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RESUMEN

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios producidos principalmente por 4. flavus y
A. parisiticus 'y son causantes de efectos mutagénicos, carcinogénicos y teratogénicos
en humanos y amimales. En bovinos productores de leche el consumo de alimento
contaminado con aflatoxina B; (AFB,) determina la presencia de aflatoxina M; (AFM,)
en leche, ambos potentes carcindgenos del grupo 1 (IARC). En México las normas
oficiales NOM 188-SSA1- 2002 y NOM 184-SSA1-2002 establecen el limite maximo
permitido para AFB;y AFM, de 20 pg kg™ y 0.5 ug L' respectivamente. El objetivo del
presente estudio fue conocer los niveles de aflatoxinas totales (AFT) en raciones
integrales de bovinos y de AFM;, en leche cruda y quesos tipo fresco, adobera y asadero
de produccidn artesanal en la region de los Altos, Jalisco. Para la realizacién del estudio
se establecieron dos etapas de muestreo en septiembre y octubre de 2007 se obtuvieron
muestras de leche cruda y racién integral de bovinos provenientes de 40 establos
localizados en los municipios de Acatic, Jalostitlan, Ocotlan, San Juan de los Lagos,
Tepatitldn, Tototlan, Valle de Guadalupe y Zapotlanejo y de enerp a marzo de 2009 se
recolectaron 64 muestras de queso artesanal todas las determinaciones analiticas se
efectuaron mediante la técnica de Inmunoensayo de tipo competitivo (Inmunolab
Gmbh). Los resultados fueron contrastados mediante el andlisis de varianza y se aplico
la prueba de Holm Sidak para comparar las diferencias entre municipios se utilizo el
programa Sigma STAT V3.1 PARA Windows la prueba de Holm Sidak a un nivel de
significancia de 95% aplicando el programa Sigma STAT v3.1 para Windows. Las
raciones integrales de bovinos presentaron contaminacion por AFT en el 92.5% de las
muestras analizadas. Los niveles variaron de 4.82 a 24.90 pg kg'l, mostrando diferencia
estadistica entre municipios ( P < 0.05). Destacando mayor contaminacién en el
municipio de Tepatitlan, 9.3% de las raciones presentaron niveles superiores a los
permitidos por la normatividad. AFM; se detect6 en el 80% de las muestras de leche con
un rango de 0.006 a 0.065 ug L™ Sin observarse diferencias estadisticas entre municipio
{ P < 0.05). Todas las muestras de leche evaluadas se encontraron dentro del limite
establecido por la NOM.. El 89% de las muestras de quesos artesanales fueron positivas
a AFM, los niveles promedio en los quesos fresco, adobera y asadero fueron de 0.283
ne kg, 0.313 ng kg v 0.246 pg kg, sin que se observara diferencia estadistica
(P>0.05) entre tipos de queso. El 22% de las muestras de queso el nivel maximo
permitido de AFM; en leche establecido por la regulacién mexicana. Se concluye que
existe contaminacién con AFT en las raciones de bovinos, asi como AFM; en leche
cruda y quesos artesanales elaborados en la regidn de los Altos, Jalisco, sin embargo se
requieren mayores estudios que incluyan un mayor nimero de muestras que permitan
estimar los riesgos de exposicion a la salud de la poblacién.
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I. INTRODUCCION

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por diferentes especies de
hongos, biologicamente activos y causantes de intoxicaciones agudas y cronicas, con
efectos mutagénicos, teratogénicos y carcinogénicos (Creppy, 2002). La Organizacién
de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAQ) estima que las

micotoxinas afectan el 25% de la produccion agricola anual (Peraica, 1999).

Entre las principales micotoxinas destacan las aflatoxinas, las cuales poseen actividad
mutagénica y carcinogénica y, por tanto, su presencia en los alimentos para el consumo
humano y de animales representa un riesgo potencial para la salud de los mismos. La
Agencia Internacional de Investigaciones contra el Cancer (IARC) y el Comité Mixto de
Expertos en Aditivos Alimentarios de la FAO/OMS incluyen a las aflatoxinas dentro del
grupo 1, considerdndolas cancerigenas para el hombre. La regulacion vigente en México
y Estados Unidos de Norte América ha establecido que el nivel maximo tolerable de
aflatoxinas en alimentos destinados a humanos y bovinos productores de leche es de 20

ng kgly para AFM, en leche y otros productos lacteos, no debe superar 0.5 pg kg'1
(FAQ, 2004).

La contaminacién de alimentos por aflatoxinas ha sido documentada ampliamente en
diversos paises, entre los que destacan maiz, cacahuate, cebada, pistachos, soya, especies
y leche, substratos que han mostrado la mayor contaminacién por estas toxinas. Si bien
los reportes de intoxicaciones agudas en humanos han sido esporadicos, la tasa de
mortalidad es de aproximadamente el 25% a causa de niveles altos de exposicion a
aflatoxinas (Cullen y Newberne, 1993). La frecuencia de presentacion de intoxicaciones

agudas son influenciadas por la escasez de alimentos o bajo condiciones de pobreza.

Los estudios sobre la exposicién cronica a aflatoxinas involucra primeramente el anélisis
de alimentos preparados e ingredientes provistos comercialmente y en segundo lugar el
estudio de biomarcadores de exposicion obtenidos a partir de sangre, leche o muestras
de orina de humanos, como los aductos de aflatoxinas-albumina que tienen vida media

de 30 a 60 dias, permitiendo integrar la exposicién a periodos largos. Los reportes



paralelos de la contaminacién de alimentos por aflatoxinas sugieren que la tasa de
exposicion bioldgica puede ser extrapolada de los datos encontrados en paises
desarrollados, a paises en desarrollo en donde no existen estudios de biomarcadores de

exposicion (Williams ez al., 2004).

La informacidn disponible de los efectos de las aflatoxinas en humanos y animales ha
permitido demostrar las consecuencias que trae consigo esta exposicion, en funcién del
nivel de exposicion, entre los que destacan: a) riesgo de cancer, b) efectos graves en la
nutricion infantil (interferencia con el aprovechamiento de minerales y vitaminas), ¢)
inmunosupresion, y d) modulacién de enfermedades infecciosas y titulos de anticuerpos
en la vacunacion de animales. Existen evidencias que sugieren que las aflatoxinas

pueden ser un factor importante en las epidemias de HIV y en la incidencia de malaria

(Williams et al., 2004).

Los estudios muestran que la presencia de aflatoxinas es un factor de alto impacto que
influye sobre 6 de los 10 riesgos a la salud mas importantes identificados por la OMS en
paises en desarrollo, en donde el periodo de vida prevalente es corto, por lo tanto es de
gran relevancia las mediciones sobre los niveles de contaminaciéon en los alimentos

destinados a consumo humano para mejorar la salud mundial



IL. JUSTIFICACION

En México existen pocos estudios relacionados con los niveles de contaminacidén en
leche y productos derivados como quesos, y dado que estos alimentos son para el
consumo bisico de la poblacion, particularmente por el consumo de leche en nifios, es
necesario conocer los niveles de exposicidn a través de monitoreos periddicos que
permitan establecer las estrategias para reducir los riegos toxicoldgicos a la salud

publica.

El presente estudio permitird realizar un diagnéstico de la situacion actual sobre la
contaminacion por aflatoxinas en las raciones de bovinos productores de leche, asi como
los niveles de aflatoxina M, en la leche cruda y queso tipo fresco, adobera y asadero que

se producen en la region de los Altos y Ciénega, Jalisco.

Si bien existen Normas Oficiales sobre la regulacion de los niveles de aflatoxinas en
alimentos para bovinos productores de leche (NOM-188-SSA1-2002) y de AFM; en
leche (NOM-184-SSA1-2002), no existe un programa de vigilancia para evitar que
existan niveles de riesgo a la salud tanto de los animales como de humanos,

particularmente de la poblacién infantil, principales consumidores de leche.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION:

¢, Existe contaminacién por aflatoxinas en el alimento de bovinos productores de leche

de la regidn de los Altos y Ciénega, Jalisco?

¢ Existe contaminacion por aflatoxina M; en leche cruda y queso tipo adobera

producidos en la region de los Altos, Jalisco ?



II. OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar la contaminacion de aflatoxinas en alimentos de bovinos y aflatoxina M, en

leche cruda y quesos que producen en la region de los Altos y Ciénega, Jalisco.
Objetivos particulares:
1. Detectar los niveles de contaminacién de aflatoxinas en la racién totalmente

mezclada (RTM) de bovinos en establos productores de leche de la regién de los

Altos y Ciénega Jalisco.

2. Cuantificar los niveles de aflatoxina M, en leche cruda de bovinos producida en

establos de la region de los Altos y Ciénega, Jalisco.

3. Evaluar los niveles de aflatoxina M; en quesos fresco, adobera y asadero

elaborados en forma artesanal en la region de los Altos, Jalisco.



IV. HIPOTESIS

Puesto que la contaminacidn con aflatoxinas se presenta con frecuencia en alimentos de
bovinos productores de leche, en la leche y quesos se encontraran niveles de aflatoxina

M; que representan riesgo a la salud publica.



V. MARCO TEORICO

1. Generalidades de las micotoxinas

Las micotoxinas son aquellos compuestos producidos por el metabolismo secundario de
los hongos, tienen estructuras quimicas muy diversas y son causantes de intoxicaciones
agudas, crénicas y/6 desencadenantes de patologias asociadas a la disminucién de la
respuesta inmune en humanos y animales. En la actualidad, se conocen cerca de 300

micotoxinas producidas por mas de 100 especies de hongos (Yiannikouris y Jouany,
2002).

La exposicion a micotoxinas en animales y humanos puede ocurrir a través de diversas
vias de entrada, y se denomina “micotoxicosis” a los trastornos ocasionados por estas
sustancias. Diversos factores determinan la severidad de los mismos, entre ellos:
toxicidad de los compuestos, grado de exposicion, edad, estado nutricional del individuo
y presencia de otras sustancias (Peraica ef al., 1999). Las micotoxinas son producidas
por un sinnimero de especies fungicas, entre ellas, los principales géneros de interés en
salud humana y animal son: Aspergillus, Penicillium y Fusarium. En las explotaciones
pecuarias, pérdidas econdmicas importantes se asocian al efecto subclinico de las
micotoxinas, entre ellas, aflatoxinas, ocratoxina A, tricotecenos, fumonisinas y

zearalenona (Pittet, 1998).

El ingreso de micotoxinas en la cadena de produccidn de los alimentos para consumo
humano y animal puede iniciarse desde la etapa de cultivo, cosecha y almacenamiento
de la materia prima o producto elaborado. El grado de contaminacién alcanzado
dependerd de diversos factores, entre ellos: temperatura, disponibilidad de agua,
oxigeno, dafio mecdnico, interacciones microbianas, insectos, concentracion de indculo

y capacidad toxigénica de/los hongos (Alfred y Magan, 2004).

La naturaleza de los efectos téxicos observados en animales y humanos a causa del
consumo ¢ exposicion a micotoxinas pueden ser atribuidos a-la constitucion quimica de

las mismas. Algunas ocasionan efectos agudos o cronicos a largo plazo resultando en



teratogenicidad y carcinogenicidad (principalmente en higado y rifiones), estrogenicidad

o inmunosupresion, afectando animales y al hombre (D’ Mello ef al., 1999).

2. Aflatoxinas

Las aflatoxinas son una familia de micotoxinas producidas principalmente por .
Aspergillus flavus, A. parasiticus y A. nomius. Su estructura quimica corresponde a
difuranocumarinas formadas por la via policétida identificdndose 18 tipos, de los cuales
los mas frecuentes en los alimentos son, By, B, Gy, G, My y Ma (Figura 1). La AFB, es

la forma mas comin y potente de estas toxinas (Klich et al., 2000).

Las condiciones ambientales bajo las cuales los productos agricolas son cultivados,
cosechados, €l transporte, manegjo y almacenamiento pueden determinar la extension de
la contaminacion en estos productos. Las temperaturas minima, 6ptima y maxima para
el crecimiento del Aspergillus flavus son: 6 - 8 °C, 36 - 38 °C y 44 - 46 °C
respectivamente. Se requiere de una humedad relativa minima de 80-90 por ciento para
su crecimiento y para la csporulacidn una minima de 85 por ciento pero los

requerimientos de humedad dependen de la temperatura asi como de los nutrientes
(Salunkhe et al., 1979).

La AFBy es biotransformada a través de diferentes vias, particularmente por el sistema
microsomal hepatico (citocromo P450), y genera por lo menos siete metabolitos, cada
uno con diferente actividad bioldgica. El principal metabolito de AFB, es el epoxido
reactivo (AFB;-8,9 exoepdxido y AFB-8,9 endoepdxido), pero la forma exo estd

implicada en la formacion de aductos con el ADN y proteinas (Osweiler, 1996).
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Figura 1. Estructura quimica de las aflatoxinas.

2.1. Biotransformacion de A¥FB, a AFM,

En ganado bovino la transferencia de aflatoxinas del alimento a la leche es de gran
importancia cuando se consumen raciones contaminadas con AFB), la mayor parte se
degrada en rumen, y una porcidbn menor se absorbe para ser metabolizada rapidamente
en el higado a aflatoxina M; (Pettersson, 1997). Los metabolitos aparecen en la leche
dentro de las primeras horas posteriores al consumo y alcanzan la maxima concentracion
a las 48 horas y regresan a niveles basales dentro de los 2-3 dias posteriores al retiro de
la toxina en la dieta (Ferbisch et al., 1986 AFB;; van Egmond, 1989; Whitlow ef al.,
2000; Diaz et al., 2004). Otros estudios realizados en cabras demuestran que AFM;
puede ser encontrada 12 h después de la ingestion de AFB; y permanecer hasta 3 dias

después de la ultima ingestion de AFB, (Battacone ef al., 2003).



Tambi¢n se ha descrito absorcion de aflatoxinas en la mucosa olfatoria (Larsson et
al.,1989), que podria resultar en un aumento en la presencia de AFM), posteriormente
este metabolito se torna relativamente estable y circula por la sangre hasta que es

eliminado en la leche, orina, bilis o se metaboliza (Pettersson, 1997).

La tasa media de transferencia para AFM,; es de un rango de 0.32 a 6.2 %, con un
promedio de 1.8 % y una desviacion estandar de 1.22. El grado de biotransformacion
que ocurrird en el higado de las vacas que hayan consumido AFB, a través de la
alimentacion dependera de la actividad oxidativa y microsomal, individualidad de los
animales, raza, produccién de leche, ausencia o presencia de mastitis bacteriana, entre
otros (Price et al., 1985; Frobish et al., 1986; Fremy ef al., 1987; Munskgaard et al.,
1987; Pettersson et al., 1989; Harvey et al., 1991; Veldman ef al., 1992; Veldman 1992;
Galvano et al., 1996 Chopra et al., 1999).

La produccion de leche representa un importante indicador de variacion. Los estudios en
Suecia (Pettersson et al., 1989) y en Holanda (Veldman et al., 1992; Veldman, 1992)
con vacas de alta produccion mostraron elevada tasa de biotransformacion de AFM; de
2.6 %y 2.7 - 6.2 % respectivamente. Veldman (1992) demostrd que la transferencia se
incrementa en aproximadamente 0.1 % por kg de leche producida. El promedio en vacas
altas productoras (>25 kg dia™) es 2.66 + 1.24%, siendo la principal causa de este efecto
la mayor produccion de leche y en consecuencia mayor cantidad de AFM, excretada.
Las vacas afectadas por mastitis presentan una alta eliminacién de AFM, debido a la
gran permeabilidad de las membranas de la ubre (Veldman et a/,. 1992). La rutina de
alimentacién y ordefia podria influir en la transferencia, pero esto aun no se ha

estudiado.

La estructura quimica de la AFM; corresponde al derivado 4-hidroxi de aflatoxina By, su
masa molecular res de 328 Da y la féormula molecular es Cj;H;207 (Figura 2). La AFM;
es usualmente considerada producto de la destoxificacion de aflatoxina B; y puede estar
presente ademds de la leche de vaca, en la leche materna humana. Los epdxidos de AFB,
y de AFM,; generados por la biotransformacion, se unen al ADN, sin embargo se

presenta diferencia en el potencial genotoxico entre la AFB;, y AFM; teniendo esta



ultima menor capacidad para inducir a la formacion de dihidrodiol (Hussein y Brasell,
2001).

Aflatoxina Bl Aflatoxina M1

Figura 2. Estructura quimica de la AFB; y AFM,

2.2. Mecanismo de accion de las aflatoxinas

Las aflatoxinas son metabolitos altamente toxicos, con efectos mutagénicos,
genotoxicos, carcinogénicos, teratogénicos y de inmunosupresiéon. La Agencia
Internacional de Investigaciones contra el Cancer encontrd que existen suficientes

evidencias en humanos para considerarlas cancerigenas, clasificandolas como Grupo 1
(IARC, 2002).

El mecanismo de accion de las aflatoxinas (Figura 3) deriva en una inhibicion de la
sintesis de proteinas por modificacion de la cadena de ADN vy, consecuentemente, la
alteracion en la sintesis de ARN mensajero y en los procesos de transcripcion. El
impacto sobre la sintesis de proteina afecta la formacioén de enzimas necesarias para el
metabolismo energético y la movilizacion de grasa. Asi mismo, resulta en una
disminucién de las proteinas estructurales, formacién de anticuerpos deficientes y

sintesis incompleta de factores de la coagulacion (Osweiler, 1996).

10
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Figura 3. Mecanismo de accion y vias metabdlicas involucradas en la biotransformacion

y destoxificacion de aflatoxinas

Los efectos citotoxicos vinculados con aflatoxinas podrian estar asociados con las
observaciones realizadas por los estudios de Bonsi ef al. (1999), quienes demostraron
que AFB; puede inhibir la actividad nucledtido fosfodiesterasa en cerebro, higado,
corazon y tejidos del rifion. Shen et al., (1995) han observado la peroxidacion de lipidos
y el consecuente dafio oxidativo en los hepatocitos. El higado es el 6rgano blanco de las
aflatoxinas. La sensibilidad de las diferentes especies animales varia atin dentro de una
misma especie, y la severidad de la toxicidad depende de la dosis, duracién de consumo,
edad, sexo, tipo de alimento, contenido de la proteina dietaria, presencia de otras

micotoxinas y sustancias farmacéuticas (Bennet y Klich., 2003).

Las aflatoxinas pueden ocasionar diversos signos clinicos dependiendo de la especie y
edad del animal. Aumentan la susceptibilidad a enfermedades infecciosas al afectar al
sistema inmune O bien potencializar la infeccion bacteriana. Los sintomas de una
infeccion secundaria, enmascaran el cuadro clinico de la aflatoxicosis. Durante la

gestacion pueden afectar a las hembras y progenie (Miller y Wilson, 1994).

11



La potencia de AFB, y AFM, para inducir dafio al ADN y genotoxicidad fue evaluada
en Drosophila melanogaster in vivo, y demostrd que la AFM, tiene una actividad
genotéxica menor que AFB; en los mamiferos (Shibahara ef al., 1995). La toxicidad
aguda de AFB) en patos y conejos fue observada con DLsp de 0.3 a2 0.5 mg kg™, de peso
vivo; en perros 1.0 mg kg™'; cerdos 0.62 mg kg™, monos 2.2 mg kg™'; pollos de 6 a 16
mg kg'; en ratas 7 mg kg v en ratones 9 mg kg (Phillips ef al., 1994). La toxicidad de
AFM, se demostré en patos jovenes con DLsy de 12-16 pug por ave. El examen
histopatolégico mostrd lesiones en higado y necrosis en tibulos renales similares a los
causados por AFB; Los estudios de toxicidad desarrollados en truchas a largo plazo (12-
20 meses), mostraron que el desarrollo del hepatomas se presenté en dietas que
contenfan 20 pg kg, Estos resultados demuestran que este metabolito es un potente

carcindgeno de higado pero menor que AFB, (van Egmond, 1989).

En otros estudios se sugiere ‘que la polaridad de AFM, puede ser asociada con la alta
incidencia de tumores intestinales. No obstante, van Egmond (1989) concluyé que la
toxicidad de AFM; es similar  ligeramente menor que la AFB; en ratas y patos y, que la

carcinogenicidad de AFM, es probablemente 1-2 veces menor que la AFB,.

2.3. Efectos Bioldgicos
2.3.1. Efectos en bovinos

La AFB, se absorbe via tracto gastrointestinal dentro del sistema portal sanguineo y es
conducida hacia el higado donde se metaboliza. Una porcién de aflatoxina es activada y
fijada en el tejido hepatico, algunos metabolitos conjugados de la AFB; solubles en
agua, son excretados por la bilis y van a las heces, otras formas conjugadas solubles en
agua, productos de la degradacion de AFB; y metabolitos no conjugados de ésta son
excretados en el sistema circulatorio sanguineo y se distribuyen sistémicamente.

Eventualmente estos residuos van a la leche, misculo y tejidos (Huwig et al., 2001).
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En rumiantes la intoxicacién aguda por aflatoxinas se caracteriza por inapetencia,
letargia, ataxia, pelo hirsuto y opaco, el animal puede morir en pocas horas 0 dias. Las
principales lesiones en higado son congestion y hemorragias, acumulacion de acidos
grasos en higado, rifiones y corazén y puede ser responsable de encefalopatias y edema
(Pfohl, 2000).

Las aflatoxinas son pobremente degradadas en el rumen (< 10%) con formacién de
aflatoxicol, un potente téxico derivado de AFB; (Auerbach er al, 1998). Algunas
bacterias son inhibidas por concentraciones menores de 10 ppm de AFB,, asi estas
toxinas llegan a distorsionar el desarrollo y actividad metabdlica de los microorganismos

del rumen (Kiessling et al., 1984; Kubena et al., 1997).

La aflatoxicosis cronica es sin embargo mas comun, los sintomas incluyen reduccion en
la eficiencia alimenticia, de la produccion de leche, ictericia y disminucion del apetito
(Nibbelink, 1986). En vacas lecheras -se ha observado disminucion en la eficiencia
. . .1 .
reproductiva y en la produccion de leche, con el consumo de 120 pg kg™ de aflatoxinas,

cuando las vacas recibieron alimentacion libre de aflatoxinas la produccién de leche se

incremento 25% (Guthrie, 1979).

2.3.2. Efectos en humanos

El contacto de humanos con aflatoxinas se presenta por consumo de productos vegetales
que han sido expuestos a cepas toxicogénicas de A. flavus o A. parasiticus, durante el
crecimiento, cosecha ¢ almacenamiento. La exposicién secundaria ¢ micotoxicosis
secundaria ocurre por el consumo de productos derivados de animales alimentados con

raciones contaminadas con micotoxinas (Williams et al., 2004).

El grado de exposicion humana a las aflatoxinas por origen dietético que depende de los
alimentos disponibles y de los habitos alimentarios variara segin los paises, las
condiciones locales (incluidas las tradiciones de los diferentes grupos étnicos) y las
personas. En lugares donde el cacahuate o el maiz contaminados constituyen un
elemento significativo de la dieta, la exposicion sera relativamente mas alta que en los

lugares donde se utilicen como alimentos basicos otros productos cominmente menos
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contaminados; o donde la leche sea el tnico elemento de la dieta que contenga
aflatoxina. A este respecto, se cree importante identificar al lactante como sujeto

potencialmente expuesto, a causa de que:

a) Los alimentos para bebés se pueden elaborar con leche desecada o incluso maiz, que

como se sabe pueden ficilmente estar contaminados por aflatoxinas.

b) En términos de mayores cantidades de alimentos consumidos por kilogramo de peso
corporal, cualquier cantidad de aflatoxina contaminante sera mas significativa en el nifio

que en el adulto.

Otro grupo de personas que esta altamente expuesto son las personas que manejan
cereales, raciones, cacahuate contaminados; y las que trabajan con toxinas puras como

patrones para andlisis.
2.3.2.1. Carcinogénesis hepatica

Se ha observado una relacion positiva entre ingestion de aflatoxinas y cancer hepatico en
el hombre, en estudios de poblacién en los cuales se han formulado de manera
concurrente calculos de la ingesta de aflatoxinas y la incidencia de cancer hepatico

primario.

En un estudio en diferentes regiones de Uganda se observd que las mayores frecuencias
de contaminacién por aflatoxinas detectable en las muestras, se vinculaban con una
mayor incidencia de cancer hepatico primario (de 1.4 - 15 casos por 100,000 habitantes

de la poblacién total por afio).

La hepatoxicidad de las aflatoxinas se ha confirmado en experimentos con animales y se
han obtenido relaciones dosis-respuestas para diferentes especies. Aunque rara vez se
han notificado casos de aflatoxicosis aguda en el hombre; es posible que esos casos no
siempre hayan sido reconocidos. El caso més seguro de relacion de las aftatoxinas con la

enfermedad hepética aguda fue una epidemia de hepatitis toxica en el noroeste de la
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India en 1974, En esta epidemia varios centenares de aldeanos que habian consumido
maiz, presumiblemente contaminado con cantidades de hasta 15 mg/kg de aflatoxinas

exhibieron signos y sintomas de intoxicacion, y mas de un centenar de personas

perdieron la vida (OPS, 1983).

La exposicion a AFB, es considerada un factor de riesgo importante para el desarrollo
de carcinoma primario hepatocelular. Diversos estudios han vinculado la incidencia de
cancer de higado al consumo estimado de aflatoxinas en la dieta (L1 et al., 2001). Se ha
hipotetizado que el polimorfismo metabdlico de los genes que regulan el metabolismo
de aflatoxinas podrian explicar las diferencias inter especies a la carcinogenicidad y la
gran diferencia entre grupos humanos. Estudios de monitoreo de aflatoxinas pueden
realizarse mediante el andlisis de sus metabolitos en sangre, leche, y orina, ademas de la
presencia de aductos de AFB;- DNA y AFB;-proteinas de la sangre, importantes

biomarcadores de exposicion a aflatoxinas (Wild y Turner, 2002).

La incidencia de carcinoma hepético primario es elevada en regiones de Africa y Asia.
Aunque las poblaciones de esos paises no fueron probadas serolégicamente con HbsAg
(antigeno de la hepatitis B), el resultado sefialé que las aflatoxinas juegan un papel
importante en el desarrollo de esta patologia. Gong et al. (2002), en sus estudios
realizados en Benin y Togo, confirmaron la relacion dosis-respuesta existente entre la
exposicion de aflatoxinas en nifios menores de 8 afios con la disminucién del
crecimiento y el bajo peso. Ademas, algunos investigadores han observado la
disminucion de vitamina A en higado al incrementarse las concentraciones de aflatoxina
(Turner et al., 2003), La exposicién a aflatoxinas puede también afectar la utilizacion de
selenio y zinc en la nutricion, minerales esenciales para el buen funcionamiento del

sistema inmunolégico (Williams ef al., 2004)

2.4. Destoxificacion y eliminacion

La principal via de destoxificacién utilizada por el organismo para las formas tdxicas de
las aflatoxinas {endo y exo-epoxidos) es mediada a través de la conjugacidén con
Glutation  S-transferasa (GST), reduccidon a Glutation (GSH) y la formacién del
conjugado AFB; (exo/endo) - GSH (Raney et al., 1992; Johnson et al., 1997,
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Guengerich et al., 1998). Por otra parte, los epoxidos pueden sufrir una hidrélisis no
enzimatica, con lenta apertura del anillo y la formacion de un dialdehido; el cual no se
une al ADN pero si (dado su ionizacién) a grupos aminos primarios (bases de Schiff) y,
consecuentemente, 1a formacion de aductos con proteinas (Raney ef al., 1992). El aducto
Aflatoxina-albimina (AF- alb) es una de las mds importantes (Sabbioni y Wild, 1991).
Pasos sucesivos implican la mediacion del NADPH y la reduccién del dialdehido a

formas dialcohdlicas del mismo.

Las principales rutas de excrecion dependeran del grado de polaridad alcanzado por la
molécula o sus derivados luego de su paso por el rumen y de los procesos de
biotransformacion. Durante la produccion de leche, el torrente sanguineo portando la
forma bioactiva AFM, podria acumularse en las gldndulas mamarias, ya que segin
Yiannikouris y Jouany (2002), el paso de este compuesto a la leche podria estar mediado

por un transporte activo o difusién facilitada través del epitelio.
2.5. Incidencia de Aflatoxinas y AFM; en alimentos

2.5.1 Aflatoxinas

La presencia de aflatoxinas en algunos productos representan un riesgo para la salud en
Meéxico por diversas razones: a) México es uno de los mayores consumidores de maiz en
el mundo con un promedio de 325 g/dia por persona (Elias-Orozco, 2002), b) se
importan 6 millones de toneladas de maiz por aiio con un costo de 550 millones de
doélares representando el 11% del total de las exportaciones de Norte América, ¢) las
condiciones de almacenamiento del maiz son deficientes y no existe un monitoreo

regular de la contaminacion con afiatoxinas (Guzmén de Pefia y Pefia, 2005).

En México, las concentraciones de aflatoxinas en maiz se reportaron en un rango de 15 a
250 pg kg en 1986 (Guzman de Pefia, 1997). A raiz del elevado consumo de maiz en
territorio nacional (120 kg/aiio/per cépita, Guzman de Pefia, y Pefia, 2005), estos datos

sugieren que la poblacién podria estar expuesta a los efectos de las aflatoxinas. Reyes-
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Velazquez et al. (2005) reportaron la presencia de aflatoxinas en harina de nixtamal en

un rango de 2.7 a 17 ng kg™
2.5.2. Aflatoxina M,

En Francia ¢ Italia de 1991 a 1995 se efectuaron estudios en quesos para AFM; en 311
muestras, encontrandose niveles de 0.005 y 0.25 pg L™, el mayor porcentaje (65%)
presentaba contaminaciones entre 0.005 y 0.10 ug L. En Holanda durante 1994, 15
muestras de derivados de leche presentaron contaminaciones inferioresa 0.02 y 19 ng L
l; muestras de alimentos para nifios a base de leche mostraron niveles de AFM; entre
0.02 y 0.06 pg L', En Alemania en 1996 se analizaron para AFM, 284 muestras de

leche liquida encontrandose niveles inferiores a 0.01 pg L (Jonker et al., 1999).

En Portugal se evalud la presencia de AFM; en muestras de leche liquida durante el afio
1999. La incidencia de contaminacién con AFM,; fue de 80.6% para leche cruda con
rangos <0.005 pg L' (19.4%), 0.005-0.01 ug L™ (54.8%), 0.011-0.020 ppb (6,5%) y
entre 0.021 vy 0.05 pg L™ (19.3%) (Martins y Martins, 2000). Asi mismo, se realiz6 la
evaluacion de muestras de yogurt detectando la presencia de AFM; en rangos de 0.019 a
0.098 pg L™ (18.8% de muestras positivas). Solo el 4.2% de las muestras presentaron

niveles entre 0.043 y 0.045 pug I de AFM; (Martins y Martins, 2004).

En Argentina, sobre un total de 77 muestras de leche analizadas s6lo el 23% de las
mismas presentaron niveles entre 0.01-0.03 pg L™ .Por lo tanto, los resultados indicaron
que las mismas se encontraron por debajo de nivel mdximo permitido. Sin embargo, tos
autores destacan que AFM; fue detectada de manera mas frecuente en leche en polvo

(Lopez et al., 2003).

Los estudios realizados por Rastogi et al. (2004) en India demostraron la incidencia de
AFM; en leche fluida destinada al consumo por diferentes grupos etarios,
principalmente infantes, Los resultados indicaron que el porcentaje de muestras positivas
fue del 87.3%. El rango de contaminacidén de AFM, en leche para infantes fue de 0.065-
1.012 pg L™ resultando altamente superior al resto de la leche fluida (0.028-0.164 ppb).
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Del total de muestras positivas, el 99% excedié el limite maximo permitido por la
Comunidad Europea (0.05 ng L) y el 9% el limite establecido para EUA (0.5 pg LY.

En Brasil, los estudios realizados por Sassahara ef a/l. (2005) determinaron la presencia
de AFM, en el 24% de las muestras examinadas. Del total de muestras positivas, solo el

7% present6 niveles superiores al maximo permitido (0.5 pg L.

En México existen pocas publicaciones de la contaminacion con aflatoxinas en los
productos lacteos y la mayoria se han realizado particularmente en la leche. Destaca el
estudio realizado por Carvajal et al. (2003), quienes analizaron 290 muestras de leche
pasteurizada y ultrapasteurizada de 1996 a 1997, La leche fue recolectada de los estados
de Aguascalientes, Chihuahua, Coahuila, Durango, Hidalgo, Jalisco y Querétaro. Los
resultados mostraron que el 40% de muestras analizadas tuvieron contaminacion con
AFM, en niveles = 0.05 pg L', y 10% fueron > 0.5 ng L. No se encontré relacién entre
el contenido de grasa de la leche y los niveles de AFM,, ademas de no apreciarse
reduccién en la concentracidon de esta toxina por efecto de la pasteurizacion o
ultrapasteurizacion. Se observé diferencia estadistica entre los niveles promedio de

AFM; en las marcas analizadas y los valores mayores se encontraron en las estaciones

templadas y calurosas.

Actualmente, México dispone de las regulaciones necesarias en materia referidas a los
niveles maximos permitidos para AFM; pero hasta e} momento no se han presentado
suficientes estudios sobre su incidencia en leche fluida o subproductos destinados a
consumo humano a partir de métodos analiticos aprobados por la AOAC. Cordova-
Izquierdo ef al. (2007) determinaron directamente del tanque colector la presencia de
AFM,;. Un total de 5 muestras recolectadas de acuerdo a los lineamientos de la NOM-
091-SSA1-1994 fueron analizadas con la deteccion y cuantificacion de AFM,; por
HPLC. Debido al bajo nimero de muestras y escasa descripcion del método de
recoleccion no es posible considerar al mismo como un antecedente sélido de la

presencia de AFM; en leche en México.
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2.6. Normatividad y regulaciones para Aflatoxinas

Segliin FAO (2004), al menos en 99 paises disponen de regulaciones en relacion a las
micotoxinas en alimentos y semillas. Al presente existe suficiente informaciéon que
documenta ¢l impacto de AFB;, AFB2, AFG; y AFG; en salud animal y humana. No
obstante, existen algunos paises con normativas unicamente referidas a la presencia de
AFB) en piensos y alimentos destinados a humanos. Es necesario, armonizar las
regulaciones vigentes en cada pais y con aquellos para el cual se tengan intenciones de
comercio exterior a fin de facilitar la creacion de corredores o regiones de integracion.
Tal es el caso de lo ocurrido con los paises integrantes de la Comunidad Europea,
MERCOSUR, Nueva Zelanda y Australia. Estos reglamentos, en acuerdo de todas las
partes, regulan numerosos criterios, entre ellos, la recoleccién de muestras, su
procesamiento y analisis. Los maximos niveles tolerables para aflatoxina B; en
alimentos para humanos es de 1 a 20 pg kg™, este limite se aplica en 17 pafses la mitad
de estos son de América latina (MERCOSUR), el resto en Africa y los Estados Unidos
(Guzmén de Pefia, 2005).

La restriccion de los niveles de AFB; contribuye significativamente a la Salud Publica,
siendo esta toxina la mdas importante de las aflatoxinas en términos toxicol6gicos.
Aunque muchas personas estan en riesgo de exposicion a las micotoxinas, los efectos
individuales del consumo no son los mismos porque se diferencian en los habitos
alimenticios y los niveles de contaminacién son variabl.es. Se conoce que si una persona
de 70 kg ingiere 1 pg dia' posee de 14-23 ng de los aductos lisina-aflatoxina (AFB; —
lisina) en sangre (Liang et al., 1988). Sabbioni et al. (1987) indican que la exposicion
cronica a AFB), resulta en niveles de AFB;-lisina 30 veces mayores que los producidos

por la exposicion a una finica dosis.

Dentro de las Normas Oficiales Mexicanas (NOM) existen regulaciones para los
compuestos tdxicos presentes en los alimentos pero no existe un organismo que
verifique la aplicacion correcta de dichas legislaciones presentandose diversos riesgos
para la salud humana y animal. La NOM-188-SSA1-2002 establece los limites maximos

permisibles de aflatoxinas en los cereales destinados para el consumo humano y animal,
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asi como los lineamientos y requisitos sanitarios para ¢l transporte y almacenamiento de
los productos (Tabla 1). Segin la norma citada, los cereales con una concentracion

mayor de 20 pg k,g;'i de aflatoxinas no deben ser destinados a consumo humano,

animales lactantes y productores de leche.

Puesto que la contaminacion con aflatoxinas en alimentos es inevitable, ya que no
pueden ser prevenidas 6 eliminadas por las practicas agricolas, se han establecido limites
permisibles en diversos alimentos. La presencia de 20 pg kg de aflatoxina B; en la
racién en base seca de vacas lecheras resulta en niveles menores a 0.5 ug L' de
aflatoxina Mj en la leche, niveles constderados aptos para consumo humano por la FDA
y la legislacion Mexicana descrita en la NOM-184-SSA-1994. Sin embargo la
Comunidad Europea y otros paises consideran como nivel maximo permitido 0.05 pg L~

! AFM; en leche y productos derivados (Commission Regulation (EC) N. 466/2001).

Tabla 1. Limites méaximos permisibles de aflatoxinas en los cereales destinados para el

consumo humano y animal segun la NOM-188-SSA1-2002

Especie/etapa de produccién Limite méximo pg kg’
- Humanos - 20
- Animales lactantes y bovinos productores de leche 20
- Aves (excepto pollos de engorda) 100
- Cerdos en engorda

25-45kg 100

>45kg 200

Maduros destinados a reproduccion 100
- Rumiantes

Maduros destinados a reproduccién 100

De engorda en etapa de finalizacion 300
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2.7. Medidas de control y prevencion para aflatoxinas

El control del crecimiento de hongos involucra el mantenimiento de la integridad fisica
de los granos con ¢l objetivo de limitar su acceso a los nutrientes y el estricto control de
condiciones ambientales tales como ¢l contenido de agua, concentracion del oxigeno y
temperatura. La sequedad es el punto esencial en los procesos de conservacion de
semillas secas, y una anaerobiosis es el prerrequisito para el almacenamiento de semillas
en forma htimeda. El uso de agentes antifingicos puede proveer garantias adicionales si

hay un riesgo predecible (Huwigh ez a/., 2001).

Con el objetivo de reducir la presencia de micotoxinas, destoxificar y/o descontaminar
los alimentos, se han investigado diversas estrategias que emplean procesos fisicos,
quimicos y bioldgicos. Actualmente se conoce con el témmino descontaminacion a los
métodos por los cuales las micotoxinas son removidas o neutralizadas del alimento. Por
otra parte, el término destoxificacion hace referencia a métodos que aseguran la

eliminacién de las propiedades toxicas de las micotoxinas (Diaz y Smith, 2005).

El establecimiento de puntos de verificacion para micotoxinas en los sistemas de
produccién, almacenamiento y elaboracion de productos representa quizas una estrategia
tendiente a reducir la presencia de micotoxinas en los productos elaborados y, por ende,
disminuir ¢l efecto asociado al consumo o exposicion a los mismos. Ademas, existen
lineamientos para evaluar la eficiencia de un programa de descontaminacion y/o

destoxificacion. Segiin Sinha (1988), dichos procesos deberan asegurar:

a) inactivacidn, destruccion o remocion del compuesto tdxico
b) no resultar en la deposicidn de residuos, sustancias toxicas o bioproductos en

el alimento
¢) retener el valor nutricional del alimento

d) no afectar la tecnologia del proceso de elaboracion del producto

e) -destruccion de las esporas fungicas
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Los procesos fisicos de descontaminacion emplean la separacion de las particulas
contaminadas por medio de la accidn mecédnica o a través de las propiedades
diferenciales de densidad entre granos contaminados y no contaminados. Estos procesos
no han demostrado gran eficiencia debido quizas a los impedimentos practicos para su
gjecucion. Por otra parte, los procesos fisicos de destoxificacion hacen uso de la
irradiacion, la desactivacion térmica y la extraccidon por solventes. Este Giltimo método
constituye un proceso eficiente para destoxificar las micotoxinas de los alimentos, pero
sus elevados costos lo convierten en impréactico. En especial las aflatoxinas se destacan
por ser altamente estables durante los procesos de calentamiento y presentar un

comportamiento variable durante la exposicién a la luz UV,

Los métodos quimicos de destoxificacion persiguen la degradacion estructural del
compuesto a través de su exposicién con acidos, bases, aldehidos, bisulfitos, agentes
oxidantes y gases (Phillips et al., 1994). Por otra parte, algunas experiencias han .
demostrado la destruccién de ciertas micotoxinas con monoetilamina, ozono, hidréxido
de calcio y amonio. Debido a que estos ultimos dos procedimientos se destacan por
reducir efectivamente los niveles de aflatoxinas en las materias primas, piensos y

alimentos, se¢ describen brevemente:

Amoniacién: es un procedimiento utilizado para la destoxificacién de alimentos
contaminados con aflatoxina en algunos paises como Brasil, Sudafrica, México, Sudén_,
Senegal, Francia, Ucrania y algunos estados de EUA. Este procedimiento consiste en
emplear amonio (0.5-2.0%) bajo condiciones controladas de humedad (12-16%),
presion (45-55 psi [3.2-3.9 kg cm™]) y temperatura (80-100°C) durante 2060 min. El
procedimiento modifica quimicamente la molécula de aflatoxina en compuestos menos
toxicos o con una magnifud inferior en varios ordenes con relacion a la molécula
original. Los productos de reaccién (AFT-amonio) en semillas de algodén y maiz estén
representados por ser compuestos de tipo volatil (12-14%), extraibles con cloruro de

metileno (20-24%) o con metanol (6-13%).

Nixtamalizacidn o eoccion alcalina: constituye un procedimiento tradicional, pre-

hispanico, para la coccion del maiz y elaboraciéon de tortillas en México, Guatemala y
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ofros paises de América Central. Cuando es realizado adecuadamente, se produce una
significativa reduccion {95%) de la concentracion de aflatoxinas en el producto final
(Guzman de Pefia et al,, 1995; Mendez-Albores et al., 2004). No obstante, estudios
posteriores indican que los residuos de la molécula podrian adquirir nuevamente su

conformacion bajo condiciones acidas (Lopez-Garceia y Park, 1998).

Por ultimo, los métodos biologicos son poco usados en la practica y estos incluyen
procedimientos de fermentacién con microorganismos obteniendo conversiones lentas ¢
incompletas (Huwig et al., 2001). No obstante, Teniola et al., (2005) informan una
significativa reduccién de AFB; en cultivos liquidos y extractos libres de células de
Rhodococcus.  erythropolis  DSM 14303, Nocardia corynebacterioides (=
Flavobacterium aurantiacum) DSM 12676, N. corynebacterioides DSM 20151 y
Mycobacterium fluoranthenivorans sp. nov. DSM 44556T. Durante la precosecha de
cacahuate y algodoén en EUA, se han realizado estudios diseminando en el cultivar cepas
no-toxigénicas de Aspergillus flavus ylo A. parasiticus. Esta estrategia intenta desplazar
por competencia las cepas nativas o salvajes por aquellas incapaces de producir las

aflatoxinas (Cole y Cotty, 1990).

Otra alternativa es el uso de probiéticos con capacidad de unir y remover AFB;. En este
campo de estudio se destacan las bacterias &cido lacticas (BAL). Las BAL estan
conformadas por un grupo heterogéneo de bacterias Gram positivas no esporulados (+)
caracterizadas por producir 4cido lactico como producto final de la fermentacion de los
carbohidratos (Gratz, 2007; Axelsson, 2004). Solamente se usan como probidticos
algunas cepas del género Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei, L. bulgaricus, L.
reuteri, L. plantarum, L. rhamnosus) con la capacidad de remover AFB; de manera mas
rapida y eficiente que cultivos de bacterias Gram negativas (EINezami ef al., 1998;

Bueno et al, 2007).

Por otra parte, la quimioproteccién implica el uso adecuado de factores dietarios
nutritivos o no, debido a que existen numerosos reportes que detallan la influencia de los
mismos en la toxicidad de las aflatoxinas. El contenido de grasa en la dieta, las

vitaminas y la presencia de selenio modulan los efectos hepatocancerigenos de las
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aflatoxinas. Los factores no nutritivos incluidos en las dietas pueden ser:
hidroxianisolbutilado (antioxidante) e indol-3 carbinol, entre otros (Galvano et al.,
2001). La busqueda de agentes para quimioprotecion se ha focalizado en productos
naturales, de alta disponibilidad y econdémicos que podrian ser usados para modular el

metabolismo de las aflatoxinas (activacion, destoxificacion).
2.7.1. Uso de agentes adsorbentes

Uno de los métodos mads recientes propuestos para la prevencion de las micotoxicosis,
consiste en el uso de sustancias inertes llamados adsorbentes, que se adicionan a los
piensos durante el proceso de elaboracién (Magnoli, 2002). Estas sustancias se¢
caracterizan por disminuir la biodisponibilidad de las toxinas en el tracto gastrointestinal

del animal huésped al formar complejos que se eliminan con las heces.

Una gran variedad de materiales adsorbentes, tales como, carbon activado, bentonitas,
zeolitas, aluminosilicato de sodio y calcio hidratado (HSCAS), variedades de arcillas,
resinas sintéticas de intercambio idnico (colestiramina y sustancias poliméricas como
polivinil-polipirrolidona) han sido evaluados exitosamente en la adsorcién de numerosas
micotoxinas (Huwig et al., 2001). Es importante destacar que no existen suficientes
evidencias de que estas sustancias adsorbentes disminuyan significativamente el valor
nutricional de las dietas mediante el secuestro de vitaminas, aminodcidos y minerales
esenciales. Actualmente, existe un enorme mercado para el comercio de los adsorbentes.
Estos productos se destacan como adsorbentes para micotoxinas pero s0lo unos pocos

poseen reportes experimentales que respalden de manera efectiva su uso bajo

condiciones “in vivo”.
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VL. METODOLOGIA

El presente estudio se realizo en el periodo comprendido de Septiembre de 2007 a Junio
de 2009. La etapa de muestreo se efectud en la region de los Altos y Ciénega, Jalisco y
las determinaciones analiticas en el area de Micotoxicologia del Laboratorio de Residuos
Toxicos 11 del Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias (CUCBA)
de la Universidad de Guadalajara. Se contd con la colaboracion de una de las principales

empresas lecheras de la region, la cual permiti6 el acceso a los establos en produccion

activa.
1. Caracterizacién del tipo de estudio

a) Monitoreo de aflatoxinas totales en raciones de bovinos y AFM; en leche cruda:

Estudio prospectivo, comparativo, observacional y transversal.

PROSPECTIVO: La informacion fue obtenida de establos lecheros en una etapa de

muestreo comprendida entre los meses de septiembre y octubre del afio 2007,

COMPARATIVO: Se compararon los niveles de aflatoxinas en 8 municipios del estado

de Jalisco.

OBSERVACIONAL: Se analizaron los niveles de aflatoxinas en los alimentos de
bovinos y la AFM, en la leche procedente de 40 establos (5 establos/municipio) sin
manipular ninguna variable en campo.

TRANSVERSAL: Se realiz6 el muestreo en un solo periodo.

b) Deteccion de AFM, en quesos adobera en tres épocas del afio:

Estudio prospectivo, comparativo, observacional y longitudinal
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PROSPECTIVO: La obtencibn de muesiras se realizé en establecimientos

procesadores de quesos artesanales localizados en la region de los Altos, Jalisco. La

recoleccion fue de Enero a Marzo 2009.

COMPARATIVO: Se compararon los niveles de AFM;en 3 diferentes tipos de quesos

(fresco, adobera y asadero) en tres épocas del afio.

OBSERVACIONAL: Se analizaron los niveles de AFM; en los quesos sin manipular el

proceso.

LONGITUDINAL: Se realizé el muestreo en un periodo determinado.
Criterios de inclusion y exclusion

a. Estudio de aflatoxinas en alimentos de bovinos y AFM; en leche cruda

Inclusién:

%+ Establos lecheros con produccion minima de 700 litros por dia de la region de los

Altos y Ciénega.

» Bovinos de la raza Holstein

e Establos con ordefiadora mecanica

X Establos con tanque enfriador

o Leche cruda obtenida del dia

x4 Establos que autoricen el muestreo

Exclusién:

" Establos lecheros con produccion menos a 700 litros.

w» Establos lecheros de otras regiones del estado de Jalisco.
<° Bovinos de otras razas

o Establos que ordefien manualmente
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o Establos que carezcan de tanque enfriador

o Establos que no autoricen el muestreo

b. Estudio de la contaminacion por AFM,; en quesos de establecimientos de tipo

artesanal

Inclusién:

o Quesos artesanales de tipo: fresco, adobera y asadero.

o> Establecimientos productores de la region de los Altos, Jalisco
<> Quesos elaborados con leche de la region

o Quesos producidos el mismo dia del muestreo

X Que ¢l establecimiento produzca los tres tipos de queso
Exclusion:

< Quesos elaborados con procedimientos tecnolégicos

> Otros tipos de quesos

<« Establecimientos productores de otras regiones del estado de Jalisco
o Quesos elaborados con leche de otras regiones

o Quesos producidos antes del dia de muestreo

Variables

Por el tipo de estudio solo se tomaron en cuenta las variables cuantificables (niveles de
aflatoxinas en el alimento de bovinos y AFM,; en leche y quesos). No es posible
considerar Variables Dependientes e Independientes, ya que no es posible relacionar los
niveles de aflatoxinas en el alimento de bovinos con los niveles de AFM; en leche.
Puesto que se ha documentado ampliamente que la biotransformacién de aflatoxina B, a
AFM, alcanza su pico a las 72 horas posteriores a la ingesta, no puede considerarse que
los niveles detectados de dicha micotoxina se atribuyan a los presentes en el alimento

del mismo dia. Por otra parte, existen diversas variables entre los establos que impiden
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correlacionar el alimento, entre estas que algunos integran a la raciéon concentrados
comerciales, los forrajes pueden ser ensilado o rastrojo de maiz y en algunos establos

ademas incluian avena y subproductos de destileria.
Principios éticos:

Por tratarse de un estudio importante para la salud humana, la evaluacion de
contaminacion de aflatoxinas en alimentos de bovinos y AFM, en leche cruda, para
poder realizarlo se requirié contar con la autorizacién de una importante empresa
lechera de la localidad, por lo que se adquiridé un compromiso de confidencialidad entre
ambas partes para omitir los nombres de los establos en donde se obtuvieron las
muestras de alimento para bovino y leche cruda. En el estudio de contaminacién de
AFMi en quesos no se requirid de ningun compromiso puesto que se compraran los

-quesos en diferentes lugares.
Financiamiento del Proyecto

El estudio del alimento a bovinos y leche cruda forma parte de los proyectos de
investigacion financiado por las empresas Stid Chemie S.A. de C.V., Bayer de México
S.A. de C.V. y Técnica Mineral S.A. de C.V. con presupuesto de $ 180,000.00 y para el
de quesos fue financiado por el Departamento de Salud Pablica con el nimero de

proyecto P3e 84117.
2. Determinacién de Aflatoxinas totales en raciones de bovinos

2.1. Muestreo

Un total de 8 municipios fueron seleccionados para el estudio: Acatic, Jalostotitlan,
Ocotlan, San Juan de los Lagos, Tepatitlan, Tototlan, Valle de Guadalupe y Zapotlanejo.
De cada municipio se seleccionaron 5 establos que tenian como criterios de seleccion
una producciéon minima de 700 L/dia, caracterizados por disponer de ordefiadora

mecénica y tanque enfriador.Se calcul6 el tamafio de muestra, para determinar el ntiimero

28



de establos representativos de la poblacion en estudio, empleando el programa Open Epi

Info (calculadora SSpropor) y la siguiente ecuacidn de calculo:
n = [DEFF*Np(1-p))/ [(d%/Z7 1.2 *(N-1)+p*(1-p)]

El tamafio de muestra fue calculado para un nivel de confianza del 95%, considerando
un limite de confidencia {d) del 15%, una poblacion activa (N) de 590 establos y una
frecuencia anticipada del 50% (p). El valor DEFF (variable del tipo de muestreo) fue de
uno correspondiente para muestras aleatorias. Los establos activos considerados para
este estudio (n= 40), corresponden a los registrados por una de las principales empresas
lecheras de la zona bajo estudio. Dicha empresa facilité la recoleccion de las muestras de

alimento y leche.

En cada establo se recolectaron muestras (3 kg) de las raciones (RTM) de los bovinos
para determinar la contaminacién por aflatoxinas totales AFT (AFB,, AFB,, AFG; y
AFG3), las cuales fueron obtenidas directamente del comedero y trasladadas en bolsa de
papel estraza al laboratorio de Micotoxicologia. Fueron procesadas en un lapso no

mayor a 48 horas.
2.2. Deteccién y cuantificacion de aflatoxinas mediante ELISA

Las muestras globales de alimento fueron reducidas de manera representativa por la
técnica de cuarteo. A partir de 20 g de muestra se realizd la extraccion de AFT con 100
mL de metanol:agua (70:30 v v'). De manera independiente, se tomaron 200 pL del
conjugado a cada pocillo conteniendo los estandares y las muestras (100 L)
previamente filtradas. Luego de mezclar, se transfirieron 100 pL a los pocillos con los
anticuerpos y se incubaron durante 15 minutos. Luego de eliminar el contenido, los
pocillos se lavaron con agua desionizada (5 veces). Se descartd el exceso de agua y se
secaron los pocillos. Se adicionaron 100 pL de sustrato a cada pocillo y luego de incubar
durante 5 minutos, se detuvo la reaccidén por adicién de 100 pL de la solucion stop. Los
resultados de densidad éptica (DO) se obtuvieron en un lector de Elisa (Biotek 800)

utilizando el filtro de 450 nm. Las concentraciones se calcularon por extrapolacion de la
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DO con la respectiva curva de calibracion (Figura 5). El coeficiente de regresion lineal
(R=0.97) permiti6 determinar el desempefio de la técnica en un rango de cuantificacion

entre 4-40 ppb (ug kg™).
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Figura 4. Curva de calibracion para la cuantificacion de aflatoxinas totales (AFT) en
racion.

3. Determinacion de AFM, en leche cruda

3.1. Muestreo

A partir de los 40 establos seleccionados se recolectaron dos litros de leche/establo
directamente de la valvula principal del tanque enfriador. Las muestras se mantuvieron

refrigeradas hasta su analisis, siendo el mismo en un plazo no mayor a 48 h.
3.2. Deteccion y cuantificacion de AFM, mediante ELISA

La leche se homogenizé a 37 °C en bafio Maria, posteriormente se centrifugaron 50 mL
durante 10 min a 3000 x g prévio enfriamiento de la muestra a 4 °C durante 30 min. Se
procedio a filtrar la leche para separar la grasa y 100 pL de los estdndares y de las
muestras de leche se adicionaron a los pocillos e incubaron en agitaciéon a 100 rpm
durante 60 min a temperatura ambiente. Después de lavar (3 veces), se adicion6 50 pL

del conjugado a cada pocillo e incubd en agitacion a 100 rpm durante 30 min a
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temperatura ambiente. Luego de descartar el contenido, se lavaron los pocillos (3 veces).
Se agregaron 100 pL de solucion de substrato en cada pocillo e incubaron en oscuridad
durante 40 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 100 pL de la
solucion stop y se procedid a determinar la densidad éptica (DO) en un lector de Elisa

(Biotek 800) utilizando los filtros de 450 y 630 nm para lectura y referencia,

respectivamente.

Las concentraciones fuercn calculadas por extrapolacion de la DO con la respectiva
curva de calibracidén (Figura 6). El coeficiente de regresién lineal (R=0.94) permitio

determinar el desempefio de la técnica en un rango de cuantificaciéon entre 5-100 ppt
(0.005-0.1 ppb, pg L.
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Figura 5. Curva de calibracidn para la deteccion y cuantificacion de AFM, en leche

31



4, Determinacion de AFM; en quesos

4.1. Muestreo

Se obtuvieron muestras de queso fresco, adobera y asadero (500g/muestra) de 11
establecimientos de tipo artesanal de la regidn de los Altos, Jalisco durante los meses de
enero a marzo de 2009 (n= 64 muestras), y se conservaron a 4°C para su traslado al

laboratorio y posterior analisis en un lapso no mayor a 48 h.
4.2. Deteceion y cuantificacion de AFM,; mediante ELISA

La muestra de queso se homogenizd manualmente y por cuarteo se obtuvo una
submuestra de 2 g y mezcld con 10 mL de una solucién de hexano, metanol y agua
destilada (50:30:20). Para la extraccién se mantuvo en agitacién orbital durante 30 min a
125 rpm. El liquido fue decantado y centrifugado por 5 min a 3000g. La fase acuosa
metandlica fue removida mediante pipeta Pasteur, y se adiciond el diluente de la muestra
en una proporcion 1:10.

Procedimiento: Se agregaron 100uL de los estandares diluidos (1:10) o de las muestras
previamente preparadas por duplicado en los pocillos de la placa. Inmediatamente se
aftadieron 50pL de anticuerpo AFM, en cada pocillo. Se cubri6 la placa con una cubierta
- de plastico ¢ incubo por 60 min. a temperatura ambiente sobre una parrilla de agitacion
orbital. Posteriormente se lavaron los pocillos de la siguiente manera: se agregaron
300uL en cada pocillo de solucidon de lavado diluida, descartd el contenido de los
pocillos rapidamente y golpeando vigorosamente sobre una toalla de papel, este
procedimiento se repitid 3 veces. Posteriormente se agregaron 100uL de conjugado a
cada pocillo y se coloco la cubierta de plastico para incubar nuevamente por 60 min. a
temperatura ambiente y en agitacion. Se lavo nuevamente la placa de pocillos como
previamente fue descrito. Posteriormente se agregd 100ul de substrato en cada pocillo
para permitir que la reaccion fuera desarrollada en la oscuridad durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Se detuvo la reaccidn enzimatica mediante la adiciéon de 100 pl

de solucién stop (0.5 M H2S04) en cada pocillo. Después se homogenizd la mezcla y
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cuantificé la absorbencia a 450nm (referencia longitud de onda de 620nm) utilizando un

lector de ELISA.
4.3. Confirmacion de los niveles de AFM; mediante HPLC

Cuando los niveles sobrepasaron los limites permitidos se procedié a la confirmacion
mediante la técnica de cromatografia de liquidos de alta precision (HPLC). La
extraccidn, deteccidon y cuantificacién de AFM, se realizo de acuerdo al protocolo
AOAC2000.08.

Procedimiento: Se calento la leche a 37°C y centrifugé a 2000 x g para separar la grasa.
La fase acuosa se filtré por papel Whatman N° 2 y del filtrado se pasaron 50 mL al
reservorio de la columna de inmunoafinidad (STARLINE, Romer Labs). La columna se
lavé can agua y secd bajo flujo de nitrogeno. La AFM, s¢ recuperd con acetonitrilo
(4mL) y seco con flujo de nitrogeno a 45 °C. El residuo fue resuspendido en 200 L de
agua: acetonitrilo (75:25 vol/vol). Una alicuota de 50 pL. del extracto se inyecto en el
sistema HPLC/FLD. El sistema consiste de una bomba AGILENT 1100 (Palo Alto, CA,
USA) y un detector de fluorescencia programable AGILENT 1100, conectados a una
estacion de trabajo AGILENT (ChemStation Rev. A.10.01). Las separaciones
cromatograficas se realizaron en una columna de fase reversa (C18, 250 mm x 4.6 mm.,
5 pm) (Beckman Coulter, Ultrasphere), conectada a una precolumna (€18, 20 mm x 4.6
mm., 5 um, Phenomenex). La fase mévil empleada fue agua: acetonitrilo (3:1), a un
flujo de 0.8 mL min™'. Las longitudes de excitacion y emisién son de 365 nm y 435 nm,
respectivamente. La deteccién y cuantificacién se realizé utilizando el método del

estandar externo determinando la medida del area bajo la curva.

4.4. Analisis estadistico de los resultados

Los resultados de los niveles de aflatoxinas totales detectados en las raciones de bovinos
productores de leche y de los niveles de AFM; en leche y quesos fueron contrastados

mediante el andlisis de varianza para comparacion de medias entre municipios y/o tipo

de queso y la determinacién de diferencias se realizdé mediante la prueba de Holm Sidak
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a un nivel de significancia de 95% aplicando el programa Sigma STAT v3.1 para

Windows (Anexo 1y 2).

Los resultados de AFM, en los tres tipos de queso se compararon mediante el anélisis de

varianza utilizando el programa Sigma STAT v3.1 para Windows,

4.5. Financiamiento del Proyecto

El estudio forma parte de los proyectos de investigacién: “Evaluacion de adsorbentes
comerciales para aflatoxina B en raciones de bovinos y su correlacion con la presencia
de AFM; en leche” financiado por las empresas Siid Chemie S.A. de C.V., Bayer de
México S.A. de C.V.y Técnica Mineral S.A. de C.V. con presupuesto de $ 180,000.00 y
“Evaluacion de contaminacion con AFM1 en queso tipo adobera elaborado en la region

de los Altos, Jalisco” financiado por el Departamento de Salud Puablica con el mimero de

proyecto P3e 84117.

34



VII. DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

La region de los Altos y Ciénega se encuentran ubicados geograficamente al noreste del

estado de Jalisco, México. Ambas regiones comprenden una superficie total de 20.441
ki

Se seleccionaron 8 municipios que cuentan con establos activos registrados por una
empresa lechera de esta region y se encuentran establecidos la mayoria de productores

artesanales de queso en el estado, los cuales son los siguientes:

Acatic

Jalostotitlan

Ocotlan

San Juan de los Lagos
Tepatitlan

Tototlan

Valle de Guadalupe

Zapotlanejo
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Figura 6. Ubicacion de los municipios en la region de los Altos de Jalisco y Ciénega (México)

examinados durante Septiembre-Octubre de 2007
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VIIL RESULTADOS Y DISCUSION

En el 100% de los establos productores de leche estudiados se destaca el uso de
concentrados lecheros a base de maiz o sorgo y pasta de soya, que incluyen premezclas
de vitaminas y minerales provistas por cooperativas regionales. El forraje en las raciones
estaba representado principalmente por ensilaje y rastrojos de maiz, alfalfa deshidratada
y avena. La proporcién de inclusion de los forrajes en la dieta fluctué del 40 al 60%
dependiendo de la disponibilidad del propietario. E1 50% de los establos se caracterizo
por generar su forraje y producir ensilado a partir de este, 0o en todo caso obtener
rastrojo. Los establos restantes se proveian de rastrojo a partir de la compra de este.
Todos los establos de los municipios evaluados a excepcién de Ocotlan y Tototlan

utilizaban ademas de los otros forrajes, alfalfa deshidratada en una proporcion que varié
del 20 al 100%

Es necesario mencionar que un porcentaje menor de productores (40%), principalmente
del municipio de Zapotlanejo, utilizd granos secos de destileria (cebada) ademas de

ensilado o rastrojo de maiz.
1. Deteccién de AFT en raciones de bovinos

El andlisis del alimento (racién totalmente integrada) en los establos productores de la
region de los Altos y Ciénega, Jalisco permitié detectar aflatoxinas totales (AFT) en el
92.5% de las raciones de bovinos productores de leche, los municipios de Jalostotitlan y
San Juan mostraron los menores porcentajes de muestras positivas (tabla 2, figura 7).
Los niveles de AFT fluctuaron de 4.815 a 24.895 ug kg™ (media = 10.841 + 5.84 pg kg
1. El analisis estadistico demostré diferencia significativa entre los municipios (P<
0.05), siendo mayor la contaminacion por aflatoxinas en las muestras recolectadas en el
municipio de Tepatitlan. Del total de muestras analizadas 9.3% presentaron niveles

superiores a Jos permitidos por las Normas Oficiales (20 pg kg™) provenientes todas del

municipio de Tepatitlan.
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Tabla 2. Niveles de aflatoxinas totales (AFT) en raciones de bovinos productores de

leche en 8 municipios del Estado de Jalisco

Municipios Afs Totales ppb (nug kg™)
Positi

VOS Rango Promedio 1DE SEM

(%0)
Acatic 100 5.83-13.11 10.15b 2.88 1.29
Jalostotitlan 60 4,95-9.91 6.90b 2.65 1.53
Ocotlan 100 6.61 —8.30 7.57b 0.68 030
San Juan 80 482-13.95 8.23b 4.04 2,02
Tepatitlin 100 17.99 — 24,90 22.04a 2.84 1.27
Tototlan 100 4,89-7.22 5.99b 1.00 0.45
Valle de 100 5.99-18.35 12.89b 5.53 247
Guadalupe
Zapotlangjo 100 640-17.13 10.85b 4.30 1.92

Referencias. n = nimero de establos por municipio. Las literales indican diferencias estadisticas

entre municipios (P<0.05). DE= Desviacion Estandar. SEM = Error Estdndar de la Media

La contaminacién por aflatoxinas (AFT) en las raciones de bovinos en todos los
municipios, excepto en Tepatitdn, mostré niveles promedio menores a los establecidos
por la Norma Oficial Mexicana (20 pg kg™'). Estos resultados concuerdan con los
reportados por otros investigadores a nivel mundial. Ain cuando Tepatitlan presentéd
niveles de AFT superiores a la legislacion, este nivel de exposicién no ha sido
relacionado con efectos en los pardmetros productivos de bovinos productores de leche.
Guthie (1979) determind efectos sobre la eficiencia reproductiva y produccion de leche
cuando el consumo fue de 120 ppb de AFT. Se destaca que la reglamentacion para

establecer los limites maximos de AFT (20 pg kg'') fundamenta este nivel de accidn al
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considerar la tasa de biotransformacion promedio (1.7%) en rumiantes productores de
leche y el potencial riesgo a la salud del consumidor por la presencia de residuos de

AFM, en niveles superioresa 0.5 pg L.
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Figura 7. Niveles de aflatoxina totales (AFT) (ppb) en raciones de 8 municipios del

Estado de Jalisco

Los niveles detectados de aflatoxinas en las raciones de bovinos son comparables a los
documentados en otras investigaciones, si bien en algunos estudios las determinaciones
fueron particularmente respecto a los niveles de AFB,. Binder et al. (2007) reportan la
contaminacion por aflatoxinas en diversos paises de Asfa, Oceania y Europa. El estudio
fue realizado durante dos afios para evaluar la contaminacion por micotoxinas en
ingredientes y alimentos para consumo animal. De un total de 1,291 muestras de granos
y alimentos terminados para animales obtenidas de la region de Asia-Pacifico, se
encontrd contaminacion por AFB, en el 3%, 34% y 63% en las muestras del Norte,
Sureste y Sur siendo los niveles promedio de 35, 38 y 52 ng kg respectivamente. En
Europa se encontrd un porcentaje de contaminacion de 33%, 29% y 28% en las regiones

Norte, Centro y Sur, respectivamente. La contaminacion fluctud de 10 pg kg™ (Norte de
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Europa) a 67 pg kg (Sur de Europa). En Oceania se observéd 22% de contaminacion
con valores promedio de 34 pg kg”'. El maiz fue el ingrediente mas frecuentemente
contaminado, seguido por el trigo y harina de soya. El alimento terminado para animales
presentd niveles promedio de 24 ug kg™ y en forrajes como ensilados y rastrojos de 10

ngke’.

En América existen diversas publicaciones que concentran lo reportado por otros
investigadores. Word G.E. en 1992 realizé un estudio en diferentes dreas de Estados
Unidos durante 1989 a 1991, especialmente en el cinturén maicero, sureste y algunos
Estados como Arkansas, Texas, Oklahoma, Virginia y Maryland. En dicha investigacién
se observo alta contaminacidn por micotoxinas en maiz y cacahuate. Los niveles de AFT
en ¢l maiz destinado a consumo animal se incrementaron durante 1991, destacando el
mayor porcentaje de muestras positivas a los estados de Arkansas, Texas y Oklahoma.
En otro estudio realizado en el estado de Georgia durante 1991, Chamberlain et al.
(1993) determinaron la presencia de aflatoxinas en muestras de maiz. De las 28 muestras

analizadas, 27 presentaron niveles promedio de 73 pg kg™

En Brasil, Rodriguez y Sabino (2002) presentaron la revision de 128 articulos
publicados durante 1991-2000 relacionados con micotoxinas. El 30% de las
publicaciones correspondian a trabajos sobre la contaminacion en alimentos para
consumo humano y animal. El cacahuate y productos derivados para censumo humano
presentaron los mayores niveles de aflatoxinas. Destacan los estudios realizados por
Correa et al. (1997), Nordin y Luchese (1998) y Oliveira et al. {1998) en Sao Paulo, Rio
Grande del Sur y Amazonas, los niveles presentes fueron de 10, 4.0 y 130 pg kg’

respectivamente.

Por otra parte, en Colombia se ha reportado la presencia de AFB, en alimentos tanto de
consumo animal como humano. En un total de 200 muestras de materias primas y
alimentos terminados empleados en nutricion animal se encontrd una incidencia del

29.0% con niveles en muestras positivas que oscilaron entre 1.0 y 66.1 pg kg’
(Céspedes y Diaz, 1997).
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En relacion a los niveles detectados de AFB) en raciones destinadas para la alimentacién
de los amimales en México, Ortiz et al. (2006) determinaron la presencia natural de
AFB; durante el afio 2003. Sus resultados indicaron que ademas de la co-presentacion
con otras micotoxinas de impacto en la salud animal (toxina T2, ocratoxina, citrinina,
zearalenona), AFB, estuvo presente a niveles de 15.32 pg kg™ (rango 5 — 61 pgkg') en
racion completa, 31.4 pg kg “(rango 8 ~ 77 pg kg') en gluten de maiz, 5.78 pg kg
(rango 3 — 10 pg kg™') en mafz, y 9.55 pg kg™ (rango 2 — 35 pg kg™') en sorgo. Asi
mismo, ¢l porcentaje de muestras positivas con valores superiores a los maximos

permitidos fueron 18.7, 60, 0y 3.1%, respectivamente.

Asi mismo, Reyes et al. (2008) evaluaron la presentacién natural de diferentes
micotoxinas durante la etapa de conservacion del ensilado de maiz. Los resultados
mostraron una simultaneidad de presentacion de las principales micotoxinas de impacto
en la salud animal. En dicho estudio, los niveles de aflatoxinas totales oscilaron de 12.25
a 15.71 pg kg'. El andlisis estadistico no determiné diferencias significativas entre los
meses en estudio por lo que los resultados indicaron que las concentraciones detectadas

de AFT podrian haber sido producidas durante la etapa de cultivo y cosecha del maiz.

2. Deteceidon de AFM; en leche

La tabla 3 permite observar la contaminaciéon por AFM; en el 80% (32/40) de las
muestras de leche de los establos analizados. En los municipios, los establos presentaron
muestras positivas en un rango de 40 al 100%. Se consideraron muestras positivas
aquellas en que los niveles fueron > a 0.005 ug kg, Los niveles detectados fluctuaron
de 0.006 — 0.065 pg kg”' de leche (media 0.023 + 0.016 ug kg™). Los municipios de
Acatic y San Juan de los Lagos se destacaron por presentar los mayores niveles
promedio de AFM, en leche, siendo de 0.035 y 0,031 pg kg™ respectivamente. No se
observaron diferencias estadisticas (p> 0.05) entre municipios. Todas las muestras de leche
presentaron valores por debajo de los permitidos por la NOM-184-SSA-1994 (0.5 pg L°

Y y solo tres (9.4%) estuvieron sobre los niveles permitidos por la Comunidad Europea
(0.05 pg L™
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Tabla 3. Niveles de aflatoxina M, en leche (AFM)) en 8 municipios del Estado de

Jalisco

AFM, ppb (ng L)

Municiplos Positivos (%) Rango - Promedio +DE SEM
Acatic 100 0.014 - 0.065 0.035 0.020 0.008
Jalostotitlan 100 0.015-0.055 0.030 0.017 0.008
Ocotlan 60 0.006 — 0.030 0.016 0.013 0.007
San Juan 80 0.017-0.061 0.031 0.021 0.010
Tepatitlén 40 0.006 - 0.009 0.008 0.002 0.002
Tototlan 60 0.009 - 0.012 0.010 0.002 0.001
éf‘lgsa‘ﬁpe 100 0.006- 0.027 0.014 0.009 0.004
Zapotlanejo 100 0.010-0.046 0.027 0.014 0.006

n = numero de establos por municipio. DE= Desviacion Estandar. SEM = Error Esténdar de la
Media

Existen numerosos reportes a nivel mundial sobre los niveles de contaminacion por
AFM, en leche, Destacan los estudios realizados en Iran y Turquia, entre estos los
desarrollados por Oruc ef al. (2005), quienes encontraron contaminacién con AFM; en
115 muestras de leche procedentes de Turquia siendo todas las determinaciones
realizadas por la técnica de ELISA. Las concentraciones de AFM, fluctuaron de 0 a
0.212 pg L' (media de 0.078 % 0.006 ug L) en muestras recolectadas de las regiones
de valles, y de 0.012 a 0.164 pg L™ (media de 0.072 + 0.005 pg LYy en zonas
montaftosas. No se observé diferencia significativa entre regiones, ademas se encontré

que el 60% de las muestras estudiadas excedifan los limites establecidos por la Union
Europea (0.05 pg L'l).
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En Iran, Abolfazl-Kamkar ef al. (2005) detectaron AFM) en 111 muestras de leche en un
rango de 0.015- 0.28 ug L. Se detectd que el 40% de las muestras positivas presentaron
niveles superiores al limite maximo tolerable. En otro estudio Tajkarimi et al. (2007)
evaluaron la contaminacion de aflatoxina M, en 98 muestras de leche recolectadas de
tanques enfriadores en 5 regiones de Irdn por HPLC. Las muestras presentaron niveles
entre 0.05 — 0.10 pg L', (media 0.039 pug L™, ninguna superé los limites establecidos
por la FDA (0.5 pg L™). En Turquia, se detectd la presencia de aflatoxina M, en quesos
reportandose un rango de 0.006 a 0.6 g L', las determinaciones fueron realizadas por

ELISA (Yaroglu ef al., 2005).

En la India, Rastogi et al (2003) detectaron niveles elevados de AFM; en leche y
subproductos mediante la técnica de ELISA. EL 87% de las muestras (n=87) fueron
positivas y, de estas el 99% excedieron los niveles permitidos por la Comunidad
Europea (0.05 ug L. S6lo ¢l 9% de las muestras superaron los limites maximos
permitidos por la FDA (0.5 ug L™"). Previamente, Vasanthi y Bath (1988) reportaron
niveles de 0.05a 0.3 pg LT AFM, en leche.

Investigaciones realizadas en Espafla por Rodriguez ef al. (2003) reportaron 3.3% de
incidencia de AFM,; en leche recolectada de establos de la provincia de Leon, Espafia,

con niveles promedio de 0.020 + 0.005 pg L' (ELISA)}y 0.017 + 0.003 ug L™ (HPLC).

Con respecto a Latinoamérica, Lopez et al. (2003) reportaron la presencia de AFM,; en
18 de 77 (23%) muestras de leche obtenidas en Argentina. El periodo de recoleccion se
realizd de marzo a septiembre de 2002, encontrandose niveles de AFM, en el rango de
0.01 2 0.03 pg L', valores por debajo de los maximos permitidos, En Brasil, Garrido et
al. (2003) encontraron AFM; en 29 muestras de leche (20.9%) con niveles de 0.05-0.24
ug L. En Colombia, el estudio realizado durante 2004-2005 por Diaz y Espitia, (2006),
determinaron la contaminacion por AFM,; en leche para consumo humano médiante
HPLC. Sobre un total de 241 muestras recolectadas, los niveles de contaminacion

fluctuaron de 0.011 — 0.289 pg L™
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En México, Cordoba- lzquierdo et al. (2007) analizaron la incidencia de AFM, de
muestras tomadas de un tanque enfriador ubicado en el estado de Hidalgo. Cada muestra
fue tomada con un intervalo de una semana y analizadas pdr HPLC. Los niveles
fluctuaron de 0.225 a 0.332 pg L. Debido al ndmero limitado de muestras analizadas,
es necesario realizar mas estudios que permitan evaluar la incidencia de AFM; en la
leche asi como los niveles de contaminacién presentes en diferentes regiones
productoras.

Es importante considerar que la contaminacion por AFM; reportada en los diferentes
paises presenta variaciones debido a los sistemas de alimentacion, a factores propios de

los animales y ambientales, asi como por los procedimientos analiticos utilizados

(Galvano et al., 1996).

Es necesario analizar las condiciones de producciéon, manejo y almacenamiento del
alimento practicadas por la mayor parte de los productores de los Altos y Ciénega,
Jalisco de manera que permitan estimar las variaciones en cuanto los niveles de
confaminacidn por aflatoxinas en las raciones de los bovinos, asi como en la eliminacion
de AFM; en leche. La caracterizaciéon socio-cultural de los productores obtenida de
reportes emitidos por SIAP-SAGARPA (2007), fue utilizada como base para considerar
como necesario realizar un andlisis que indicara la situacién actual. Si bien no se pudo
acceder a la totalidad de la informacién solicitada en cuanto a la produccion del
alimento, manejo y almacenamiento del mismo en los establos estudiados, se realiz6 un

analisis exploratorio de la informacién proporcionada por trabajadores y productores.

Estos antecedentes permitieron suponer que en la region de los Altos de Jalisco, las
practicas de manejo, produccion y/o almacenamiento de los alimentos destinadas a las
raciones pudieran favorecer la sintesis y/o acumulacion de micotoxinas (AFT, AFB;)

debido al empleo de labores de tipo familiar (70-80%), con mediano asesoramiento y

tecnificacion.
Los estudios realizados por Buccio el al., (2001) indican que la contaminacién del maiz

con aflatoxina en México pudiera ocurrir principalmente durante el almacenamiento y

no durante las diferentes etapas del cultivo. Diferentes reportes informan las condiciones
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medio-ambientales que favorecen la sintesis de aflatoxinas en etapas pre- y post-
cosecha. Se destacan las altas temperaturas y periodos de sequia durante el desarrollo del
cultivo. Asf mismo, durante el almacenamiento se destaca el dafio causado por roedores
¢ insectos que afectan la integridad de los granos yfo tejidos favoreciendo la
colonizacion y/o desarrollo de estos por especies potencialmente productoras de
aflatoxinas. Bajo condiciones deficientes de almacenamiento que incluyen temperatura,
humedad y tensién de gases, la sintesis y acumulacion de aflatoxinas pudiera ocurrir.
Atn cuando en México se tiene reglamentado la importacién de maiz tipo 2 (<20 pg kg™
de AFT), en ocasiones es posible que existan deficiencias en el control y vigilancia de
los organismos gubernamentales ¢ ingrese maiz amarillo de baja calidad que no cubre
los estandares para el consumo interno del mismo pais productor. Esto puede

incrementar el riesgo de exposicion a aflatoxinas en las explotaciones pecuarias.

Como resultado de esta etapa fue posible identificar la variabilidad en las practicas y/o
manejo del alimento en los productores de la region de Jalisco. Entre ellos, algunos
productores utilizaban raciones totalmente mezcladas (RTM) mientras que otros
administraban el concentrado lechero al momento de la ordefia o encima del ensilaje.
Estos factores condicionaron el muestreo, atribuyéndose la variabilidad de los niveles de

AFT y AFM; principalmente en el municipio de Tepatitlan.

El grado de tecnificacion y aspectos relacionados con la higiene de la sala de ordefia
fueron 1gualmente heterogéneos. A partir del afio 2002, las empresas que obtienen la
leche de esta region realizaron un emplazamiento hacia los productores de los Altos para
que dejaran de participar de las entidades colectivas de comercializacion de leche fria
(tanques de enfriamiento de uso comun) a fin dc clevar los estandares de calidad del

producto (Goémez et al., 2003).

Reportes sobre los niveles de AFM; detectados en otros paises muestran amplias
diferencias debido a los sistemas de alimentacién, a factores propios de los animales y

ambientales, asi como por los procedimientos analiticos utilizados (Galvano et al.,
1996).
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En M¢éxico, es necesario realizar més estudios que permitan evaluar la incidencia de
AFM,; en la leche asi como los niveles de contaminacién presentes en diferentes
regiones productoras. Ademas, es importante promover la implementacién de programas
de vigilancia para el cumplimiento de la normatividad vigente en nuestro pais. Debido a
que los sistemas productivos hacen uso de diversas fuentes o materias primas que
pudieran incluir los granos de destileria de maiz desecados (DDG,) obtenidos de la
produccién de alcoholes (conocidos por la caracteristica de concentrar las micotoxinas)
se destaca como necesario documentar los niveles de contaminacién con aflatoxinas,
entre otras. Esta accién permitird establecer posibles estrategias de control que tendra
como finalidad no sélo proteger la salud animal sino también la humana. Es necesario
considerar que dentro de las posibles estrategias, factibles econémicamente, se destaca el
uso de adsorbentes o secuestrantes de micotoxinas. Este trabajo permitid observar que la
totalidad de los productores de Acatic incluyen este aditivo en la racion a diferencia de
municipios de Jalostotitlan, Tepatitlan, Valle de Guadalupe, San Juan de los Lagos,

Ocotlan, Tototlan y Zapotlanejo.

En la actualidad, la oferta de estos productos en el mercado se¢ ha extendido siendo
necesario realizar pruebas en bovinos leche a fin de determinar la real eficiencia in vivo
de los mismos. La mayoria de los adsorbentes comerciales obtienen aprobacion para su
venta con s6lo pruebas realizadas in vifro o por el empleo de otra especie animal
diferente a los animales poligéstricos. Si bien otros métodos han demostrado la
capacidad de destoxificar el alimento, como el proceso de amoniacion (Park et al.,

1988), el costo asociado con esta practica parece no facilitar su implementacién.

Se destaca que el presente estudio no determind una posible correlacidén entre el
consumo de AFT a través del alimento de vacas productoras de leche y los niveles de
eliminacion de AFM,; en leche asi como el uso de adsorbentes de micotoxinas. En cada
Municipio, durante el periodo de recoleccién de muestras fue posible determinar que los
establos empleaban diferentes técnicas para el manejo del alimento, lo cual representa
una variable que condiciona la distribucion de las micotoxinas en la racién y por tanto
runa fuente de variabilidad en los resultados obtenidos. A fin de poder establecer una

correlacion en futuros estudios, se recomienda incrementar el nimero de establos a
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muestrear en cada municipio, como categorizar los mismos de acuerdo al manejo

empleado durante la alimentacion.

Finaimente, se destaca la necesidad de continuar realizando estudios en los Altos y
Ciénega, Jalisco debido al elevado potencial de produccién de esta region, Es necesario
considerar la realizacion de estudios de la contaminacion con aflatoxinas en diferentes
épocas del afio y caracterizar el sistema de alimentacidn que pudiera estar cambiando
segun la disponibilidad de materias primas. As{ mismo, serfa adecuado incluir en el
estudio no solamente la racion totalmente mezclada (RTM) sino también la materia
prima y los ingredientes empleados en la formulacién de la racion. Por otra parte, es
necesario implementar programas de vigilancia de la contaminacién por AFM; en leche
considerando que en los dltimos afios las estadisticas demuestran un aumento

considerable en el nimero de personas que han desarrollado diferentes tipos de céncer,

entre ellos, en la poblacion infantil.
3. Deteccion de AFM; en quesos

La tabla 4 presenta los niveles de contaminacion por AFM; en los quesos artesanales
evaluados en la regién de los Altos, Jalisco durante el periodo comprendido de enero a
marzo de 2009. Del total de muestras estudiadas 89% (57/64) fueron positivas a la
presencia de AFM,, los niveles promedio en los quesos fresco, adobera y asadero fueron

de 0.283 ng kg™, 0.313 pg kg y 0.246 ng ke respectivamente, sin que se observara

diferencia estadistica (P>0.05) entre los tipos de queso.

Los quesos tipo fresco y asadero mostraron el mayor nimero de muestras positivas a
AFM, (90%) con niveles que fluctuaron de 0.0 a 0.965 pg kg™, mientras que el queso
adobera con 86% de contaminacion presentd el nivel maximo de AFM,; en una de las
muestras analizadas (1.025 pg kg™). Debe destacarse que el 22% de las muestras de
queso (14/64) superaron el nivel maximo permitido de AFM; en leche establecido por la
NOM-184-SSA-1994 (0.5 pg kg™). El porcentaje de muestras que presentaron niveles

de AFM, superiores a los permitidos por la regulacion fue en el asadero de 13.6%,

fresco 25% y adobera 27.3%.
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Tabla 4. Niveles de AFM; detectados en quesos artesanales elaborados en la region de

Los Altos, Jalisco.

TIPO DE QUESO ( ug kg™

FRESCO ADOBERA ASADERO
Promedio 0.283 0.313 0.246
Desviacién Estandar 0.255 0.289 (.245
Minimo 0.0 0.0 0.0
Maéximo (.965 1.025 0.935

Un gran nimero de investigaciones y programas de monitoreo han sido desarrolladas en
diferentes paises para obtener un patron general de la contaminacién por AFM; en los
alimentos (Aycicek et al.,, 2002; Galvano et al., 1996; Rostogi ef al, 2004) y de esta
manera poder establecer medidas preventivas que reduzcan el riesgo a la salud. Es
importante mencionar que el nivel establecido por la regulacion Mexicana fue descrito
para la leche y no se especifica otro valor para los productos lacteos como quesos,

yogurt 0 crema, lo cual requiere ser analizado y modificado como ha sido en otros

paises.

La contaminacion de aflatoxinas en quesos puede ser debido a dos posibles causas: la
transferencia de AFM,; a la leche cuando los animales consumieron alimento
contaminado (van Egmond, 1989) y por la presencia de esta toxina en la leche en polvo

usada para enriquecer la leche utilizada en la elaboracion del queso (Blanco ef al., 1998).

Los resultados observados en el presente estudio respecto a la contaminacién con AFM;
en quesos, son comparables con los encontrados en Turquia por varios investigadores.
Aycicek ef al. (2005) encuentran 89.8 % de muestras positivas a AFM; en queso crema
(44/49); 91.49% en quesos blancos tipo salmuera (86/94) y 88.68% en queso kashar
(47/53). De los productos lacteos evaluados el 8.52% presentaron niveles mayores que el
limite méaximo permitido por el Codex Alimentario de Turquia (250 ng kg™), mientras

que en otro estudio realizado en Turquia por Yapar et al. (2008) el analisis en diferentes
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tipos de quesos frescos y madurados mostraron el 71.42% (75/105) de muestras
contaminadas con AFM,;, excediendo el limite maximo permitido el 38.08%.
Posteriormente Ardic et al. (2009} encontraron 82.4% de muestras positivas a AFM; en
queso tipo salmuera recolectadas en Erzurum, provincia de Turquia, con niveles de 52 a
860 pg ke, 26.4% de las muestras excedieron el limite permitido. Todos los estudios

realizados en Turquia fueron desarrollados mediante la técnica de ELISA.

El estudio realizado al Norte de Africa por Elgerbi et al. (2004) permitié evaluar 49
muestras de leche y 20 muestras de queso fresco en una region de Libia, mediante la
técnica de cromatografia de liquidos de alta precision (HPLC). Se observé 71.4% de
muestras de leche positivas a AFM; con niveles de 0.03 a 3.13 ng ml! (= ug LY,

mientras que el 75% de los quesos mostraron niveles de 0.11 a2 0.52 ng g™

Por otra parte, los estudios realizados en Italia por Pietri et al. (1997) demostraron la
contaminacién de AFM; en quesos Grana Padano procesados de 1991 a 1994, las
muestras de queso madurado (4-36 meses) presentaron contaminacion con AFM, en el
08.2% (219/223) de las muestras analizadas, 91% presentaron niveles de 5 a 100 ng kg,
y solo una muestra excedio el limite permitido. Las determinaciones analiticas fueron
realizadas mediante HPLC. En ofro estudio al Sur de Italia se evaluaron 265 quesos a
partir de leche de vaca, bifalo, borrego y cabra, incluyendo quesos frescos y madurados
a medio y largo término. AFM; se encontrd en el 16.6 % de las muestras, destacando el
mayor niimero de muestras positivas en los quesos madurados, especialmente elaborados

a partir de leche de cabra y borrego mientras que los quesos de leche de bufalo fueron

negativos (Montagna et al., 2008).

En Europa el nivel maximo permitido de AFM; en leche y productos lacteos
actualmente es regulado por la REG 1881/2006 (European Comision Regulation 2006),
de acuerdo con esta norma el producto que va ser analizado es la leche la cual no debe
presentar niveles de AFM que excedan 0.05 pg kg™, mientras que los productos lcteos
deberan ser procesados utilizando leche que cumpla dicho limite. No ha sido posible
establecer los niveles permisibles para los productos lacteos como los quesos debido a la
dificultad de identificar el factor de conversion estandarizado para productos derivados
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de la leche. Existen pocos datos disponibles de literatura nacional e internacional
relacionados con factores de la concentracion en los diferentes productos lacteos y esos

datos son pobremente aplicables a los procesos de manufactura nacional de quesos
(Oruc et al., 2006).

En Italia después del brote reportado de la contaminacion por AFB) en el maiz ocurrida
en 2003 y la consecuente presentacion de AFM; en la leche, el Ministerio de Salud
establecié como méximo permisible el valor de 0.45pg kg™ para quesos duros y
madurados (Giorni et al., 2007). Este nivel aunque fue considerado de manera temporal
para enfrentar la crisis atin no ha sido modificado, sin embargo, es mucho mayor que el
adoptado por Suiza, Iran y Turquia (0.25 pg kg™ y en Holanda (0.20 pg kg™) (Creppi,
2002). Hasta ¢l momento no se tiene una norma comin aplicable en todos los paises

miembros de la Comunidad Europea.

Ademas los métodos analiticos para ser utilizados en investigaciones sobre AFM; en
quesos establecidos por las leyes italianas consideran a la técnica de ELISA para ser
utilizada como prueba tamiz y HPLC para confirmacion. Si bien debe mencionarse que
numerosos autores han considerado a la técnica de ELISA como una prueba valida para
investigar aflatoxinas (Stroka ef al., 2002; Tihrumala-Devi ef al., 2002; Sarimehmetoglu
et al., 2004; Magliulo et al., 2005, Anfossi et al., 2008; Tekinsen et al., 2008).

En Teran provincia de Irdn, Kamkar (2006) analiz6 80 muestras de queso para detectar
AFM; mediante cromatografia de capa fina, Se encontrd el 82.5 % de muestras positivas
a la contaminacién con AFM,, el nivel mayor se observo en el mes de febrero con 0.52
pg kg, Del total de las muestras 60.6% excedieron el maximo aceptable en paises
como Turquia. En otro estudio realizado posteriormente por Kamkar et al. (2008) se
determind mediante HPLC la distribucion de AFM, durante la elaboracion del queso
procesado por el método tradicional Irani, encontrando su recuperaciéon a partir del
suero, cuajo y queso en una proporcion de 3.12 y 3.65 veces mayor en el cuajo y queso
que la encontrada en el suero, lo cual demuestra la afinidad de la AFM; a la accién

proteica de la leche (Lopez ef al., 2001).
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No existen evidencias claras del efecto de los procesos que involucran enfriamiento,
calor o deshidratacion sobre el contenido de AFM; en la leche. Esta micotoxina no es
degradada cuando la leche contaminada es utilizada para elaborar quesos, crema y
mantequilla, pero se ha observado que se distribuye en los productos de diferente
manera. El queso retiene a la AFM, en una proporcién del 40-60%; la crema 10% y la
mantequilla 2% (van Egmond, 1994).

Ademas la variabilidad de la distribucién de la AFM, ha sido asociada al tipo de queso,
al proceso utilizado en su elaboracion, al tipo y grado de contaminacion de la leche con
AFM, y al método analitico utilizado para su determinacién (Blanco et al., 1988).
Algunos autores han reportado que la concentracion de AFM; en quesos Cheddar
(Applebaum y Marth, 1992), Brick y Limburger (Brackett et al., 1982), Camembert y
Tilsit (Kiermeir y Buchner, 1977) incrementaron su concentracion en las etapas
tempranas de la maduracidén y disminuyeron posteriormente, mientras que el queso

Gouda (van Egmond ef al., 1977) o Mozzarella (Brackett y Marth, 1982) no mostraron

cambios apreciables.

El queso blanco salmuera es ampliamente consumido en Turquia, y es elaborado tanto
en instalaciones modernas a partir de leche calentada con indculo de bacterias como
Lactococcus casei ssp. lactis y L. casei o bien en pequefias industrias artesanales
utilizando técnicas tradicionales que incluyen procesos de fermentacién con bacterias
indigenas. Estos métodos son comparables a los empleados para la elaboracion del queso
fresco y adobera en México. Si bien el queso asadero es de tipo fresco es importante
lograr la plastificacion para su posterior hilacién mediante el calentamiento del cuajo
previamente acidificado en un poco de suero a fuego directo. Ninguno de los quesos

estudiados requiere de maduracion para su venta.

La composicién bromatologica de los quesos frescos puede variar por multiples factores
como el grado de descremado de la leche, la acidez original y la maduracién de ésta, la
variacidn estacional de sus componentes (caseina y grasa), entre otros. El queso fresco
se caracteriza por el alto contenido de humedad (aprox. 50%); pH de 5.1 a 5.3; acidez de

32-35°D; proteina 25-27%; grasa 17-22%; minerales 3.5-3.7% (Villegas, 2003).
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En este estudio no se encontré diferencia significativa en los niveles promedio de AFM;
detectados en los tres quesos estudiados, lo cual posiblemente es atribuido al

procesamiento similar de su elaboracion.

Oruc et al., (2006) evaluaron Ja distribucion y estabilidad de la AFM; durante el
procesamiento y maduracién del queso fresco salmuera elaborado en Turquia de acuerdo
al método tradicional. La leche fue contaminada artificialmente a tres concentraciones
(50, 250 y 750 ng L") y madurado por tres meses. Todas las determinaciones analiticas
fueron desarrolladas por HPLC con deteccion de fluorescencia y limpieza con columna
de inmunoafinidad. Durante la sinéresis (salida del suero) del queso una proporcion alta
de AFM, permanecid en el cuajo y para los niveles evaluados la proporcién fue de 3.6,
3.8 y 4 veces mayor que el nivel presente en la leche. Después de la maduracion la
distribucion de la AFM, indicod que cerca del 50% permanecié en el queso y solo 2-4%
de dicha toxina fue transferida a la solucién de salmuera. Durante el periodo de
almacenamiento los niveles de AFM, permanecieron constantes sugiriendo que la toxina

es estable durante la manufactura y maduracion.

El efecto de los procesos a los que se somete la leche sobre los niveles de AFM,; fue
también reportado por Yousef y Marth (1989) y JECFA (2001). En los procesos que no
separan los componentes de la leche que incluyen calor como la pasteurizacion y
esterilizacién, asi como el almacenamiento de la leche y otros productos lacteos a
temperaturas bajas y por congelacién durante pocos meses no afecta el contenido de
AFM,. Ademas la manufactura de productos lacteos fermentados como kefir y yogurt no

ocasionan disminucién significativa de AFM;.

Respecto a los procesos que separan los componentes de la leche se ha descrito que la
leche evaporada, concentrada o en polvo, resultantes de una remocion parcial o completa
del agua con o sin calor tienden a concentrar los solidos de la leche y contaminantes
como la AFM,, esto puede hacer la toxina mds susceptible al Oy, luz y otros factores
desestabilizantes. Algunos estudios han reportado grandes pérdidas de AFM;, mientras
que otros la concentracion de la leche no afectd el contenido de dicha toxina. La AFM,

es principalmente soluble en la fase acuosa de la leche o es adsorbida a particulas de
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caseina, si bien algunos estudios muestran que una pequefia cantidad de AFM; de la
leche es transferida a la crema y menor proporeion a la mantequilla. Puesto que la AFM;
se asocia predominantemente con la caseina se observa mayor concentracidn en el cuajo
que en el suero durante la elaboracion de quesos, esta asociacidén puede ser expresada
como un factor de enriquecimiento (FE). Los estudios mostraron que la concentracion de
AFM]| es de 3 veces mayor en quesos frescos y de cinco veces en quesos duros respecto
a la concentracion en la leche. Algunos estudios demostraron que la maduracion del
queso y la protedlisis de la caseina incrementan la recuperacion de AFM, a partir de

leche contaminada naturalmente (Prandini ef al., 2008).

Durante las estaciones de frio se ha observado mayor incidencia de la contaminacion de
la leche con AFM, debido a que en invierno las vacas se alimentan con un mayor
numero de ingredientes que exceden los niveles de AFB; (Ldpez et al, 2003). También
la contaminacién promedioc de AFM; en otofio - fue reportada con niveles
significativamente mayores que la observada en primavera y verano (Kamkar, 2005;
Lopez et al., 2003). Se ha documentado ampliamente que la contaminacion del alimento
con AFB, varia de acuerdo al 4rea geografica, humedad, condiciones climaticas y
temperatura (Sassahara et al., 2005). Bakirsi (2001) también encontrd que los miveles de
AFM, difieren segin las estaciones del afio, asi como en los productos ldcteos. Ademas
de observar que el proceso de pasteurizacion no afecta drasticamente la concentracion de

AFM, del_)ido a su estabilidad al calor.

Yousef y Marth (1989) reportaron que la concentracién de AFM,; en quesos se
incrementé debido a su afinidad a la fraccidn caseina en la leche y también debido a la
solubilidad de la toxina en el agua. Bajos niveles de AFM se encontraron en la crema y
en la mantequilla menores a los presentes en la leche del tanque enfriador, mientras que
la concentracion en el queso fresco fue de 2.5 a 3.3 veces mayor y en queso duro de 3.9

a 5.8 veces mayor que la leche de la cual fueron procesadas.
Por otra parte, se han realizado investigaciones sobre 1a presencia de levaduras, hongos y

AFM en leche cruda y queso en Slovenia (Torkar y Vengust, 2008). Los resultados del

estudio mostraron la presencia de levaduras en el 95% de las muestras de leche con una
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concentracion promedio de 1.7 logie Unidades formadoras de colonias (UFC) ml”,
mientras que el crecimiento de hongos se observd en el 63.3 % de las muestras de leche,
la concentracion fue de 0.6 log;o UFC ml’, los géneros aislados fueron Geotrichum
(51.5%), Aspergilius (33.8%), Mucor (5.9%), Fusarium (2.9%), y Penicillium (2.9%).
Respecto a los quesos analizados fueron aislados tanto levaduras como hongos en el
60% de las muestras, la concentracién promedio fue de 2.5 y 2.1 log;o UFC g’
respectivamente. Los géneros aislados con mayor frecuencia fueron Geotrichum
(91.9%), Moniliella (5.4%), y Aspergillus (2.7%). Los niveles de contaminacién de

AFM, fueron mayores de 50 ng kg™ en el 10% de las muestras de queso.

El crecimiento de levaduras y hongos en algunos tipos de quesos pueden ocasionar
problemas de tipo econdmico y sensorial. Si bien estos microorganismos presentes en
leche cruda no sobreviven a la pasteurizacion, su presencia en leche pasteurizada y otros
productos lacteos es causada por la contaminacioén durante la manufactura (Jodral et al,.
1993).

La contaminacién de productos lacteos particularmente quesos es causada por levaduras
y hongos presentes en el ambiente de las fiabricas, tanto en paredes y estantes del cuarto
de maduracion, en el aire, equipos, agua, leche, salmuera, etc. (Chapman y Sharpe
1990). Las levaduras por si mismas comunmente no causan defectos en los productos
lacteos a menos que fermenten la lactosa, sin embargo algunas cepas especificas juegan
un papel importante en-la maduracion y en la formacion de aroma de algunas variedades
de queso. Ademés la muerte de las levaduras libera vitaminas y aminodcidos lo cual
estimula a las bacterias y provee precursores de sabor, asi como otros metabolitos (ejem
acidos grasos de cadena corta) que poseen efectos tOxicos contra organismos

indeseables en el tracto intestinal (Jacobsen y Narvius 1996).

Aunque los hongos tienen poca importancia en la leche cruda, son significativos en la
leche pasteurizada particularmente cuando es utilizada para la elaboracion de quesos y
otros productos lacteos. La presencia de algunos hongos ambientales es indeseable ya
que ellos pueden influir en las caracteristicas organolepticas de los quesos, producir

micotoxinas y tepresentar un riesgo a la salud (Jodral et al,. 1993)
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Actualmente el consumo diario tolerable para AFM,; fue caleulado en 0.2 ng/kg/p.v.
(Kuiper-Goodman, 1990) y esta toxina ha sido clasificada por la Agencia Internacional
de Investigaciones contra el Cancer como toxina clase 1, carcinogeno en humanos
(IARC, 2002). En la medicién del riesgo de cancer, la poblacion infantil son
considerados los de mayor riesgo de exposicion debido a que la leche es el principal
componente de su dieta, por lo tanto la presencia de AFM; en leche y productos lacteos

es indeseable (Galvano et al., 1996; IARC 2002).

La presencia de AFM, tiene que ser considerada un riesgo y nunca debe ser subestimado
debido a las imprevisibles condiciones ambientales y climaticas, asi como por la
incapacidad de ciertos sistemas de produccion agricola (caracterizados por pobres
condiciones econdmicas y/o escaso conocimiento) para encarar y manejar la prevencion

y/0 contaminacion de micotoxinas.
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1.

1X. CONCLUSIONES

Se encontrd contaminacion por aflatoxinas totales en el 92.5% de las muestras de
alimento para ganado bovino productor de leche (rango 4.95 — 24.90 pg L™,
presentdndose en el 7.5% de las muestras niveles que excedieron al maximo

permitido por la Norma Oficial Mexicana NOM-188-SSA1-2002.

Se detectd contaminacion con aflatoxina M; en el tanque enfriador del 80% de los
establos analizados (rango 0.006 — 0.065 pg L), Los niveles de AFM, en leche se

encontraron por debajo del nivel especificado por la regulacion en México (NOM-
184-SAA1-2002).

Se observd contaminacion con AFM; en el 89%% de los quesos artesanales
elaborados en la region de los Altos, Jalisco. Los niveles promedio detectados en el -
queso fresco, adobera y asadero fueron de 0.283 pg kg, 0.313 Hg kg! y 0.246 ng

kg respectivamente. Del total de muestras analizadas el 22% superaron el nivel

permitido por la Norma Oficial Mexicana.
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ANEXO 1,
Prueba Normalidad:

Prueba Varianza iguales:

ANOVA Aflatoxinas Totales (AFT)

Aceptado (P = 0.268)

Aceptado (P = 0.074)

Nombre del grupo N  Perdidos Promedio Std Dev
Acatic 5 0 10.148 2.879
Zapotlanejo 5 0 10.846 4.296
Ocotlan 5 0 7.569 0.679
Tototlan 5 0 5.999 1.000
Valle de Guadalupe 5 0 12.894 5.526
Tepatitlan 5 0 22.043 2.839
Jalostotitlan 3 0 6.897 2.646
San Juan 4 0 8.229 4.040
Fuente de variacion DF SS MS F
Between Groups 7 895.576¢  127.939
Residual 29 330.168 11.385
Total 36 1225.744

Se encontro diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos (P = <0.001).

SEM
1.288
1.921

0.304
0.447
2471

1.270
1.528
2.020

P

11.237 <0.001

Procedimiento de comparacion todos entre todos {Método Holm-Sidak):

Comparacion

Tepatitldn vs. Tototlan
Tepatitlan vs. Ocotlan
Tepatitlan vs. Jalostotitlan
Tepatitlan vs. San Juan
Tepatitlan vs. Acatic
Tepatitlan vs. Zapotlanejo
Tepatitlan vs, Valle de Gua
Valle de Gua vs. Tototlan
Valle de Guadalupe vs. Ocotldn
Valle de Gua vs. Jalostotitla
Zapotlanejo vs. Tototldn
Valle de Gua vs. San Juan
Acatic vs. Tototlan
Zapotlanejo vs. Jalostotitlan
Zapotlanejo vs. Ocotlan
Acatic vs. Jalostotitlan

Valte de Guadalupe vs. Acatic
Acatic vs. Ocotlan
Zapotlanejo vs. San Juan
San Juan vs. Tototlan

Valle de Gua vs. Zapotlanejo
Acatic vs. San Juan

Ocotlan vs. Tototlan

San Juan vs. Jalostotitlan
Jalostotitldn vs. Tototlan
Zapotlanejo vs. Acatic

San Juan vs. Ocotlan
Ccotlan vs. Jalostotitlan

Diff del Promedio t

16.044
14.473
15.146
13.814
11.895
11.196
9.149
6.895
5.324
5.997
4,348
4.665
4.149
3.950
3.277
3.251
2.746
2.579
2618
2.230
2.047
1.919
1.571
1.332
0.898
0.698
0.659
0.673

7.518
6.782
6.147
6.103
5.574
5.247
4.287
3.231
2.495
2434
2272
2.061
1.944
1.603
1.536
1.320
1.287
1.208
1.157
(0.985
0.959
0.848
0.736
05147
0.364
0.327
1.291
0.273

P No ajustado
0.0000000275
0.000000191
0.00000107
0.00000120
0.00000516
0.0000128
0.000183
0.00307
0.0185
0.0213
0.0307
0.0484
0.0616
0.120
0.135
0.197
0.208
0.237
0.257
0.333
0.345
0.403
0.468
0.609
0.718
0.746
0.773
0.787

Nivel Critico
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.002
0.002
0.003
0.003
0.005
0.010
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Comparacion

Tepatitlan vs. Tototlan
Tepatitlan vs. Ocotlan
Tepatitian vs. Jalostotitlan
Tepatitlan vs, San Juan
Tepatitlan vs. Acatic
Tepatitlan vs. Zapotlanejo
Tepatitlan vs. Valle de Gua
Valle de Gua vs. Tototldn
Vaile de Guadalupe vs. Ocotlan
Valle de Gua vs. Jalostotitla
Zapotlanejo vs. Tototlan
Valle de Gua vs. San Juan
Acatic vs. Tototlan
Zapotlanejo vs. Jalostotitlan
Zapotlanejo vs. Ocotldn
Acatic vs. Jalostotitlan

Valle de Guadalupe vs. Acatic
Acatic vs. Ocotlan
Zapotlanejo vs. San Juan
San Juan vs. Tototlan

Valle de Gua vs. Zapotlanejo
Acatic vs. San Juan

Ocotlan vs. Tototlan

San Juan vs. Jalostotitlan
Jalostotitldn vs. Tototlan
Zapotlanejo vs. Acatic

San Juan vs. Ocotlan
Ocotlan vs, Jalostotitlan

Significante
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes

No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
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ANEXO 2. ANOVA Aflatoxina M; (AFM))

Prueba Normalidad:

Prueba Varianza iguales:

Aceptado (P = 0.056)

Aceptado (P = 0.655)

Nombre del grupo N  Perdidos Promedio Sid Dev SEM
Acatic 5 0 34.600 19.743 8.829
Zapotlanejo 5 0 27.400 13.921 6.226
Ocotlan 3 0 16.164 12.552 7.247
Tototldn 3 0 10.169 2.069 1.195
Valle de Guadalupe 5 0 13.932 8.558 3.827
Tepatitlan 2 0 7.687 2.494 1.764
Jalostotitlan 5 0 30.241 16.777 7.503
San Juan 4 0 30.870 20.644 10.322
Fuente de variacion DF S8 MS F P
Entre grupos 7 2788.572  398.367 1.783 0.137
Residual 24 5361.587  223.399

Total 31 8150.159

No se encontr6 diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos (P = 0.137).
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