben fijarse selectivamente sin perjudicar la absorcion de los nutrientes

en el organismo.

“*Las micotoxinas no son absorbidas por el TGI y son eliminadas por heces.

INORGANICOS

(polimeros a base de silice)

Z.eolitas
Bentonitas

Arcillas

Aluminosilicatos
Carbon activado

Tierra diatomea

WNCOAD NOVASIL ZEOLEX

ALUMI-SIL RExAsIL [NIEECNERR

No existe un secuestrante universal de micotoxinas

ORGANICOS

(fuentes de plantas fibrosas)

Salvado de trigo
Fibra de alfalfa

Pared cel de levaduras
(polis., proteinas y lip)

Bacterias

Celulosa
Hemicelulosa
Pectina

Bacterias del suelo: Flavobacterium aurantiacum, Nocardia asteroides

bacterias del rumen: Butyrivibrio fibrisolvens

Levaduras: S. cerevisiae
Bacterias acidolacticas : Lactococcus sp., Streptococcus

Garcia et al., 201y




Limates permitidos de micotoxinas

CAPITULO III

DE LOS PRODUCTOS ALIMENTICIOS
RESQOLUCTON GMC N* 02302
Incorporada por Resolucién Conjunta N® 66/02 v N* 34402

Se dersga toda legislacitn del Cddigo Alimentanio Argenting gue s oponga al dictado de Ly
preseite Redekicdin

REGLAMENTD TECNICD MERCOZUR 5S0OBRE LIMITES MAXIMOS DE AFLATOXINAS
ADMISIBELES EN LECHE, MAN] ¥ MAIT

+++

<+

MERCOSUR

MERCOSUL\GMC\RES N° 56/94
REGULAMENTO TECNICO SOBRE LIMITES MAXIMOS DE AFLATOXINAS

TENDO EM VISTA: O Art. 13 do Tratado de Assuncdo, o Art. 10 da Decisao
N°® 4/91 do Conselho do Mercado Comum, a Resolu¢ao N° 91/93 do Grupo
Mercado Comum, e a Recomendacdo N 384 do SGT N° 3 - "Normas
Técnicas".

dred el Erar 0.3 pedl.
Lache an polvo A1 3 peKe
Mlai= an erano Bl+BZ+G1+GE 20 peKe
harina d= mai= o semola Bl1+B2+HG1+HGE2 20 pe'Ke
Blam EBl1+EB2+HG1+HGT 20 peKe
Pasta o manteca da mani Bl1+B2+HG1+HGE2 20 pe'Ke




Regulaciones

mundiales

PAIS

MERCOSUR

(RES N° 56/94)

PRODUCTO

Leche fluida
Leche en polvo
Maiz en grano
Harinas de maiz
Mani y derivados

MICOTOXINA

Afla M1
Afla M1
Afla totales

LIMITES

(ng/L - ug/kg)

0.5
5.0
20




Etapas en el analisis de micotoxinas

MUESTREO

PREPARACION DE LA MUESTRA

ANALISIS




/ Obtencion de una muestra representativa del lote \

“*Micotoxinas: generalmente se distribuyen de forma heterogénea

“*Error: liquidos < en polvo o pasta < particulados

“*Dificultad para obtener muestra representativa: estitico > dinamico

Resolucion
es CE N°:
401,/2006
178/2010
Tamafio de la muestra global - 5 1 9/201 4
reglamento CE n2401/2006.
Ejemplo con calador de 10

orificios (cada orificio es una
muestra elemental).

Puntos de muestreo C
A B
X X X X X X D
X X X X
X X X X X X 1

Muestreo estatico Muestreo dinamico

| SR = PP
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—  » Obj: Separar micotoxinas de compuestos insolubles
» Se realiza mediante homogeneizadores de cuchillas a alta
velocidad (2-3 min) o con agitadores de vaivén (30-45 min).
» Se utilizan disolventes de polaridad variable, combinados

Extraccion — a veces con agua y/o pequenas cantidades de 4cidos.

» Cloruro sédico u otras sales inorganicas: anti emulsionantes
» Compuestos apolares, como hexano: para eliminar lipidos.
» Acetato de plomo: para precipitar proteinas

__ »Carbonato cuaprico: para secuestrar pigmentos clorofilicos

A) Liquido-liquido B) Extraccion en fase so6lida
i " *Para alimentos liquidos (SPE)
Purificacion / *Ej: Patulina en zumo de *Se carga el cartucho SPE con el
Concentracion Hbhand extracto y luego se pasan

AM, en leche disolventes para limpiarlo de

L] impurezas.
Obj: Eliminar | 3 °Fip : . L
. | - m nalmente, se pasa un solvente
sustancias del extracto | - /nalista demanadante | ’ @i‘ﬁB ot |
que interfieran Gran volumen de svtes org goniel que sedgggyen las IOXINAS,

Dificil automatizacion

114
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Purificacion / Concentracion

C) Extraccion con columna de intercambio i6nico
* Empleada cuando la micotoxina se encuentra en forma ionizada (ej: fumonisina, | |~
OA).

°La retencién se basa en la atraccién electrosatica de un grupo funcional con carga de la

MYIHYA

X¥s  1M3 aNoa

toxina con un grupo cargado de la sup. del silice de relleno de la columna.
*Se pasa una sc con fuerte carga i6nica para eludir la toxina.

X: Pueden interferir otros componentes del extracto con igual carga (menor
selectividad).

D) Extracciéon mediante columnas de inmunoafinidad (IAC)
* Las toxinas se unen especificamente a los anticuerpos monoclonales de la columna (no los

demas compuestos). Tras un lavado, eluyen las toxinas por desnaturalizacioén de los anticuerpos.
v Alta especificidad, pueden usarse extractos poco limpios, ofrece altas recuperaciones y pureza
de los extractos (listos para HPLC, GC o fluorimetros)

X: Alto $, tnico uso, necesidad de desarrollo de anticuerpos
para una toxina determinada

AflaTese Atfinity Cotump

Otras técnicas: Columnas Mycosep® / molecular imprinted polymers (MIPs) / QuECheRS /
\asistida por microondas / fluidos supercriticos / microextraccion lig-liq dispetsiva (DLLME)

g




Separaci()n / Deteccion

PRINCIPALES TECNICAS ANALITICAS PARA
LA DETECCION DE MICOTOXINAS

“*Espectroscopia de UV e IR

Para revelar estructuras “*Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
“*Cristalografia de Rayos —X
“»*Técnicas biosintéticas

de nuevas micotoxinas

TLC / HPTLC
HPLC / UPLC
ELISA
Electroforesis capilar

GC

Para analisis mas
< UPLC — MS
completos y/o SGC - MS

confirmaciones mas 2 MS

exactas “MS - MS




Separaci(')n / Deteccion

Técnicas
Inmunoldgicas

ELISA
Membranas

*Para muestras naturalmente contaminadas
*Como método de screening rapido

7

Técnicas
Cromatograficas

HPLC
GC

*Para confirmaciones

*Para obtener mas informacion del extracto
*En caso de no existir kit inmunoenzimatico
para la toxina de interés




Técnicas Inmunoldgicas

ELISA

v'Se usa poco volumen de muestra
v'Generalmente no necesita pre purificaciones
v'Se pueden procesar varias muestras a la vez

O Micotoxina-enzima-conjugado @ Micotoxina /Ba]ﬂ preparaCIén téCﬂlCﬂ dC IOS Opel'arlOS
Y Anticuerpo anti-micotoxina S Substrato LIk
P v Rapida lectura de los resultados
e ©®° 380 ePel myloec oo o v Posibilidad de lectura visual cualitativa o semi cuantitativa
.ooo.o-oOooo.’ ? ! .
° (‘1) il v Alta especificidad
(2) (3)
e . .
—5 5 5| | P X Coste y caducidad de los kits
il X Disponibilidad de kits para micotoxinas de interés
(4) (5)

Basados en

Membranas

confirmatoria, ya sea por HPLC o CG-EM
X Posibilidad de reacciones cruzadas con otras mtx o

compuestos.

ELOGUE
ADSOREENTE

LIN
Er‘gsE‘rA CONTROL
ELOGUE DE
ELOGUE DE CONJUGADD l

MUESTRA

v"Muy sencillo, muy rapido, alta ‘ . |

estabilidad
v'Facil de usar en el campo
v'Semicuantitativo

EASE
ADHESVA

Blogue de conjugade Lineatest  Linea comrol

!

MEMERANA

: Linea test
W Conjugado boxina- proteina

{1  ATTTRRER
X Los positivos deben confirmarse por SrrEEEiLS

técnicas cuantitativas, como HPLC

Canglejo AcM-antitoxina-oro B @ @
AAA

A e




Técnicas Cromatograficas

FfET g
a

El principal grupo de toxinas
analizadas por GC son los

TRICOTECENOS, por:

*Carecer de fluorescencia
*No absorber en la banda del UV
*Limites de deteccién muy altos si
se usa HPL.C o TLC

KFécﬂ de obtener derivados volatiles

v’ Mayor grado de automatizacion (inyector automatico,
derivatizacion en linea, etc)

v’ Mayor rapidez, sensibilidad, reproducibilidad y exactitud
v’ Mayor seguridad (toxinas en solucién)

v'Mayor informacién de la muestra

v’ Multiplicidad de detectores. Posibilidad de realizar HPLC-MS y
métodos multimicotoxinas.

X Coste del equipo y de su mantenimiento
X Grado de preparacion del operario
X Necesidad de una elevada purificacion de las muestras

» Desarrollado poco para mtx por no ser volatiles (por lo que
hay que derivatizarlas) y a la gran implantacién del HPLC y el
TLC

»Los detectores mas sensibles y especificos: captura de
electrones (ECD) y el de espectrometria de masa (MS)

»Los métodos que omiten derivatizacién emplean el detector de
ionizacién (FID) que es considerablemente menos sensible que

ECD y MS

Métodos multitoxina . Ej: pueden id a la vez zearalelona y
hasta 7 tricotecenos en un pinchazo de GC-MS
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Nueva problematica: MICOTOXINAS CONJUGADAS

Son derivados de las micotoxinas principales cuya estructura ha cambiado debido al
metabolismo de la planta, del hongo, o del procesado de los alimentos, de forma que
suelen ser indetectables por las técnicas analiticas convencionales.

El cambio de su estructura molecular modifica sus
caracteristicas cromatogréficas

Se pierden
en el analisis

Sub estimacion

Se reduce la eficacia del disolvente de extraccion al del contenido
haber sufrido un cambio en su polaridad. total de mtx

Se modifica el epitope reconocido por los anticuerpos

porque

Directamente accesibles para el analisis

Se necesita un pre tratamiento de las muestras para

liberarlas . Ej: SDS para extraer FBs ligadas a proteinas.
B-glucosidasas para romper la ZEA-14G.

Amilasas, celulasas, xilanasas, etc para el DON-3G.
Hidrolisis ac con KOH (FBs)
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Conclusiones

Las micotoxinas representan un riesgo latente y un gran problema para la

inocuidad de los alimentos del hombre y animales.

Es importante fortalecer los esfuerzos para reducir al minimo el riesgo de
contaminacion con mtx (BPA y HACCP).

Obtener un muestreo representativo del lote es de alto impacto en el resultado del
analisis.
Actualmente existen diversos meétodos para la deteccion de micotoxinas. Su

eleccion dependeré de la matriz y micotoxina en cuestion como de la accesibilidad

al mismo.

Habria que establecer limites legales y realizar evaluacion de riesgos incluyendo las

micotoxinas conjugadas.
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