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e Resumen:

A partir de casos confirmados de leucoencefalomalacia equina en el municipio de Juchitlan
(estado de Jalisco), esta investigacion tuvo como objetivo determinar la presencia y niveles
de fumonisinas en el alimento. El area de estudio incluyo a los principales municipios en
donde se concentra la poblacién equina de Jalisco, teniendo en comun el uso de préacticas
similares en el manejo de la alimentacion y conservacion del alimento. Las determinaciones
analiticas se realizaron mediante inmunoensayo de tipo competitivo y cromatografia de
liquidos de alta resolucion. Se detectd contaminacion con fumonisinas en el 100 % de
muestras analizadas de todos los municipios, los niveles fueron de 0.23 a 19.18 mg/kg. Se
observo diferencia entre municipios (P<0.001); la mayor concentracion se observd en
Ahualulco de Mercado (media: 12.83 mg/kg) y la menor en Concepcion de Buenos Aires
(media: 0.27 mg/kg). Del total de muestras analizadas, 62 % superaron el limite maximo
recomendado para equinos.

e Palabras clave: Fumonisinas, Rastrojo de maiz, Equinos.

e Abstract:

The objetive was to determine the presence and levels of fumonisins in feed from confirmed
cases of equine leukoencephalomalacia from the Municipality of Juchitlan (Jalisco State).
The field study included the 13 main municipalities where one of the biggest equine
population in Jalisco is concentrated. They have a similar feeding management practices and
feed preservation. The analytical determinations were performed by competitive type
immunoassay and high-resolution liquid chromatography. Contamination with fumonisins
was detected in 100 % of analyzed samples; levels were from 0.23 to 19.18 mg/kg. There
was a difference between localities (P<0.001); the highest concentration was observed in
Ahualulco de Mercado (mean: 12.83 mg/kg) and the lowest concentration in Concepcién de
Buenos Aires (mean: 0.27 mg/kg). Of the total samples analyzed, 62 % exceeded the
recommended limit for horses.
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Las fumonisinas son metabolitos secundarios producidos por hongos filamentosos
principalmente de las especies Fusarium verticillioides y F. proliferatum. Estas micotoxinas
fueron caracterizadas en 1988 como diésteres de &cido tricarboxilico y aminopentol de
cadena larga?. La contaminacion natural de fumonisinas en alimentos se reporta con
frecuencia en cereales como maiz y productos derivados para consumo humano y animal®.
Condiciones ambientales estresantes favorecen la sintesis de fumonisinas, entre las cuales se
describen sequia y temperaturas superiores a 30 °C durante el crecimiento de la planta, asi
como el almacenamiento inadecuado®.

Entre las fumonisinas descritas destacan la FB1 y FB: por los efectos toxicos en humanos y
animales. Estudios epidemioldgicos asocian la FB1 con el desarrollo de cancer de es6fago en
humanos®. El Centro de Investigaciones contra el Cancer las clasifica como agentes
probablemente cancerigenos dentro del grupo 2B®). En equinos el consumo de alimentos
contaminados con fumonisinas ocasiona el sindrome de leucoencefalomalacia equina
(LEME), trastorno caracterizado por signos neurot6xicos como ceguera, ataxia, delirio,
postracion y convulsiones antes de morir®. El examen post-mortem muestra lesiones en
encéfalo y tallo cerebral; ademas el estudio histopatoldgico permite observar pérdida de la
arquitectura cerebral y necrosis de la materia blanca®.

A nivel mundial se han reportado humerosos brotes de LEME, con tasas de mortalidad del
85 %19, En el estado de Jalisco se presentan brotes de LEME con alta frecuencia,
ocasionando grandes pérdidas econdmicas y afectivas; sin embargo, esta informacién no ha
sido publicada en revistas cientificas. En México, desde el afio 1998 a la fecha no existen
datos publicos que permitan conocer la magnitud de este trastorno.

La Agencia de Administracion de Alimentos y Medicamento de los Estados Unidos
proporciona una guia sobre los niveles maximos recomendados de fumonisinas en alimentos
de humanos y animales. En equinos se considera como limite maximo recomendado 5 mg/kg
(ppm) en no mas del 20 % de la dieta®. En México el rastrojo de maiz es un subproducto
destinado principalmente a la alimentacion de rumiantes, sin embargo, frente a la escases de
forrajes utilizados en la alimentacién de equinos, como henos derivados de leguminosas
(alfalfa) o de granos (avena), en algunas regiones del estado de Jalisco se destina el rastrojo
de maiz como fuente de fibra en alto porcentaje de inclusion. Un estudio previo en la zona
de los Altos mostroé contaminacion con FB1 en rastrojo de maiz blanco y amarillo, donde el
68 % de las muestras analizadas fueron positivas con nivel maximo de 1.96 mg/kg?.

Este estudio fue llevado a cabo en el afio 2012 cuando una serie de casos confirmados de
LEME fueron divulgados en el ambito local por médicos veterinarios del municipio de
Juchitlan. En base a esta informacidn, el objetivo del trabajo fue determinar la presencia y
niveles de contaminacion con fumonisinas en el ingrediente principal de la dieta. El estudio
se extendid hacia los principales municipios donde se concentra la poblaciéon equina del
estado de Jalisco.
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Resefia de los casos. Tres (3) equinos machos pertenecientes a las razas Espariol (473 y 485
kg de peso corporal) y Criollo (464 kg de peso corporal) con edades de 3, 7 y 4 afos,
respectivamente se diagnosticaron por presentar LEME. Los animales recibian un promedio
de 9 kg de racion por dia con un ingesta minima de rastrojo de maiz de 3.6 kg/dia (40 % de
inclusion). El cuadro clinico observado en los animales incluyo ataxia, ceguera, sudoracion
profusa, hiperexcitabilidad y convulsiones antes de morir (en un lapso de 48 h). Los estudios
clinicos incluyeron examinacién neurologica, analisis de biometria hematica y liquido
cefalorraquideo, todos dentro de los valores normales. Otras causas como traumas y
mieloencefalitis equina protozoaria (MEP) se descartaron mediante estudios de rayos X y la
técnica de Western Blot, resultando negativos en todos los casos. Por otra parte, en los
mismos ranchos evaluados se detecto la presencia de otros caballos que comenzaron con
sintomas leves aunque dentro del mismo cuadro. A diferencia, estos animales recibieron
cuidados especiales con una dieta diferente, logrando lentamente su recuperacion.

Recoleccién de muestras de alimento y municipios evaluados. Se obtuvieron 39 muestras de
rastrojo de maiz (tres muestras de 500 g/municipio) a partir de los comederos en los ranchos
ubicados en los municipios de Ahualulco de Mercado, Ameca, Autlan de Navarro,
Concepcion de Buenos Aires, Chiquilistlan, Cocula, Cuautitlan, EI Grullo, Juchitlan, San
Agustin, Tamazula de Gordiano, Tlajomulco de Zufiga y Unién de Tula del Estado de
Jalisco. Todas las muestras se mantuvieron en almacenamiento a 13 % humedad y se
molieron a un tamafio de particula de 1 mm para su conservacion en frascos de polietileno.
Las muestras se analizaron por duplicado mediante la técnica de inmunoensayo enzimatico
de tipo competitivo (RomerLabs), y las muestras positivas que superaron el limite
recomendado para equinos“?, se confirmaron mediante la técnica de cromatografia de
liquidos de alta resolucion (HPLC). Las determinaciones analiticas se efectuaron en el area
de micotoxicologia del laboratorio de Residuos Toxicos Il, Departamento de Salud Publica,
CUCBA, Universidad de Guadalajara. A partir de las muestras recolectadas se obtuvo una
submuestra representativa por cuarteo para obtener dos muestras analiticas de 20 g, las cuales
se mezclaron con 100 ml de metanol al 70% durante 3 min en licuadora (Oster Modelo 4655-
013). Los extractos se filtraron en papel Whatman No.1 y se ajust6 el pH a un rango entre 6
y 8; posteriormente se diluy6 cada extracto en una relacion 1:20 con agua desionizada.

El inmunoensayo (ELISA) se desarrolld conforme al protocolo descrito por el fabricante.
Inicialmente, se realizé la mezcla del conjugado con los estandares de fumonisinas (0, 0.25,
0.5, 1.0, 2.5 y 5.0 ppm) o extractos de las muestras. Luego de transferir a los pocillos
recubiertos con anticuerpos, la incubacion se realizd durante 15 min. Posteriormente se
descartd su contenido y se procedio a lavar en forma repetida. La incubacidn con el sustrato
enzimético se realizé durante 5 min. Al detener la reaccion, la cuantificacion se realizo
inmediatamente por lectura de la absorbancia a 450 nm con un filtro de referencia a 630 nm
empleando un equipo STAT FAX 3200 (Technology Inc). ElI desempefio de inmunoensayo
fue satisfactorio acorde a las caracteristicas indicadas por el fabricante (coeficiente de
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regresion > 0.99). Durante la puesta a punto de la metodologia, se compar6 un mismo set de
muestras positivas que fueron analizadas por HPLC (high performance liquid
chromatography). Los resultados indicaron una fuerte correlacién entre técnicas, siendo las
muestras positivas por ELISA ratificadas por los resultados del HPLC.

Respecto al HPLC, la confirmacion de las muestras positivas se realizd mediante la
metodologia propuesta por Shephard et al*® modificada por Doko et al™®. Una alicuota de
50 ul del extracto se derivatizo con 200 pl de una solucion de optaldialdehido (OPA) y 20 pl
fueron inyectados al sistema. La solucion derivatizante se preparé disolviendo 40 mg de OPA
en 1 ml de metanol, 5 ml de tetraborato de Na 0.1 M y 50 pl de 2-mercaptoetanol. Las
fumonisinas derivatizadas se analizaron empleando un sistema de deteccion de
fluorescencia/HPLC fase reversa. El equipo HPLC consiste de un sistema isocratico con
detector de fluorescencia Agilent 1100 (Palo Alto, CA, USA) y PC marca HP con el software
ChemStation (Revisién A.10.01). Se emple6 una columna C18 (150 x 4.6 mm, 5 um de
tamarfio de particula; Supelcosil LC-ABZ, Supelco) conectada a una pre-columna Supelguard
LC-ABZ. Como fase movil se utilizé metanol-fosfato de sodio dihidrogenado 0.1 M (75:25,
pH 3.35 ajustado con acido ortofosforico) a flujo de 1.5 ml/min. Las longitudes de excitacion
y emisién fueron 335 y 440 nm, respectivamente. La cuantificacion se realizé midiendo la
altura de los picos comparados con la curva de calibracién a partir de soluciones testigo de
FB1y FB2 (SIGMA).

Para llevar a cabo el analisis estadistico, los niveles de fumonisinas en el alimento en cada
muestra de rastrojo y procedente de cada municipio se transformaron logaritmicamente
debido a que los mismos presentaron heterocedasticidad. La comparacién de medias se
realiz6 mediante la prueba de LSD de Fisher a un nivel de significancia de 0.001 utilizando
el programa Minitab v. 14.0.

En relacidn a las condiciones ambientales, durante el desarrollo de este estudio se obtuvieron
registros de temperatura y lluvias durante los afios 2011 (siembra y cosecha del maiz) y 2012
(acopio). La consulta de los mismos se realizé6 mediante el acceso al portal de datos del
Servicio Meteoroldgico Nacional .

Durante el estudio se detect6 que el 100 % de los ranchos evaluados utilizaban el rastrojo de
maiz en una proporcion entre 40 y 50 % de la dieta. Los demas ingredientes utilizados fueron
en promedio maiz rolado (10 %) y concentrados a base de cereales (40-50 %). El total de
muestras analizadas present0 niveles detectables de fumonisinas (FB1 + FB2), los cuales
fluctuaron entre 0.23 a 19.18 mg/kg (Cuadro 1). El anélisis estadistico mostré diferencia
significativa entre los municipios evaluados (P<0.001), observandose la mayor
concentracion en Ahualulco de Mercado (media: 12.83 mg/kg) y la menor en Concepcién de
Buenos Aires (media: 0.27 mg/kg). El 62 % de los municipios bajo estudio presentaron
niveles de fumonisinas que superaron el valor recomendado. Las mayores concentraciones
en el rastrojo y su relacion con el valor maximo recomendado por la FDA (5 mg/kg) supero
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en algunos municipios dicho limite en diferente proporcién, de mayor a menor se destaca:
Ahualulco de Mercado (19.18 mg/kg; 3.8 veces), ElI Grullo (10.91 mg/kg; 2.2 veces),
Tlajomulco de Zufiiga (6.32 mg/kg; 1.3 veces), Union de Tula (5.44 mg/kg; 1.1 veces),
Autlan de Navarro y Cocula (5.02 mg/kg; en el limite del valor maximo recomendado)V.

Cuadro 1: Niveles de fumonisinas totales (mg/kg) en el rastrojo de maiz obtenido de
ranchos a partir de los principales municipios del estado de Jalisco en 2012

Localidad Media + DE Rango
Ahualulco de Mercado 12.83+6.35a 6.48 - 19.18
Ameca 1.55+0.46 d 1.04-1.98
Autlan de Navarro 3.15+ 1.66 cd 1.58 - 5.02
Concepcion de Buenos Aires 0.27+£0.04f 0.23-0.30
Chiquilistlan 0.30+£0.03f 0.27 -0.33
Cocula 4.68 + 0.35 abc 4.33-5.02
Cuautitlan 0.78 £0.17 ef 0.60 - 0.95
El Grullo 7.90 +2.22 ab 5.95-10.91
Juchitlan 0.36 £0.02 f 0.34-0.38
San Agustin 2.97 £ 0.32 bcd 2.65 - 3.29
Tamazula de Gordiano 1.29 +0.91 ef 0.32-2.45
Tlajomulco de Zufiiga 3.71+261cd 0.35-6.32
Unio6n de Tula 3.69 + 1.44 bcd 2.00-5.44

DE= desviacion estandar.
Las literales indican diferencia estadistica entre localidades (P<0.001).

Debido a la naturaleza enddéfita de las especies de Fusarium en maiz, la produccion de
fumonisinas puede ocurrir en etapas tempranas del cultivo y la maduracion del grano. En el
reporte de las condiciones climaticas durante 2011 se observa de forma general que existieron
condiciones adecuadas de temperatura y humedad para el cultivo, y eventualmente
también para el desarrollo de especies de Fusarium, entre ellas toxicogénicas. En los
meses de mayo a noviembre de 2011, la temperatura promedio fue 22.1 °C (rango de 14.7
a 29.5 °C) y las precipitaciones fluctuaron entre 0.2 y 203.8 mm. En relacién al afio 2012,
la temperatura promedio fue de 20.4 °C (rango de 12.7 a 28.1 °C) y la precipitacion pluvial
entre 0.1 a 202.2 mm®),

Las investigaciones relacionadas con brotes en campo de LEME en caballos reportan
variaciones importantes en los niveles detectados de fumonisinas en los alimentos asociados.
Destacan los observados en algunas regiones de Estados Unidos de Norteamérica, durante
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1989 y 1990 se presentaron 45 casos de LEME asociados al consumo de alimentos
elaborados principalmente con grano de maiz parcialmente molido. Las concentraciones de
FB: fueron de <1 a 126 pg /g, la mayoria de las muestras con niveles superiores a 10 pg/g®.
En Brasil se presentaron casos de LEME asociados a la deteccion de fumonisinas en niveles
de 0.2 a 38.5 ng/g, destaca la presencia del rastrojo de maiz como uno de los ingredientes en
la alimentacion de los caballos afectados™®); mientras que en otro reporte observado en Sao
Paulo, dos casos de LEME se asociaron con niveles de FB; de 0.12 y 0.02 ug/g
respectivamente(. En México s6lo se ha publicado un brote de LEME que ocasiond la
muerte de 100 burros en el estado de Oaxaca, 14 muestras del alimento consumido
presentaron niveles de fumonisinas de 0.67 a 13.3 pg/g®. En Argentina, Brasil y Uruguay se
han diagnosticado casos de LEME en caballos y mulas asociados con el consumo de maiz
(mezclas de granos, mazorcas, pajas, etc.) ademas de subproductos contaminados. Por
otra parte, en otro estudio realizado en Brasil, se encontro que los brotes de LEME estaban
asociados al consumo de 1 kg de maiz por dia o dietas conteniendo al menos 20 % de
maiz; en animales de diferentes edades con morbilidad de 4 a 100 % y mortalidad cercana al
100 %(1718),

En este estudio, los niveles de contaminacion por fumonisinas que se reportan se obtuvieron
del principal ingrediente encontrado en la dieta (rastrojo de maiz). Se considera que existe la
posibilidad de que los animales en todos los ranchos hayan estado expuestos a niveles
fluctuantes de fumonisinas. Dado que las micotoxinas exhiben una distribucién heterogénea
en el alimento, la muestra analitica obtenida del comedero representa una evidencia de que
existidé exposicion a fumonisinas. Por otra parte, las especies toxicogénicas de Fusarium
infectan una diversidad de cereales que forman parte de los concentrados alimenticios. Por
esta razon, otros ingredientes en la dieta podrian haber incrementado el nivel de exposicion.
En el municipio de Juchitlan, el hallazgo de fumonisinas directamente del rastrojo de maiz
en el comedero (media 0.36 + 0.02 mg/kg) junto con los signos clinicos neurolégicos e
histopatologicos se confirma el diagnostico de LEME. Estos resultados de fumonisinas se
encuentran dentro del rango de valores informados en otros estudios(’:56),

En relacién a los niveles de fumonisinas en rastrojo de maiz detectado en los 13 municipios,
los resultados fueron similares a los reportados previamente en alimentos de equinos. Entre
estos, destacan los realizados en Rio de Janeiro (Brasil) en cinco ranchos de caballos donde
los niveles de fumonisinas detectados fueron de 0.1 a 7.49 pg/g, ninguno de los niveles
promedio excedid el limite recomendado®®. En Alemania se detectd FB1 en concentrados,
peletizados, maiz, avena y cebada; los resultados mostraron contaminacion en 94 % de las
muestras analizadas, los niveles fueron de 2 a 2200 pg/kg, y las mayores concentraciones se
observaron en muestras de maiz y alimento peletizado®?.

La temperatura y estrés hidrico son los principales factores que influyen en el desarrollo de
especies de Fusarium; sin embargo, el impacto de estos factores climaticos depende de otras
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variables, tales como infecciones flingicas adicionales, sequia o factores del huésped®.
Durante el desarrollo del maiz, dos periodos resultan criticos en la contaminacion de los
granos con fumonisinas, uno de ellos es la floracion y otro el secado de los granos durante la
maduracion de la mazorca. Los estudios identifican que baja disponibilidad de agua (aw) y
elevadas temperaturas estan asociadas a la presencia de fumonisinas durante la floracion. En
cambio, lluvias o altas temperaturas pueden desencadenar también la sintesis de fumonisinas
durante la cosecha@V,

La temperatura optima para el crecimiento de F. verticillioides es de 25 °C con marcada
reduccion a los 15 °C o por efecto de la aw. Se ha demostrado que la disminucion del aw en
F. verticillioides incrementa la expresion del gen FUM1 que codifica para la sintesis de
fumonisinas®*??. No obstante, esta asociacion no es directa, ya que existen evidencias de
que la produccién de fumonisinas ocurre bajo diversas condiciones. En Uganda, elevada
humedad y practicas agricolas inadecuadas se asociaron con mayores niveles de
fumonisinas®®. Segun los datos recolectados por esta investigacion, los registros de
temperatura y precipitaciones en el estado de Jalisco durante 2011 y 2012 resultaron
potencialmente favorables para la ocurrencia y proliferacion de especies de Fusarium
productoras de fumonisinas.

Se concluye que el rastrojo de maiz destinado al consumo de equinos presentd niveles de
fumonisinas asociado a casos de LEME confirmados durante 2012. Las concentraciones
presentes en los diferentes municipios del estado de Jalisco permitieron identificar a
Ahualulco de Mercado, Autlan de Navarro, Cocula, EI Grullo, Tlajomulco de Zufiiga'y Union
de Tula como zonas de riesgo de presentacion de casos de LEME.
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