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ABSTRACT

Mycotoxins are secondary metabolites produced by
specific filamentous fungi that are common contaminants
of agricultural commodities. These compounds are toxic
to humans and animals, and they are a health problem
worldwide. Mycotoxin-containing feeds can cause serious
diseases in farm animals and substantial economic losses.
Therefore, the objective of this study was to determine the
occurrence and levels of six mycotoxins in three types of forage
at retail in the state of Nuevo Leén, México. The hypothesis
was that all types of forages were contaminated with at least
one of the six mycotoxins analyzed. One hundred and twenty
samples of alfalfa (Medicago sativa L.), sorghum [Sorghum
bicolor (L.) Moench], and grass (Cenchrus ciliaris L.) used
for animal consumption were collected from farms and
commercial locations in the state of Nuevo Leén, from June to
November 2013, and January 2014. The total concentrations
of aflatoxins, deoxynivalenol, fumonisins, ochratoxin, T-2/
HT-2 toxins, and zearalenone were determined by enzyme-
linked immunoassays using Neogen Veratox mycotoxin test
kits. For data analysis, the non-parametric Kruskal-Wallis test
was used. All forage types contained mycotoxins, although the
alfalfa samples showed higher mean levels of aflatoxins (2.77
ug kg'), deoxinivalenol (470 mg kg-'), ochratoxin (32.7 ug
kg "), T-2/HT-2 toxins (93.7 ug kg'), and zearalenone (199.6
ug kg'). Most samples were contaminated with more than
two mycotoxins, which could be a risk for animal and human
health. These data showed the need to establish appropriate
control measures to reduce the risk of feed contamination,
particularly when mixtures with forage susceptible to fungal

contamination are used for feeding livestock.
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RESUMEN

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos
por hongos filamentosos especificos que son contaminantes
comunes en productos agricolas. Estos compuestos son téxi-
cos para humanos y animales, y un problema de salud en el
mundo. Los alimentos con micotoxinas pueden causar graves
enfermedades en animales de granja y pérdidas econémicas
sustanciales. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue de-
terminar las ocurrencias y niveles de seis micotoxinas en tres
tipos de forraje vendidos al menudeo en el estado de Nuevo
Leén, México. La hipétesis fue que todos los tipos de forraje
estaban contaminados con al menos una de las seis micotoxi-
nas analizadas. De junio a noviembre de 2013 y en enero de
2014, en granjas y comercios locales en el estado de Nuevo
Leén, se recolectaron 120 muestras de alfalfa (Medicago sa-
tiva L.), sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] y zacate (Cen-
chrus ciliaris L.) usadas para consumo animal. Las concen-
traciones totales de aflatoxinas, deoxinivalenol, fumonisinas,
ocratoxinas, toxinas T-2 y HT-2, y zearalenona se determina-
ron con inmunoensayos asociados a enzimas usando un kit
de prueba de micotoxinas Neogen Veratox. Para el andlisis de
datos se usé la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis. To-
dos los tipos de forraje contenian micotoxinas y las mues-
tras de alfalfa mostraron niveles mds altos de aflatoxinas
(2.77 ug kg'), deoxinivalenol (470 mg kg-'), ocratoxina
(32.7 ug kg'), toxinas T-2 y HT-2 (93.7 ug kg'), y zeara-
lenona (199.6 ug kg'). La mayoria de las muestras estaba
contaminada con mds de dos micotoxinas, que pueden ser un
riesgo para la salud de animales y humanos. Los datos mos-
traron la necesidad de establecer medidas de control apropia-
das para reducir los riesgos de contaminacién en alimentos,
en particular cuando se usa forraje susceptible a contamina-

cién micética para alimentar al ganado.
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INTRODUCTION

ycotoxins are metabolites produced by

specific filamentous fungi that colonize

several human foods and animal feeds
(Garcia and Heredia, 2013). Mycotoxins ingested
by humans or animals can cause a toxic response
referred as mycotoxicosis, with acute, subchronic,
or chronic manifestations in animals (Streit et al.,
2013). The mycotoxins most frequent in animal
feedstuffs  include aflatoxins, deoxynivalenol,
zearalenone, fumonisins, ochratoxin A, and T-2/
HT-2 toxins (Bryden, 2012). Fungal growth and its
ability to produce mycotoxins in forage is influenced
by complex interactions of abiotic and biotic factors,
such as the aggressiveness of the fungal species, host
susceptibility, environmental factors (temperature
or water availability), and agrotechnological systems
(Alonso et al., 2013).

Aflatoxins produced mainly by Aspergillus flavus
and A. parasiticus, are of greatest concern from
a global perspective (Bhat er al, 2010). When
ingested, they can cause liver necrosis, acute toxicity,
cancer, or even death in humans and animals (Duarte
et al., 2010). Corn (Zea mays L.), rice (Oriza sativa
L.), sorghum [Sorghum bicolor (L.) Moench], barley
(Hordeum vulgare L.), rye (Secale cereale 1.), wheat
(Triticum aestivum L.), and cottonseed (Gossypium
hirsutum) are used as animal feeds and are targets
of contamination (Duarte ezt al., 2010; Torres ez al.,
2014).

Fumonisins, which are produced mainly by
members of Fusarium and by some Alternaria species,
occur frequently in corn and other cereals (Streit ez
al., 2013). Fumonisins are associated with equine
leukoencephalomalacia, hydrothorax, and porcine
pulmonary edema syndrome (Bhatnagar and Garcia,
2013); besides, they can affect the immune system
(Streit et al., 2013).

Ochratoxin A is produced by A. alutaceus, A.
carbonarius, A. niger, and Penicillium verrucosum
(Garcia and Heredia, 2013). This toxin can be found
in cereal grains, beans, peanuts, and meat (Pereira ez
al., 2014), and it produces nephrotoxic, teratogenic,
and hepatotoxic effects in certain animal species
(Garcfa and Heredia, 2013).

Deoxynivalenol, also known as vomitoxin, is
produced by £ graminearurn and E culmorum and
is found on cereal crops worldwide (Wood, 1992).
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INTRODUCCION

as micotoxinas son metabolitos producidos

por hongos filamentosos especificos que colo-

nizan varios alimentos de consumo humano
y animal (Garcia y Heredia, 2013). Las micotoxinas
ingeridas por humanos o animales pueden causar
una respuesta toxica conocida como micotoxicosis,
con manifestaciones graves, subcrénicas o crénicas
en animales (Streit et al., 2013). Las micotoxinas
mds frecuentes en los piensos animales incluyen las
aflatoxinas, deoxinivalenol, zearalenona, fumonisi-
nas, ocratoxinas A, y toxinas T-2 / HT-2 (Bryden,
2012). El crecimiento de hongos y su habilidad para
producir micotoxinas en el forraje estd influenciado
por complejas interacciones de factores biéticos y
abiéticos, como la agresividad de la especie de hon-
go, la vulnerabilidad del portador, factores ambien-
tales (temperatura y disponibilidad de agua), y siste-
mas agrotecnoldgicos (Alonso ez al., 2013).

Las aflatoxinas producidas principalmente por
Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus, son de gran
preocupacién desde una perspectiva global (Bhat ez
al., 2010). Al ser ingeridas pueden causar necrosis en
el higado, toxicidad aguda, cdncer, incluso la muerte
en animales y humanos (Duarte ez a/., 2010). El maiz
(Zea mays L.), arroz (Oriza sativa L.), sorgo [Sorghum
bicolor (L.) Moench], cebada (Hordeum vulgare L.),
centeno (Secale cereale L.), trigo (Triticum aestivum
L.), y semilla de algoddén (Gossypium hirsutum) se
usan como alimento para animales y son blancos
de contaminantes (Duarte ez a/., 2010; Torres et al.,
2014).

Las fumonisinas, producidas principalmente por
miembros del Fusarium y por algunas especies de A/-
ternaria, se dan con frecuencia en el maiz y en otros
cereales (Streit et al., 2013). Las fumonisinas se aso-
cian con la leucoencefalomalacia equina, hidrotérax,
y sindrome de edema pulmonar porcina, (Bhatnagar
y Garcia, 2013); ademds, pueden afectar el sistema
inmune (Streit et 2/, 2013).

La ocratoxina A se produce por A. alutaceus, A.
carbonarius, A. niger, y Penicillium verrucosum (Gar-
cia y Heredia, 2013). Esta toxina se puede encon-
trar en granos de cereales, frijoles, cacahuates y carne
(Pereira ez al., 2014), y produce efectos nefrotéxicos,
teratogénicos, y hepatotéxicos en ciertas especies de
animales (Garcia y Heredia, 2013).
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In animal husbandry, this toxin alters the immune
system (Streit ez al., 2013) and is associated with feed
refusal as well as vomiting (Binder ez a/., 2007).

Zearalenone is a nonsteroidal, estrogenic mycotoxin
produced by £ graminearum, E culmorum, and E
heterosporum, which are common contaminants
of cereal crops worldwide (Wood, 1992; Garcia
and Heredia, 2013). This toxin is associated with
reproductive problems in animals and probably in
humans.

T-2/HT-2 toxins are produced mainly by F
sporotrichoides, E poae, and other Fusarium species
(Wood, 1992). They are associated with lethal
toxicosis in dairy cattle that have consumed moldy
corn (Wood, 1992; Garcia and Heredia, 2013).

Contamination of feeds with mycotoxin occurs
when the conditions are favorable for fungal growth.
Animal production systems in temperate and arid
or semi-arid regions, in México, rely on cattle
systems representing more than 95 % of the value
of ruminant products (Améndola ez al., 2006). The
state of Nuevo Ledn in northern México is located
within one of the oldest and most established cattle
feeding regions (Olsen ez al., 2006). Between 1993
and 2003, six northern Mexican states, which have
an arid or semiarid climate in approximately 74 % of
their territory, exported 0.91 million cattle per year
to the USA, sharing 94 % of the national export of
this type of product (Améndola ez al., 2000).

Mycotoxins in feeds are of both economic and
health concerns because of the reduction of animal
production and their accessibility to humans through
animal products. To the best of our knowledge, no
data in the scientific literature describe the levels
of mycotoxins in feeds in the state of Nuevo Ledn.
Thus, the objective of this study was to determine the
presence and levels of selected mycotoxins in alfalfa,
sorghum, and grass retailed in this state.

MATERIALS AND METHODS
Forage samples

One hundred and twenty forage samples (40 alfalfa, 40
sorghum, and 40 grass) were collected from farms and commercial
locations of the metropolitan area of Monterrey (25° 40’17” N,
100° 18°31” W), Nuevo Leén, from June to November 2013 and
January 2014. Samples were transported to the laboratory and

processed within a week.

El deoxinivalenol, también conocido como vo-
mitoxin se produce por F graminearurn'y E culmo-
rum 'y se encuentra en cultivos de cereal en el mundo
(Wood, 1992). En el ganado esta toxina altera el sis-
tema inmune (Streit ez al., 2013) y se asociada con el
rechazo al alimento y vémitos (Binder ez al., 2007).

La zearalenona es una micotoxina no esteroidea,
estrogénica producida por F graminearum, F cul-
morum, y E heterosporum, contaminantes comunes
en los cultivos de cereal en el mundo (Wood, 1992;
Garcia y Heredia, 2013). Esta toxina se asocia con
problemas reproductivos en animales y probable-
mente en humanos.

Las toxinas T-2/HT-2 se producen principalmen-
te por F sporotrichoides, E poae, y otras especies del
Fusarium (Wood, 1992). Estan asociadas con toxico-
sis letal en vacas lecheras que consumieron maiz con
moho (Wood, 1992; Garcia and Heredia, 2013).

La contaminacién de alimentos con micotoxinas
ocurre cuando las condiciones son favorables para el
crecimiento de hongos. Los sistemas de produccién
animal en regiones templadas y dridas o semidridas,
en México, dependen de sistemas de bovinos que
representa 95 % del valor de productos rumiantes
(Améndola ez al., 2006). El estado de Nuevo Leén
en el norte de México estd en una de las regiones mds
viejas y consolidadas de alimentacién ganadera (Ol-
sen ez al., 2006). Entre 1993 y 2003, seis estados del
norte de México, con un clima 4rido o semidrido en
aproximadamente 74 % de su territorio, exportaron
0.91 millones de reses por afio a EE.UU., 94 % de la
exportacion nacional de este productos (Améndola ez
al., 20006).

Las micotoxinas en alimentos son preocupaciones
econdmicas y de salud por la reduccién de la produc-
cién animal y su acceso a los humanos a través de
productos de origen animal. Hasta donde sabemos,
no existe informacién en literatura cientifica que des-
criba los niveles de micotoxinas en alimentos en el
estado de Nuevo Ledn. Por lo tanto, el objetivo de
este estudio fue determinar la presencia y niveles de
micotoxinas seleccionadas en alfalfa, sorgo y zacate
vendidos al menudeo en este estado.

MATERIALES Y METODOS
Muestras de forraje

De junio a noviembre de 2013 y enero de 2014 se recolec-

taron 120 muestras (40 de alfalfa, 40 de sorgo y 40 de zacate) de
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Sample extraction

Forage samples (1 kg) were ground with a mechanical
grinder and homogenized prior to extraction. To quantify total
aflatoxins, fumonisin, T-2/HT-2 toxins, and zearalenone, 10 g
of ground sample were mixed with 50 mL of methanol/water
(7:3, vv), and the mixture was shaken vigorously for 3 min. For
ochratoxin extraction, samples (10 g) were mixed with 40 mL
of methanol/water (1:1, v/v); and for deoxynivalenol extraction,
samples (10 g) were mixed with 100 mL of distilled water.
Samples were filtered through a Whatman No.1 paper, and the

solution was used for mycotoxin determinations.
Mycotoxin assays

Total aflatoxins, deoxinivalenol, fumonisins, ochratoxin,
T-2/HT-2 toxins, and zearalenone were quantified using
Neogene mycotoxin kits (Veratox®). These kits are based on
a direct, competitive enzyme-linked immunoassay, and the
procedure used followed the manufacturer’s instructions. Briefly,
100 uL of the extracted sample and 100 uL of horseradish
peroxidase-conjugated solution (toxin-HRP) were added to
wells of a microwell plate provided in the kit. Aliquots (100 uL)
were then transferred to wells coated with specific mycotoxin
antibody, and the plate was incubated at room temperature for
2 min for aflatoxin quantification, 10 min for ochratoxin, and
5 min for the other toxins. The wells were washed five times
with distilled water, and 100 uL of K-Blue substrate solution
was added. After incubation for 3—5 min at room temperature,
the reaction was stopped by the addition of 100 uL of Red
Stop solution. The absorbance (650 nm) was measured using
a NEOGEN"Stat Fax” 4700 microstrip reader. The mycotoxin
concentrations were calculated using external standards for each
mycotoxin provided by the kit (Roze e a/., 2013). The detection
limit of the kit is 1.4 ppb, 0.1 ppm, 0.2 ppm, 1 ppb, 10 ppb
for total aflatoxins, deoxinivalenol, fumonisins, ochratoxin and
zearalenone, respectively (determined by the mean average of
10 mycotoxin free sample plus two standard deviations; htep://

foodsafety.neogen.com/en/veratox#mycotoxins).
Statistical analysis

Simple random sampling was used and each sample was
analyzed in duplicate. The Kruskal- Wallis test was used to
determine if all medians were equal (HO) or at least two medians
were different (p=<0.05), followed by Kruskal-Wallis Multiple-
Comparison Z-Value test (Dunn’s Test) to know if the medians
were significantly different. The Number Cruncher Statistical
System version 6.0 software (NCSS, LLC) was used.
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granjas y comercios locales en el drea metropolitana de Monte-
rrey, Nuevo Ledn (25°40° 177 N, 100° 18 31”7 O). Las muestras

se llevaron al laboratorio y procesaron en una semana.
Extraccién de muestras

Las muestras de forraje (1 kg) se molieron con un molinillo
mecdnico y se homogenizaron antes de la extraccién. Para cuanti-
ficar la cantidad total de aflatoxina, fumonisina, toxinas T-2/HT-
2, y zearalenona, se mezclaron 10 g de muestra pulverizada con
50 mL de metanol/agua (7:3 v/v), y la mezcla se agité 3 min con
vigor. Para extraer ocratoxina, la muestra (10 g) se mezclé con
40 mL de metanol/agua (1:1, v/v). Para extraer deoxinivalenol,
la muestra (10 g) se mezclé con 100 mL de agua destilada. Las
muestras se filtraron con papel Whatman No. 1, y la solucién se

usé para la resolucién de micotoxinas.
Andlisis de micotoxinas

La cantidad total de aflatoxinas, deoxinivalenol, fumonisi-
nas, ocratoxinas, toxinas T-2/HT-2 y zearalenona se cuantifica-
ron usando kits de micotoxinas Neogene (Veratox®). Estos kits
se basan en inmunoensayos directos y competitivos asociados a
enzimas, y el procedimiento usé las instrucciones del fabricante.
En breve, 100 uL de la muestra extraida y 100 4L de solucién
de peroxidasa de rdbano picante (toxina HRP) se colocaron en
los pozos de una placa proporcionada en el kit. Las alicuotas
(100 uL) se transfirieron a pozos cubiertos con anticuerpos espe-
cificos de micotoxinas, y la placa se incubé 3 min a temperatura
ambiente para cuantificar aflatoxina, 10 min para ocratoxina, y
5 minutos para otras toxinas. Los pozos se lavaron 5 veces con
agua destilada, y se agregaron 100 #L de solucién de substrato
de K-Blue. Después de incubar de 3 a 5 min a temperatura
ambiente, se detuvo la reaccién afadiendo 100 uL de solucién
Red Stop. La absorbancia (650 nm) se midié usando un lector de
tiras NEOGEN"Stat Fax” 4700. La concentracién de micotoxi-
nas se calculé usando pardmetros externos para cada micotoxina
proporcionada por el kit (Roze ez al., 2013). El limite de detec-
cién del kit es 1.4 ppb, 0.1 ppm, 0.2 ppm, 1ppb, 10 ppb para el
total de aflatoxinas, deoxinivalenol, fumonisinas, ocratoxinas, y
zearalenona, respectivamente (determinado por el promedio de
10 muestras libres de micotoxinas mas dos desviaciones estandar;

http://foodsafety.neogen.com/en/veratox#mycotoxins).
Andlisis estadistico
El muestreo fue aleatorio simple y cada muestra se analizd

dos veces. Para determinar si todas las medias eran iguales (HO)

o si por lo menos dos medianas eran diferentes (p=<0.05) se usé
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REsuLTS AND DIScuUssION

The mycotoxin levels in feeds ranged from not
detectable (ND) to 6.4 ug kg=' for aflatoxin, ND to
1.1 mg kg~ for deoxynivalenol, ND to 1.82 mg kg~!
for fumonisin, ND to 273 ug kg=' for ochratoxin,
ND to 139 ug kg=' for T-2/H2 toxins, and ND to
463.4 ug kg' for zearalenone. Alfalfa contained
higher levels of mycotoxins, as compared to sorghum
and grass. The average contents of aflatoxins,
ochratoxin, deoxynivalenol, fumonisins, T-2/HT-2
toxins, and zearalenone present in alfalfa, sorghum,
and grass are shown in Figure 1.

All samples showed multiple contaminations
with mycotoxins, with at least two mycotoxins in the
same sample. Alfalfa showed the highest incidence
of multiple contaminations. The six mycotoxins
analyzed were found in 15 of 40 alfalfa samples
(37.5 %), whereas there was a lower frequency of
contamination in samples of sorghum, 1 of 40
(2.5 %), and grass: 3 of 40 (7.5 %). Five mycotoxins
were detected in 35 %, 40 %, and 25 % of alfalfa,
sorghum, and grass samples, respectively. Four and
three different mycotoxins where detected in
25 %, 32 %, and 20 % and 2.5 %, 25 %, and 20 %
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la prueba Kruskal-Wallis. Para saber si las medianas eran signifi-
cativamente diferentes se usé la prueba de comparacién maulti-
ple Kruskal-Wallis (Prueba de Dunn). El software usado fue The
Number Cruncher Statistical System version 6.0 (NCSS, LLC).

REsSULTADOS Y DISCUSION

Los niveles de micotoxinas en los alimentos va-
riaron de no detectable (ND) hasta 6.4 ug kg~' para
aflatoxina, ND hasta 1.1 mg kg~' para deoxinivale-
nol, ND hasta 1.82 mg kg~' para fumonisina, ND
hasta 273 ug kg' para zearalenona. La alfalfa tuvo
mayores niveles de micotoxinas en comparacién con
el sorgo y el zacate. En la Figura 1 se muestran las
cantidades promedio de aflatoxinas, ocratoxinas,
deoxinivalenol, fumonisinas, toxinas T-2/HT-2 vy
zearalenona presentes en alfalfa, sorgo y zacate.

Todas las muestras presentaron contaminacién por
micotoxinas (al menos dos micotoxinas en la misma
muestra). La alfalfa tuvo la mayor incidencia de conta-
minacién multiple. Las seis micotoxinas analizadas se
encontraron en 15 de 40 muestras de alfalfa (37.5 %),
mientras que la menor frecuencia de contaminacién
fue en las muestras de sorgo, 1 de 40 (2.5 %) y zacate,
3 de 40 (7.5 %). Cinco micotoxinas se detectaron en

I Aflatoxin

B Dcoxynivalenol
I Fumonisin
I Ochratoxin
I T-2/HT-2 Toxins
[ Zearalenone

Grass

Sorghum

Forage

Figure 1. Mycotoxin levels (mg kg-') of alfalfa, sorghum, and grass samples from Nuevo Le6n, México.
Figura 1. Niveles de micotoxinas (mg kg-') en muestras de alfalfa, sorgo y zacate de Nuevo Leén, México.
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of alfalfa, sorghum, and grass samples, respectively.
Only 10 % of the grass samples had two mycotoxins.

Aflatoxins

These toxins were detected in 62 % of the alfalfa
samples, with a mean level of 2.77 ug kg-'. Fewer
positive samples were found in the grass (45 %;
0.5 ug kg=') and sorghum samples (40 %; 0.36 ug
kg=") (Table 1).

Fumonisins

Fumonisins were found in 54 % of the forage
samples, with a range between 0.09 and 0.29 mg
kg=! (Tablel). Grass showed the highest mean level
(0.29 mg kg~"), followed by sorghum (0.16 mg kg~
') and alfalfa (0.09 mg kg~"). The Krustal-Wallis test
indicates that there were no significant differences
(p>0.05).

35 %, 40 % y 25 % de las muestras de alfalfa, sorgo, y
zacate, respectivamente. Cuatro y tres diferentes mico-
toxinas se detectaron en 25 %, 32 % y 20 %y 2.5 %,
25 %, y 20 % de las muestras de alfalfa, sorgo y zacate,
respectivamente. Solo el 10 % de las muestras de zaca-
te tenfan dos micotoxinas.

Aflatoxinas

Estas toxinas se detectaron en el 62 % de las mues-
tras de alfalfa con un nivel promedio de 2.77 ug kg".
En el zacate (45 %, 0.5 ug kg=') y en el sorgo
(40 %, 0.36 ug kg') se encontré un niimero menor
de muestras positivas (Tabla 1).

Fumonisinas
Fumonisinas se encontraron en 54 % de las mues-

tras de forraje, con un rango de 0.09 a 0.29 mg kg~!
(Tabla 1). El zacate mostré el mayor nivel promedio

Table 1. Incidence and concentration of mycotoxins in alfalfa, sorghum, and grass, in Nuevo Leén, México.

Tabla 1. Incidencia y concentracién de micotoxinas en alfalfa, sorgo y zacate, en Nuevo Leén, México.

Mycotoxin Forage #Samples Positive samples (%) Mean (ug kg™')
Aflatosi Alfalfa 40 25 (62.5) 2.77°
atoxin Sorghum 40 16 (40) 0.36*
Grass 40 18 (45) 0.5
Ochratoxin Alfalfa 40 39 (97.5) 32.74¢
chatodt Sorghum 40 37 (92.5) 5.09°
Grass 40 21 (52.5) 0.92°
7 caralen Alfalfa 40 40 (100) 199.56
cataienone Sorghum 40 40 (100) 171.68*
Grass 40 40 (100) 49.14°
. Alfalfa 40 40 (100) 93.71¢
T-2/HT2 Toxins Sorghum 40 40 (100) 30.2°
Grass 40 40 (100) 17.6°
D nivalenol Alfalfa 40 37 (92.5) 470¢
coxymIvaieno Sorghum 40 10 (25) 35°
Grass 40 27 (67.5) 112.82°
F isin Alfalfa 40 22 (55) 912
Hmonis Sorghum 40 25 (62.5) 168.71°
Grass 40 17 (42.5) 290.5°

Different upper case letters indicate significant differences (p=<0.05) between forages. ¢ Letras diferentes en superindice indican

diferencias significativas (p=<0.05) entre forrajes.
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Ochratoxin

This toxin was found in 97 of the 120 (80 %)
forage samples, with a range between 0.92 and 32.74 ug
kg='. Similar to aflatoxins, ochratoxin was detected
mainly in alfalfa (39/40 samples) and in 37/40 and
21/40 samples of sorghum and grass, respectively
(Table 1). Besides, alfalfa showed the highest mean
concentration (32.74 ug kg'), followed by sorghum
(5.09 ug kg=') and grass (0.92 ug kg').

T-2/HT-2 toxins

All 120 forage samples contained T-2/HT-2
toxins and there were significant differences
(p=<0.05) between forages (Table 1). Thus, higher
mean concentrations were detected in alfalfa (93.7 ug
kg=') as compared to sorghum (30.2 ug kg=') and
grass (17.6 ug kg™").

Zearalenone

All 120 forage samples contained zearalenone.
Higher mean levels were found in alfalfa and
sorghum (199 ug kg=' and 171 ug kg=', respectively),
as compared to grass (41 ug kg=') (Table 1).

Deoxynivalenol

Alfalfa contained the highest mean level of
deoxynivalenol (0.47 mg kg='), followed by grass
and sorghum forage (0.11 mg kg~ and 0.03 mg kg~',
respectively) (Table 1).

Aflatoxins are among the mycotoxins with
significant impacts in a wide range of agricultural
commodities (Robledo er 4/, 2001). Since aflatoxin
contamination is difficult to avoid, limits of aflatoxin
content in food and feeds were established in several
countries to protect human and animal health
(Torres et al., 2010), but the maximum limits vary
among countries (Afsah-Hejri ez al, 2013). For
example, the maximum limits of aflatoxins in cereals
for human consumption established by the Mexican
Secretary of Health (NOM-188-SSA1-2002; Garcia
and Heredia, 2013) and by the United States
Environmental Protection Agency are 20 ug kg',
whereas the European Food Safety Authority has
set a limit of 10 ug kg=' (Afsah-Hejri ez al., 2013).

If this concentration is exceeded, the contaminated

(0.29 mg kg"), seguido por el sorgo (0.16 mg kg~")
y alfalfa (0.09 mg kg~"). La prueba Krustal-Wallis no
mostré diferencias significativas (p>0.05).

Ocratoxina

Esta toxina se encontré en 97 de las 120 muestras
de forraje, con un rango de 0.92 a 32.74 ug kg
De manera similar a las aflatoxinas, la ocratoxina se
encontrd principalmente en las muestras de alfalfa
(39/40), también en el sorgo (37/40) y zacate (21/40)
(Cuadro 1). Ademds, la alfalfa mostré el promedio de
concentracién mds alto (32.74 ug kg™'), luego el sor-

go (5.09 ug kg™') y zacate (0.92 ug kg')

Toxinas T-2/HT-2

Todas las muestras tuvieron toxinas T-2/HT-2,
pero hubo diferencias significativas (p=<0.05) entre
forrajes (Cuadro 1). La concentracién media m4s alta
se detecté en la alfalfa (93.7 ug kg~') en comparacién
con el sorgo (30.2 ug kg=') y zacate (17.6 ugkg').

Zearalenona

Las 120 muestras tenfan zearalenona. Los niveles
promedio mds altos se encontraron en la alfalfa y el
sorgo (199 ug kg=' y 171 ug kg=', respectivamente),
comparados con el zacate (41 ug kg=') (Cuadro 1).

Deoxinivalenol

La alfalfa tuvo el nivel promedio mds alto de
deoxinivalenol (0.47 mg kg~"), seguida por el zacate
y el sorgo (0.11 mg kg~' y 0.03 mg kg', respectiva-
mente) (Cuadro 1).

Las aflatoxinas estdn entre las micotoxinas con un
gran impacto en un rango amplio de productos agri-
colas (Robledo ez al., 2001). Dado que la contamina-
cién por aflatoxina es dificil de evitar, se establecieron
limites en su contenido en alimentos y pienso en mu-
chos paises para proteger la salud de animales y hu-
manos (Torres ez al., 2010), pero los limites maximos
varfan en cada pais (Afsah-Hejri ez al., 2013). Por
ejemplo, el limite mdximo de aflatoxinas en cereales
para consumo humano establecido por la Secretaria
de Salud de México (NOM-188-SSA1-2002; Garcia
y Heredia, 2013) y por la Agencia de Proteccién
Ambiental de Estados Unidos es 20 ug kg~!, mien-
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cereal can be used only for animal feed and there are
maximum limits (ug kg='): poultry 100, pork 100-
200, cattle 100-300 (Garcia and Heredia, 2013).

In Vietnam, a survey was carried out, between
2004-2011, on corn and it showed that 27 % of 10 172
samples were contaminated with aflatoxins (58 ug
kg~'; Skrinjar ez al., 1992). A similar survey of stored
sorghum in Brazil showed aflatoxin B, (7-33 ug
kg=") in 12.8% of 104 samples (Charoenpornsook
and Kavisarasai, 2006). In Thailand, aflatoxin
B, (7.5 ug kg=') was detected in 23 of 25 (92 %)
feedstuft samples (Buckle, 1983); whereas Amigot
et al. (2006) detected aflatoxin in alfalfa, maize, and
sorghum: 3.75%0.5 ug kg=', 2.56+£0.51 ug kg-',
and 2.82+1.51 ug kg', respectively. These results
are similar to the aflatoxin concentration (1.21 ug
kg-') found in 49 % of the samples in our study, and
its levels were higher in alfalfa, followed by sorghum
and grass. Aflatoxin was found in many samples, but
the levels were within the range allowed by Mexican
and other international regulations for animal feeds.

In the US, the maximum limit for total fumonisins
(FB,+FB,+FB)) in products used for human
consumption is 2-4 mg kg=' (Streit ez al., 2012), for
cattle feed is 60 mg kg=' and for poultry feed is
100 mg kg~' (Driehuis ez al., 2008a Bhat ez al., 2010;
Afsah-Hejri et al., 2013). Studies carried out on
animal feed in Malaysia (Petzinger and Weidenbach,
2002), on cereals and feed samples in Croatia
(Hussein and Brasel, 2001), and on feeds and feed
ingredients in Asia (Bhatnagar and Garcia, 2013)
detected low levels (0.261-2.4 mg kg~', 2.3 mg kg~',
and 0.39-1.01 mg kg~', respectively) of these toxins.
Similarly, in our study, low levels (0.09-0.290 mg
kg=') of fumonisins were detected in the forage
samples analyzed.

Cereals and other agricultural products are the
most prominent ochratoxin source in the human
diet, and carryover of this toxin from feeds to animal
food products can occur. Thus, aflatoxins in poultry
can have a carryover ratio of 0.02 % in eggs, and in
ruminants 1 % to 3 % in milk (Driehuis ez 2/, 2008a;
Peel ez al., 2011, Volkel et al., 2011). Regulations in
several countries show that the maximum permissible
levels of ochratoxin in raw cereals and cereal products
for human consumption are 5 ug kg=' and 3 ug kg=',
respectively (Naicker ez al, 2007). Variations in
the frequencies and concentrations of this toxin are
reported in some countries. A study in South Africa
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tras que la Autoridad Europea de Seguridad Alimen-
taria establecié un limite de 10 ug kg~"' (Afsah-Hejri
et al., 2013). Si se excede esta concentracién, el ce-
real contaminado sélo se puede usar para alimentar
animales, aunque también hay limites mdximos (ug
kg="): aves de corral 100, puercos 100-200, ganado
100-300 (Garcia y Heredia, 2013).

Entre 2004 y 2011 se realiz6 una investigacién
sobre el maiz en Vietnam y 27 % de 10 172 muestras
estaban contaminadas con aflatoxinas (58 ug kg,
Skrinjar ez al,, 1992). Un estudio similar sobre el
sorgo en Brasil mostré aflatoxina B, (7-33 ug kg')
en 12.8 % de 104 muestras (Charoenpornsook and
Kavisarasai, 2006). En Tailandia se detecté aflatoxina
B, (7.5 ug kg=') en 23 de 25 (92 %) muestras de
alimento (Buckle, 1983); mientras que Amigot et al.
(2006) detectaron aflatoxina en alfalfa, maiz, y sorgo:
3.75+0.5 ugkg™',2.56=0.51 ugkg',y 2.82+1.51 ug
kg~!, respectivamente. Estos resultados son similares
a la concentracién de aflatoxinas (1.21 ug kg=') en el
49 % de las muestras de nuestro estudio, y esos nive-
les fueron mads altos en la alfalfa, seguida del sorgo y
el zacate. Aflatoxina se encontré en muchas muestras,
pero los niveles estaban dentro de los pardmetros per-
mitidos por las regulaciones mexicanas e internaciona-
les para la alimentacién de animales.

En EE.UU,, el limite mdximo total para fumo-
nisinas (FB +FB,+FB,) en productos de consumo
humano es 2-4 mg kg~' (Streit ez al., 2012), para el
consumo de ganado es 60 mg kg~', para aves de co-
rral es 100 mg kg~' (Driehuis ez a/., 2008a Bhat ez al.,
2010; Afsah-Hejri ez al., 2013). Estudios realizados
en pienso en Malasia (Petzinger and Weidenbach,
2002), en cereales y pienso en Croacia (Hussein and
Brasel, 2001), y en pienso y sus ingredientes en Asia
(Bhatnagar and Garcia, 2013) detectaron niveles ba-
jos (0.261-2.4 mgkg™', 2.3 mgkg~', and 0.39-1.01 mg
kg~!, respectivamente) de estas toxinas. De manera
similar, en nuestro estudio se detectaron niveles bajos
(0.09-0.290 mg kg') de fumonisinas en las muestras
de forraje analizadas.

Los cereales y otros productos agricolas son la
fuente mds prominente de ocratoxina en la dieta
humana, y esta toxina puede pasar del pienso a los
productos alimenticios de origen animal. Asi, las
aflatoxinas en las aves de corral pueden tener un in-
dice de traspaso del 0.02 % hacia los huevos, y en
rumiantes del 1 % al 3 % hacia la leche (Driehuis ez
al., 2008a; Peel et al., 2011, Volkel et al., 2011). Las
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showed a mean of 5.2 ug kg=' of ochratoxin A in
3 of 7 grass samples (Lincy er al., 2008). A higher
incidence (30 % of samples) and levels (10.48-12.35 ug
kg=!) of this toxin were found in animal feedstuff
from Thailand (Charoenpornsook and Kavisarasai,
2006). In Yugoslavia, concentrations of this toxin
varied from traces to 400 ug kg=' in feed samples
of hay, dried and fresh alfalfa, pelleted pulp, and
silage (Sklddanka ez al., 2010). In our study, levels
of ochratoxin A ranged from 0.9 to 32.7 ug kg',
and the mean was 12.9 ug kg~', which exceeded the
maximum limit (5 ug kg=') set for ochratoxin in
cereal products according to EU legislation.

Corn, maize, wheat, barley, rice, oats, millet, and
sorghum can be contaminated by zeralenone (Zain,
2011), whereas T-2/HT-2 toxin contamination is
rare on wheat and maize. However, in our study,
zearalenone and T-2/HT-2 toxins were detected in
all samples analyzed of alfalfa, sorghum and grass
(Table 1).

Current regulations regarding the maximum
limits of zearalenone in foods and feeds in countries
vary between no regulations to more than 1000 ug
kg-! (Afsah-Hejri ez al., 2013; Bhatnagar and Garcia,
2013). Values less than 300 ug kg=' in feeds are
recommended for dairy cattle (Reyes-Veldzquez ez
al., 2008), although ruminants are more resistant to
the negative effects of mycotoxins (Wu ez al., 2014).
In vivo studies showed that zearalenone is rapidly
metabolized in animals and humans and eliminated
mainly as water-soluble glucuronides (Garcia and
Heredia, 2006). Therefore, consumption of low-dose
zearalenone-contaminated feedstuffs by dairy cows
does not pose a human health hazard. However,
animal health and their food products can be altered
when ruminants consume feed contaminated with
mycotoxin for long periods (Garcia and Heredia,
2006; Afsah-Hejri et al., 2013). Feed contamination
by this toxin is reported in several countries. Samples
of sorghum imported into Japan from 2001 to 2006
had a zearalenone contamination rate of 52.5 %
(84/160), with values of 60-7,260 ug kg=' (Aoyama
et al., 2009). Cow feedstuffs in Argentina were
contaminated with this toxin (1,200-3,006 ug kg')
according to Zain (2011), whereas in South Africa,
all samples of pasture grasses contained mycotoxin
(mean, 2,500 ug kg-'), which is higher than the
allowable concentration for dairy and beef cattle
(Lincy er al., 2008). In our study, this toxin was

regulaciones en varios paises muestran que los niveles
méximos permitidos de ocratoxinas en cereales y en
productos de cereal para consumo humano son de
5 ug kg' vy 3 ug kg, respectivamente (Naicker ez
al., 2007). En algunos paises se reportan variaciones
en la frecuencia y concentracién de esta toxina. Un
estudio en Suddfrica mostr6 un promedio de 5.2 ug
kg~' de ocratoxina A en 3 de 7 muestras (Lincy ez al.,
2008). En Tailandia se encontré una mayor inciden-
cia (30 % de las muestras) y niveles mayores (10.48-
12.35 ug kg™") de esta toxina en el pienso (Charoen-
pornsook and Kavisarasai, 2006). En Yugoslavia,
las concentraciones variaron hasta en 400 ug kg™
en muestras de heno, alfalfa seca y fresca, pulpa de
remolacha granulada y en ensilaje (Sklddanka ez 4/,
2010). En nuestro estudio, los niveles de ocratoxina
A oscilaron de 0.9 a 32.7 ug kg=', y el promedio fue
12.9 ugkg=', que excede el limite mdximo (5 ug kg~')
establecido para ocratoxina en productos de cereal de
acuerdo con la legislacién en EE.UU.

Maiz, trigo, cebada, arroz, avena, mijo y sorgo se
pueden contaminar con zearalenona (Zain, 2011),
mientras que la contaminacién por toxinas T-2/
HT-2 es rara en trigo y maiz. Pero en nuestro estudio
se detectaron toxinas T-2/HT-2 y zearalenona en to-
das las muestras analizadas de alfalfa, sorgo y zacate
(Tabla 1).

Las regulaciones actuales sobre los limites médxi-
mos de zearalenona en alimentos y pienso varfan en
cada pais, desde no regulaciones hasta mas de 1000 ug
kg~ (Afsah-Hejri ez al., 2013; Bhatnagar and Garcia,
2013). Valores menores a 300 ug kg=' se recomien-
dan en el alimento para vacas lecheras (Reyes-Veldz-
quez et al., 2008), a pesar de que los rumiantes son
mis resistentes a los efectos negativos de micotoxinas
(Wu et al., 2014). Estudios in vivo mostraron que la
zearalenona se metaboliza con rapidez en humanos y
animales y se elimina principalmente como glucuré-
nidos solubles en agua (Garcia and Heredia, 2000).
Por lo tanto, el consumo de dosis bajas de alimento
contaminado con zearalenona en vacas lecheras no es
un riesgo de salud para el humano. Pero la salud de
los animales y sus productos alimenticios se pueden
alterar cuando los rumiantes consumen alimentos
contaminados con micotoxinas por largos periodos
(Garcia and Heredia, 2006; Afsah-Hejri ez al., 2013).
El pienso contaminado por estas toxinas se reporta en
varios paises. Muestras de sorgo importado de Japén
de 2001 a 2006 tuvieron un indice de contaminacién
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detected in all samples, but the concentrations were
lower (49.1-199.5 ug kg).

Data regarding the prevalence of T-2/HT-2 toxins
in commodities and feed in Mexico are limited
(Garcia and Heredia, 2013). In a study performed
in Nayarit, only one sample (5 %) of forage maize
was contaminated (7 ug kg=') according to Reyes-
Veldzquez et al., 2008). However, in our study there
was 100 % incidence of T-2/HT-2 toxins in the
samples and higher concentrations (17.6-93.7 ug kg").
Our results are similar to those reported in: Croatia,
6.09-67.68 ug kg=' in 76 % of the feed samples;
Thailand, 6.91 ug kg™' in all the feed samples
(Buckle, 1983), in India, 12-130 ug kg~' in all the
sorghum samples (Klari¢ ez a/., 2009).

Deoxynivalenol is the mycotoxin most commonly
found (20-100 %) in forage feeds (particularly in
corn) and in ingredients used in concentrate feeds
(Driehuis ez al., 2008b; Skrinjar ez al., 1992). In
our study, deoxynivalenol was found in alfalfa
(92.5 %), sorghum (25 %), and grass (67.5 %).
Although a high incidence of deoxynivalenol was
found, the levels were relatively low (0.035-0.47 mg
kg=') and at allowable levels (0.5-1.0 mg kg-'),
according to Aoyama ez al. (2009). Our results are
similar to those reported in Europe for feed samples
of alfalfa (0.187x0.059 mg kg'), maize (0.167
£0.051 mg kg™'), and sorghum (0.029+0.015 mg
kg=") (Amigot ez al., 20006) as well as compound feed
(0.348-2.40 mg kg') (da Silva ez al., 2000).

In our study, all samples showed two or more
mycotoxins, which is similar to results from other
countries, where two or more mycotoxins were
found in 75-100 % of samples (Streit ez al., 2012).
The co-occurrence of multiple mycotoxins observed
in our study could be due to: 1) most fungi are able
to simultaneously produce various mycotoxins, 2)
commodities can be contaminated by several fungi,
and 3) feed can be composed by various contaminated
commodities (Streit et 2/, 2012). The fact that a
specific feed carries more than one mycotoxin could
affect animal health even at low doses, and risk
assessment analysis must be carried out in order to
reduce o eliminate human harm by its exposure.

CONCLUSION

To the best of our knowledge, this is the
first study to provide data regarding the status
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por zearalenona de 52.5 % (84/160), con valores de
60-7260 ug kg™' (Aoyama ez al., 2009). De acuerdo
con Zain (2011), piensos para vaca en Argentina es-
taban contaminados con esta toxina (1200-3006 ug
kg="), y en Sudéfrica todas las muestras de pastura
tenfan micotoxinas (un promedio de 2,500 ug kg='),
que es una concentracién mds alta a la permitida para
vacas y reses (Lincy ez al., 2008). En nuestro estudio,
esta toxina se encontrd en todas las muestras, pero la
concentracion fue mds baja (49.1-199.5 ug kg").

En México, la informacién de la prevalencia de
toxinas T-2/HT-2 en productos y en pienso es limi-
tada (Garcia y Heredia, 2013). En un estudio realiza-
do en Nayarit, sélo una muestra (5 %) de forraje de
maiz estaba contaminada (7 ug kg') segin Reyes-
Veldzquez et al. (2008). Sin embargo, en nuestro es-
tudio hubo una incidencia del 100 % en toxinas T-2
/ HT-2 en las muestras y una concentracién mds alta
(17.6-93.7 ug kg="). Nuestros resultados son simila-
res a los reportados en Croacia, con 6.09-67.68 ug
kg=" en el 76 % de las muestras de pienso; Tailandia,
con 6.91 ug kg=' en el 100 % de las muestras de
pienso (Buckle, 1983); e India, con 12-130 ug kg™
en el 100% de las muestras de sorgo (Klari¢ er 4/,
2009).

El deoxinivalenol es la micotoxina mds comiin
(20-100 %) en forrajes (en particular en el maiz) y
en ingredientes de pienso concentrado (Driehuis ez
al., 2008b; Skrinjar ez al., 1992). En nuestro estu-
dio, el deoxinivalenol se encontré en la alfalfa (92.5 %),
sorgo (25 %) y zacate (67.5 %). A pesar de una in-
cidencia alta de deoxinivalenol, los niveles fueron re-
lativamente bajos (0.035-0.47 mg kg~') y dentro de
pardmetros aceptables (0.5-1.0 mg kg~'), de acuerdo
con Aoyama ez al. (2009). Nuestros resultados son
similares a los reportados en Europa en muestras de
alfalfa (0.187+0.059 mg kg'), maiz (0.167+0.051 mg
kg="), y sorgo (0.029+0.015 mg kg~') (Amigot ez
al., 2006), asi como en piensos compuestos (0.348-
2.40 mg kg~') (da Silva ez al., 2000).

En nuestro estudio se encontraron dos o mis
micotoxinas en todas las muestras, que es similar a
los resultados de otros paises, donde hubo dos o mds
micotoxinas en 75-100 % de las muestras (Streit ez
al., 2012). La ocurrencia de multiples micotoxinas
en nuestro estudio se puede deber a: 1) la mayoria
de hongos pueden producir de manera simultdnea
varias micotoxinas, 2) los productos pueden estar
contaminados por varios hongos y 3) el pienso puede
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of mycotoxin contamination of forage used for
animal feedstuffs in the state of Nuevo Leén. Most
mycotoxins were detected at levels allowed according
to international regulations. However, most samples
were contaminated with more than two mycotoxins,
which could be a risk for animal and human health.
These data show the need to establish appropriate
control measures to reduce the risk of contamination
of feeds, particularly when mixtures with forage
susceptible to fungal contamination are used.
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