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Resumen

Las toxinas naturales que representan mayor peligro para la salud humana y animal son
las micotoxinas, producidas por diversos géneros de hongos de facil diseminacién en cultivos de
todo el mundo. Dependiendo de la concentracion, tipo de toxina y tiempo de exposicion, pueden
ocasionar efectos nocivos, por lo que se debe realizar seguimiento a la inocuidad alimentaria en
toda la cadena productiva. Este estudio buscé determinar la presencia de cuatro micotoxinas:
aflatoxinas, ocratoxina, deoxinivalenol y T-2/HT-2 en 11 muestras de maiz, 7 muestras de trigo
salvado, 3 muestras de soya y 9 concentrados de alimentos, para un total de 30 muestras de
materias primas y alimentos destinados al consumo para aves, en una empresa avicola ubicada
en Valle del Cauca — Colombia. A partir de la caracterizacién macroscopica y microscopica de
hongos aislados de las materias primas, se logré identificar los géneros Aspergillus spp. y
Fusarium spp. mediante la observacion de caracteristicas morfolégicas como textura, coloracion,
micelio, estructuras reproductivas. Asimismo, por medio del ensayo de enzimoinmunoanalisis de
adsorcion (ELISA) y el software Neogen Veratox Software v 3.9 se logré cuantificar la presencia
de aflatoxinas, ocratoxina, deoxinivalenol y T-2/HT-2 de forma rapida, sensible y precisa. Por
medio del método estadistico Shapiro-Wilk se determiné que los datos obtenidos no presentaron
distribucion normal y se realizé la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis encontrando diferencias
significativas en las concentraciones de ocratoxinas, por lo tanto, se implementé el analisis post-
hoc de Dunn, el cual indicé que existe diferencia entre concentrado de alimento frente a maiz y
concentrado de alimento frente a trigo salvado. Los hallazgos evidenciaron una distribucion

heterogénea entre las micotoxinas, con potencial riesgo de afectar la industria avicola.
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Introduccion

Las micotoxinas son producto del metabolismo secundario de hongos filamentosos, las
cuales son toxicas y se encuentran ampliamente distribuidas en el ambiente, principalmente las
producidas por los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium. Las aflatoxinas, ocratoxinas, el
deoxinivalenol y las toxinas T-2/HT-2 representan mayor importancia e impacto en productos
agricolas y forrajes, especialmente en granos como maiz, trigo, arroz, cebada y legumbres como
soya, al ser la materia prima de alimentos balanceados destinados a la producciéon avicola es
indispensable garantizar que sean inocuos, asegurando asi la salud de las aves y la seguridad
alimentaria. La presencia de estas toxinas representa un alto riesgo porque afectan directamente
la productividad y salud de las aves; esto se ve reflejado en el bajo consumo de alimento, pérdida
de peso, baja produccion de huevos y alta mortalidad. El consumo de aves o productos derivados
de animales que ingieren alimento contaminado con micotoxinas representa un riesgo en la salud
publica, dependiendo de la dosis ingerida y tiempo de exposicion, puede ocasionar dafio hepatico,
renal, alteracién genética, inmunodeficiencia e incluso cancer. Factores como la temperatura,
especialmente en paises tropicales como Colombia, favorecen el facil desarrollo y propagacion
de hongos productores de micotoxinas, por lo tanto, son necesarios estudios que caractericen y
cuantifiquen la presencia de estas micotoxinas en materias primas y alimentos terminados

destinados a la produccion avicola.

En este contexto, el presente estudio tiene como objetivo determinar la presencia de
micotoxinas en materias primas y alimentos de consumo avicola mediante el ensayo de
enzimoinmunoanalisis de adsorcién (ELISA), el cual nos permite identificar la presencia de
micotoxinas de forma rapida, sensible y precisa. Se espera que a través de esta investigacion se
logre identificar y caracterizar géneros de hongos potencialmente téxicos en materias primas,
identificar y cuantificar la concentracion de las principales micotoxinas y determinar su
prevalencia. De esta manera, se busca garantizar que los animales consuman alimentos
seguros, prevenir riesgos en la salud humana y, al mismo tiempo, reducir las pérdidas
economicas asociadas a la contaminacién por micotoxinas. De igual manera se busca generar
nuevos conocimientos, que serviran como base para futuras investigaciones relacionadas con las

micotoxinas y la técnica ELISA.
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Problema

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de cepas toxigénicas de hongos
filamentosos, que pueden encontrarse ampliamente distribuidos en el ambiente y contaminar las
materias primas en diferentes etapas de la cadena productiva, incluyendo el cultivo, la cosecha,
el transporte y el almacenamiento de los forrajes. Entre las micotoxinas de mayor relevancia en
los productos agricolas estan las aflatoxinas (AF), ocratoxina A (OTA), los tricotecenos, como el
deoxinivalenol (DON), y las T-2/HT-2; estas suelen detectarse con frecuencia en cereales (maiz,
arroz, trigo, cebada) y legumbres (soya), materias primas ampliamente utilizadas como base de
los productos alimenticios en la industria avicola. Debido a su impacto en la seguridad alimentaria,
es importante garantizar la calidad microbiolégica, organoléptica y fisicoquimica de estos insumos
(Agriopoulou et al., 2020; Yu & Pedroso, 2023).

Paises tropicales, calidos y humedos como Colombia proporcionan las condiciones
ambientales favorables para que las cepas de hongos toxigénicos puedan crecer y diseminarse
en los alimentos desde su produccién en el campo, incrementando asi el riesgo de exposicion a
micotoxinas en la salud humana, representando un desafio para el control e inocuidad
alimentaria. Muchos de estos compuestos téxicos son quimicamente estables y capaces de
soportar el calor y las diferentes condiciones de almacenamiento de los alimentos, dificultando su
eliminacion después de formados; por lo tanto, se debe realizar una vigilancia y control de estos
contaminantes debido a sus implicaciones directas sobre la salud humana y animal, ademas de
las grandes pérdidas econdmicas en toda la cadena de suministro en el sector agricola y
pecuario. Desde el punto de vista toxicoldgico, las micotoxinas pueden ocasionar efectos nocivos,
cancerigenos, que suprimen el sistema inmune, generando efectos mutagénicos y teratogénicos
(Ganesan et al., 2021).

En la industria avicola los efectos negativos ocasionados por las micotoxinas dependen
del tipo de micotoxina presente en el alimento, nivel de toxicidad en el ave, tiempo de consumo y
cantidad del alimento contaminado, estos factores inciden directamente en la productividad,
evidenciandose descenso en el crecimiento, calidad de huevos, bajo consumo de alimento,

pérdida de peso y aumento en la mortalidad. Asimismo, los sintomas clinicos que se observan
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con frecuencia en las aves incluyen: alteraciones neurolégicas, caidas de plumas, deposiciones
liquidas, coloracién palida de la piel y membranas mucosas, problemas con la coagulacion de la
sangre y fragilidad 6sea (Guerrero et al., 2025). Dentro de los érganos objetivos de las
micotoxinas se encuentra el intestino delgado, ocasionando dafo gastrointestinal en las aves,
perjudicando la absorcion de nutrientes y por lo tanto reduciendo la ganancia de peso, eficiencia
alimentaria y crecimiento, ademas, afecta 6rganos reproductores: ovarios, utero, vagina,
glandulas mamarias y testiculos, ocasionando una reduccion en la produccién y calidad de los
huevos. Al afectar el higado, los rifiones y los ovarios, habra menor sintesis de proteinas y
minerales, y una baja absorcién de calcio, generandose asi cascaras de huevo fragiles y

delgadas, con yemas acuosas y palidas (Akinmoladun et al., 2025).

El consumo humano de alimentos contaminados, especificamente carne de aves y
huevos representa un problema de salud publica y la seguridad alimentaria, debido a que se
transmiten metabolitos toxicos al ser humano. El efecto en la salud esta influenciado por aspectos
como la cantidad de micotoxina presente, el tipo de exposicion y la combinacion de toxinas
particulares. Las consecuencias causadas por las micotoxinas en humanos incluyen efectos
nocivos como nefrotoxicos, hepatotdoxicos y genotéxicos, ademas de causar cancer e
inmunodeficiencia (Vallejo y Posada, 2018). La contaminacion por la ingesta de productos
alimentarios contaminados por micotoxinas no se elimina siempre por medio de la coccién de los
alimentos, congelacion o procesos de conservacién industriales, lo cual aumenta el riesgo de

exposicion crénica a los consumidores (Olariu et al.,2025).

Debido a las repercusiones en la salud humana, animal y potenciales pérdidas
economicas en el sector avicola, surge la siguiente pregunta de investigacion: s Cuales son las
concentraciones de las aflatoxinas, ocratoxinas, toxinas T-2/HT-2 y el deoxinivalenol en materias

primas y alimentos para aves?
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Justificacion

Segun la Federacion Nacional de Avicultores de Colombia, la avicultura cumple un papel
importante en la economia, En el ano 2023 se registré6 una produccion global de 1.011.864
toneladas de huevos y 1.817.130 toneladas de carne de pollo (Avila et al. 2024). Por lo tanto, es
crucial asegurar la calidad e inocuidad de los alimentos que consumen las aves y las materias
primas utilizadas en su elaboracion, para prevenir riesgos tanto en la salud de los animales como
en la salud humana. Ademas, esto ayuda a prevenir pérdidas econdmicas significativas en los
sectores de la alimentacion y la agricultura. En este contexto, las micotoxinas como sustancias
toxicas de origen biolégico pueden impactar significativamente la seguridad alimentaria. (Awuchi
et al., 2021; Beia et al., 2023).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (2023), las micotoxinas son las
toxinas naturales que representan el mayor peligro para la salud humana. Estos son metabolitos
secundarios generados por hongos de varios géneros y especies, siendo los mas destacados los
géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium. Las micotoxinas suelen estar mas presentes en
cereales, frutos secos, semillas oleaginosas, especias, cacao, frutos secos, y otros productos;
estos metabolitos pueden aparecer en cualquier momento de la cadena alimenticia, desde los
cultivos hasta los productos terminados como los alimentos procesados. En los animales las
micotoxinas son capaces de ocasionar afecciones agudas y cronicas, como hemorragias,
hepatitis, muerte, disminucion de productividad, etcétera, en humanos diferentes estudios las
relacionan con el cancer (Ramos et al. 2020), no obstante, a pesar de las diferentes
complicaciones que traen las micotoxinas, son escasas las investigaciones sobre su aparicion en
los alimentos destinados de consumo avicola y en las materias primas utilizadas para su

produccion.

El ensayo de enzimoinmunoanalisis de adsorcién (ELISA) es una técnica de deteccién
rapida, sencilla, sensible y precisa. En el caso del ELISA competitivo directo, tanto la micotoxina
qgue se encuentre en la muestra a analizar como la de micotoxina marcada en el conjugado,
compiten por unirse al anticuerpo especifico que esta inmovilizado (Adunphatcharaphon et al.,
2022). En términos generales, la prueba esta fundamentada en la correlacién existente del
complejo antigeno-anticuerpo junto con la presencia de sustratos cromogénicos; ademas, los

resultados se obtienen mediante una lectura espectrofotométrica (Janik et al., 2021). A pesar de
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ser una técnica muy conocida, existen pocos estudios que utilicen este método para identificar
micotoxinas en los alimentos destinados al consumo aviar. Por esta razén, se opta por el método

ELISA por su economia, rapidez y facilidad de aplicacion para realizar esta investigacion.

En el campo de la microbiologia este estudio aporta informacion sobre la presencia y los
niveles de concentracion de micotoxinas en materias primas y alimentos balanceados en la
avicultura, ampliando asi el conocimiento de la distribucion de estos compuestos en el sector;
ademas, la aplicacion de la técnica ELISA permite evaluar qué tan util y rapido es para detectar
micotoxinas, proporcionando asi bases cientificas para la toma de decisiones con respecto a
evaluar riesgos, formular estrategia de control y vigilancia, y buscar la calidad e inocuidad de los

alimentos destinados al consumo animal.

Este estudio tiene como objetivo determinar la presencia o ausencia de micotoxinas,
incluyendo las aflatoxinas, ocratoxinas, deoxinivalenol y T-2/HT-2, y conocer las concentraciones
en las que estan presentes en los alimentos balanceados que consumen las aves y en las
materias primas utilizadas en esos alimentos, implementando la técnica ELISA, cuyo ensayo es

escaso para este tipo de investigaciones.

Los resultados de este estudio permitiran prevenir que los animales que reciben las
muestras que seran analizadas consuman alimentos de excelente calidad y con concentraciones
minimas o inexistentes de micotoxinas. Asimismo, se quiere prevenir que estas aves, que
finalmente se convierten en fuente de proteina animal, no representen un riesgo para el
consumidor final. Por otro lado, también busca mitigar las pérdidas econdmicas ocasionadas por

las altas concentraciones de micotoxinas en los alimentos.
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Objetivos

General

Determinar la presencia de micotoxinas en materias primas y alimentos de consumo

avicola mediante el método ELISA competitivo directo.

Especificos

- Caracterizar géneros de hongos potencialmente productores de micotoxinas en las
materias primas.

- Cuantificar la concentracion de las micotoxinas que contaminan las materias primas y
alimentos de consumo para aves mediante el Neogen Veratox Software v 3.9.

- lIdentificar las principales micotoxinas que contaminan la materia prima y alimentos

avicolas mediante el método de ELISA competitivo directo.
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Marco Referencial

Antecedentes

Las micotoxinas son de importancia a nivel agroindustrial y pecuario por las pérdidas
economicas que representan, ademas de su impacto en la salud publica, razén por la cual en los
ultimos afios se han realizado investigaciones para la deteccién y control de estas micotoxinas.
Un estudio realizado por Agustin Guerrero Canelo y Juan Parrefio (2018), en la provincia de
Chincha en Peru, buscé determinar la presencia de micotoxinas en soya destinada a la
produccién avicola, por medio de técnicas de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA), para ello analizaron 20 muestras de soya de cinco distritos y obtuvieron como resultado
la presencia de aflatoxina B1, ocratoxina Ay T-2 en el 100% de las muestras, en donde las OTA
supero6 en un 20% los niveles maximos permitidos de 50 partes por billon (ppb) y T-2 superé en
un 60% los niveles maximos permitidos (150 ppb), por lo tanto, los autores determinaron un riesgo

para la salud humana y animal el consumo de soya proveniente de los cinco distritos analizados.

Una investigacion realizada en la Universidad de Hainan - China, desarrollé una
fraccién de union al antigeno presentado en fagos y establecio la técnica ELISA basada en la
fraccion de unién al antigeno desarrollada, permitiendo asi detectar con alta selectividad la
micotoxina zearalenona presente en la cadena de produccion alimentaria de cereales y piensos
(Chen etal., 2025).

Un estudio realizado en ltalia desarrolld6 un ELISA competitivo para cuantificar la
aflatoxina M1 en leche cruda, para ello aislaron y disefiaron anticuerpos monoclonales altamente
especificos a partir de cultivos moleculares en plantas (vegetales), ya que las células vegetales
expresan con éxito anticuerpos, logrando niveles de precisién optica de 25 y 50 ng/L y
cuantificando la aflatoxina M1 en un rango de 5 - 110 ng/L con limites de deteccion de 3 ng/L en

leche cruda (Capodicasa et al., 2022).

La investigacion realizada en la Universidad de Ciencia y Tecnologia de Pekin - China,
realizaron una deteccion rapida de las micotoxinas aflatoxina B1 (AFB1), zearalenona (ZEN) y
deoxinivalenol (DON) en maiz, arroz y cacahuete por medio del inmunoensayo de flujo tardio
(LFIA), para ello hicieron pretratamiento a las muestras a analizar sin solventes organicos,

11
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posteriormente usaron tiras reactivas de LFIA combinadas y dispositivos de deteccion portatil,
obteniendo asi limites de deteccién en el maiz de 0,90 ug/kg, 7,11 pg/kg y 10,6 pg/kg, para las
micotoxinas AFB1, ZEN y DON respectivamente. Los rangos usados para la deteccion de AFB1,
ZEN y DON fueron: 1,25-40 ug/kg, 20—-2000 ug/kg y 35—1500 ug/kg respectivamente, el método
contd con una precision de 86 + 2% a 108 + 7% en los materiales de referencia certificados,
resultados que indican que las micotoxinas evaluadas en maiz, arroz y cacahuete pueden

determinarse cuantitativamente de forma precisa (Li et al., 2023).

Un estudio realizado por Salazar-Gonzalez et al. (2020) tuvo como objetivo cuantificar
las micotoxinas producidas por especies del género Fusarium, a partir de 206 aislados obtenidos
de diversos cultivos y localidades ubicados en los departamentos Tolima, Cérdoba, Huila y Valle
de Colombia. Por medio de PCR lograron amplificar 14 regiones asociadas a las micotoxinas
deoxinivalenol, fumonisinas y zearalenona, posteriormente procesaron las muestras para realizar
un analisis cuantitativo utilizando un kit ELISA, obteniendo como resultados finales la presencia

de micotoxinas en niveles elevados a los permitidos por la Unién Europea.

Morris Navarro (2011) realiz6 un estudio en cinco departamentos del Caribe
colombiano (Bolivar, Atlantico, Magdalena, Cesar y La Guajira), el cual buscd determinar la
presencia y niveles de aflatoxinas en 46 muestras de arroz y 24 muestras de maiz recolectadas
de manera aleatoria en fabricas y comercializadoras. Para ello se empled la técnica analitica
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion, con la cual no se detectd la presencia de aflatoxinas
B1, B2, G1 y G2 en ninguna de las muestras de arroz. Sin embargo, se detecto la presencia de
aflatoxinas B1 y B2 en niveles de 2,4-12,5 ppb y 2 ppb respectivamente, ademas, las aflatoxinas
G1y G2 no se detectaron.

Marco teérico

Micotoxinas

Los hongos se encuentran ampliamente distribuidos en el medio ambiente, dentro de los
cuales podemos encontrar algunos géneros como Fusarium, Aspergillus 'y Penicillium, que tienen
la capacidad de liberar metabolitos secundarios (micotoxinas) los cuales pueden contaminar

productos agricolas en cualquier fase de la cadena productiva (produccion, transformacion,
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conservacion, distribucion, comercializacion), principalmente en cultivos a base de cereales,
legumbres y sus derivados. Las micotoxinas son compuestos policetonicos de bajo peso
molecular que se forman durante el crecimiento del hongo, ya sea al finalizar la fase exponencial
o al iniciar la fase estacionaria; se clasifican en agudas o crénicas. La aguda se caracteriza por
la respuesta toxica rapida tras la contaminacion en altas concentraciones y la crénica es asociada
a la ingesta prolongada de dosis bajas, lo que puede inducir efectos cancerigenos, renales y de

inmunosupresion (Guerrero A., & Parreno J. 2018).

Segun Awuchi et al. (2021), se han reportado mas de 500 micotoxinas. Sin embargo,
segun la Organizacion Mundial de la Salud (2023), las micotoxinas que suponen un mayor riesgo
de toxicidad a la salud humana y animal son las aflatoxinas, la ocratoxina A, la patulina, las

fumonisinas, la zearalenona, nivalenol y la deoxinivalenol.

La contaminacion por micotoxinas se puede dar por inhalacion, ingesta o contacto con
productos alimenticios contaminados, por lo tanto, son consideradas contaminantes toxicos
emergentes que afectan a humanos y animales. Los hongos tienen la capacidad de producir y
liberar mas de dos micotoxinas, es decir, la exposicion tiende a ocurrir simultdneamente con
varias toxinas, siendo los nifios los mas susceptibles a los efectos inmunolégicos, nerviosos,

endocrinos y neurolégicos (Awuchi et al., 2021; Awuchi et al., 2022).

El 25% de los cultivos alimentarios mundiales, incluidos muchos alimentos basicos, se
ven afectados por hongos productores de micotoxinas (Navale et al., 2021), estas cifras
evidencian la magnitud del problema a nivel mundial. La contaminacién por micotoxinas es comun
en paises con climas calidos, ya que la temperatura de crecimiento de los hongos toxigénicos
oscila entre 20°C y 37°C y la temperatura 6ptima para la produccion de micotoxinas es de 25,5 +
5,5 °C, ademas, es necesaria una actividad de agua por encima de 0,90. Todas estas condiciones
acompafadas de un almacenamiento inadecuado y control de calidad deficiente permiten el

desarrollo de los hongos productores de micotoxinas en alimentos (Al-Jaal et al., 2019).
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Aflatoxinas

Dentro de las micotoxinas encontramos un grupo especifico llamado aflatoxinas,
distribuidas en todo el mundo y producidas principalmente por el género Aspergillusy las especies
A. flavus, A. bombycis, A. pseudotamarii, A. nomius y A. parasiticus. Tienen la facilidad de
diseminarse y contaminar cultivos y alimentos como cereales, legumbres, frutas, semillas,
verduras, frutos secos, etc. Ademas, son consideradas las micotoxinas mas importantes con
respecto a su abundancia, toxicidad, frecuencia e impacto en la salud humana. Las aflatoxinas
estan comprendidas por cuatro grupos que son: aflatoxina B1 (AFB1), aflatoxina B2 (AFB2),
aflatoxina G1 (AFG1) y aflatoxina G2 (AFG2), estas toxinas estan implicadas a nivel alimenticio
(cereales, frutos secos, legumbres) y se basan en la fluorescencia al ser expuestas a luz
ultravioleta (fluorescencia verde - G/ fluorescencia azul - B). Por otro lado, podemos encontrar las
aflatoxinas M1 (AFM1) y M2 (AFM2), las cuales son subproductos metabdlicos de las aflatoxinas
B1 y B2 respectivamente; estas se producen en el organismo de un animal que consumio
alimento contaminado (con las aflatoxinas B1, B2) y se detectan a través de la leche (Awuchi et
al., 2021). Las aflatoxinas son cancerigenas, inmunosupresoras, genotoxicas y mutagénicas; por
lo tanto, representan un riesgo importante para la salud humana y animal el consumo de
alimentos contaminados con este tipo de micotoxina. Con respecto a los niveles de toxicidad, la
AFB1 es la mas toxica, relacionada con carcinoma hepatocelular y aflatoxicosis aguda en
animales, la cual se manifiesta con signos como: depresion, pérdida de peso, dafio hepatico,
hemorragia gastrointestinal, baja calidad en la leche y huevos, por otra parte, la AFB1 se transmite
a los humanos a partir de productos avicolas (Ghaemmaghami et al., 2023). Las especies de
Aspergillus crecen en climas calidos, humedos en un rango de 16-35°C, ademas, son resistentes
al calor con efectos mutagénicos y teratogénicos, por lo que contaminan los sistemas de
almacenamiento y conservacion ocasionando pérdidas en el sector agricola. Existen diversos
organismos reguladores que establecen limites de contaminacion por aflatoxinas en los alimentos
teniendo en cuenta los factores regionales, en el caso de la Comision Europea, determiné un
limite de 2 ug/kg para la aflatoxina B1 y 4 ug/kg para las aflatoxinas totales, por otro lado el
Codex propone un limite de 0,5 y 15 pg/kg para las aflatoxinas en alimentos, por ultimo el
Programa Mundial de Alimentos recomienda un limites de 10 yg/kg de aflatoxinas en alimentos
(Okechukwu et al., 2024).
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Ocratoxinas

Son metabolitos secundarios producidos por hongos toxigénicos del género Aspergillus 'y
Penicillium, en su composicion quimica hay fracciones de fenilalanina e isocumarina unidas por
medio de un enlace amida. Dentro de este grupo se encuentran distribuidas en el medio ambiente
la ocratoxina A (OTA), la ocratoxina B (OTB) y la ocratoxina C (OTC), las cuales son producidas
por las especies A. ochraceus, A. niger, A. carbonariusy P. verrucosum. La OTA es mas frecuente
y diez veces mas toxica que las OTB y OTC, ademas, es distintiva al ser la Unica ocratoxina
clorada. La OTA produce varios efectos toxicos como neurotoxicidad, hepatotoxicidad,
nefrotoxicidad, inmunotoxicidad, teratogenicidad, mutagenicidad, genotoxicidad, embriotoxicidad,
toxicidad testicular y puede ser carcinogénica en los humanos y animales (Wang et al., 2022).
Las ocratoxinas se encuentran distribuidas a nivel mundial, afectan cultivos y alimentos como
cereales, legumbres, semillas, frutos secos, verduras, lacteos y sus derivados (Yu & Pedroso,
2023). La OTA se encuentra presente en la cascara de los granos, por lo que retirar la capa
externa del grano se traduce en reducir la concentracion de OTA en un 50%. La OTA no se
degrada con facilidad y es estable, sin embargo, la exposicion prolongada a temperaturas
superiores a 250°C reduce su concentracion, su produccion necesita condiciones Optimas de
hierro, zinc, cobre, y dependiendo de la especie del hongo, van a variar los requerimientos de
temperatura, humedad, pH y actividad del agua. La OTA tiende a acumularse en los érganos de
los animales a causa de su alta afinidad proteica y en particular por la albumina plasmatica
producida en el higado, la ocratoxicidad es un factor dosis-dependiente y afecta el sistema
inmunitario de las aves, ademas de disminuir la ingesta de alimento y el peso corporal (Awuchi
et al., 2021), en dosis altas provoca una desmejora de la calidad de la cascara y la incubabilidad
en ponedoras y reproductoras, y dependiendo de la dosis en el perfil histopatolégico se reflejan
alteraciones de graves a moderadas en el rifion, la bolsa de Fabricio, el higado, el timo, el bazo,
el corazon y los pulmones (Mehtab et al., 2022). La OTA representa importancia en la salud
publica al estar relacionada con tumores uroteliales, nefropatia intersticial crénica, cancer
testicular y nefropatia endémica de los Balcanes. Los limites maximos permitidos de OTA en
alimentos por la Union Europea son: 10,0 yg/kg maximo para el café instantaneo, 5 ug/kg para el
café tostado, 2 pug/kg para jugos de uva, 2 ug/kg para el vino, 3 ug/kg para productos alimenticios
a base de cereales y 5 ug/kg para los granos de cereales sin procesar (Awuchi et al., 2021).
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Deoxinivalenol

La micotoxina deoxinivalenol (DON), también conocida como vomitocina, hace parte del
grupo B de los tricotecenos producidos por hongos del género Fusarium, principalmente por las
especies de F. culmorum y F. graminearum, contaminan facilmente cultivos de arroz, avena,
centeno, maiz, verduras y alimentos de origen animal (leche, huevo, etc.). EIl DON tiene
implicaciones en la salud humana y animal, se caracteriza por causar diarrea, vémito y su
exposicion prolongada a bajas concentraciones produce anorexia, leucocitosis, produccion
anormal de la inmunoglobulina A (IgA), pérdida de peso, crecimiento retrasado, hemorragias,
alteracion a nivel reproductivo y desarrollo (Yu & Pedroso, 2023; Lin et al., 2024), se informa que
en las aves provoca toxicidad por medio de la inhibicidn de la sintesis de proteinas y la unién a
grupos sulfhihumadrilo en los niveles del sistema subcelular, celular y organico, ocasionando
aumento del peso del timo y la molleja, disminucion del peso del colon, disminucion del colesterol,
cambios en la morfometria del intestino delgado, entre otras alteraciones (Ochieng et al., 2021).
ElI DON no es la micotoxina mas toxica dentro del grupo de los tricotecenos, sin embargo, es la
que representa mayor importancia econémica, el grado de afectacion de Fusarium sp, esta
directamente relacionado con la acumulacion de toxinas y los niveles de DON presentes en los
granos de un cultivo contaminado aumentan a medida que el numero de granos infectados con
Fusarium sp aumenta. El almacenamiento de los alimentos debe contener un porcentaje de
humedad menor al 14%, para prevenir la producciéon y acumulaciéon de DON, ademas, es muy
estable a altas temperaturas (170 y 350 °C) y resiste la coccion de los alimentos. La
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de Estados Unidos, establecié un limite de
1 partes por millén (ppm) para el DON (Awuchi et al., 2021)

T-2/HT-2

Se encuentran ubicados dentro del grupo A de los tricotecenos, producidos por hongos
del género Fusarium especialmente por las especies de F. sporotrichioides y F. poae, con la
capacidad de contaminar cereales (cebada, trigo, avena, maiz) en los cultivos agricolas a bajas
concentraciones sin requerimientos altos de humedad. La micotoxina T-2 es la mas tdxica,
presenta actividad inmunosupresora, citotoxica, linfocitica y cancerigena en las células de
mamiferos, ademas, su exposicion puede llegar a ser cronica disminuyendo la regeneracion

celular de la médula ésea y bazo, causando inmunodeficiencia. La ingesta via oral de alimentos

16
www.unicesar.edu.co
Teléfono conmutador PBX: (+57 605 588 5592)
Balneario Hurtado, Via a Patillal
Valledupar — Cesar, Colombia



Universidad  Departamento
Popular del Cesar = de Microbiologia

contaminados con la micotoxina T-2 puede causar aleucia toxica alimentaria (ATA) (Yu &
Pedroso, 2023). Las toxinas T-2/HT-2 son lipofilicas, es decir, se absorben rapidamente a través
de la piel, intestino y mucosa pulmonar; ademas, se excretan en las heces y orina de animales
contaminados. La toxicidad de T-2/HT-2 puede ser aguda o crénica dependiendo de la via de
transmision, tiempo de exposicion, dosis y factores predisponentes como la edad, sexo y sistema
inmune del animal. Los sintomas generales a causa de la micotoxicosis T-2/HT-2 en animales
son: se reduce la conversion alimenticia, pérdida de peso, vomitos, diarrea, hemorragia,
disminucion de la produccién de huevos, aborto y muerte. Las aves son especialmente
susceptibles a la toxina T-2, incluso con bajas concentraciones (0,5—1 mg/kg) se alteran las
células epiteliales de la membrana mucosa oral, causando lesiones orales, ademas de dermatitis
e irritacion en los intestinos. La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (AESA) determiné
una ingesta diaria tolerable de 0,1 ug/kg de peso corporal para la suma de las micotoxinas T-2 y
HT-2, por otro parte, la Unién Europea (UE) modifico la ingesta diaria tolerable de 0,1 ug/kg de
peso corporal a 0,02 ug/kg de peso corporal para la suma de T-2 y HT-2 (Meneely et al., 2023)

Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA)

Es una técnica que se basa en usar anticuerpos para detectar y cuantificar los analitos
diana en una solucion (Maphaisa et al., 2025). Los anticuerpos estan marcados con enzimas, por
consiguiente, los conjugados resultantes tendran actividad inmunolégica y enzimatica. El
anticuerpo marcado con la enzima se encuentra insolubilizado en un soporte inmunoabsorbente
y la reaccién antigeno-anticuerpo permanecera inmovilizada, por tanto, se podra revelar
facilmente adicionando un substrato especifico que al actuar con la enzima se producira un color,
el cual se puede cuantificar por medio de un espectrofotometro (Guerrero & Parrefio, 2018). La
técnica de ELISA es uno de los inmunoensayos mas utilizados, gracias a su facilidad de uso,
deteccidon rapida, selectividad, autonomia, asequibilidad y sensibilidad. Dentro de sus
desventajas se encuentran el uso de un detector costoso, procedimientos largos y técnicos
cualificados (Adunphatcharaphon et al., 2022). La técnica ELISA permite realizar un analisis
cuantitativo de micotoxinas en matrices de alimentos mediante anticuerpos especializados para
reconocer diversas estructuras de las micotoxinas a analizar, inicialmente se mezcla una fraccion
de la muestra con el conjugado de la micotoxina ligada a enzimas, luego se introduce en la placa
de microtitulacién con anticuerpos, se incuba, se realizan lavados y por ultimo se detecta por un
anticuerpo de deteccion marcado utilizando un espectrofotometro (Okechukwu et al., 2024).
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Marco legal

Segun el Instituto Colombiano Agropecuario - ICA (1999), los niveles maximos permitidos
de aflatoxinas en alimentos dirigidos a aves no deben superar los 20 ppb (partes por billon).
Segun el Ministerio de Salud y Proteccién Social, por medio de la Resolucién numero 4506 del
30 de octubre de 2013 se establecen los niveles maximos de contaminantes en los alimentos
destinados al consumo humano en Colombia. A continuacion, se presentan los niveles maximos
de contaminacién en los alimentos (NM): 4,0 ug/kg para la suma de Aflatoxinas B1, B2, G1y G2
en cereales y productos a base de cereales, 10,0 ug/kg en maiz y arroz que vayan a ser sometidos

a tratamiento. Para cereales no elaborados la Ocratoxina A permitida es 5,0 ug/kg.

Segun el Ministerio de Salud y Proteccidn social la Resolucion niumero 2671 del 2014,
que modifica parcialmente la Resolucién 4506 de 2013, esta nueva incluye los siguientes
aspectos:

- La suma de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 para arroz que vaya a ser sometido a proceso
de seleccion u otro tratamiento fisico antes del consumo humano directo, o de su utilizacién como
ingrediente de productos alimenticios, los niveles maximos de contaminacion no deben ser

mayores a 10 ug/kg en los alimentos.

La suma de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 para maiz que vaya a someterse a un proceso
de seleccién u otro tratamiento fisico antes del consumo humano directo, o de su utilizacién como
ingrediente de productos alimenticios, los niveles maximos de contaminacién no deben ser

mayores a 20 ug/kg en los alimentos.
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Metodologia

Diseiio metodoldgico y caracteristicas del estudio

Enfoque y tipo de estudio

El estudio de esta investigacion es observacional, descriptivo, de corte transversal, porque

se busca identificar y analizar la presencia de los hongos productores de micotoxinas en las

materias primas y alimentos avicolas, asi mismo, determinar la presencia o ausencia y los niveles

de concentracion de las micotoxinas, en un determinado periodo de tiempo.

Universo, poblacion y muestra

Universo: Son todas las materias primas (Maiz, trigo salvado y soya) implementadas en
la elaboracion de concentrados y los alimentos balanceados destinados al consumo de
aves, que se producen o comercializan en el departamento del Valle del Cauca en
Colombia.

Poblacién: Esta conformada por el conjunto de lotes de materias primas que ingresan
a la planta de alimentos balanceados y los concentrados producidos en la empresa
avicola en la que se llevara a cabo el estudio.

Muestra: Corresponde a 30 muestras seleccionadas por muestreo no probabilistico por
conveniencia considerando la disponibilidad, frecuencia de uso, susceptibilidad a
contaminacién por micotoxinas y representatividad de las principales materias primas y
alimentos utilizados en la dieta de las aves. Se distribuiran de la siguiente manera: 11
muestras de maiz, 7 muestras de trigo salvado, 3 muestras de soya y 9 concentrados de

alimentos.

Criterios de inclusion y exclusion

Se analizaron las muestras de materias primas que ingresen al laboratorio en un tiempo

de 5 meses y los alimentos que disponga la persona encargada de la planta de alimentos

balanceados, las muestras contenian una cantidad representativa de mas de 100 g para poder

realizar los respectivos analisis, toda muestra que no cumplié este requerimiento fue excluida.
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Variables

Dependiente: La concentracién de las micotoxinas a analizar (Aflatoxinas, Ocratoxinas,
DON, Toxina T-2/HT2) presentes en las diferentes muestras, representando el nivel de
contaminacion en que se encuentran los insumos y concentrados. Se midié mediante la
técnica ELISA competitivo directo, utilizando kits comerciales Veratox y el software
Neogen Veratox v3.9.

Independiente: Los diferentes tipos de muestras que se analizaron (Maiz, soya, salvado
de trigo, alimentos balanceados) pueden presentar distintas concentraciones en las
micotoxinas. Dichas muestras se distribuiran en: 11 de maiz, 3 de soya, 7 de salvado de
trigo y 9 alimentos. Cada una se proceso siguiendo los protocolos de extraccion y método
ELISA descrito por el fabricante de los Kits Veratox.

Intervinientes o de control: Los factores externos que pudieron influenciar los
resultados que se obtuvieron son la humedad, la temperatura, las condiciones de
almacenamiento, transporte y manipulacion de las muestras. La forma de controlar esto
fue preparar adecuadamente la muestra, almacenar de manera apropiada los reactivos
de los Kkits, utilizar controles en la técnica ELISA, trabajar en éptimas condiciones en el

laboratorio.

Delimitaciones geogréaficas y temporales

El estudio se realizé en un municipio del departamento del Valle del Cauca, Colombia,

especificamente en una empresa avicola que posee su propia fabrica de alimentos balanceados

para las aves.

Consideraciones éticas

Este estudio se llevd a cabo bajo los principios de honestidad, transparencia y

responsabilidad, asegurando la precision en la recoleccion, el analisis y la exposicién de los datos.

Se mantendran el anonimato y la confidencialidad de la empresa en la cual se realizo la

investigacion, garantizando que los datos obtenidos son utilizados solamente con fines
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académicos e investigativos. De igual forma se cumplié con la bioseguridad y las buenas practicas
de laboratorio buscando mitigar los riesgos para los investigadores y el medio ambiente.

Técnicas y procedimientos experimentales

Aislamiento e identificacion microbiolégica de hongos

Se rotularon todos los materiales a utilizar con la identificacion correspondiente, luego en
condiciones de esterilidad se prepard una solucion inicial a partir de 10 g de cada muestra (maiz,
soya, trigo salvado, alimento concentrado). Después de pesar cada muestra en una balanza
analitica, se agregaron en matraces estériles y se adiciona 90 ml de agua peptonada al 0,1%, las
muestras se homogeneizaron vigorosamente de 1 a 2 minutos, para que se distribuyan
uniformemente las estructuras miceliales de los hongos que se desea caracterizar. A partir de la
suspension inicial (dilucion 10") se realizaron diluciones seriadas hasta llegar a una dilucion 103,
utilizando tubos de ensayo que contenian 9 ml de agua peptonada al 0,1%, de las diluciones 102
y 10® se tomaron 1 ml por muestra y mediante la técnica de siembra por profundidad, se
adicionaron en placas Petri estériles (previamente rotuladas) 15 ml del Agar Sabouraud,
mezclando suavemente para unificar la muestra con el medio de cultivo, cuando las placas
inoculadas solidificaron fueron incubadas de 5 dias a temperatura ambiente (25°C % 2) (Mufioz
et al. 2015).

Posteriormente, cuando ya se evidencidé crecimiento microbiano, se procedio a realizar
aislamiento de las colonias con caracteristicas macroscépicas presuntivas de géneros de hongos
productores de micotoxinas conocidos en la literatura, se incubaron nuevamente 5 dias a 25°C +
2, luego se realizé la identificacion morfologica, para la identificacidén microscopica se preparo la
muestra tomando con una asa micologica estéril una porcion del micelio de cada colonia aislada
y colocandolo en una lamina portaobjetos, se agregd una gota del reactivo azul de lactofenol y
encima una lamina cubre objetos, finalmente se visualizd la muestra en un microscopio 6ptico,

observando a 40x (lram et al. 2019).

Condiciones de cultivo

En este estudio se busca identificar colonias de hongos conocidos como productores de
micotoxinas pertenecientes a los géneros Aspergillus y Fusarium. Como condicion de

cultivo de referencia se utilizd6 un medio de cultivo para aislamiento e identificacion de
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hongos como lo es el agar Sabouraud cuyos componentes tipicos son los siguientes:
Peptona de caseina 5 g/l, Peptona de carne 5 g/l, D(+)-glucosa (= dextrosa) 40 g/l, Agar-
agar 15 g/l, con un valor de pH de 5.6 (65 g/I, H,O, 25 °C) (tras autoclave) y una solubilidad
de 65 g/l. (Agar Glucosa 4% Segun SABOURAUD | 105438, s. f.)

Métodos analiticos

Identificacion de Ocratoxinas

Extraccion de muestras: Triturar las muestras de maiz, soya, trigo salvado y
concentrado de alimento que se van a analizar en un triturador de granos, manteniendo
la proporcion 1:4. Pesar 10 gramos (gr) de la muestra y agregar 40 mililitros (mL) de
metanol al 50% en un frasco estéril, y agitar durante 3 minutos. Después de ese tiempo,
usar una pipeta para tomar 5 mL de cada solucioén vy filtrarlas en tubos de ensayo con
papel Whatman numero 1 para cada muestra. (ver anexo 1).

Determinacion mediante la técnica de ELISA: Lo primero que se debe realizar es
atemperar el kit Veratox para Ocratoxinas, utilizarlo cuando se encuentre a temperatura
ambiente, que debe estar entre 18°C y 30°C, luego separar los micropocillos de color
rojo (pocillo de mezcla) por cada muestra que se va a analizar y 5 micropocillos para los
5 controles. De igual forma separar las mismas cantidades de micropocillos
transparentes (pocillos tapizados con anticuerpos) y colocarlos en la gradilla. Antes de
usarlos, se debe mezclar cada reactivo. A continuacién, afiadir 100 microlitros (uL) del
conjugado de ocratoxina-HRP en los micropocillos de mezcla. Posteriormente, agregar
100 L de cada control y muestras extraidas en los pocillos de color rojo, asegurandose
de que los controles se encuentren en el orden correcto, el cual es: 0, 2, 5, 10 y 25 ppb.
Mezclar la muestra con el conjugado pipeteando 3 veces y luego transferir 100 uL de la
mezcla a los pocillos con anticuerpos. Incubar durante 10 minutos a temperatura
ambiente, en los primeros 20 segundos de la incubacion deslizar suavemente la gradilla
hacia delante y hacia atras en una superficie plana. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion, desechar el contenido de los micropocillos con anticuerpos y lavarlos con
agua destilada 5 veces. Para eliminar el excedente de agua, secar sobre una toalla
absorbente. Afadir 100 uL de sustrato K-Blue desde el reservorio para reactivos a los

micropocillos con anticuerpos. De igual manera,incubar 10 minutos a temperatura
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ambiente y mezclar durante los primeros 20 segundos hacia delante y hacia atras. Luego
transferir 100 pL de la solucion Red Stop a los micropocillos con anticuerpos y mezclar
deslizando hacia adelante y hacia atras. Finalmente se procedera a la lectura en un lector
de microplacas (fotometro UV-VIS) con monocromador (absorbancia) utilizando un filtro
de 650 nanometros (Veratox For Ochratoxin | Mycotoxin Testing, s. f.; Guerrero &

Parrefio, 2018). (ver anexo 1)

Identificacion del Deoxinivalenol (DON).

Extraccion de Muestras: Triturar las muestras de maiz, soya, trigo salvado y
concentrado de alimento que se van a analizar en un triturador de granos, manteniendo
la proporcion 1:10. Pesar 10 gramos de la muestra y agregar 100 mL de agua destilada
en un frasco estéril, y agitar durante 3 minutos la solucion. Después de ese tiempo, usar
una pipeta para tomar 5 mL de cada solucion vy filtrar con el papel Whatman nimero 1
en tubos de ensayo para cada muestra. (ver anexo 2)

Procedimiento de la técnica de ELISA: Lo primero que se debe realizar es atemperar
el kit Veratox para Deoxinivalenol, utilizarlo cuando se encuentre a temperatura
ambiente, que debe estar entre 18°C y 30°C, luego separar 1 micropocillo de color rojo
(pocillo de mezcla) por cada muestra que se va a analizar y 5 micropocillos para los 5
controles. De igual manera, seleccionar las mismas cantidades de micropocillos con
anticuerpos (pocillos transparentes), situarlos en la gradilla de micropocillos. Mezclar
cada reactivo antes de emplearlo. Ahadir 100 puL del conjugado de DON-HRP en los
micropocillos de mezcla. Posteriormente, agregar 100 uL de cada control y muestras
extraidas en los pocillos de color rojo, asegurandose de que los controles se encuentren
en el orden correcto, el cual es: 0, 0,5, 1,2 y 6 ppm. Mezclar la muestra con el conjugado
pipeteando tres veces y luego transferir 100 uL de la mezcla a los pocillos con
anticuerpos. Incubar durante dos minutos a temperatura ambiente, en los primeros 30
segundos de la incubacion deslizar suavemente la gradilla hacia delante y hacia atras
en una superficie plana. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, desechar el
contenido de los micropocillos con anticuerpos y lavarlos con agua destilada cinco veces.
Para eliminar el excedente de agua, secar sobre una toalla absorbente. Afiadir 100 pL
de sustrato K-Blue desde el reservorio para reactivos a los micropocillos con anticuerpos,
incubar 3 minutos a temperatura ambiente. De igual manera, mezclar durante los
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primeros 30 segundos de incubacién hacia delante y hacia atras. Luego transferir 100
ML de la solucion Red Stop a los micropocillos con anticuerpos y mezclar deslizando
hacia adelante y hacia atras. Finalmente, se procedera a realizar la lectura en un lector
de microplacas (fotometro UV-VIS) con monocromador (absorbancia) utilizando un filtro

de 650 nandmetros (Veratox For T-2/HT-2 | Mycotoxin Testing, s. f.). (ver Anexo 2)

Identificacion de Aflatoxinas.

Extraccion de Muestras: Triturar las muestras de maiz, soya, trigo salvado y
concentrado de alimento en un triturador de granos, manteniendo la proporcion 1:5.
Pesar 5 gramos de la muestra y agregar 25 mL de metanol al 70%, y agitar durante 2
minutos la solucién. Después de ese tiempo, usar una pipeta para tomar 5 mL de cada
solucion y filtrar con papel Whatman namero 1 en tubos de ensayo para cada muestra.
(ver anexo 3)

Procedimiento de la técnica de ELISA para Aflatoxinas: Lo primero que se debe
realizar es atemperar el kit Veratox para Aflatoxinas, utilizarlo cuando se encuentre a
temperatura ambiente, que debe estar entre 18°C y 30°C. Luego separar los
micropocillos de mezcla (micropocillo de color rojo), por cada muestra que se va a
analizar y 5 para los controles. De igual forma separar las mismas cantidades de
micropocillos transparentes (pocillos tapizados con anticuerpos) y colocarlos en la
gradilla. Antes de usarlos, se debe mezclar cada reactivo. A continuacion, anadir 100 pL
del conjugado de aflatoxina-HRP a los micropocillos de mezcla. Posteriormente agregar
100 pyL de cada control y muestras extraidas en los pocillos correspondientes,
asegurandose de que los controles se encuentren en el orden correcto, el cual es: 0, 5,
15y 50 ppb. Mezclar la muestra con el conjugado pipeteando 3 veces y luego transferir
100 yL de la mezcla a los pocillos con anticuerpos. Incubar durante 2 minutos a
temperatura ambiente en los primeros 20 segundos de la incubacion deslizar
suavemente la gradilla hacia delante y hacia atras en una superficie plana. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacion, desechar el contenido de los micropocillos con
anticuerpos y lavar con agua destilada 5 veces. Para eliminar el excedente de agua,
secar sobre una toalla absorbente. Afadir 100 uL de sustrato desde el reservorio a los
micropocillos con anticuerpos. Incubar 3 minutos a temperatura ambiente, deslizar hacia
adelante y hacia atras durante los primeros 30 segundos de la incubacion. Luego
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transferir 100 pL de la solucion Red Stop a los micropocillos con anticuerpos y mezclar
hacia adelante y hacia atras. Finalmente, se procedera a realizar la lectura en un lector
de microplacas (fotdmetro UV-VIS) con monocromador (Absorbancia) utilizando un filtro
de 650 nandémetros. (Veratox For Aflatoxin | Mycotoxin Testing, s. f.) (Guerrero &

Parrefio, 2018). (ver anexo 3)

Identificacion de Ia toxina T-2/HT-2

Extraccion de muestras: Triturar las muestras de maiz, soya, trigo salvado y
concentrado de alimento que se van a analizar en un triturador de granos, manteniendo
la proporcion 1:5. Pesar 5 gramos de la muestra y agregar 25 mL de metanol al 70%, y
agitar durante 2 minutos la solucién. Después de ese tiempo, usar una pipeta para tomar
5 ml de cada solucion vy filtrar con papel Whatman nimero 1 en un tubo de ensayo
respectivamente para cada muestra. Posteriormente se realizara una dilucién a la
extraccion teniendo en cuenta la proporcién 1:1, agregando 1 mL del extracto y 1 mL de
agua destilada estéril a un tubo de ensayo, de esta manera, la muestra se encuentra
lista para ser analizada. (ver anexo 4)

Procedimiento de la Técnica ELISA para T-2/HT-2: Para iniciar el kit Veratox para T-
2/HT-2, debe estar previamente atemperado, utilizarlo cuando se encuentre a
temperatura ambiente, es decir de 18°C a 30°C, luego separar los micropocillos de
mezcla (pocillos rojos) necesarios para cada muestra a analizar y 4 para los controles,
de igual manera tomar las mismas cantidades de micropocillos con anticuerpos
(micropocillos transparentes), situar casa uno de los micropocillos en la gradilla.
Incorporar cada reactivo antes de utilizarlo, afiadir 100 uL del conjugado de toxina HT-
2-HRP a los micropocillos de mezcla, después agregar 100 yL de cada control y
muestras extraidas en los micropocillos rojos, cuidando que los controles se encuentren
ubicados adecuadamente, cuyo orden es: 0, 25, 50, 100 y 250 ppb; mezclar el conjugado
con cada muestra pipeteando 3 veces. Después de pasar 100 uL de la mezcla a los
pocillos con anticuerpos, incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos, en los
primeros 20 segundos de incubacion unificar realizando movimientos hacia delante y
hacia atras suavemente en una superficie plana. Al pasar el tiempo requerido, eliminar
el contenido de los micropocillos con anticuerpos y lavar con agua destilada cinco veces,
secar cuidadosamente el exceso de agua con una toalla absorbente. Luego, afiadir 100
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uL de sustrato a los pocillos tapizados con anticuerpos, incubar 5 minutos a temperatura
ambiente, deslizar hacia adelante y hacia atras durante los primeros 20 segundos de
incubacién, por ultimo, transferir 100 pL de la soluciéon Red Stop a los micropocillos con
anticuerpos, se finaliza realizando la lectura en un lector de microplacas (fotometro UV-
VIS) con monocromador (Absorbancia) utilizando un filtro de 650 nandmetros. (Veratox

For T-2/HT-2 | Mycotoxin Testing, s. f.). (ver anexo 4)

Procesamiento y analisis de datos

Las mediciones de absorbancia obtenidas mediante el lector de ELISA (fotdmetro UV-
VIS) fueron ingresadas en la base de datos del software Neogen Veratox version 3. 9. Con la
finalidad de cuantificar la concentracion real en la que se encuentran las micotoxinas. En el
software del programa aparece un listado de varias micotoxinas disponibles. Se seleccion¢ la
micotoxina requerida (aflatoxina, ocratoxinas, deoxinivalenol o toxinas T-2/HT-2) y se ingresaron
los resultados de las absorbancias junto con la identificacion de cada muestra. Después, se
selecciond la opcidn de calcular y el programa generd los resultados de la concentracion real de
cada muestra, expresada en ppm o ppb, segun corresponde. Posteriormente los datos fueron
organizados en tablas, incluyendo el tipo de muestra, numero de muestras, los valores de
absorbancias y las concentraciones obtenidas en el software de veratox, los datos de DON fueron
pasados de ppm a ppb (multiplicando el resultado inicial por 1000) para manejar una sola unidad
en el andlisis estadistico. No fue necesario realizar una curva de calibracién debido a que los Kits
comerciales Veratox utilizados incluyen estandares de calibracion generados por el fabricante y

la curva fue generada automaticamente por el programa.

El analisis estadistico se realizé utilizando el software R 4.5.2, inicialmente se realizé un
analisis descriptivo de las concentraciones de las micotoxinas, mediante el calculo de la mediana,
rango intercuartilico (RIC), valores minimos y valores maximos, también se evalud la distribucién
normal de los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk, en vista de que los datos no cumplieron
los supuestos de normalidad, se empled la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para comparar
las concentraciones de las micotoxinas entre los diferentes tipos de muestras. Cuando se
evidenciaron diferencias estadisticas significativas, se realiz6 la prueba de Dunn con correccion

de Bonferroni.
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Resultados

Caracterizacion de géneros de hongos potencialmente productores de

micotoxinas en materias primas

A partir de las siembras en el medio de cultivo agar Sabouraud se logré la caracterizacion
macroscopica y microscopica de heterogéneos mohos filamentosos predominantes en las
materias primas utilizadas: maiz, soya, trigo salvado (Anexo 5). Se realiz6 aislamiento selectivo
de colonias con criterios morfologicos descritos en la literatura correspondiente a géneros

fungicos productores de micotoxinas, de los cuales se identificaron Aspergillus spp. y Fusarium
spp.

llustracién 1. Luego de haber realizado el aislamiento de las colonias presuntivas de la muestra
de maiz, se evidencio: a) caracteristicas macroscopicas: crecimiento masivo, colonias de color
negro intenso, aspecto pulverulento/granulado y crecimiento radial. b) microscopicamente (40X):
la colonia negra pulverulenta revelé hifas septadas hialinas, conidiéforos largos y lisos, con
vesiculas globosas y fialides alrededor de estas, caracteristicas presuntivas de Aspergillus spp.

Fuente: Elaboracion propia.
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TRIGO SALVADD

llustracion 2. Posterior al aislamiento de la colonia presuntiva del hongo productor de
micotoxinas en la muestra de trigo salvado se evidencia: a) La colonia convexa, bordes regulares,
textura algodonosa, micelio aéreo de color blanco inicialmente adquiriendo tonalidades rosadas
al envejecer. b) a nivel microscépico (40X) observaron hifas hialinas delgadas y septadas,
abundantes conidios distribuidos a lo largo de las hifas se presenciaron microconidios
unicelulares abundantes y macroconidios fusiformes multicelulares, caracteristicas presuntivas

para el género Fusarium spp. Fuente: Elaboracién propia.

SOYA

llustracién 3. La colonia aislada de la muestra de soya incubada a 25°+ 2 en agar Sabouraud
durante 5 dias evidencia: a) crecimiento de colonias circulares de color verde azulado y grisaceo,
bordes definidos de color blanco, textura aterciopelada/pulverulenta. b) a nivel microscopico
(40X) de observaron hifas hialinas, septadas, conidiéforos lisos con terminacion en vesiculas
globosas, fidlides uniseriadas y conidios pequefios en cadena caracteristicos de Aspergillus spp.
Fuente: Elaboracién propia.
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Concentraciones de aflatoxinas, ocratoxina, T-2/HT-2 y DON en materias primas y

alimentos avicolas

Se observo la presencia de micotoxinas en las diferentes muestras analizadas, con
concentraciones variables segun el tipo de muestra, como se evidencia en la Tabla 1. El resultado
de las concentraciones de aflatoxinas oscilé entre 0,1 ppb y 1,7 ppb, detectandose el valor mas
alto en soya; en relaciébn con las ocratoxinas, la mayor concentracion se observd en el
concentrado de la muestra M16, con un valor de 6,1 ppb. Por otra parte, la concentracién mas
elevada de T-2/HT-2 se registré en el maiz, alcanzando un valor maximo de 250,2 ppb en la
muestra M5. Con respecto a la micotoxina DON, se presentaron concentraciones elevadas en la
mayoria de las muestras; sin embargo, el tipo de muestra que obtuvo el valor mas alto fue el trigo
salvado con 3700 ppb en la muestra M23.

29
www.unicesar.edu.co
Teléfono conmutador PBX: (+57 605 588 5592)
Balneario Hurtado, Via a Patillal
Valledupar — Cesar, Colombia



Universidad Departamento
Popular del Cesar = de Microbiologia

Tabla 1. Concentracion de micotoxinas en las muestras analizadas. Fuente: Elaboracion propia.

CONCENTRACION DE MICOTOXINAS (ppb)
TIPO DEMUESTRA  MUESTRA

AFLATOXINA OCRATOXINA T-2/HT-2 DON
MAIZ M1 0,2 1,2 26,7 1100,0
MAIZ M2 0,2 0,1 7,5 300,0
MAIZ M3 1,2 0,1 104,8 1000,0
MAIZ M4 0,1 0,1 75,0 200,0
MAIZ M5 0,2 0,1 250,2 1200,0
MAIZ M6 0,2 0,1 54,4 200,0
MAIZ M7 0,2 0,1 61,2 400,0
MAIZ M8 0,9 0,1 49,8 400,0
MAIZ M9 0,2 0,3 116,4 1000,0
MAIZ M10 0,1 0,5 46,9 500,0
MAIZ M11 0,4 0,2 11,6 800,0
CONCENTRADO M12 1,1 3,3 46,0 200,0
CONCENTRADO M13 1,6 1,1 60,4 200,0
CONCENTRADO M14 1,4 5,1 73,4 200,0
CONCENTRADO M15 1,4 3,3 65,8 700,0
CONCENTRADO M16 0,5 6,1 64,5 400,0
CONCENTRADO M17 0,4 2,3 37,0 400,0
CONCENTRADO M18 0,4 1,6 58,0 700,0
CONCENTRADO M19 0,1 0,3 15,9 1000,0
CONCENTRADO M20 0,2 0,1 10,2 600,0
TRIGO SALVADO M21 0,2 0,1 105,3 2000,0
TRIGO SALVADO M22 0,8 0,1 69,5 200,0
TRIGO SALVADO M23 0,5 0,1 9,3 3700,0
TRIGO SALVADO M24 0,4 0,2 6,4 900,0
TRIGO SALVADO M25 0,7 0,1 20,9 1400,0
TRIGO SALVADO M26 0,5 0,1 13,1 400,0
TRIGO SALVADO M27 0,1 0,1 53,1 1200,0
SOYA M28 0,2 0,1 91,0 200,0
SOYA M29 0,5 0,2 80,7 700,0
SOYA M30 1,7 0,1 71,0 1500,0
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Analisis estadistico de las concentraciones de las micotoxinas segun el tipo de

muestras

La normalidad de las concentraciones de las micotoxinas analizadas se determiné por
medio de la prueba Shapiro-Wilk, cuyos resultados se presentan en la Tabla 2. Los valores de p
que se obtuvieron para aflatoxinas, ocratoxinas, T-2/HT-2 y DON fueron inferiores a 0,05, lo que
evidencia que los datos no presentan una distribucion normal, por consiguiente, se describieron

los datos con medidas estadisticas no paramétricas como la mediana y el rango intercuartilico.

Tabla 2. Prueba de Shapiro-Wilk. Fuente: Elaboracion propia.

MICOTOXINA ESTADISTICO W P- VALOR

AFLATOXINA 0,819 0,000146
OCRATOXINA 0,597 0,000000664
T-2/HT-2 0,904 0,0106

DON 0,746 0,00000775

Con la finalidad de describir el comportamiento de la variabilidad y la dispersion de las
micotoxinas segun el tipo de muestra, se presentan los estadisticos descriptivos (mediana, RIC,
valores minimos y maximos) en la Tabla 3. De forma complementaria, la llustracion 4. Presenta
un diagrama de caja y bigotes para cada micotoxina. En estas graficas las cajas representan el
rango intercuartilico; la linea central indica la mediana; los bigotes muestran el rango de los datos;
los puntos representan los valores individuales; los puntos alejados sugieren la presencia de
posibles valores extremos; las posiciones mas altas de las cajas indican una mayor

concentracion; y un RIC mas amplio indica un aumento de la variabilidad.

En general, la aflatoxina y la ocratoxina presentaron niveles bajos de concentracion en

todas las muestras. En comparacion, el DON present6é una mayor variabilidad y concentraciones
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mas elevadas en las muestras, principalmente en trigo salvado. En el caso de las toxinas T-2/HT2

se observo una alta dispersion, especialmente en las muestras de maiz y de concentrado.

Tabla 3. Mediana, rango intercuartilico (RIC), valores minimos y maximos de las
concentraciones de micotoxinas segun el tipo de muestra analizada. Fuente: Elaboracion
propia.

TIPO DE MUESTRA MICOTOXINA MEDIANA RIC MINIMO MAXIMO
CONCENTRADO AFLATOXINA 0,5 1 0,1 1,6
CONCENTRADO DON 400 500 200 1000
CONCENTRADO OCRATOXINA 2,3 2,3 0,1 6,1
CONCENTRADO T-2/HT-2 115 98,8 10,2 188
TRIGO SALVADO AFLATOXINA 0,5 0,3 0,1 0,8
TRIGO SALVADO DON 1200 1050 200 3700
TRIGO SALVADO OCRATOXINA 0,1 0 0,1 0,2
TRIGO SALVADO T-2/HT-2 20,9 50 6,4 105

MAIZ AFLATOXINA 0,2 0,1 0,1 1,2
MAIZ DON 500 650 200 1200
MAIZ OCRATOXINA 0,1 0,15 0,1 1,2
MAIZ T-2/HT-2 54,4 53,1 7,5 250
SOYA AFLATOXINA 0,5 0,75 0,2 1,7
SOYA DON 700 650 200 1500
SOYA OCRATOXINA 0,1 0,05 0,1 0,2
SOYA T-2/HT-2 80,7 10 71 91

La prueba no paramétrica Kruskal-Wallis se realizé para evaluar las diferencias
estadisticamente significativas en las concentraciones de las micotoxinas segun los tipos de
muestras. En el caso de aflatoxinas, DON y T-2/HT-2, no se mostraron diferencias significativas
porque el valor de p de estas micotoxinas es >0,05, como se evidencia en la Tabla 4. En
contraste, si se observaron diferencias significativas en las concentraciones de ocratoxinas entre

los tipos de muestra, mostrando un valor <0,01.
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Ilustracion 4 Distribucion de las concentraciones de aflatoxina,
deoxinivalenol, ocratoxina, T-2/HT-2. Fuente: Elaboracién propia.

Con el fin de determinar entre cuales grupos de los tipos de muestra se estaba
presentando la diferencia significativa en la concentracion de ocratoxina, se utilizé la prueba post-
hoc de Dunn con correccion de Bonferroni (Tabla 5); los resultados mostraron diferencias
significativas entre las muestras de concentrado y maiz, asi como entre concentrado y trigo

salvado. Entre las demas comparaciones no se presentaron diferencias significativas.

Tabla 4. Prueba de Kruskal-Wallis. Fuente: Elaboracion propia.

MICOTOXINA ESTADISTICOH P-VALOR

AFLATOXINA 4,69 0,196
OCRATOXINA 15,2 0,00166 **
T-2/HT-2 4,52 0,21

DON 4,97 0,174

Nota: (**): Diferencia estadistica significativa <0,01. Sin (*): No hay diferencia estadistica significativa > 0,05.
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Tabla 5. Prueba de Dunn con correccion de Bonferroni.
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Fuente: Elaboracion propia.

Grupo 1 Grupo 2 Estadistico Z P-Valor P-Valor corregido
Concentrado Maiz -3,025 0,002 0,015 *
Concentrado Soya -2,303 0,021 0,128
Concentrado Trigo salvado -3,490 0,0005 0,003 **

Maiz Soya -0,270 0,787 1,000
Maiz Trigo salvado -0,825 0,409 1,000
Soya Trigo salvado -0,324 0,746 1,000

Nota: (*): Diferencia estadistica significativa <0,05. (**): Diferencia estadistica significativa <0,01. Sin (*): No hay diferencia
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Discusion

Se identificaron hongos con potencial toxigénico, pertenecientes a los géneros Aspergillus
spp. Y Fusarium spp. por medio de la caracterizacion macroscopica y microscopica, también se
determind la presencia de micotoxinas mediante el método de ELISA competitivo directo en las
materias primas (maiz, trigo salvado y soya) y los concentrados implementados como alimento
en la industria avicola, ademas se realizé la cuantificacion de aflatoxinas, ocratoxinas, T-2/HT-2
y deoxinivalenol en todas las matrices analizadas, presentando variaciones significativas segun
el tipo de alimento. Los resultados responden directamente a los objetivos planteados en este
estudio, evidenciando la presencia de hongos potencialmente productores de micotoxinas. Las
caracteristicas morfolégicas obtenidas coinciden con lo descrito en estudios microbiolégicos en
los que se realizan aislamiento e identificacion de hongos filamentosos en alimentos

concentrados (Mufoz et al., 2015).

La determinacion de las micotoxinas se hizo por medio de la técnica ELISA competitivo
directo, la cual es ampliamente utilizada por su alta sensibilidad y precision para el cribado de
micotoxinas, entre sus ventajas se destaca que no requiere procedimientos de limpieza y
proporciona mediciones rapidas y econémicas (Singh & Mehta, 2020). Otros autores reportaron
que ELISA mostré rendimientos satisfactorios en términos de precision, tasas de recuperacion,
tasas de falsos positivos y falsos negativos (Pecorelli et al., 2020). En un estudio realizado la
provincia de Chincha se identifico en las muestras de soya, por el método de ELISA competitivo
directo, que el 100 % resultaron positivas para micotoxinas y el 26,67 % con niveles superiores a

los niveles maximos permitidos (Agustin & Juan, 2018)

Los mohos del género Aspergillus estan ampliamente distribuidos en el ambiente, algunas
cepas tienen la capacidad de producir biotoxinas potencialmente mortales, especialmente las
aflatoxinas y ocratoxinas en sustratos humedos y granos almacenados, con caracteristicas
termoestables y resistentes al estrés hidrico (Navale et al., 2021). Las especies productoras de
aflatoxinas mas relevantes que contaminan el maiz son A. flavus y A. parasiticus, en aves
ocasiona reduccion de la ganancia de peso, disminucion de los huevos, y el incremento de la
susceptibilidad a las enfermedades. Estudio realizado por Ghaemmaghami et al. (2023) revelo
que aproximadamente el 9,09% de las muestras de maiz estaban contaminadas; en el caso de
las ocratoxinas las especies mas relevantes A. ochraceus, A. carbonarius en los climas
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tropicales y Penicillium verrucosum en climas templados, afectando principalmente a los cereales
por condiciones inadecuadas de almacenamiento, ocasionando problemas renales y hepaticos
en las aves de corral (Akinmoladun et al., 2025). Las bajas concentraciones de estas dos
micotoxinas en las muestras analizadas en el presente estudio se pueden atribuir a que con
anterioridad se realizaron diversas evaluaciones a las concentraciones de las aflatoxinas y
ocratoxinas, ademas, se llevaron a cabo analisis microbioldgicos para detectar la presencia de
estos hongos y prevenir la produccion de estas dos micotoxinas a través de estrategias

preventivas como condiciones de almacenamiento adecuadas.

Fusarium es el principal género de importancia en la seguridad alimentaria de cereales,
debido a su capacidad de sintetizar micotoxinas del grupo de tricotecenos, dentro de los cuales
se encuentra el deoxinivalenol (DON) y T-2/HT-2, cuya produccion se ve favorecida durante el
cultivo y almacenamiento del grano. En el presente estudio se obtuvieron altas concentraciones
de DON en trigo salvado (3700 ppb), lo que indica una mayor predisposicion de esta matriz a la
contaminacion por Fusarium spp; ademas, las concentraciones de DON y T-2/HT-2 evidenciaron
alta variabilidad en todas las matrices, evidenciado rangos intercuartilicos de los analisis
estadisticos realizados, esto indica que las concentraciones en las muestras no fueron
homogéneas, datos que concuerdan con la naturaleza de DON, ya que su dispersion suele ser
focalizada (Ganesan et al., 2021). Las micotoxinas en general reducen el rendimiento del
crecimiento del pollo al alterar la composicion bacteriana intestinal y las interacciones entre los
microbios intestinales; sin embargo, DON por si sola afecta la diversidad del microbioma intestinal

del animal (Shanmugasundaram et al., 2023).

La simultaneidad de multiples micotoxinas en una misma muestra no es algo que se haya
presentado solo en esta investigacion, otros autores también han reportado este comportamiento,
un estudio realizado por Akinmoladun et al., en el afio 2025 demuestra que existe una prevalente
coexistencia de micotoxinas en piensos y que las exposiciones combinadas pueden afectar
significativamente la salud y el rendimiento de las aves; otro estudio realizado en Romania
reporta que existe una co-contaminacion con micotoxinas entre el 30% y el 100% en las muestras
de alimentos y piensos a nivel mundial, incluso cuando las concentraciones individuales de las
de micotoxinas permanecen por debajo de los niveles designados como seguros (Beia et al.,
2023). Otra investigacion realizada en el ano 2020 por Kemboi y compania reportd que, en las

muestras de piensos de aves de corral y ganado analizadas, todas estaban contaminadas con
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21 a 116 metabolitos fungicos diferentes, en las cuales también se encontraban aflatoxinas,
ocratoxinas, DON y las toxinas T-2/HT-2.

La prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (p < 0,05) evidencié que los datos no
presentaron distribucion normal, lo que justifica el uso de analisis estadisticos no paramétricos.
En consecuencia, para determinar si existia diferencia en las concentraciones de micotoxinas con
respecto a los distintos tipos de muestras se realizé la prueba de Kruskal-Wallis, encontrandose
diferencia estadisticamente significativa Unicamente para la ocratoxina (p < 0,01). De acuerdo
con estos resultados se realizo el analisis post-hoc de Dunn para determinar si habia diferencia
entre grupos; este analisis indicd que existe diferencia entre concentrado de alimento frente a
maiz y concentrado de alimento frente a trigo salvado. Que la ocratoxina presenta diferencias
significativas puede deberse a diferentes condiciones de almacenamiento, contaminacion
localizada en lotes y mezcla de materias primas en la elaboracion del alimento balanceado. En
otros estudios también realizaron analisis de las concentraciones de ocratoxinas en alimentos
para aves de corral en el cual se presentd una concentracién maxima de 63 ng/g, y se evidencio

variabilidad en los diferentes tipos de muestras (Bouras et al., 2025).

En el caso de las aflatoxinas, no se evidenciaron diferencias significativas, y las
concentraciones fueron muy bajas; esto se atribuye a que las condiciones de almacenamiento
fueron adecuadas: poca humedad y temperatura éptima, ya que estas variables cumplen un papel
crucial en el crecimiento de hongos y la contaminacién de los ingredientes del alimento con
toxinas fungicas (Ghaemmaghami et al., 2023). De igual, DON y las toxinas T-2/HT-2 no
presentaron diferencias significativas; esto se debe a que estas micotoxinas pueden presentar
una distribucién mas homogénea ya que se producen en temporadas de crecimiento y cosecha
(Twaruzek et al., 2021).
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Conclusiones

Los resultados del presente estudio demuestran la presencia de micotoxinas en las muestras
de materias primas y en los alimentos balanceados destinados al consumo avicola; se
detectaron las diversas concentraciones de aflatoxinas, ocratoxinas, deoxinivalenol y las
toxinas T-2/HT-2.

La caracterizacion microbiolégica de los géneros de hongos con potencial toxico, como
Aspergillus spp. y Fusarium spp. respalda los datos analiticos obtenidos mediante la
aplicacion de la técnica ELISA competitivo directo, estableciendo una concordancia entre las
micotoxinas detectadas y el agente productor.

El software Neogen Veratox Software v 3.9. es una herramienta capaz de cuantificar las
concentraciones de las micotoxinas, convirtiendo los datos de absorbancia a ppb o ppm.
Desde la parte metodoldgica, la técnica Elisa competitivo demostrd ser un ensayo, sensible,
eficaz, viable y accesible para la deteccion de micotoxinas en la industria avicola.

La deteccion simultanea de las micotoxinas analizadas puede presentar un riesgo potencial
para la industria avicola, debido a la posibilidad de efectos sinérgicos y aditivos, ocasionando
disminucion de huevo, pérdida de peso, alteracion intestinal, problemas renales y hepaticos,
entre otras afecciones a las aves.

La micotoxina que mayor concentracion tuvo fue DON, a diferencia de las aflatoxinas y
ocratoxinas que fueron las que obtuvieron las concentraciones mas bajas. En el caso de las

toxinas T-2/HT-2 presentan concentraciones altas y bajas.
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Recomendaciones

Ejecutar analisis de micotoxinas a través del ensayo ELISA periddicamente, para saber en
gué concentraciones se encuentran y poder realizar a partir de esto plantear e implementar
estrategias de mitigacién y prevencion.

Mejorar las condiciones de almacenamiento, procurando que no se presente mucha
humedad ni cambios extremos en la temperatura.

Para proximas investigaciones realizar pruebas moleculares para confirmar las especies de
los géneros de hongos que se aislen, también ampliar el tamano muestral y procurar que las
cantidades de muestras sean homogéneas con respecto al tipo de muestra.

Realizar técnicas confirmatorias de alta precision, como cromatografia liquida o

espectrometria de masas.
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