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RESUMEN

Las aflatoxinas son compuestos hepatotéxicos producidos por algunas cepas de hongos del
género Aspergillus, principalmente A. flavus y A. parasiticus, que generalmente contaminan
granos almacenados. Hasta ahora, la incidencia de aflatoxinas en Colombia se habia reporta-
do como moderada (10-30%), con niveles promedio alrededor de los 20 ug/kg. En septiem-
bre del afio 2001 se encontrd una incidencia muy elevada (100%) y altos niveles de AFB1
(>100 pg/kg) en la costa atlantica colombiana, principalmente en el municipio de Cereté
(Coérdoba), no registrados previamente. El problema afecté 50.000 hectdreas de maiz (Zea
mays) variedades blanco y amarillo. Un alto porcentaje involucré el hibrido DK 4004 y se
presentd una disminucion en la produccién cercana al 35%. Al analizar la micoflora presente
en muestras de lotes de maiz de esta cosecha se encontré una gran diversidad de especies
que incluyeron Asperguillus flavus, A. niger, A. ochraceus, A. tamarii, A. fumigatus, Fusa-
rium moliniforme, Rhizopus spp., y Penicillium spp. Las muestras fueron analizadas para
la determinacién de aflatoxinas mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC),
dando como resultado elevados contenidos de aflatoxinas. Adicionalmente se comprobé la
toxigenicidad de las especies aisladas empleando sustratos y condiciones adecuadas para
la produccién de aflatoxinas, ocratoxina A y fumonisinas. Los resultados de este estudio
demuestran la presencia de hongos micotoxigénicos, presencia asociada a la formacién de
aflatoxinas en campo.
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AFLATOXINS IN CORN: CASE REPORT IN THE
COLOMBIAN ATLANTIC COAST.

ABSTRACT

Aflatoxins are hepatotoxic compounds produced by some fungal strains from the genus
Aspergillus, and mainly A. fumigatus and A. parasiticus the commonly contaminate stored
grains. Until today, incidence ofaflatoxins in Colombia was reported to be moderate (10-
30%), with levels ranging 20 pg/kg. In september 2001, a 100% incidence was found in
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the Colombian North Atlantic Coast with high levels of AFBI (>100 pg/kg), particularly

in Cereté, Cordoba, which were not registered previously. The problem affected 50.000 Ha

of corn (Zea mays) and a high percentage included the DK4004 variety that registered a

reduction in production close to 35%. Analysis of the crop revealed several fungal species

including A. flavus, A. niger, A. ochraceus, A. tamarii, A. fumigatus, Fusarium molinifor-

me, Rhizopus spp., y Penicillium spp. Samples were also taken to detect aflatoxins by High

Efficiency Liquid Chromatography (HPLC), which showed high levels of this toxins. The

toxigenicity of these aflatoxins was confirmed by culturing the isolated species and establis-

hing appropriate culture conditions to produce Aflatoxins, Ocratoxin A and fumonisin. The

results of this study confirm the presence of mycotoxigenic fungi associated with mycotoxin

production in the field.
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INTRODUCCION

Las aflatoxinas (AF) son un grupo de
metabolitos heterociclicos sintetizados por
los hongos Aspegillus flavus (Link), Asper-
gillus parasiticus (Speare) y Aspergillus
nomius. Estos hongos son constituyentes
normales de la micoflora del suelo en areas
tropicales, subtropicales y templadas y sus
esporas pueden ser transportadas a través
del aire. Entre sus cepas existe una amplia
variacién en cuanto a su habilidad para
producir toxinas. En algunos casos no se
detecta la produccion de éstas, lo que indica
que el crecimiento del hongo no implica
necesariamente la formacién de aflatoxinas
(Diaz, 1996a).

La infestacion por hongos y la formacién
de toxinas se presenta en una gran diversi-
dad de productos agricolas, tanto a nivel de
campo como en dreas de almacenamiento,
plantas de procesamiento y distribucién. La
contaminacion de los granos puede ocurrir
pre o postcosecha, por condiciones de estrés
de la planta o dafios producidos por insectos,
que permiten la entrada de esporas de hon-
gos y dan lugar a la produccioén de aflatoxi-
nas (Smith and Moss, 1985; Diaz, 1996a;
Sweeney, 1998).

Los hongos producen cuatro aflatoxinas:
B, B,, G, y G,. La mds comiin y mds tdxica
de todas es la AFB,. En humanos se le atri-
buye cdncer hepdtico y en animales puede
ocasionar hepatotoxicosis, mutagénesis,
cancer y efectos adversos sobre los para-
metros de produccién. Recientemente se re-
porté en Venezuela la muerte de mas de 500
mascotas (perros y gatos) por el consumo
de alimentos concentrados contaminados
con aflatoxinas. La incidencia reportada de
aflatoxinas en Colombia oscila normalmen-
te entre el 9 y el 30%, con niveles promedio
cercanos a 20 ug/kg y niveles maximos al-
rededor de 100 pg/kg en muestras aisladas
(Céspedes y Diaz, 1997; Diaz et al., 2001).
Los niveles maximos de aflatoxinas totales
(B,+B,+G,+G,) permisibles en Colombia en
alimentos humanos y animales oscilan entre
10 y 50 pg/kg, dependiendo del sustrato es-
pecifico (Diaz, 1995).

En septiembre del afio 2001 se presen-
té una incidencia inusualmente elevada
de aflatoxinas en la cosecha de maiz del
municipio de Cereté, departamento de
Cordoba (Colombia). Todas las muestras
analizadas provenientes de esta cosecha
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se hallaron contaminadas con aflatoxinas,
y los niveles de contaminacién resultaron
muy elevados (cercanos a 300 pg/kg). El
objetivo del presente estudio fue reportar
los niveles de contaminacién encontrados,
analizar la micoflora presente en las mues-
tras tomadas y determinar el potencial
micotoxigénico de esta micoflora. Adicio-
nalmente se buscé identificar algunos fac-
tores determinantes de la alta incidencia
de aflatoxinas en este brote.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Un total de 11 muestras de maiz cosecha-
do fueron remitidas al Laboratorio de Toxi-
cologia de la Facultad Medicina Veterinaria
y de Zootecnia de la Universidad Nacional
de Colombia (sede Bogotd). Las muestras
fueron analizadas por cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC), segtin la norma
técnica ICONTEC NTC 1232. Se procesa-
ron también una muestra de maiz y una de
mazorca con crecimiento fungico visible. El
andlisis de la micoflora se hizo mediante el
aislamiento y determinacion de especies de
Fusarium y Aspergillus. Las muestras, que
se homogenizaron y submuestrearon segin
recomendaciones del laboratorio de Micro-
biologia de Alimentos de la secretaria de Sa-
lud Publica de Bogota (2001), se sembraron
por triplicado en agar papa dextrosa (PDA) y
agar extracto de malta (AM) y se incubaron
a25°C de 5 a 7 dias. Al cabo de este tiempo
se observo el tipo de crecimiento microbia-
no, se identificaron microscopicamente los
géneros de interés, se realizé el conteo de
unidades formadoras de colonias (UFC) y se
efectud el aislamiento de cada uno de los gé-
neros. Cuando se obtuvo crecimiento puro
de Fusarium y Aspergillus, se hizo cultivo
monospérico en Komada y Agar Czapek
(CZ). Una vez obtenido el hongo monospé-

rico se procedio a hacer la identificacion de
la especie, segun los siguientes criterios:

Fusarium: de acuerdo al manual para
la identificacion de especies de Nelson,
Toussoun y Marasas (1983) se observé el
crecimiento en PDA y agar hojas de clavel
(CLA) vy, junto con la correlacién de estas
observaciones, se determind la especie.

Aspergillus: segin la clave para iden-
tificacion de especies de Samson y Van
Reenen-Hoeskstra (1988) se observo el cre-
cimiento en CZ, AM y, con la correlacion de
observaciones realizadas y reconocidas, se
determind la especie. Se observé ademads la
produccién de un pigmento naranja caracte-
ristico para especies del grupo A. flavus-pa-
rasiticus en el “agar diferencial Aspergillus
flavus-parasiticus” AFPA (Pitt, 1983), la
produccién de AF mediante fluorescencia
azul en el medio de coco (Davis, 1987) y la
produccién de acido kojico en el medio de
Kinoshita (Ramirez, 1994).

Evaluacion de la toxigenicidad de las
cepas aisladas: en sustratos adecuados se
procedi6é a evaluar la toxigenicidad de las
cepas inoculando maiz, sorgo y arroz con
10° conidias (suspensiéon hecha en agua
destilada estéril con Tween 20 al 0,05%) de
cada hongo aislado. Luego se adicion6 agua
destilada estéril hasta obtener la humedad
relativa necesaria para cada una y se es-
tandarizaron el tiempo y la temperatura de
incubacion.

Deteccion y determinacion de mico-
toxinas: se procedio a realizar la extraccion
y determinacién cuantitativa de las mico-
toxinas de acuerdo con las técnicas del La-
boratorio de Toxicologia de la Universidad
Nacional de Colombia (Facultad de Medi-
cina Veterinaria y de Zootecnia) utilizando
cromatografia en capa fina (TLC) y croma-
tografia liquida de alta eficiencia (HPLC).
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos luego de anali-
zar las muestras provenientes del municipio
de Cereté, departamento de Cérdoba, duran-
te el mes de septiembre de 2001 se muestran
enla figura 1.

Al analizar la micoflora presente en las
muestras se encontraron los resultados que
se presentan en la tabla 1. Se determind la
diversidad flingica presente y se realiz6 un
conteo de UFC de colonias tipicas de Fusa-
rium spp. 'y Aspergillus spp.

Tabla 1. Diversidad fingica en unidades formadoras de colonias
(UFC)/g.

Muestra Fusarium Aspergillus
Maiz Incontables Incontables
Mazorca 14x10° 22x103

Alidentificar a nivel de especie los géne-
ros aislados se encontraron las especies que
se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Especies halladas en las muestras de maiz provenientes del
municipio de Cereté, departamento de Cérdoba (Colombia).

Muestra | Fusarium Aspergillus

flavus

Maiz .
. niger

F. moniliforme

flavus
niger

. tamarii

. ochraceus
. fumigatus

Mazorca F. moniliforme

Nxxxx nx

Al realizar las pruebas de toxigenicidad
(potencial produccion de micotoxinas por las
cepas aisladas) se encontré un gran poten-
cial micotoxigénico en las especies aisladas
reportadas previamente como toxigénicas.
No se evalud la toxigenicidad de las cepas
de A. niger y A. tamarii aisladas, dado que
estas especies no han sido reportadas como
toxigénicas. Estos resultados se resumen en
la tabla 3.

Figura 1. Concentracion de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 en muestras de maiz de la cosecha de septiembre de 2001 del municipio de Cereté,

departamento de Cordoba (Colombia).
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Tabla 3. Potencial micotoxigénico de las especies aisladas.

. . . Cantidad pro-
Micotoxina Especie ducida (mglkg)
Fumonisinas F. moniliforme | FB, 712,5
B,yB, FB, 186,8
Aflatoxina A. flavus AFB, 142,0
B,yB, AFB, 8,0
Acido oxalico | A. niger Produ.cFora (sin

cuantificar)

A. ochraceus No toxigénica
Ocratoxina A A. tamarii No evaluada
A. fumigatus No evaluada

DISCUSION

Los resultados analiticos (figura 1) de-

mostraron una incidencia del 100% de con-

t

aminacion y niveles de aflatoxina B, entre

15,2 y 282,6 ng/kg. Estos resultados con-
trastan con los obtenidos para AFB, y AFB,
en diferentes sustratos, entre los meses de
septiembre de 2000 y septiembre de 2001,
en el Laboratorio de Toxicologia, periodo en
el que en ningtin caso el nivel de aflatoxina
B, sobrepasé los 80 pg/kg y la incidencia
global de muestras positivas fue inferior al
30%. Estudios previos realizados en Co-
lombia (Céspedes y Diaz, 1997) no habian
registrado concentraciones superiores a 110
pg/kg de AFB, y el nivel de positividad en
muestras analizadas no sobrepasaba el 30%.
Luego de analizar las posibles causas de esta
inusual concentracion de aflatoxinas presen-

t

ada en el municipio de Cereté se determin6

que los siguientes factores pudieron resultar
determinantes:

Factores ambientales. Durante el mes
de septiembre de 2001 se presentaron
precipitaciones de 378,3 mm, cuando
los promedios oscilaban entre 27,2 y
165,9 mm durante los meses anteriores.
Es importante anotar que las especies de
Aspergillus viven en el ambiente y sus
esporas son diseminadas por los vientos
y las lluvias.

Fenotipo de hibridos utilizados. Pre-
sentaban pocas hojas de cobertura que
no confluyeron normalmente en el vér-
tice de la mazorca y dejaron una parte
expuesta al medio ambiente y a los pa-
tégenos. Adicionalmente, el fruto no se
incliné como fisiolégicamente sucede en
su maduracion (6-8°), lo que permiti6 la
entrada de agua lluvia.

Plagas como el “gusano bellotero” o
“cogollero del maiz” (Spodoptera fru-
giperda), que es endémico en la zona,
generaron condiciones favorables para el
establecimiento del hongo, ya que destru-
yen los granos, permiten la entrada de es-
poras de hongos y aumentan la humedad
por presencia de larvas.

Con respecto a la micoflora presente en
los dos tipos de muestras evaluadas se
encontrd la misma especie de Fusarium,
pero diversas especies de Aspergillus.
Adicionalmente, se hallaron colonias de
Rhizopus spp. y Penicillium spp. También
se encontrd que en las muestras de maiz
coexistian especies de F. moliniforme,
A. flavus y A. niger. Este hecho ratifica
lo propuesto por Marin et al. (1998),
que describen este tipo de interaccion
y seflalan que el F. moliniforme es mas
competitivo en presencia de A. flavus y
A. Niger, pero que también cohabitan,
como se muestra en la tabla 2.

Los ensayos de toxigenicidad realizados
a las cepas aisladas demostraron su po-
tencial toxigénico. En los dos tipos de
muestras se aislo la misma especie de F.
moliniforme, que produjo fumonisinas B,
y B,. Este hallazgo llev6 a analizar una
muestra inicial de donde se aisl6 el hon-
g0 y se encontrd que estaba contaminada
con fumonisina B,. La cepa de A. flavus
aislada produjo grandes cantidades de
aflatoxinas (mds de 1 g de AFB, por kg de
sustrato) y una cepa de A. niger produjo
acido oxdlico, compuesto potencialmente
nefrotdxico.
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CONCLUSIONES

El presente reporte demuestra la ocu-
rrencia natural de aflatoxinas en el campo,
hecho inusual en este tipo de micotoxinas,
que preferencialmente se forman durante el
almacenamiento.

Los principales factores que condujeron
a este brote parecen ser una conjuncién de
hechos que incluyen la elevada pluviosidad,
la presencia de plagas y un fenotipo de maiz
que se vio afectado por estos dos factores.

El andlisis micoldgico permitié aislar
diferentes especies altamente micotoxigé-
nicas acompaifiadas de otras comunidades
fungicas. Este hecho indica que se debe
tener especial cuidado en el control de los
factores que pueden desencadenar conta-
minacién fingica en campo, debido a la
presencia normal de hongos potencialmente
toxigénicos en la zona.

RECOMENDACIONES

* Es primordial el secado del maiz antes
de almacenarlo. Entre las técnicas de secado
se encuentran: el secado en capas, secado-
res portatiles por tandas, secadores de flujo
continuo.

* La proteccién del maiz frente a los hon-
gos y las micotoxinas debe estar encamina-
da a inhibir el crecimiento y la propagacién
de A. flavus y A. parasiticus y a controlar
las aflatoxinas después de producidas. Esto
dltimo se puede llevar a cabo mediante la
adicién de adsorbentes especiales.

* Para evitar la propagacion de esporas es
importante realizar controles con fungicidas
adecuados. El uso de inhibidores de creci-
miento de hongos, como 4cidos orgénicos,
es indispensable en granos almacenados.

 Para evitar los efectos toxicos de las
aflatoxinas formadas sobre los animales
pueden ser utilizados adsorbentes, como el
carbén activado, o algunos tipos de alumi-
nosilicatos (Leeson et. al., 1995).

* Es indispensable realizar monitoreos
permanentes para aflatoxinas, con el fin de
detectar niveles potencialmente peligrosos y
tomar medidas preventivas.

* Se debe establecer un adecuado control
de plagas que no interfiera con la produccién
de maiz.

* Se aconseja seleccionar especies hi-
bridas adaptadas a las condiciones de cada
region.
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