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RESUMEN

Aflatoxina M1 (AFM1) es una micotoxina carcindgena y hepatotoxica, mientras que
Zearalenona (ZEA) es un disruptor enddcrino por su capacidad de adoptar una configuracion
similar al 17-beta-estradiol. EI objetivo de la investigacion fue determinar la presencia de
estas micotoxinas, y sus factores de riesgo, en leche cruda del centro-norte de Ecuador. Se
recolectaron 209 muestras durante la época seca (junio y agosto) y lluviosa (abril y
noviembre) de 2019. Las concentraciones de AFM: se midieron con ensayos
inmunocromatogréaficos de flujo lateral, mientras que ZEA por ELISA. El 100 por ciento de
las muestras contenian AFMz, con una media de 0.0774 pg/kg (0.023 - 0.751 ug/kg),
excediendo el limite regulatorio europeo (0.05 ug/kg) en el 59.3 por ciento (124/209) de las
muestras, mientras que el 1.9 por ciento (4/209) excedio el limite legal ecuatoriano (0.5
ug/kg). ZEA se encontro en el 99.5 por ciento de las muestras (208/209), con una media de
1.5 pg/kg (0 — 10.2 pg/kg), en niveles muy por debajo de los limites maximos permitidos
por la legislacion internacional (30 a 1000 pg/kg). Se usaron pruebas no paramétricas, donde
los resultados de ZEA no variaron significativamente (p>0.05) por cantones, provincias,
clima, region climaética, tipos de productores, sistemas de produccion. Para AFMz, existieron
diferencias significativas (p<0.05) entre provincias (mayor Manabi), meses de estudio
(junio), época climatica (época seca) y regién climatica (region costera). Para determinar
factores de riesgo en relacion a la aparicion de AFM: en leche, se utilizo un ajuste de modelo
lineal por minimos cuadrados ponderados, encontrandose que el consumo de leguminosas,
uso de ensilaje, sistema de produccion intensivo y los grandes productores presentaron
niveles mas altos de AFM:. Si bien la contaminacion por ZEA y AFM: en la leche cruda no
rebasa los limites permitidos por la legislacion ecuatoriana, pero debido a su presencia, es

necesario desarrollar un programa de vigilancia continua de estas micotoxinas.

Palabras clave: AFM1, ZEA, leche cruda, Ecuador.



ABSTRACT

Aflatoxin M1 (AFMz) is a carcinogen and hepatoxic mycotoxin, whereas Zearalenone (ZEA)
is an endocrine disruptor due to its capacity to adopt a similar configuration to 17-beta-
estradiol. The objective of the research was to determine the presence of these mycotoxins,
and their risk factors, in raw milk in North-center Ecuador. 209 samples were collected
during the dry season (June and August) and rainy season (April and November) in 2019.
The concentrations of AFM1 were measured through immunochromatographic lateral flow
assays, while ZEA through ELISA. 100 percent of the samples contained AFM1, with a
median of 0.0774 ug/kg (0.023 — 0.751 pg/kg), exceeding the European regulatory limit
(0.05 pg/kg) in 59.3 percent (124/209) of the samples. While 1.9 percent (4/209) exceeded
the Ecuadorian legal limit (0.5 pg/kg). ZEA was found in 99.5 percent of the samples
(208/209), with a median of 1.5 pg/kg (0 — 10.2 pg/kg), in levels far below the maximum
limits allowed by international legislation (30 to 1000 pg/kg). Non-parametric tests were
used, where the results of ZEA did not vary significantly (p>0.05) by cantons, provinces,
climate, climatic region, types of producers, production systems. For AFMz, there were
significant differences (p<0.05) within provinces (highest in Manabi), months of study
(June), climatic season (dry season) and climatic region (coastal region). In order to
determine risk factors regarding the appearance of AFM1 in milk, an adjustment was made
through the weighted least squares model, it was found that the consumption of legumes, use
of ensilage, intensive production system and the major producers presented higher levels of
AFMz1. Although the contamination by ZEA and AFM: in raw milk does not exceed the
limits allowed by Ecuadorian legislation, but due to their presence, a continuous vigilance

program for these mycotoxins should be developed.

Keywords: AFM1, ZEA, raw milk, Ecuador.



1. INTRODUCCION

La leche constituye un medio de cultivo perfecto para favorecer el crecimiento de
microorganismos, por lo que la misma y sus derivados pueden provocar enfermedades
en los consumidores, especialmente por contaminacion con patégenos o0 sus toxinas
(FAO 2016). Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS) constituyen un
problema recurrente alrededor del planeta y una causa importante de morbilidad e incluso
mortalidad; se conoce que al menos 250 son consideradas como ETAs, dentro de las

cuales se encuentran las micotoxicosis (Palomino-Camargo y Gonzéalez -Mufioz 2014).

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de los hongos filamentosos, los cuales se
forman al final de la fase exponencial o al principio de la estacionaria en el crecimiento
del moho; son componentes naturales y practicamente inevitables que entran facilmente
a la cadena alimentaria, directamente a partir de componentes vegetales de alimentos
contaminados con micotoxinas, o indirectamente por crecimiento de hongos toxigénicos
en los alimentos. Estas micotoxinas pueden causar micotoxicosis tanto en humanos como
en animales, por lo que pueden estar presentes en productos alimenticios de origen
animal como carne, leche, huevos, etc. (Alshannaq y Yu 2017, Barbera et al. 2017,
Soriano del Castillo 2007). Tienen la caracteristica de poseer una alta estabilidad durante
todas las etapas de produccion, incluido el proceso de pasteurizacion de la leche
(Udomkun et al. 2017). La micotoxina y micotoxicosis méas conocida es la producida por
el género Claviceps del centeno, causante del ergotismo (Soriano 2007); sin embargo,
los principales productores de micotoxinas son los miembros de tres géneros fungosos:
Aspergillus, Fusarium y Penicillium. Se han identificado més de 300 micotoxinas, de las
cuales seis se encuentran frecuentemente en alimentos: Aflatoxinas (AF), Tricotecenos
(TRI), Zearalenona (ZEA), Fumonisinas (FUM), Ocratoxinas (OTA) y Patulina (PAT).
Estas son las causantes de varios problemas de seguridad alimentaria en todo el mundo,

siendo las AF las mas tdxicas (Serrano y Cardona 2015, Udomkun et al. 2017).



Se ha seleccionado a Aflatoxina M1 y Zearalenona, debido a su alta ocurrencia en
Sudamérica, en donde la Fumonisina esta en un 77 por ciento, Zearalenona 38 por ciento,
Aflatoxina 20 por ciento, Deoxynivalenol 16 por ciento y Ochratoxin A 10 por ciento.
Siendo mayor la presencia de Fumonisinas; sin embargo, no existen estudios en leche de
esta micotoxina debido a que en bovinos su absorcion es baja, normalmente solo llega a
sangre el 5 por ciento de la dosis ingerida inicialmente; y de esta pequefia fraccion
absorbida, la misma es rapidamente distribuida y eliminada a través de la orina y heces;
solamente, un pequefiisimo porcentaje (1.4 por ciento de la dosis), que entra en el ciclo
de circulacion enterohepatica, se queda en el organismo. Igualmente, se considera que el
bovino es bastante resistente a esta micotoxina, y en humanos la informacién acerca del

efecto de la fumonisina es escasa (Schatzmayr y Streit 2013).

Las Aflatoxinas (AF), producidas por el género Aspergillus, son las de mayor
preocupacion a nivel mundial, pues AFB:1 es la més toxica, la cual después de ser ingerida
y debido su alta solubilidad en grasas, es facilmente absorbida a nivel gastrointestinal,
llegando al higado donde es convertida en Aflatoxina M1 (AFMz) (Grim 2017, Rosim et
al. 2018); puede llegar a la leche, por tanto, también a los derivados y productos lacteos
(Akhtar et al. 2017, Assaf et al. 2019). La Zearalenona (ZEA) es una micotoxina lactona
procedente del hongo Fusarium, siendo el F. roseum graminearum el que produce ZEA
en mayor concentracion; afecta a varios tipos de alimentos a nivel mundial, como trigo,
maiz, cebada, sorgo, ajonjoli, heno, ensilaje y pienso animal (Gimeno y Martins 2011,
Duarte-Vogel y Villamil-Jiménez 2006). En Ecuador existen escasos estudios de la
presencia de AFM: y nulos de ZEA; tampoco se ha identificado dicha presencia en las
distintas regiones del pais, por lo que fue importante levantar esta informacion para
garantizar la calidad de la leche producida, la calidad e inocuidad de los alimentos

fabricados y los ingresos economicos de los productores.

Por lo tanto, el objetivo general de la presente investigacion fue establecer los niveles de
contaminacion de AFM1y ZEA en la produccion lechera de Ecuador; teniendo
como objetivos especificos: 1) cuantificar la contaminacién en pequefios, medianos y
grandes productores de dos regiones diferentes de Ecuador (interandina y costera) y en
distinta época climatica (seca y lluviosa), y 2) determinar los posibles factores que

podrian asociarse a la presencia de estas micotoxinas en la leche cruda.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1 PRODUCCION DE LECHE EN ECUADOR

Segun la Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario (AGROCALIDAD), en el
afio 2020, en el Ecuador continental, se contabilizaron un total de 4 520 693 cabezas de
ganado bovino, encontrandose 8.46 por ciento de toros, 36.73 por ciento de vacas, 9.43 por
ciento de toretes, 10.20 por ciento de vaconas, 15.43 por ciento terneros y 19.75 por ciento
de terneras (AGROCALIDAD 2020). La produccion lactea en Ecuador, en el 2020, alcanz6
los 6.15 millones de litros, de los cuales el 76.46 por ciento fue vendida en liquido, 12.40
por ciento procesada en los terrenos (produccion artesanal de subproductos), 8.52 por ciento
destinada al consumo en los terrenos, 2.40 por ciento para alimentacion en balde y el 0.23
por ciento destinada a otros fines (INEC- ESPAC 2021). Aproximadamente el 75 por ciento
de la leche ecuatoriana se comercializa y consume sin ningun tipo de tratamiento térmico y
tan solo el 25 por ciento se industrializa (AGSO 2016).

La provincia interandina de Pichincha, cuya capital es Quito, histéricamente ha sido la mayor
productora de leche de Ecuador, constituyendo actualmente el 13.49 por ciento de la
produccién total (INEC- ESPAC 2021); tiene zonas de altura y zonas subtropicales, donde
sus ocho cantones son productores de leche (CIL 2015). La segunda provincia con mayor
produccién es Manabi (INEC 2020), ubicada en la region costera o litoral, y que representa
poco mas del 12 por ciento de la leche ecuatoriana (INEC 2018); cuenta con el mayor nimero
de bovinos (méas de un millén de animales), de los cuales el 30 por ciento producen leche,
con un aumento progresivo de dicha actividad; su zona norte y central son las méas
productivas, en donde destacan los cantones Chone, Cojimies, Pedernales y EI Carmen (CIL
2015). Finalmente, entre las dos provincias se encuentra Santo Domingo de los Ts&chilas
(region costa), cuya produccion de leche representa aproximadamente el 4 por ciento del
total nacional (INEC 2020).



La sierra o region interandina tiene un clima templado frio durante todo el afio, mientras que
en la region costera siempre hay un clima calido. No existen estaciones climaticas en
Ecuador, solo existen un periodo lluvioso, entre noviembre y mayo, y un periodo seco, entre
junio y septiembre (INAMHI 2006). La provincia de Pichincha tiene una temperatura entre
5-20 °C, 70-75 por ciento de humedad y se encuentra a una altitud entre 2500-3200 metros
sobre el nivel del mar. Manabi dispone de una temperatura ambiente que oscila entre 20-35
°C, con 82-90 por ciento de humedad relativa y esta entre 150-300 metros sobre el nivel del
mar. Santo Domingo de los Tsachilas tiene una temperatura entre 21-32 °C, con 80-90 por

ciento de humedad y esté ubicada a una altura entre 150-300 metros sobre el nivel del mar.

2.2 MICOTOXINAS

Las micotoxinas son metabolitos secundarios toxicos provenientes de los hongos
filamentosos, los cuales son organismos eucariotas multicelulares, carentes de clorofila y
formados por hifas. EI término micotoxina deriva de las palabras griegas mikes (hongo) y
toxina (veneno) y se caracterizan por tener bajo peso molecular, menor de 1000 Daltons,
siendo no esenciales para el crecimiento vegetativo en cultivo puro del hongo (al igual que
los antibidticos), formandose al final de la fase exponencial o al principio de la estacionaria,
aunque comunmente se indica que estan presentes en la esporulacion. Son toxinas ubicuas
que se encuentran en una amplia variedad de alimentos y piensos, pudiendo desarrollarse en
los alimentos en cualquier etapa de la cadena alimentaria, y cuya ingestion causa desde
toxicidad aguda a trastornos de salud a largo plazo o cronicos (IFST 2015, Alshannaqy Yu
2017, Soriano del Castillo 2007).

Comunmente tienen mayor presencia en regiones o paises con climas de alta temperatura 'y
humedad o donde hay malas cosechas y malas condiciones de almacenamiento, pues dichas
condiciones favorecen el desarrollo del hongo filamentoso, y consecuentemente sus
micotoxinas (IFST 2015). Con respecto a la época climética, existen datos que muestran una
tendencia estacional en los niveles de micotoxinas en la leche, siendo estos mayores en los
meses frios (en paises de 4 estaciones) probablemente debido al almacenamiento prolongado

requerido para los alimentos que seran ofrecidos al ganado (Becker-Algeri et al. 2016).



En el caso de la exposicion y riesgo a la salud publica, una de las principales causas es la
alimentacion de los animales, debido a que, a través de la misma, puede llegar al humano ya
sea mediante la carne, leche o huevos procedentes de los mismos. Se da principalmente
cuando la comida de éstos animales pudo haber sido contaminada directamente con un hongo
toxigénico, con la posterior formacion de micotoxinas; también se puede contaminar
indirectamente cuando un ingrediente de un proceso se ha contaminado previamente con
hongos toxigénicos y, aunque el hongo puede eliminarse o destruirse durante el

procesamiento, sus toxinas no (IFST 2015).

De acuerdo a la Norma Técnica Ecuatoriana (NTE) INEN 9 (INEN 2012), la cantidad
méaxima permitida de AFMz1 en leche cruda en Ecuador es de 0.5 pg/kg; dicha Norma no
menciona la cantidad maxima permitida de ZEA, pero menciona que la leche cruda no debe
tener residuos de sustancias toxicas en cantidades superiores al maximo permitido por el
Codex Alimentarius. La Union Europea indica que el limite maximo para AFM1 es de 0.05
Hg/kg en leche fluida cruda (European 2010). Para ZEA, diferentes regulaciones a nivel
mundial han establecido limites entre 30 y 1000 en los alimentos (Codex-Alimentarius
1999, European-Commission 2006, EFSA 2011, 2016, FAO 2004).

2.2.1 Aflatoxina B1 (AFB1)

Las AF son producidas principalmente por ciertas cepas de Aspergillus flavus y A.
parasiticus, los cuales pueden contaminar diversos cultivos agricolas (Udomkun et al. 2017).
Se ha determinado hasta el momento un total de 18 AF, de las cuales la AFB1 es la mas
toxica, siendo mutagénica, teratogénica, hepatotoxica, inclusive produciendo problemas
renales e inmunocupresores al inducir un complejo proceso autofagico en los macréfagos
(células THP-1y células RAW264.7), pudiendo inclusive llegar a ser carcin6gena (Becker-
Algeri et al. 2016, Gimeno y Martins 2011, An et al. 2017).

En el caso de la vaca lechera, luego de la ingestién de alimento contaminado con AFB1, esta
micotoxina se metaboliza parcialmente en el rumen y luego en el higado, transformandose
principalmente en el metabolito hidroxilado llamado AFMz, el cual se elimina a través de
los liquidos corporales como orina, bilis y, si se encuentra en lactacion, por la leche (Cook
etal. 1986, Kuilman et al. 2000, 1998) entre las 12-24 horas después de la ingestion de AFB1



(Soriano del Castillo 2007, Battacone et al. 2009). Se ha observado incluso valores de
transferencia tan bajos como 0.09 por ciento (Rangel-Mufioz et al. 2020), siendo lo méas
comun que entre el 0.35 y el 6 por ciento de AFB:1 ingerida por el ganado vacuno se transfiere
a la leche como AFM1 (EFSA 2004, Fink-Gremmels 2008) , encontrandose por ejemplo en
México, una tasa de transferencia de entre el 0.71 a 0.78 por ciento (Hernandez-Valdivia et
al. 2021).

AFB:1 y AFM1 pueden causar un grave peligro para la salud publica, ya que pueden causar
problemas renales, hepaticos y cancer de higado, pulmon o colon (Li et al. 2019, Marchese
et al. 2018, Saha y Wu 2019). Se ha encontrado que el 43.9 por ciento del total anual de

casos de cancer de higado, en Bangladesh, se asociaron con AF ingerida (Sahay Wu 2019).

2.2.2 Aflatoxina M1 (AFMz1)

La AFMz1 es un hidroxi-metabolito producto de la bioconversion (Figura 1) de AFBz, al ser
metabolizada por la familia de enzimas del citocromo P450 microsomal (Akhtar et al. 2017,
Grim 2017); in vitro, en células epiteliales mamarias bovinas, la biotransformacion de AFB1
en AFM: se correlacion6d directamente con la concentracién de sustrato y el tiempo de
exposicion (Caruso et al. 2008 citado por Battacone et al. 2009).
on ‘.
K,

Aflatoxina M4

0 0 OCH;y

Aflatoxicol M4 o
§

e, N A

Aflatoxicol _ @
0 OCH;

Aflatoxina B

Figura 1: Bioconversion de AFB1 a AFM1.
Fuente: Pefia-Rodas et al.(2018)



Como se menciono, la AFM: es detectada en la leche entre 12 a 24 horas después del
consumo de AFB41, lo que confirma el hecho de que la AFB:1 se absorbe facilmente dentro
del tracto gastrointestinal y se transforma rapidamente. La concentracion de AFM1 aumenta
al tercer dia de la exposicion y luego alcanza una condicion de estado estacionario, el cual
esta positivamente relacionado con la ingesta de AFB1; asi mismo, a medida que termina la
ingesta de alimento contaminado, la concentracion de AFM: disminuye rapidamente y ya no
se detecta después de tres dias (Battacone et al. 2009). La AFM: es un carcin6geno humano
de clase 2B y es la Gnica micotoxina con limites maximos de residuos establecidos en la
leche cruda (Gao et al. 2016); se considera la presencia en la leche y productos lacteos
riesgosa para la salud humana, debido a que no se destruye durante el proceso de
pasteurizacion y calentamiento; pues, a su relativa estabilidad durante este proceso, al igual
que en el almacenamiento de leche y durante la preparacion de diversos productos lacteos;
esto ocasiona graves riesgos para la salud publica; por lo que, se vuelve indispensable el
control periddico de este producto de origen animal y sus derivados; asi mismo, necesario
que los alimentos para vacas lecheras se almacenen de tal manera que no se contaminen
(Branch et al. 2013, Celik et al. 2005).

Existen reportes indicando la presencia en todo el mundo de AFM: en leche; sin embargo,
sus niveles varian considerablemente en diferentes regiones, dependiendo del sistema de
produccién, clima y las especies lecheras (Guo et al. 2019). Estos problemas son mucho
mas graves en los paises de bajos ingresos, donde su presencia puede ser comdn e incluso
extrema, incluida la contaminacion de la leche materna y las férmulas infantiles (Awaisheh
et al. 2019, Warth et al. 2016). Por lo tanto, un estudio permanente de AFM: es necesario
para proteger la salud humana y el comercio (Nguyen et al. 2020) para desarrollar e
implementar regulaciones y sistemas de control respecto a la presencia de AFM1 en leche y
sus derivados, garantizando asi la calidad y seguridad de los alimentos (Becker-Algeri et al.
2016, Mulunda et al. 2013).

En Alexandria-Egipto, se mostraron valores de concentracion media de AFMz1 en el 40 por
ciento de las muestras de leche analizadas (0.0093 a 0.085 pg/kg), asi como en sus derivados
(Aiad y EI-Makarem 2013). En Turquia, de 85 muestras de leche pasteurizada, el 88.23 por
ciento estaban contaminadas con AFMz1, y el 64 por ciento superaban el limite permitido de
AFM: en la leche segun la legislacion Turca y el Codex Alimentarius (Celik et al. 2005).

En Jordania, de 175 muestras, la concentracion de AFM1 en el 66 por ciento de las muestras
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de leche cruda fue superior al limite de tolerancia méaximo aceptado por la Unién Europea
y 23 por ciento al de los Estados Unidos (Sharaf 2016). En el Estado de Jartum — Sudén, de
143 muestras de leche se encontré AFM: en el 100 por ciento de las muestras (Suliman y
Abdalla 2013). Asi mismo, en VVojvodina-Serbia, se encontrd6 AFMz1, con grandes diferencias
entre pequefios y grandes productores (Horvatovi¢ et al. 2016). En Brasil, se analizé un total
de 107 muestras de leche UHT comercializada en las ciudades de S&o Paulo y Mariliay se
detecto AFM: en el 73.8 por ciento de las muestras (Shundo et al. 2006). En Argentina, en
el 2012, se encontr6 AFM: con una media de 0.059 pg/kg en la leche (Signorini et al. 2012).

2.2.3 Zearalenona

La Zearalenona (ZEA) es una micotoxina &cido resorcil de lactona, producida
principalmente por Fusarium graminearum y F. culmorum, y en menor medida por F.
equiseti, F. gibbosum, F. oxysporum y F. moniliforme (Dé&nicke y Winkler 2015); éstos
hongos se encuentran como contaminantes naturales del maiz y subproductos, asi como en
la cebada, trigo, avena, sorgo, semilla de sésamo, heno y ensilados (Gimeno y Martins 2011).
Su maxima presencia se da en variaciones de temperatura entre 20 y 25 por ciento, y si la
actividad del agua es considerable, mayor seré la produccion de ZEA (Soriano del Castillo
2007), porque las lluvias pueden incrementar significativamente su concentracion en el
trigo, mientras que en ausencia de humedad, permanece en concentraciones muy bajas

incluso cuando esta severamente afectado por Fusarium (Kharbikar et al. 2015).

Luego de la ingesta oral de ZEA, es relativamente rapida su absorcion por parte de los
animales, aunque debido a una muy alta excrecion biliar, resulta dificultoso medir el grado
de absorcion (Krol et al. 2018). Se ha determinado dos vias principales de biotransformacion
(Figura 2), la primera se da reduciendo el grupo cetona del carbono 7, por un grupo hidroxilo,
obteniendo a-zearalenol (a-ZEA) (Gholamreza y Soghra 2014) que puede ser de 3 a 4 veces
mayor en toxicidad que el compuesto original (Becker-Algeri et al., 2016) y el p-zearalenol
(B-ZEA) que es inofensivo. La segunda via se basa en una reduccion en el doble enlace entre
el carbono 11 y 12, formando Zearalanona (ZAN) (Pleadin 2015). Estas vias permiten que
pueda secretarse en la leche de una vaca en lactacion y encontrarse en la misma (Zinedine et
al. 2007).



OH O CH,

P
|

S

A ~
HO' m R l
N \‘0
zearalenon
. liver .
T T / \
Al .
o™ I ~ "
LN ].m l L - g Q ) i |
a-zearalenol B-zes .mluml L (] L "“I g '- { "u‘ 0‘5 c""*-""“ :
. o L ~A
reduction conjugation reduction gonjugation g
ZEA-14-0-glucoside ZEA-16-0-glucoside ZEA-14-sulfate
,.H . ‘ a-ZOL14Gle B-ZOL14Gle l l
J
l " L l ZEA14MalGle ZEA16MalGle
a-zearalenal @-ZOL14MalGle  B- zearalenal f-ZOL14MalGle ZEA14GlcXyl ZEA16GlcXyl
lcmuugullun - ZOL14GkXv] icnnjuguliuu P-ZOL14GlcXyl ZEA14diGle ZEA16diGlc
w-ZAL7Gle a-ZOL14diGle B-ZALTGle 20O ZEA14wriGle ZEA16triGle
B-ZOL14triGle

Figura 2: Bioconversion de ZEA
Fuente: Rogowska et al.(2019)

ZEA, adiferencia de las AF, no es cancerigena, pero como se menciona anteriormente tiene
efectos estrogénicos por su capacidad de adoptar una configuracion semejante al 17-p-
estradiol y por ende unirse a sus receptores (Becker-Algeri et al. 2016), produciendo
inhibicién de la maduracion folicular y la ovulacion por la reduccion de la concentracion de
FSH, dando lugar a casos muy significativos de hiperestrogenismo, con vulvas dilatadas y
enrojecidas (vulvovaginitis y edemas de vulva), cuadros de hiperestrogenismo con
tumefaccion e hipertrofia de la vulva, Gtero, glandula mamaria y pezones (Gimeno y Martins
2011). La afinidad y el poder relativo de la estrogenicidad, en orden descendente es a-ZEA,
a-zearalanol (a-ZAN), B-ZEA, ZAN, ZEA y B-zearalenol (B-ZAN) (Steinkellner et al.
2019). ZEA y sus metabolitos son causantes de problemas en la funcién reproductiva de

humanos y animales (Li et al. 2020).

Existe todavia la duda abierta de si tales estrdgenos representan un riesgo para la salud
humana, pero se encontrd que la ingesta diaria de estrogenos con leche puede ser mayor que
los niveles de estrdgeno en el suero humano, por lo que se necesitan mas estudios para
evaluar la importancia de la leche y los productos lacteos como fuente de estrégenos para
los seres humanos (Styputa-tr et al. 2015). No se ha determinado cuales son los niveles

méaximos permitidos de ZEA en la leche de vaca y sus derivados, a pesar de su alta



produccién y consumo a nivel mundial, porque su eliminacion en la leche es muy baja
(Prelusky et al. 1990). La transformacion de ZEA a sus metabolitos se realiza en el higado
(principalmente) y por los protozoos del rumen (Malekinejad et al. 2006), luego se puede
transferir a la leche cruda en forma de ZEA y a-ZEA (Bullerman y Bianchini 2007). En
vacas lecheras alimentadas, con tres niveles diferentes de maiz contaminado con ZEA, se
determind que las tasas de conversion fueron de 0 a 0.0075 por ciento, lo que, en condiciones
normales, no deberia representar un riesgo debido a tasas de transicion insignificantes
(Winkler et al. 2015).

Cabe mencionar que la microbiota del rumen, formada por protozoos y bacterias, en bovinos
sanos, constituye el primer sistema de defensa, disminuyendo el contenido de contaminacion
por micotoxinas de los alimentos, minimizando el riesgo de excrecién en la leche; sin
embargo, en animales enfermos o cuando existe una contaminacion excesiva por
micotoxinas en sus dietas, 0 asu vez cambios en la dieta, esta linea de defensa puede resultar
ineficaz (Becker-Algeri et al. 2016). Se sugiri6 que podria haber alteraciones en la
degradacion de esta micotoxina, dependiendo de la proporcién de alimentos concentrados
contaminados, fermentacion ruminal o alteraciones hepéticas asociadas en la formacion y

volumen de bilis (Danicke et al. 2014).

2.3 MICOTOXICOSIS EN ANIMALES PRODUCTIVOS

En un estudio de exposicion a largo plazo en vacas lecheras, las cuales consumieron dietas
naturalmente contaminadas con concentraciones bajas de ZEA y AFB1, se determind que
éstas micotoxinas pueden tener una influencia negativa en el recuento de células somaticas,
los pardmetros sanguineos y la inmunidad de los animales; también determinaron que la
adicion de un aditivo anti-micotoxina a la dieta de vacas lecheras puede prevenir muchos de

estos efectos (Jovaisiene et al. 2016).

Otro estudio en vacas lecheras alimentadas con tres diferentes niveles de maiz contaminado
con ZEA, determind que las tasas de conversién para ZEN fueron de 0 a 0.0075 por ciento,
independiente de la exposicion, y concluyeron también que estaban por debajo o cerca de
los limites maximos permitidos en el alimento, no representando un riesgo para los

consumidores debido a las tasas de transicion insignificantes (Winkler et al. 2015). Otra
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investigacion con vacas lecheras alimentadas con proporciones graduadas de maiz
contaminado con toxina Fusarium, concluyd que la ingesta de DON y ZEA de 0.5 mg
ZEN/kg y 5 mg DON/Kkg no tuvo efectos considerables en el parametro de rendimiento de
las vacas lecheras y que el aumento de las concentraciones plasmaticas de ZEA y DON pudo
indicar la exposicion de toxinas a través de las dietas (Winkler et al. 2014). En otra
publicacién para determinar los efectos de la alimentacion de una mezcla de maiz
contaminado con micotoxinas de Fusarium, sobre la condicién fisica, pero esta vez en cerdas
gestantes y lactantes y el desarrollo de su descendencia, después de la fase experimental, los
resultados indicaron que el consumo de ZEA condujo a una reduccién en la ganancia de
masa de la cerda, durante la gestacion; también se redujo el nimero total de fetos, el nUmero

de lechones nacidos y el peso al nacer de la camada (P< 0.05) (Zhang et al. 2015).

En investigaciones sobre la citotoxicidad de AFMi, ocratoxina A (OTA), ZEA y
a- zearalenol (a-ZOL), individualmente y en combinacion, en células Caco-2 humanas, se
demostro que OTA y AFM: tenian una citotoxicidad similar, pero que fue mayor que la de
ZEN y a-ZOL, después de una exposicion de 72 h; asi mismo, indicaron que la presencia de
OTA, ZEN, 0 a-ZOL con AFM1 condujo a citotoxicidad aditiva y sinérgica en la mayoria de
las combinaciones; la citotoxicidad de AFM1 aumentd dramaticamente en presencia de
OTA, ZEA 0 a-ZOL (p<0.01), indicando que los LMR establecidos para AFM: deben ser
reevaluados considerando su co-ocurrencia frecuente con otras micotoxinas en alimentos

para bebés que contienen leche y cereales (Gao et al. 2016).

Se realizaron experimentos de campo para identificar el impacto de las lluvias post-floracion
sobre la concentracion de ZEA en el grano de trigo cosechado, demostrando al final de la
investigacion que las precipitaciones post-floracién pueden aumentar significativamente la
ZEA en el trigo (aumentando aun mas con una cosecha tardia), pero puede reducirse
significativamente con la aplicacion de protioconazol; asi mismo, se mostré que en ausencia
de humedad en la estacion tardia, la ZEA se mantiene a concentraciones muy bajas incluso

cuando el trigo es severamente afectado por Fusarium (Kharbikar et al. 2015).

En los animales domésticos, los dafios hepaticos son los principales problemas que
ocasionan las dosis elevadas de AF, siendo los bovinos de leche y el ovino mas resistentes

que el porcino o las aves; otros factores que influyen en los dafios que pueden causar las AF
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son la edad, actividad hormonal y nutricional, y factores externos como el estrés
medioambiental y la duracion/dosis (agudo o crénico) de la ingesta (Rubio et al. 2011).
Varios estudios han demostrado que las micotoxinas alteran la salud de las vacas lecheras,
su reproduccién y produccién, ocasionando graves y grandes pérdidas econdémicas en los
ganaderos (Bani Ismail et al. 2020, Jiang et al. 2019, 2020, Kosicki et al. 2016).

En intoxicaciones crénicas en animales, los primeros signos clinicos son falta de apetito,
disminucion del crecimiento e incluso la pérdida de peso, en resumen, la improductividad
en general; por lo tanto en animales lecheros ocasiona una disminucion de su produccion,
con disminucién o no de la temperatura corporal, descamacién de la piel de los labios,
prolapso de recto y edema en la cavidad abdominal, lo que se traduce en pérdidas econdmicas
para el productor, debido a que, a pesar de que los animales no muestran signos de
enfermedad, la produccidn de leche si se vera afectada; si la intoxicacion es aguda, el animal
podria morir o habria que sacrificarlo (Rubio etal. 2011). En un estudio realizado en México,
en vacas lecheras alimentadas con dietas contaminadas naturalmente con AF en
concentracion de 8.1+5.2 ug/kg, no se pudo apreciar enfermedad clinica en 90 vacas
Holstein, pero si se apreciaron variaciones en valores bioquimicos de los animales,
especialmente la concentracion sérica de albumina, proteina total y glutation. Sin embargo,
pese a las bajas dosis de micotoxinas pero expuestas a largo plazo, se pudo determinar
aflatoxicosis subclinica, lo que se tradujo en fallas en las tasas reproductivas de los animales
(Hernandez-Valdivia et al. 2021).

2.4 FACTORES QUE INFLUENCIAN LA PRESENCIA DE MICOTOXINAS EN
LECHE

La presencia de hongos ocasiona la presencia de sus toxinas, y las mismas pueden estar
presentes en los alimentos desde el crecimiento de los cultivos o luego de la cosecha; pero
también pueden contaminarse durante el almacenaje, transporte, procesado y utilizacion de
los piensos en la dieta animal (IFST 2015). Dentro de las principales causas de
contaminacion se encuentran la temperatura, humedad y la actividad de diferentes insectos
(condiciones ambientales, época del afio y de manejo) y el tipo de cultivo, disponibilidad de

agua (época del afio). Asi mismo es importante conocer las condiciones de almacenaje,
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humedad, temperatura, limpieza, uso de conservantes y de atrapadores de toxinas (Gimeno
y Martins 2011, Soriano 2007).

En Argentina, se determiné que los niveles de AF, DON y ZEA en el ensilaje de maiz y los
alimentos concentrados fueron los factores mas correlacionados con las concentraciones de
micotoxinas en la leche (Signorini et al. 2012). Mientras que en un estudio realizado, por un
afio, en una sola granja lechera grande ubicada en la region norte del PerQ, se encontrd que
el 16 por ciento de las muestras (n=529) contenian niveles por AFM1 en leche cruda, por
encima del nivel maximo permitido por la Unién Europea, debido a que las materias primas
con las que se fabrica el alimento para las vacas contienen niveles de AFB1 por encima de
los limites permitidos, en la siguiente relacion: 2.59 por ciento de las muestras de maiz, 20
por ciento en soya entera, 20 por ciento en trigo, 46.4 por ciento en harina de soya y 50 por
ciento en semillas de algodon, encontrandose mayor presencia, tanto de AFB1 y AFMz1, en

el mes de diciembre correspondiente a la primavera local (Salazar et al. 2021).

Como se ha explicado anteriormente, la presencia de AFM: en la leche se debe al consumo
de alimentos contaminados con AFB1 por vacas lactantes (Abyaneh et al. 2019, Van Eijkeren
et al. 2006), por lo tanto es necesario identificar los factores de riesgo, dentro de los sistemas
de produccién de leche que estan asociados a la presencia de AF, considerandose
fundamental para la formulacién de programas y politicas de control por parte de los paises
(Patyal et al. 2020).

Actualmente existen varias estrategias para reducir los niveles de micotoxinas, por ejemplo,
se determind que los sobrenadantes libres de células obtenidos del suero de leche después
de la fermentacion por granulos de kefir (CIDCA AGK1) tienen efectos contra el
crecimiento de Fusarium graminearum y la consecuente produccién de ZEA, ya que tiene
actividad antifangica sobre el hongo e inhibe también la produccién de micotoxinas, pero de
una forma dependiente de la cepa (Gamba et al. 2016). Datos que coinciden con estudios
que usaron granulos de kéfir, donde los resultados mostraron que los microorganismos de
dichos granos adsorben del 82 a 100 por ciento de AFB1, ZEA 'y ocratoxina A (OTA) cuando
se cultivan en leche; indicando que las cepas principales que fueron capaces de adsorcion de
micotoxinas fueron identificadas como Lactobacillus kefiri (KFLM, la maés activa,

adsorbiendo del 80 al 100 por ciento), Kazachstania servazzii (KFGY7, retuvo mas
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micotoxina después de los experimentos de desorcion, con valores de 65, 69 y 67 por ciento
para AFB1, OTA y ZEA, respectivamente) y Acetobacter syzygii; sugieren que el consumo
de Kefir puede ayudar a reducir la absorcion gastrointestinal de las micotoxinas y, en
consecuencia, reducir sus efectos toxicos, pudiendo tener una nueva caracteristica biobiotica

que seria la adsorcién de micotoxinas (Ben et al. 2017).

2.5 TECNICAS DE DETECCION DE MICOTOXINAS: INMUNOABSORCION
LIGADO A ENZIMA (ELISA) E INMUNOCROMATOGRAFIA DE FLUJO
LATERAL (LFIA)

En el mercado se encuentran varias pruebas para analisis y deteccion de micotoxinas. Las
pruebas rapidas son faciles de realizar, mientras que los métodos de referencia requieren
mayor tiempo y son mas costosos, pero los resultados son mucho mas precisos (Olejniczak
2019). Las pruebas se dividen en: 1) de screening y 2) de confirmacién (Santos Pereira et al.
2019, Soriano 2007), donde las més comunes son el ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA) y el inmunoensayo de flujo lateral (LFIA), para las primeras, y la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) combinada con la espectrometria de masas
(LC/MS), como método de referencia (Olejniczak 2019).

Las técnicas de screening son altamente sensibles, eliminan rapidamente muestras negativas
a micotoxinas y son econémicas, pero tienen baja especificidad. Algunas pruebas incluyen
inmunoensayos, biosensores y las no invasivas, como el Radioinmuno ensayo (RIA),
ELISA, LFIA e inmunoensayo de polarizacion de fluorescencia (FPIA) (Santos Pereira et
al. 2019) utilizan anticuerpos como reactivos, y si utilizan enzimas, se consideran
inmunoensayos enzimaticos, lo cual cuantifica una sustancia al producirse una intensidad de

color transformada a nimeros absolutos por lectores fotométricos (Crowther 2009).

Debido a que las micotoxinas tienen bajo peso molecular, los limites de deteccion deben ser
muy bajos, por lo que el método seleccionado debe ser capaz de detectar pequefias cantidades
de estas toxinas (Turner et al. 2015), procurando que sean de facil uso, precisos y rapidos
para poder ser detectados en alimentos aln en bajos niveles de concentraciéon. Dentro de
éstas técnicas se encuentran los inmunoensayos tipo ELISA 'y LFIA (Maragos 2016) con las

cuales se realiz6 el presente estudio.
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La técnica de ELISA es de bajo costo, facil de utilizar y relativamente disponible en todos
los paises (Otieno et al. 2013), por lo que es considerada el ensayo de screening mas usado
para la deteccidn de micotoxinas, pues es rapida, cuenta con un alto indice de repetitividad
y sensibilidad (Pleadin et al. 2019). Detecta micotoxinas como antigenos, las cuales se
juntaran con anticuerpos especificos y reaccionaran con una enzima reveladora (Santos
Pereira et al. 2019). Es una técnica precisa y confiable, teniendo como principales ventajas
la rapidez, costo mas accesible y es ideal para tener una primera estimacion. Entre las
desventajas mencionaremos que solo se pueden detectar en ciertas materias primas, no
analiza todas las micotoxinas y se necesitan al menos 30 muestras para cada kit (Olejniczak
2019). Se deben tomar las precauciones de seguridad de las personas que manipulan el kit y
observar las medidas de eliminacion correcta, pues sus reactivos pueden ser peligrosos para

los analistas y para el medio ambiente (Shi et al. 2019).

La cromatografia permite identificar muchas sustancias quimicas (Gu et al. 2018), siendo
una variacion economica la técnica de LFIA, pues permite la deteccion rapida de analitos
especificos (Welander 2017) inclusive in situ (Rahman et al. 2019). Su fundamento es la
migracion de la muestra por medio de un flujo lateral a través de una membrana porosa sobre
una almohadilla absorbente (Oliveira-Rodriguez et al. 2016). EI movimiento de la muestra
liquida, pasa a lo largo de una tira de material polimérico, atravesando varias zonas donde
se han unido las moléculas que ejercen interacciones mas o menos especificas con el analito
(Posthuma-Trumpie et al. 2009). Sus ventajas incluyen la rapidez en el analisis, es
econémica y no requiere de equipos especiales; sin embargo, no existen pruebas para todas
las micotoxinas, siendo solo disponibles para AF, DON, ZEA y FUM (Olejniczak 2019).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 LOCALIZACION

Para cuantificar la presencia de AFM1y ZEA en leche cruda producida en Ecuador, se tomo
muestra de tres provincias ecuatorianas: Pichincha (la mayor productora de la Sierra y del
Ecuador), Manabi (la mayor productora de la Costa) y la que se encuentra en medio de las
dos anteriores, que es Santo Domingo de los Tsachilas (ubicada en la region Costa). Las tres
provincias constituyen la region centro-norte de Ecuador y representan alrededor del 30 por

ciento de la produccidn de leche ecuatoriana (Figura 3).

La sierra o region interandina, donde se encuentra la provincia de Pichincha, tiene un clima
templado frio durante todo el afio; mientras que en la region costera (Manabi y Santo
Domingo de los Tsachilas) el clima es continuamente céalido. No existen estaciones
climéticas en Ecuador, sélo existen un periodo lluvioso, entre noviembre y mayo, y un
periodo seco, entre junio y septiembre (INAMHI 2006). La provincia de Pichincha tiene una
temperatura entre 5-20 °C, 70-75 por ciento de humedad y se encuentra a una altitud entre
2500-3200 metros sobre el nivel del mar. Manabi dispone de una temperatura ambiente que
oscilaentre 20-35 °C, con 82-90 por ciento de humedad relativa y esta entre 150-300 metros
sobre el nivel del mar. Santo Domingo de los Tsachilas tiene una temperatura entre 2132
°C, con 80-90 por ciento de humedad y esta ubicada a una altura entre 150 —300 metros

sobre el nivel del mar.



3.2 MATERIALES

3.2.1 Recoleccion y duracién

Se recolectaron muestras (n=209) en los meses de abril y noviembre (época lluviosa), junio
y agosto (época seca) de 2019. De las muestras recolectadas, el 72.3 por ciento pertenecian
a la provincia de Pichincha (151/209), el 22.9 por ciento a Manabi (48/209), y 4.8 por ciento
a Santo Domingo de los Tsachilas (10/209). En cuanto a la época climatica, el 53.1 por ciento

correspondio a la epoca de lluvias (111/209) y el 46.9 por ciento a la época seca (98/209).

Colombia

Pichincha: 151
muestras(72.3%) 3™~

Sto. Domingo: AL
10 muestras 3\
) 2

Figura 3: Mapa de Ecuador marcado las provincias donde se realizé el muestreo.

3.2.2 Muestras y muestreo

Cada muestra de leche constituyd una Unidad Observacional. Se recolectaron muestras de
leche cruda dependiendo del volumen de produccion de cada provincia, siendo mayor en

Pichincha, seguida de Manabi y luego Santo Domingo de los Tsachilas (Anexo 1).

Las muestras recolectadas provinieron de granjas lecheras pequefias (26/209), medianas
(127/209) y grandes (56/209). El criterio para clasificar a los proveedores fue realizado de
acuerdo al nimero de vacas en produccion lechera, de la siguiente manera:

1. Pequefios productores: Entre 1 a 20 vacas en produccion.
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2. Medianos productores: Entre 21 a 100 vacas en produccion.

3. Grandes productores: Mé&s de 100 vacas en produccion.

Respecto a los sistemas de produccién, la clasificacion fue:
1. Intensivo: Ganado mantenido en condiciones de estabulacion.
2. Extensivo: Ganado mantenido en pastizales y desarrollado en terrenos.

3. Mixto: Ganado que pasa parte de su tiempo en pastizales y parte en estabulacion.

Las muestras de leche fueron recolectadas directamente de los tanques de enfriamiento de
cada granja (Anexo 1), siguiendo las pautas de muestreo de leche indicadas por la NTE
INEN-1SO 707 (INEN 2014). Posteriormente fueron refrigeradas y transportadas mediante
hieleras a una temperatura entre 2 y 5°C al Laboratorio de Control de Calidad de la Leche
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Central del Ecuador,

donde fueron almacenadas a —20 °C hasta el respectivo analisis.

3.3 METODOS

3.3.1 Preparacion y andlisis de las muestras

Todos los analisis se realizaron siguiendo la metodologia indicada por las técnicas usadas.
Se utiliz6 la indumentaria adecuada, mandil, cofia, mascarilla y guantes de nitrilo [Herenco
Group, Skolgatan 24, Jonkoping, Sweden]. Antes de realizar el andlisis, las muestras de
leche fueron descongeladas a temperatura ambiente, centrifugadas a 4000 giros/minuto,

durante 10 minutos y la capa de grasa de la parte superior de la leche fue descartada.

Para la prueba de AFM: por LFIA, no se realiz6 ninguna dilucion en la leche. Mientras que,
para la medicion de ZEA por ELISA, se diluyeron 20 pl de la muestra de leche descremada
con metanol [Merck, Darmstadt, Germany], al 35 por ciento con un factor de dilucién de
1:10. Todos los reactivos se mantuvieron a temperatura ambiente hasta su uso y se
homogenizaron por inversion lenta. Fueron preparados apenas los volimenes necesarios
para la cantidad de pozos utilizados en la placa de ELISA y minutos antes de realizar el

analisis.
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En el ensayo de ELISA, la solucion de lavado fue de 1X (1X Wash Solution). Para la mezcla
de anticuerpos de ZEA, se mezcl6 1 volumen del Anticuerpo de ZEA con 1 volumen de
Conjugado Anticuerpo — con peroxidasa de rabano (HRP #2). Esta mezcla se utilizd dentro
de los 5 minutos después de su preparacion, pues un mayor tiempo de almacenamiento puede

dar como resultado valores de deteccion mas bajos.

3.3.2 Andlisis de AFM: en leche cruda por LFIA

Se utilizaron las pruebas de analisis AFLA Mi-V VICAM® (Vicam, 34 Maple Stret,
Milford, MA 01757, USA) para la deteccion de anticuerpos monoclonales especificos para
AFM1. Las muestras se incubaron en una incubadora Delvotest® DSM-MiniS-11548
(Nangzhou Allsheng Instrument Co., Ltd., Building 1 y 2, Zheheng Science Park, Zhuantang
Town, Xihu District, Hangzhou, China) y la lectura se realizo con un Lector Vertu de flujo
lateral 1648 (Vicam, 34 Maple Stret, Milford, MA, EE. UU.), cuyo detector 6ptico se orienta
a lo largo de la tira reactiva y transforma los datos en una concentracion de micotoxinas a
través de una curva de calibracion. El kit mide AFM:1 con limites de deteccion de 0.025

ug/kg (25 ppt) y limite méximo de 0.75 pg/kg (750 ppt).

Para iniciar el proceso, se debe calibrar el lector Vertu, lo cual se consigue escaneando el
cddigo de barras del Kit, el cual emitird un sonido cuando se acepte el codigo, e indicara el
namero de lote de las tiras y la micotoxina a analizar. La muestra de leche, de 200 pl, se
afiadio al vial de prueba de tiras AFLAM1-V que contenia el conjugado. Luego se mezcld
manualmente 3 veces durante 5 segundos cada una y se incub6 a 40°C durante 10 min con
la tira reactiva. Posteriormente la tira fue insertada en el lector Vertu, se presiono la tecla
central del lector (OK) y se procedi6 con la lectura. El resultado aparecié directamente en la

pantalla en diez segundos (Anexo 2).

3.3.3 Anadlisis de ZEA en leche cruda por ELISA

La técnica de ELISA consiste en un analisis colorimétrico competitivo, en donde anticuerpos
contra ZEA estan adheridos en cada uno de los pocillos de la placa. Aqui se agregd la muestra
de leche junto ZEA conjugadas con HRP. Si ZEA estuviese presente en las muestras,
competiria por el anticuerpo del pocillo dejando a un lado las micotoxinas conjugadas con

HRP, por lo que una vez que adicionaramos el sustrato, se formaria una coloracién con
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intensidad inversamente proporcional con la concentracién de micotoxina presente en la
leche cruda analizada. Se utilizaron los Kits de ensayo MaxSignal® ZEARALENONE
ELISA [Bioo Scientific Corporation, 7050 Burleson Rd — Austin, TX, USA], el cual es un
inmunoensayo enzimatico competitivo para el andlisis cuantitativo de ZEA. La lectura de
las microplacas se realizo con el equipo Stat Fax 3200-2260 [Awareness Technology, Inc,
Palm City, FL, USA] usando una longitud de onda de 450 nm.

El kit tiene una alta sensibilidad (0.1 ng/g o pg/kg) y bajo limite de deteccion para la leche
(0.1 pg/kg), extraccion de alta recuperacion (>80 por ciento), rapido (menos de 1 hora) y
rentable; alta reactividad cruzada con ZEN (138 por ciento), a-ZEN (91 por ciento) y a-ZAN
(69 por ciento) y con alta reproducibilidad. Posee una especificidad de ZEA: 100 por ciento,
ZAN: 138 por ciento, a-ZEA: 91 por ciento, p-ZEN: 21 por ciento, a-ZAN: 69 por ciento y
B- ZAN: 6 por ciento. El kit incluyo soluciones estandar de ZEA de 0, 0.1, 0.25, 0.5, 1.5, 4.5
y 25 ng/ml o pg/kg, que se utilizaron para generar curvas de regresion entre concentracion

de ZEA y la densidad Optica.

La leche descremada fue analizada siguiendo las instrucciones del fabricante y realizando
los andlisis por duplicado. Se agregaron 50 pl de cada estandar de ZEA en orden ascendente,
de baja a alta concentracion. En los siguientes pocillos se agregaron 50 ul de cada muestra
y posteriormente 100 pl de Conjugado ZEA-HRP. Se homogenizaron las soluciones
manualmente mediante movimientos suaves de la placa durante 1 minuto. Luego de incubar
la placa a temperatura ambiente, por 30 min, se decantd completamente la solucion de los
pocillos para desecar el liquido. Se realizé el lavado de placa por 3 ocasiones con 300 pl de
solucion de lavado 1X. Agregamos 100 pl de sustrato TMB a cada pocillo, mezclando
suavemente la placa durante un minuto e incubando a temperatura ambiente por 15 minutos.
Finalmente se colocaron 100 ul de la solucion de parada (Stop Buffer) para detener la
reaccion enzimética. Se limpi6 con un pafio la parte inferior de la placa para evitar humedad
o0 huellas dactilares que interfieran con las lecturas y se dio lectura inmediatamente en el

lector de placas a una longitud de onda de 450 nm (Anexo 3).

Para disefiar la curva estandar en base a la absorbancia relativa media (por ciento), se puede
utilizar la formula Estandar de absorbancia (o muestra) x 100, la cual se divide para la
Absorvancia estandar cero, la cual es proveniente de cada estandar de referencia en funcion

de su concentracion en ng/mL en una curva logaritmica. Con los valores medios de
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absorbancia relativa para cada muestra, se determina la concentracion de ZEA a partir de la
curva estandar. En la investigacion utilizamos el programa de analisis ELISA MaxSignal®
en Excel entregado por el propio proveedor, el cual realiza este procedimiento

automaticamente.

3.3.4 Determinacion de posibles factores que influencian la presencia de micotoxinas
Mientras se realizaba el muestreo, se aplicd una encuesta a los productores (Anexo 1), en
base a una adaptacion de un estudio similar realizado en Argentina (Michlig et al. 2016), en
la que cada productor encuestado respondié un cuestionario de opcion mdltiple, teniendo
una encuesta para la Costa (Anexo 4) y otra para la Sierra (Anexo 5). Se consult6 sobre la
dieta que recibian sus animales en los dias previos al muestreo, asi como las distintas
caracteristicas de sus sistemas de produccion, constando de las siguientes preguntas: a) Tipo
de alimento (pasto, silo, heno, pienso concentrado); b) Tipo de pasto (leguminosas,
gramineas y variedad de cada una); c) Materia prima del silo y forma de almacenamiento;
d) Tipo de heno y sus ingredientes; e) Tipo de alimento concentrado (preparado o elaborado
en la propia finca) y como se almacena; f) Tamafio de la finca (Pequefia, Mediana, Grande);

y g) Sistema de produccion (Mixto, Intensivo, Extensivo).

3.3.5 Tipo de investigacion

La investigacion fue observacional; analitica transversal (Rojas 2015) para los datos de las
poblaciones; fue determinado la presencia, 0 no, de AFM1y ZEA en leche cruda de
pequefios, medianos y grandes productores de dos regiones de Ecuador (Interandina y
Costa), en dos épocas climaticas (seca y lluviosa), y para los factores de riesgo que hubieran
por la presencia de las mismas, se planted inicialmente el Disefio Completamente al Azar
(DCA).

3.3.6 Andlisis estadistico

Todos los resultados se expresaron como concentraciones media, minima y maxima de
AFM1 y ZEA. Antes del analisis en DCA, se realizd la prueba de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov, obteniendo un valor de probabilidad de 2.2 x 107% (p<0.05), no
observandose una distribucion normal de los datos, razén por la cual se utilizaron pruebas

no paramétricas (Celis De La Rosa y Labrada 2014). Se utilizo la prueba de Kruskal Wallis
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para comparar los resultados de AFM1 y ZEA en leche cruda por provincia, tipo de
productor, sistema de produccion y meses de muestreo. En el caso de diferencias
significativas, se realizd un analisis post-hoc utilizando la prueba de Mann-Whitney con una
correccion de Bonferroni para disminuir la probabilidad de error tipo I. También se utiliz6
la prueba de Wilcoxon para comparar los valores correspondientes a la estacion y region

climatica.

Debido a las muy bajas concentraciones de ZEA en la leche, no se pudo realizar el analisis
de factores de riesgo. En el caso de AFM: en leche, los resultados y las encuestas fueron
tabuladas en Hoja de Microsoft Excel. Mediante el uso de tabla de frecuencias, se obtuvo el
porcentaje de cada alimento en relacion a los niveles de AFM:1 que superaban el limite
méaximo permitido de las normativas ecuatoriana y europea; un intervalo de confianza al 95
por ciento para la proporcion de muestras que incumpliesen con la normativa fue generado.
El nivel de AFM: en la leche cruda de las explotaciones lecheras de Ecuador se utiliz6 como
variable dependiente y otros factores cualitativos como variables explicativas. Se realizo un
ajuste aun modelo lineal utilizando minimos cuadrados ponderados con la finalidad de tomar
en cuenta la sobredispersion (heterocedasticidad) existente en las diferentes combinaciones
de niveles de los factores. Para los resultados se realizo una tabla del Analisis de Variancia
(Anova) para los factores en estudio con las sumas de cuadrados tipo 111y se aplicé la prueba
de comparacion mdaltiple de Tukey, con la finalidad de establecer las diferencias entre los

niveles de los distintos factores.
El procesamiento de datos se llevo a cabo aplicando el software estadistico “R” (R Core

Team 2020) [RStudio Inc. Boston, MA, USA], y el nivel de significacion estadistica fue

establecido en un nivel Alpha de p<0.05 para todas las comparaciones.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 PRESENCIA DE ZEA EN LECHE CRUDA DE ECUADOR

Se determind que el 99.5 por ciento (208/209) de las muestras de leche cruda analizadas
fueron positivas para ZEA, pero todas las muestras de leche analizadas tenian niveles
muy por debajo de los limites maximos permitidos por diferentes normativas
alimentarias, que oscilan entre 30 ug/kg y 1000 ug/kg (Codex-Alimentarius 1999,
European-Commission 2006, EFSA 2011, 2016, FAO 2004). EnlaTablas1y 2,yen la
Figura 4 se muestran los resultados obtenidos por cantones, provincias, meses, region

climatica, época climatica, tipo de productor y sistema de produccion.

Por cantones, el valor medio general de ZEA fue de 1.5 pg/kg; mientras que el valor
minimo fue de 0 pg/kg, el maximo de 10.2 ug/kg y la media mas alta de 2.0 ug/kg, todos
pertenecientes al cantdn Chone de Manabi. Por las provincias en estudio, el valor
minimo fue de 0 ug/kg y el valor maximo de 10.2 pg/kg, siendo dos de ellas de Manabi;
la media més baja, de 1.4 pg/kg, pertenece a Pichincha, mientras que la mas alta fue de
1.6 ng/kg, de Manabi y Santo Domingo. Por los cantones y provincias de la
investigacion, el p-valor obtenido fue de 0.5683 y 0.6541, respectivamente (p=>0.05),

por lo que no existen diferencias significativas entre ellos (Tabla 1).

En cuanto a la region climatica, el valor minimo fue de 0 ug/kg y el valor maximo fue
de 10.2 pg/kg, ambos pertenecientes a la region de la Costa. La media mas baja de 1.4
ug/kg corresponde a la region de la Sierra, mientras que la mas grande, de 1.6 pg/kg,
corresponde a la Costa. El valor p fue 0.8426 (p>0.05), por lo que no existen diferencias

significativas entre las regiones climaticas (Tabla 1).



Tabla 1: Valores minimos, media y maximo de ZEA por cantdn, provincia y region

climética.
Variable Minimo Media Maximo
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)

Cantoén
Mejia Pichincha 0.8 1.32 2.1
Quito Pichincha 0.8 1.62 3.6
Cayambe Pichincha 0.5 1.52 3.2
Pedro Moncayo Pichincha 0.9 1.82 4.2
Rumifiahui Pichincha 0.9 1.48 2.7
Chone Manabi 0.0 2.0 10.2
El Carmen Manabi 0.3 1.42 2.5
Alluriquin Santo Domingo 1.0 1.62 3.5
Provincia
Pichincha 0.5 1.48 4.2
Manabi 0.0 1.62 10.2
Santo Domingo de los Tséachilas 1.0 1.62 3.5
Regidn climatica
Costa (Manabi y Santo Domingo) 0.0 1.62 10.2
Inter-andina (Pichincha) 0.5 1.48 4.2

Letras iguales indican que no existen diferencias significativas entre los diferentes lugares.

Pruebas estadisticas: 1) Kruskal Wallis: cantones, provincias; 2) Wilcoxon: region climatica.

En los resultados por mes (Tabla 2), el valor minimo de 0 pg/kg corresponde al mes
de junio, mientras que el maximo de 10.2 ug/kg corresponde a abril. La media méas
baja de 1.1 pg/kg se encontro en el mes de junio y la mas alta, de 1.9 ug/kg, en abril.
El p-valor fue 2.253e-07 (p>0.05), por lo que existen diferencias significativas, entre
los meses de abril vs junio, junio vs agosto, junio vs noviembre y agosto vs noviembre.
Por época climatica, encontrandose que el valor minimo de 0 ug/kg correspondi6 a la
época seca y el maximo de 10.2 pg/kg a la época de lluvias. La media mas baja fue de
1.4 ng/kg (temporada seca) y la mas alta fue de 1.6 ug/kg (temporada de lluvias). El
p-valor obtenido fue 0.4469 (p>0.05), por lo que no existen diferencias significativas

entre las estaciones climaticas.
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Tabla 2: Valores minimos, media y maximo de ZEA por meses, region climatica, tipo
de productor y sistema de produccién

Minimo Media Maximo

Variable
(ng/kg) (ng/kg)  (ng/kg)

Meses
Abril 0.3 1.92 10.2
Junio 0.0 1.18 2.0
Agosto 0.8 1.52 2.1
Noviembre 0.5 1.42 8.0
Epoca climatica
Lluviosa 0.3 1.62 10.2
Seca 0.0 1.42 8.0
Tipo de productor
Pequefios 0.8 1.48 3.0
Medianos 0.0 1.52 10.2
Grandes 0.3 1.42 3.6
Sistema de produccion
Extensivo 0.3 1.42 4.0
Intensivo 0.8 2.82 10.2
Mixto 0.0 1.52 8.0

Letras iguales indican que no existen diferencias significativas entre los diferentes lugares

Pruebas estadisticas: 1) Kruskal Wallis: meses, tipos de productor y sistemas de produccién; 2) Wilcoxon:

época climatica.
Por tipo de productor (Tabla 2), el valor minimo fue de 0 ug/kg y el valor maximo fue
de 10.2 ng/kg, siendo ambos de medianos productores. La media mas baja de 1.4 pg/kg
fue de los grandes productores, mientras que la media mas alta fue de 1.5 ug/kg
perteneciente al grupo de medianos productores. El valor de p fue 0.8225 (p>0.05), por
lo que no existen diferencias significativas entre los resultados entre los tipos de
productores durante el periodo de estudio. En cuanto a los sistemas de produccion, el
valor minimo de 0 pg/kg corresponde al sistema de produccion mixto, mientras que el
valor maximo (10.2 ug/kg) al sistema intensivo. La media mas baja fue de 1.4 pg/kg
(sistema extensivo) y la mas alta fue de 2.8 pg/kg (intensivo). El valor p fue 0.4368
(p=0.05), por lo que no existen diferencias significativas entre los sistemas de

produccién.
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En la Figura 4, el diagrama de caja presenta los valores de ZEA por meses, época climatica,
provincias, regién climatica, tipo de productor y sistemas de produccién, donde se muestra
una distribucion relativamente pareja de cuartiles, sin embargo se aprecia una cola larga en
las cajas del mes de abril, época lluviosa, provincia de Pichincha, region interandina,
productores medianos y sistema extensivo de produccién. Asi mismo se presentan 2 valores
atipicos (muy por encima de la media y en la parte superior de la figura), uno en el mes de
abril y otro en noviembre, los cuales corresponden a la época lluviosa; también en
productores medianos de la provincia de Manabi (region costa), uno de los cuales pertenece

a un sistema de produccién intensivo, y el otro a un productor mixto.

No existen estudios sobre la determinacion de ZEA en leche cruda de Ecuador, por lo
que esta investigacion es pionera. Nuestros resultados de positividad son bastante
superiores a los encontrados en diversos estudios, sin embargo, las concentraciones
determinadas son bastante bajas. En China, la presencia de ZEA se determind solo en el
23.3 por ciento de las muestras de leche cruda, el 16.7 por ciento en la leche pasteurizada
y el 25 por ciento en la leche en polvo de varias granjas lacteas y diferentes
supermercados en Beijing (Huang et al. 2014). En la leche de Montecarlo, se encontrd
una media de 0.39 ug/kg y se asocid con otras micotoxinas. También se detecté ZEA en
el 9 por ciento de 185 férmulas para lactantes a base de leche de vaca (Meucci et al.
2011), siendo el maiz la principal fuente de ellas (Coffey et al. 2009). En Argentina,
ZEA se determiné en una concentracion de 0.13 pg/kg en leche cruda, donde el ensilado
de maiz y el alimento balanceado son los mayores reservorios de micotoxinas (Signorini
et al. 2012) y en Portugal, se ha encontrado ZEA en el 100 por ciento de muestras de

leche de una granja lechera (Viegas et al. 2019).

También se ha determinado ZEA en leche materna de Turquia, en una media de 0.2
ug/kg (Dinleyici et al. 2018), mientras que en formulas infantiles de 4 marcas diferentes
de Italia, ZEA se determiné en el 9 por ciento (7/185) de las muestras, con un valor
méaximo de 0.8 pg/kg, a-ZEA en 26 por ciento (9/185), cuyo valor maximo fue de 12.9
ug/kg, y B-ZEA en 28 por ciento (53/185) con un maximo de 73.2 ug/kg. No se
encontraron a-ZAN ni B-ZAN (Meucci et al. 2011).
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Se necesitan mas estudios para evaluar la importancia de la leche y sus derivados como
fuente de estrogenos para seres humanos (Styputa-tr et al. 2015). Si bien ZEA no es
carcindgeno directo (Becker-Algeri et al. 2016), tiene efectos disruptivos sobre el
equilibrio hormonal debido a su similitud con los estrégenos naturales (Jocsak et al.
2019, Kowalska et al. 2016), por lo que puede causar enfermedades del sistema
reproductivo, incluidos canceres de prostata, ovario, cuello uterino o0 mama (Rogowska
et al. 2019). También es toxico para las células hepaticas (Yoon et al. 2020), asi como
para el desarrollo de gametos y embriogénesis en humanos y animales (Yang et al.
2018). Puede producir pubertad precoz en nifias, trastornos de fertilidad y reproduccion
en mujeres (ELIKA 2013), reduccion de testosterona, espermatogénesis e incluso
feminizacion en hombres (Cao et al. 2019), causando dafio a las células germinales y la

estructura testicular (Yang et al. 2018).

Otro gran inconveniente es que ZEA, al igual que otras micotoxinas, puede
bioacumularse en el organismo (Rogowska et al. 2019) lo que se convierte en un grave
problema, porgue en la leche puede encontrarse frecuentemente junto con OTA o0 AFM1
(Zheng et al. 2018), que como se ha mencionado, no pueden ser destruidas facilmente
en los alimentos (Stadler et al. 2019, Pleadin et al. 2019, Zheng et al. 2018). Aungue
por si sola puede provocar estrés oxidativo en intestino delgado, ileon y ganglios
linfaticos mesentéricos (Cheng et al. 2020), cuando se combina con varias micotoxinas,
causa problemas mas graves en la funcion intestinal (Wu et al. 2019) y citotoxicidad en
células Caco-2 humanas (Gao et al. 2016). Por esta razon, es necesario tomar las
medidas adecuadas para reducir los riesgos para la salud humana y animal (Bani Ismail
et al. 2020).

Debido a las bajas concentraciones encontradas de ZEA en la leche cruda, no fue posible

estadisticamente medir los factores de riesgo asociados a su presencia. Solamente fue posible

medir dichos factores para AFM:1 y en las granjas donde su presencia superaba el limite

permitido por la legislacion europea. Debido a que la presencia de AFM1 en leche se debe

al consumo de alimentos contaminados con AFB:1 por las vacas lactantes (Abyaneh et al.

2019, Van Eijkeren et al. 2006), es necesario identificar los factores dentro de los sistemas

de produccién lechera que se encuentren asociados a la presencia de AF, lo cual es

indispensable para la formulacion de programas y politicas de control por parte de los paises

(Patyal et al. 2020).
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Figura 4: Diagrama de cajas con los valores por meses, época climatica, provincias, region climatica, tipo de productor y sistemas de

produccion para ZEA.
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4.2 PRESENCIA DE AFM1 EN LECHE CRUDA DE ECUADOR

Los resultados obtenidos por provincias, epoca climatica, region climatica y meses se
muestran en la Tabla 3, y en la Figura 5. Se encontr6 AFM1 en el 100 por ciento de las 209
muestras de leche cruda de diferentes provincias ecuatorianas, con una concentracion
promedio de 0.077 pg/kg. El andlisis de la leche mostro que la provincia de Manabi tuvo un
promedio (0.1256 pg/kg) de AFM1 aproximadamente dos veces mayor que la media de la
provincia de Pichincha (0.0639 ng/kg); curiosamente, la provincia de Santo Domingo tuvo
un promedio (0.0485 pg/kg) de aproximadamente un tercio en comparacién con Manabi, a

pesar de ser provincias vecinas y compartir caracteristicas climaticas similares.

El nivel de contaminacion por AFM: en la leche difirio entre las provincias (valor de p de
5.332 x 107°), y hubo diferencias significativas (p<0.05) entre los resultados de las
provincias durante el periodo de estudio, especificamente entre las provincias de Manabi y
Pichincha y también entre Manabi y Santo Domingo (Tabla 3). Los resultados en las
diferentes regiones climaticas, indicaron que la media mas baja fue de 0.064 pg/kg
perteneciente a la region interandina (Pichincha) y la més alta fue de 0.1123 ng/kg de la
region costa (Manabi y Santo Domingo). Se obtuvo un valor de p de 0.0008957 (p<0.05) y
presento diferencias significativas, siendo la regidn costera la que tuvo los niveles mas altos
de micotoxina (Tabla 3), seguramente por sus altas temperaturas y humedad, que son
condiciones ambientales propicias para el crecimiento de hongos y la producciéon de
micotoxinas. La estacion climatica también difirio en la contaminacion por AFM1, donde los
niveles més altos se encontraron en la época seca (media de 0.0845 pg/kg), mientras que la
media mas baja, de 0.0701 ng/kg, correspondié a la temporada de lluvias (Tabla 3),
encontrandose diferencias significativas entre las estaciones durante el periodo de estudio
(valor de p de 0.005509).

Para los resultados en los diferentes meses de muestreo (Tabla 3), la media mas baja fue de
0.0554 pg/kg, encontrada en noviembre (temporada de lluvias) y la mas alta fue de 0.1082
ug/kg en junio (estacion seca). Se observaron diferencias significativas entre los periodos de
estudio (valor de p de 0.001406), especificamente entre abril-junio y junio-noviembre. Se
observa que hubo varios valores mas altos y atipicos en algunos casos en relacion a las otras

observaciones, especialmente para el mes de junio en la época seca (Figura 5). Esto

29



posiblemente se debi6 a que las lluvias fueron escasas durante este periodo, lo que provocéd
una escasez de material de pastoreo y, por lo tanto, una limitacién para que los agricultores
alimentaran a sus vacas con alimentos como silo (principalmente maiz), heno y alimento
balanceado. Estos materiales son mas propensos a la contaminacion por Aspergillus y, por

lo tanto, a la produccion de Aflatoxinas.

Respecto a los tipos de productores, los medianos presentaron la media mas alta (0.0817
ng/kg), mientras que la media mas baja, de 0.0577 pg/kg, fue de pequeiios productores.
No se observaron diferencias significativas entre los resultados para diferentes tipos de
productores (valor de p de 0.5976) durante el periodo de estudio (Tabla 3). En los casos
de productores medianos con un sistema de produccidn extensivo (pastoreo), la cantidad
significativa de valores atipicos posiblemente se pueda atribuir al uso correspondiente

de alimento balanceado en el momento del ordefio.

Los valores obtenidos para diferentes tipos de sistemas de produccion (Tabla 3)
presentaron media mas alta de 0.0837 pg/kg en los sistemas de produccion mixta. Por
otro lado, la media mas baja de 0.0710 pg/kg se observo para el sistema intensivo.
Tampoco hubo diferencias significativas (valor de p de 0.3493) entre los sistemas de

produccion.

En la Figura 5, el diagrama de caja presenta los valores de AFM1 por meses, época climatica,
provincias, regién climatica, tipo de productor y sistemas de produccién, donde se muestra
una distribucion relativamente pareja de cuartiles, con excepcion del mes de junio (época
seca), provincia de Manabi, asi como de la region Costa. Se aprecia también una cola larga
en productores medianos y sistemas extensivos de produccion. Asi mismo, se presentan 4
valores atipicos (muy por encima de la media y en la parte superior de la figura), los cuales
pertenecen a la siguientes variables: dos en el mes de abril (época lluviosa) y otros dos en
junio (época seca), uno perteneciente a la provincia de Pichinchay los 3 restantes a Manabi,
tres a medianos productores y uno a grandes, finalmente, tres pertenecientes a sistemas

extensivos de producion y uno a un sistema mixto.
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Tabla 3: Valores minimos, media y maximos de AFM: obtenidos por provincial, region

climética y época climética.

. Minimo Media Maximo
Variable p-valor

(ng/kg) (ng/kg)  (ng/kg)

Provincia
Manabi 0.0350 0.1256 0.7500
Pichincha 0.0230 0.0639 0.7510 5.332x10°(p<

0.05)
Santo Domingo de los

Tsachilas 0.0400  0.0485 0.0600

Epoca climatica

Seca 0.0230 0.0845  0.7510
0.005509 (p < 0.05)
Lluviosa 0.0250 00701  0.7500

Regidn climética

Costa 00350 01123 07500 0008057 (p<
Interandina 0.0230 00640  0.7510 0.05)
Meses
Abril 00250 0.0862  0.7500
Junio 00390 01082  0.7510
0.001406 (p < 0.05)
Agosto 00230 0.0656  0.2260
Noviembre 00250 0.0554  0.1690

Tipo de productor

Grande 0.0270 0.0768  0.7500
Mediano 0.0230 00817 07510  0.5976 (p > 0.05)
Pequefio 0.0280 00577  0.1700

Sistema de produccién

Intensivo 0.0520 0.070 0.1050
Mixto 0.0230 0.0837 0.7510 0.3493 (p > 0.05)
Extensivo 0.0250 0.0761 0.7500
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Figura 5: Diagrama de cajas con los valores por meses, época climatica, provincias, region climatica, tipo de productor y sistemas de

produccion para AFM:.
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Respecto al cumplimiento de la Normativa, solamente el 1.9 por ciento de las muestras
(4/209) no cumplid con el limite maximo permitido establecido por la normativa ecuatoriana
(0.5 ng/kg,). De estas muestras, el 25 por ciento (1/4) correspondia a Pichincha (region
interandina) y el otro 75 por ciento (3/4) a Manabi (regién costera); ninguna muestra por

encima del valor estandar correspondié a Santo Domingo de los Tsé&chilas.

En comparacion con la normativa europea, que permite un maximo de 0.05 pg/kg, el 59.3
por ciento (124/209) de las muestras no cumplen con la legislacién antes mencionada. Al
respecto, el 63.7 por ciento (79/124) de las muestras por encima de este limite procedian de
Pichincha (region interandina), el 32.3 por ciento (40/124) de Manabi (region Costa) y el 4.0
por ciento (5/124) de Santo Domingo de los Tsachilas (region costera). Considerando estos
mismos estandares regulatorios, el 48.4 por ciento (60/124) de las muestras por encima del
limite se recolectaron durante la temporada de lluvias, y el 51.6 por ciento restante (64/124)
fueron de la temporada seca. Asimismo, el 28.2 por ciento (35/124) correspondia a grandes
productores, el 59.7 por ciento (74/124) a medianos productores y el 12.1 por ciento (15/124)
a pequefos productores. Ademas, el 77.4 por ciento (96/124) tiene un sistema de pastoreo
extensivo, el 18.6 por ciento (23/124) realiza un sistema mixto (pastoreo y estabulados), y

el 4.0 por ciento (5/124) son de sistema intensivo.

Algunos paises podrian tener altos niveles de AFM: debido a la falta de conocimiento,
tecnologia e instalaciones deficientes de los productores, todo lo cual contribuye al
crecimiento de hongos productores de toxinas (Rahmani et al. 2018). Por esa razon, muchos
paises han establecido diferentes limites maximos para AFMz1 en la leche cruda (Tabla 4);
por ejemplo, la Unién Europea y algunos otros paises usan 0.05 ug/kg, mientras que Estados

Unidos, Latinoamérica (excepto Chile) y algunos paises asiaticos usan 0.5 ug/kg.

En Ecuador existen pocos estudios de la presencia de AFMz en leche cruda. En nuestros
resultados se encontré AFMz en el 100 por ciento de las muestras en las provincias que
representan mas del 30 por ciento de la produccion total ecuatoriana con un promedio de
0.0774 pg/kg; esta media es mas del doble de la obtenida en 5 provincias de la region
interandina ecuatoriana, donde observaron un promedio de 0.034 ug/kg (rango 0.019-0.07
ug/kg) en 50 muestras de leche cruda, provenientes de centros de acopio. En este mismo

estudio, el 100 por ciento de las muestras analizadas estuvieron por debajo del limite maximo
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establecido por la normativa ecuatoriana, y solo el 4 por ciento (2/50) de las muestras
excedieron la normativa europea (Gonzalez 2018). Asi mismo, los datos actuales contradicen
totalmente el estudio realizado en el cantén Biblan-Azuay-Ecuador, donde no se encontro
presencia de AFM1 en ninguna de las 88 muestras de 22 fincas de medianos productores
(Ortiz y Cazar 2014).

Segun la Tabla 4, los resultados obtenidos también contradicen con los de otros paises de
América Latina, cuyo promedio fue de 0.037 pg/kg (Molina et al. 2019). En Arequipa-Peru,
no se encontraron residuos de AFMi (Ortiz 2009), mientras que en Argentina, la
concentracion de AFM: fue de 0.059 pg/kg, y esa leche superd el limite méximo del
MERCOSUR (0.5 pg/kg) y la normativa de la UE en un 0.81 por ciento y un 32.65 por
ciento, respectivamente (Signorini et al. 2012). En EI Llano-México, el 54.16 por ciento de
216 muestras presentaron micotoxinas, pero ninguna excedio el limite permitido mexicano
de 0.5 pg/kg y 27.31 por ciento excedieron el limite europeo (Miranda 2015). En el mismo
pais, se analizaron las formulas para lactantes y los investigadores encontraron que el 20 por
ciento de las 55 muestras tenian valores de AFM: por encima del LMR de la UE de 0.25
ug/kg (Quevedo-Garza et al. 2020). Asimismo, en Valparaiso-Chile, el 36 por ciento de las

44 muestras analizadas excedieron la normativa europea (Nufez y Hervé 2018).

En paises desarrollados se ha controlado la presencia de AFM: (Tabla 4), por ejemplo, entre
2013y 2018, en 31702 muestras de leche cruda en Italia (556413 toneladas) presentaron un
promedio mensual de entre 0.00719 y 0.02253 pg/kg (Serraino et al. 2019). En China, el
75.2 por ciento de las 133 muestras de leche cruda fueron positivas para AFM1 (media de
0.0159 pg/kg), pero ninguna superd el limite chino o europeo (Xiong et al. 2020). Sin
embargo, el 4.64 por ciento de 1207 (56/1207) muestras de leche en polvo para lactantes

fueron positivas para AFM1, pero ninguna supero el limite chino (Li et al. 2018).

En los paises en desarrollo, por otro lado, el problema de AFM: es variable (Tabla 4). Por
ejemplo, se inform6 un promedio general de 0.056 pg/kg en Iran, segin un estudio de
metanalisis (Khaneghahi et al. 2020). En la India, el 20.67 por ciento de 150 muestras
contenian niveles superiores al limite permitido local (0.5 pg/kg) (Sharma et al. 2019). En
Punjab-Pakistan, el 70 por ciento (n=690) de leche cruda estaban por encima del limite de
0.5 pg/kg (Akbar et al. 2019). En Canakkale-Turkia, solamente el 3.3 por ciento (n=120)

excedieron los limites locales (Eker et al. 2019). Asimismo, las 175 muestras de leche de
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Jordania contenian AFM1, donde el 66 por ciento no cumplia la legislacion europea y el 23
por ciento la estadounidense (Sharaf 2016). En Nairobi-Kenia, las 96 muestras de leche
cruda contenian AFM1, encontrandose que el 66.6 por ciento estaban por encima del limite
europeo y el 7.5 por ciento superaba la reglamentacion local (0.5 pg/kg ) (Kuboka et al.
2019).

Tabla 4: Limites maximos permitidos para AFM: en leche cruda, en diferentes paises

y el contenido de varias investigaciones.

Limite NOGmero Media Muestras Muestras Muestras Tino de Li(r;;ite
Pais Méaximo de positivas =05 >0.05 an%lisis deteccion Referencia
/k muestras aAFM Kk k
(Hg/kg) ng/kg 1 nghkg  pgke (ng/kg)
USA 0.5
UE 0.05
209 4 124 .
209 0.077 (100%)  (L91%) (59.3%) LFIA 0.025 Este estudio
. b 0 . onzélez
Ecuador 05 50 0.034 (1(?(?% ) 00%) 204 LFIA 0.02 Gonzalez 2018
(i (] (i (] . rtiz y Cazar
88 0 (0% 0 (0% 0 (0% 0 (0% ELISA/SNAP 0.05 Ortizy C 2014
Per( 0.5 40 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) ELISA/SNAP 0.05 (Ortiz 2009)
Argentina 0.5 - 0.059 100% (0.81%) (32.65%) - - (Signorini et al. 2012)
. 117 . 31 .
México 0.5 216 0.026 (54.16%) 0 (0%) (27.31%) ELISA 0.05 (Miranda 2015)
Chile 0.05 44 0.06 33 (75%) 33 (75%) (3612%) HPLC-FL 0.0091  (Nufez y Hervé 2018)
Italia 0.05 31702 06000272159; - - - IEFLIé Ay 0.025 (Serraino et al. 2019)
ina . . b 0 - . iong et al.
chi 05 133 00159 (7é°2?, 0% 0(0%)  LCMSMS 0005 (Xi 1. 2020
. 77 P (Khaneghahi et al.
Irén 0.1 estudios 0.056 Meta-analisis 2020)
. 77 31 46
India 0.5 150 0.262 (51.33%) (20.67%) (30.66%) HPLC 0.052 (Sharma et al. 2019)
. 690 483 690
Pakistan 0.5 690 0.640 (100%) (70%) (100%) ELISA 0.1 (Akbar et al. 2019)
. 107 13
Turquia 0.5 120 0.0051 (89.2%) 4 (3.33%) (10.83%) ELISA 0.005 (Eker et al. 2019)
. 175 . 115
Jordan 0.5 175 0.0689 (100%) 40 (23%) (66%) ELISA 0.025 (Sharaf 2016)
. 96 64
Kenia 0.5 96 0.2903 (100%) 7 (7.5%) (66.6%) ELISA 0.005 (Kuboka et al. 2019)

LFIA: Inmunocromatografia de flujo lateral; ELISA: Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas; SNAP: Software de proceso de
evaluacion no funcional; HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion; HPLC-FL: Cromatografia liquida de alta resolucion con
detector de fluorescencia; LC-MS/MS: Cromatografia liquida junto con espectrometria de masas en tandem.
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En cuanto a la época climatica, algunos autores han indicado que no influye en la presencia
de AFM: (Molina et al. 2019); sin embargo, se encontraron diferencias entre las estaciones
en este estudio (p de 0.005509), donde se observaron los valores més altos para la estacion
seca. Este hallazgo es similar al estudio realizado en 48 muestras de leche de Chiapas-
Meéxico, donde se obtuvieron promedios de 0.55 pg/kg en la época seca y 0.13 pg/kg en la
época de lluvias. Esta observacion se atribuy6 a la alimentacién de animales con ensilaje y
piensos contaminados (Gutiérrez et al. 2013), ya que el estrés por calor y la sequia pueden
provocar un aumento de las concentraciones de AFMai en la leche (Pefia-Rodas et al. 2018).
Sin embargo, otros autores han indicado que las concentraciones mas altas ocurren en
invierno, ya que la temperatura y la humedad podrian contribuir a la produccion de AFB:1 en
los alimentos recolectados o almacenados (Yunus et al. 2019, Ismail et al. 2015). Por
ejemplo, el 100 por ciento de las muestras analizadas en Iran durante el invierno tenian las
concentraciones mas altas de AFM1 (Dakhili et al. 2016), y en un estudio de metanalisis de
77 casos, también se determind que los niveles mas altos estaban en invierno (Khaneghahi
et al. 2020). Esta conclusion también es corroborada por un estudio en Punjab-Pakistan,

donde la media mas alta, de 0.875 pg/kg, se encontr6 en invierno (Akbar et al. 2019).

4.3 FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA PRESENCIA DE AFM1 EN
LECHE CRUDA DE ECUADOR

En la Tabla 5 se detalla el tipo de pasto, henolaje, ensilaje y alimento balanceado consumido
por los animales de las explotaciones muestreadas, en base a las 124 (de 2019) explotaciones
ganaderas cuya leche contiene niveles superiores al maximo permitido por la legislacion
europea. La leguminosa mas consumida fue el trébol blanco (Trifolium repens), mientras
que, en el caso de las gramineas, las mas utilizadas son la mezcla de raygrass (Lolium
perenne) con kikuyo (Pennisetum clandestinus), raygrass solo y pasto brachiaria (Brachiaria
brizantha). Entre los productores que ofrecen ensilaje a sus animales, la mayoria maneja silo
de maiz (Zea mays), y almacena en mayor medida en silo de bolsa. En cuanto a la
alimentacion con henolaje, el ingrediente principal fue raygrass, seguido de alfalfa
(Medicago sativa), kikuyo y avena (Avena sativa). Finalmente, en cuanto a los alimentos
balanceados, la gran mayoria ofrecen de marca comercial, mientras que la forma

predominante de almacenamiento fue en bodega cerrada.
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Tabla 5: Tipo de pasto, henolaje, ensilaje y alimento balanceado consumido por los

animales (124/209) cuya leche incumple la normativa europea para AFM:.

Alimento Muestras  Porcentaje (%)
Pasto: Leguminosas 52/124 434
Trébol blanco (Trifolium repens) 48/52 92.3
Mezcla de alfalfa (Medicago sativa) y trébol blanco (Trifolium repens) 3/52 5.8
Alfalfa (Medicago sativa) 1/52 19
Pasto: Gramineas 122/124 98.4
Mezcla de raygrass (Lolium perenne) y kikuyo (Pennisetum clandestinus) 40/122 33.0
Raygrass (Lolium perenne) 18/122 14.8
Brachiaria (Brachiaria brizantha) 16/122 131
Saboya (Panicum maximun) 11/122 9.0
Kikuyo (Pennisetum clandestinus) 7/122 5.6
Mezcla de brachiaria (Brachiaria brizantha) y saboya (Panicum
maximun) 5/122 4.1
Otras mezclas (kikuyo, pasto azul, saboya, brachiaria, pasto estrella, king
grass, mar alfalfa, pasto elefante, llantén 22z 204
Ensilaje 42/124 33.9
Maiz (Zea mays) 34/42 81.0
Mezcla de maiz con otros ingredientes (alfalfa, saboya, sorgo, palma 242 05
africana)
Mezcla de raygrass (Lolium perenne) con kikuyo (Pennisetum
clandestinus) 3142 r
Mulato (Brachiaria hibrido) 1/42 2.4
Henolaje 14/124 11.3
Raygrass (Lolium perenne) 4/14 28.6
Alfalfa (Medicago sativa) 2/14 14.3
Kikuyo (Pennisetum clandestinus) 2/14 14.3
Avena (Avena sativa) 2/14 14.3
Otras mezclas (alfalfa, raygrass, barley, maiz, sorgo, pasto azul, trébol
blanco) 4/14 285
Alimento balanceado 112/124 90.3
Alimento comercial 93/112 83.0
Fabricado en la granja 18/112 16.1
Formulacién Ad-hoc 1/112 0.9
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En cuanto a los factores de riesgo asociados a la presencia de AFM1 (Tabla 6), se encontré
que no existe una relacion estadisticamente significativa (p>0.05) con respecto al consumo
de leguminosas, henolaje y alimento balanceado por parte de los animales. Solo se asocio
significativamente (p<0.05) a la alimentacion de ganado con pastos, sin embargo no existen
estudios que demuestren la presencia de Aspergillus en pastos frescos (Gallo et al. 2015,
Merlassino 2014).

En el caso del uso de ensilaje, como parte de la dieta de las vacas lecheras, este fue el Gnico
pienso que estuvo en un nivel muy cercano al de asociacion. Por este motivo, y debido a que
todas las muestras de leche presentaron niveles de AFMs, cualquiera de los piensos puede
constituir una fuente de AFB1, ya que un alimento no podria asociarse como factor de riesgo
exclusivo. Respecto a los sistemas de produccion y tamafio de la finca, existe una relacion
estadisticamente significativa (p<0.05) en el sistema intensivo y los grandes productores, ya

que presentaron mayores niveles de AFMa1 al corregir la heterocedasticidad.

En este estudio se asocid a los grandes productores y al sistema intensivo, lo que coincide
con lo indicado en Kenia, donde los alimentos tienden a estar contaminados por AF en los
sistemas intensivos (Kagera et al. 2019). Sin embargo, estos datos no coinciden con los
obtenidos en Iran y Serbia, donde los niveles mas altos de AFM1 se encontraron en pequefios
productores (Hashemi 2016, Horvatovi¢ et al. 2016) tampoco coincide con el estudio en
India, donde no hubo diferencia significativa entre los diferentes productores y tipos de
fincas (Patyal et al. 2020).
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Tabla 6: Variables explicativas del andlisis de factores de riesgo para la posible asociacion con la ocurrencia de AFM: en leche cruda.

. Muestra Media Rango AFMz en niveles superiores a la
. o Nivel . p-valor
Variables explicativas (n) (na/kg) (na/kg) Union Europea (%)
Leguminosas 106 0.0656  0.025-0.751 52 (49.1%)
Pasto 0.0030232
Gramineas 207 0.0774  0.023-0.751 122 (58.9%)
) ) ) Si 24 0.0852  0.029 - 0.563 14 (58.3%)
Henolaje en la dieta animal 0.8771012
No 185 0.0764  0.023-0.751 110 (59.5%)
Si 188 0.0748  0.023-0.750 112 (59.6%)
Alimento balanceado en la dieta animal 0.5289512
No 21 0.1001  0.027-0.751 12 (57.1%)
Bodega cerrada 165 0.0763  0.023-0.750 96 (58.2%)
Bodega abierta 1 0.0720 0.0720 1 (100%)
Almacenamiento del alimento balanceado 0.3916592
No almacenada 9 0.0568  0.045-0.067 8 (88.9%)
En recipientes 13 0.0686  0.031-0.136 7 (53.8%)
Si 64 0.1026  0.027 - 0.751 42 (65.6%)
Ensilado en la dieta animal 0.0632372
No 145 0.0663  0.023-0.745 82 (56.6%)
Bolsa 48 0.1046  0.027 —0.751 32 (66.7%)
Almacenamiento del ensilaje Montén 15 0.0999  0.036 - 0.563 10 (66.7%) 0.391659%
Trinchera 1 0.049 0.049 0 (0%)
0.028 - 0.700 15 (57.7%
Pequefio 0.0760P ( 2
Tipo de productor Mediano 0.0753°  0.023-0.751 74 (58.3%) 0.000416 %
Grande 0.08922
0.027 - 0.750 35 (62.5%)
0.023-0.751 39 (59.0%
Mixtos 0.0667" (59.0%)
Sistemas de produccion Intensivo 0.0896®  0.052 —0.105 5 (100%) 0.000048 2
Extensivo 0.08322
0.025-0.750 96 (58.2%)

Letras iguales indican que no existen diferencias significativas entre los diferentes lugares.

Pruebas estadisticas: Analisis de varianza con suma de cuadrados tipo 111 y comparacion multiple de medias de Tukey.
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En la investigacion se encontrd un alto consumo de pasto por parte de los animales, y esto
se debe a que Ecuador cuenta con condiciones ambientales favorables, en la mayor parte de
su territorio, para la produccion continua de forrajes durante todo el afio (Ledn et al. 2018),
por lo que en la gran mayoria del ganado lechero pastorea, ya que es mas econémico que
otros tipos de alimentos (Valverde 2013). Sin embargo, no existen estudios que demuestren
la preferencia de Aspergillus en los pastos antes mencionados, lo que se sabe es que ciertos
hongos endofiticos realizan un tipo de simbiosis con el raygrass perenne y son capaces de
almacenar metabolitos secundarios toxicos dentro de la planta (Merlassino 2014). Por lo
tanto, los pastos no se consideran propensos a la contaminacion por AFB1 (Tsiplakou et al.
2014), solo en pienso concentrado, silo 0 heno (Fink-Gremmels 2008). Asi mismo, a través
de un estudio de revision de varias publicaciones, se determiné que existen pocos estudios
sobre la presencia de micotoxinas en pastos frescos, la cual es muy limitada en comparacion
con la presencia en cereales; lo que se sabe es que los hongos filamentosos pueden crecer en
forrajes, pero solo los géneros Fusarium y Alternaria, mientras que Aspergillus tiene
preferencia por granos y cereales, por esta razon, ninguno de los estudios realizados a nivel
mundial reporta la presencia de este tipo de hongos y AF en forrajes frescos (Gallo et al.
2015).

En cuanto al ensilaje, si bien es cierto que la mayoria de los hongos se eliminan en el proceso
de elaboracion de este pienso, los del género Aspergillus son capaces de soportar altas
concentraciones de acidos organicos, didxido de carbono y baja disponibilidad de oxigeno
(Gallo et al. 2015). Por tanto, constituye un excelente sustrato para el crecimiento y
desarrollo de Aspergillus y por tanto de AFB1 (Del Palacio et al. 2016), siendo dependiente
del tiempo de cosecha, riego, control de plagas, humedad, asi como dafios mecanicos al
grano en el momento del ensilado (Prandini et al. 2009). En el presente estudio se determin6
que el uso de silo en la alimentacion animal fue el mas cercano al nivel de asociacion de
significancia con la presencia de AFM: en la leche, siendo el ingrediente mas utilizado en
su elaboracion, el maiz (Zea mays), que justamente es el grano mas propenso a la
contaminacion por Aspergillus (Alonso et al. 2011, Kagera et al. 2019, Ogunade et al. 2018).
El silo de maiz es uno de los principales factores de riesgo de AF en varios paises, por
ejemplo, en Kenia, el 99 por ciento de las muestras (83/84) contenian niveles de AFM1, con
una media bastante alta de 0.84 pg/kg, donde el 56.3 por ciento de los animales recibieron
ensilaje (Kagera et al. 2019). En Mexico, en 48 muestras de leche organica, las mayores

concentraciones de AFM1 se encontraron en la época seca debido al incumplimiento de
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buenas préacticas agricolas y al uso de ensilaje y probablemente alimento para animales
contaminado (Gutiérrez et al. 2013). Por estas razones, el uso de silo de maiz en Ecuador

podria ser una fuente importante de AFB: en la dieta de las vacas lecheras.

En cuanto al almacenamiento de ensilaje, se sabe que los hongos se desarrollan mejor cuando
este no es el correcto (Kemboi et al. 2020), lo que favorece su crecimiento, principalmente
cuando existe un sellado inadecuado del silo, presencia de agujeros en el revestimiento o por
instalaciones de almacenamientos inadecuados (Variane et al. 2018). Las condiciones
ambientales son favorables para el desarrollo de hongos, principalmente cuando el silo es
més célido y humedo (Pereyra et al. 2008). Nuestra encuesta determind que la mayor
cantidad de agricultores lo almacena en bolsas, o que coincide con varios autores, quienes
encontraron que el mayor porcentaje de contaminacion con AF ocurre en productos
ensilados en bolsas, principalmente después de periodos de almacenamiento largos e
inadecuados, siendo influenciado por el tiempo de cosecha del maiz, la fertilizacion, el riego,
el control de plagas y la humedad del ensilaje (Baliukonien et al. 2012, Fink-Gremmels
2008, Prandini et al. 2009).

Respecto al uso del henolaje, diversos estudios han determinado que es un alimento donde
puede crecer Aspergillus y por tanto que se puede encontrar la presencia de AF (Dhakal y
Shar 2020, Tsiplakou et al. 2014), siendo el heno de alfalfa, en varios estudios, el producto
que ha contenido AFB1 en niveles superiores al limite maximo permitido por la Unién
Europea (Bani Ismail et al. 2020, Rodriguez-Blanco et al. 2020, Sugiyama et al. 2008). En
el caso de Ecuador, los ingredientes mas utilizados fueron justamente la Alfalfa y también

Raygrass.

La investigacion también encontré que la mayoria de los agricultores alimentan a sus
animales con alimentos balanceados, lo que coincide con el estudio realizado en Punjab,
India, donde la alimentacion con piensos concentrados ya preparados determind la presencia
de AFM: en la leche (Patyal et al. 2020). Asimismo, en México y Kenia, la mayor presencia
de AFMz1 se debio a un mayor consumo de concentrado durante el ordefio, principalmente
de alimentos comerciales (Gutiérrez et al. 2013, Kagera et al. 2019). Esto se explica porque
Aspergillus tiene preferencia por cereales o granos. (Alpizar Solis 2016, Giovanni et al.
2019) con una correlacion entre AFMz1 en la leche, y la presencia de AFB:1 en el alimento

concentrado recibido por las vacas lecheras (Sugiyama et al. 2008). Por lo tanto, es necesario
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controlar el almacenamiento del pienso concentrado, ya que la temperatura y la humedad
contribuyen a la produccion de AFB:1 (Yunus et al. 2019, Ismail et al. 2015). Posiblemente
en Ecuador exista un almacenamiento inadecuado del concentrado, lo que provoca la

contaminacion de los alimentos con hongos.

Finalmente, se ha encontrado evidencia de que actualmente el cambio climatico, que provoca
sequias e inundaciones, puede incrementar la produccion de hongos micotoxigénicos y por
tanto su incremento en alimentos (Milicevi¢ et al. 2019). Asimismo, la prevalencia de
micotoxinas en los alimentos puede ser alta, siendo mayor en la materia prima que en los
productos terminados, encontrandose AFB1 en la harina de mani, semillas de algodén y
maiz, que son ingredientes de la alimentacion de las vacas lecheras (Marin et al. 2013). Por
tanto, los productores deben ser conscientes de los efectos perjudiciales que las AF provocan
en sus animales y en la salud publica, por lo que deben buscar estrategias para reducir su
presencia en los piensos ofrecidos al ganado lechero (Mohammedi-Ameur et al. 2020),
mediante Buenas Practicas Agricolas en pre y poscosecha; asi como, el correcto
almacenamiento de cultivos forrajeros y descontaminacion fisica o quimica de alimentos

contaminados (Giovati et al. 2015).
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V. CONCLUSIONES

Se establecio que el 100 por ciento de las muestras de leche cruda de diferentes
provincias del Ecuador contenian AFM1, encontrandose diferencias significativas en
la region costera y en la época seca del afio, pero no entre tipos de productores y
sistemas de produccion.

Se cuantifico los niveles de AFM1, encontrdndose por encima del limite maximo
permitido por la Union Europea al 59.3 por ciento de las muestras, sin embargo, solo
el 1.9 por ciento de las mismas tenian niveles por encima del limite permitido por la
legislacion ecuatoriana y del codex alimentarius.

En cuanto a ZEA, se establecio que el 99.5 por ciento de leche cruda analizada tenia
la micotoxina, pero con niveles muy por debajo de los permitidos por los organismos
internacionales, sin encontrarse diferencias significativas entre las regiones, época
climatica, tipo de productores y sistemas de produccion.

Se encontrd asociacion entre la presencia de AFM: en la leche con los grandes
productores, sistema intensivo y la alimentacion del ganado con gramineas; el uso de
ensilaje tuvo un nivel muy cercano al de asociacion; mientras que, no se encontro
asociacion respecto al consumo de los animales de leguminosas, henolaje y alimento
balanceado.

Con los datos obtenidos, la investigacion es util para concluir que la leche de Ecuador
en un posible peligro para la salud de los consumidores; pues, si la contaminacién
por ZEA y AFM1 no rebasan los limites permitidos por la legislacion ecuatoriana,
pero si en el caso de la segunda en gran medida los limites europeos. ElI consumo
frecuente de estas micotoxinas puede producir efectos sinérgicos y bioacumularse en
los consumidores, por lo que su monitoreo debe ser permanente y urgente en

Ecuador.



VI. RECOMENDACIONES

Se hace necesario monitorear continuamente la leche del Ecuador y hacer esfuerzos
para reducir el contenido de AFB1 y ZEA en la dieta del ganado lechero, y de esta
manera la presencia de AFM1y ZEA en la leche.

Implementar practicas de almacenamiento de alimentos, asi como control de calidad
en las materias primas con las que se elaboraron los piensos animales, mediante la
formacion y sensibilizaciéon a los ganaderos sobre la importancia y riesgos de la
presencia de AFy ZEA en los piensos y la leche cruda.

Aumentar controles y educar a los productores lecheros sobre los problemas de salud
publica causados por estas micotoxinas, especialmente en la provincia de Manabi y
en la estacion seca.

Se recomienda utilizar ELISA y LFIA como pruebas de screening y posteriormente
realizar pruebas confirmatorias mediante la Cromatografia Liquida de Alta
Resolucidn, solamente en las muestras negativas para abaratar los costos de los

anélisis.
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VIIl. ANEXOS
Anexo 1: Muestreo de leche cruda y encuestas.
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Anexo 2: Analisis de AFM: por LFIA.
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Anexo 3: Analisis de ZEA por ELISA.




Anexo 4: Encuesta Region Costa.

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
DOCTORADO EN CIENCIA ANIMAL
ENCUESTA PARA PRODUCTORES - COSTA

ANEXO I:
Cadigo Fecha: Hora:
Temperatura ambiente: Humedad relativa:

1. Cuéntas vacas en produccién tiene su propiedad?
a. Entrela20vacas................ccooeiviiiiiinannn. D
b. Entre 21 a 100 vacas..........coooeviinininneinnnininnnes D
c. Misde 100vacas.........ooeeviiniiiiniiiiiin e D

2. Susistema de produccion es?
a. Intensivo (animales estabulados)...................

b. Extensivo (animales en pastoreo)..

c. Mixto (estabulados y al pastoreo)..

3.  Qué tipo de alimentacién recibié su ganado en la ultima semana?

=

d. Balanceado..

4. Sirecibe PASTO, con cuil leguminosa se alimenta su ganado?

a.  Alfalfa (Medicago sativa)............ e. Soya (Glycine wightii)......... D
b. Centro (Centrosema pubescens).. D f.  Pega-pega (Desmodium sp.)....
c. Kudzua (Pueraria phaseoloides)..... g Leucaena (L. leucocephala)..... D
d.  Siratro (M. atropurpureum)............. D h.  Otros (especifique)
5. Sirecibe PASTO, con cudl graminea se alimenta su ganado?
. Maiz (Ze@ Mays).......ccooceoercreeecerieeeeeeceneeeenee
b. Brachiaria (Brachiaria decumbens)..................... D
c.  King grass (Pennisetum typhoides) ............ D
d.  Guinea (Panictm maximum). ...........cveueeereuiereeennenennnd D
e.  Pasto Elefante (Pennisetum purpureum)...... e s D
f.  Pasto Estrella (Cynodon nlentuensis)............c.cccoeviviniinnnan.. D
g.  Pard (Brachiaria mutica)................coooveviiiiiiiiiiiniiiiieneie E
h.  Janeiro (Eriochloa polystachia)...............coooeuiiiiiininiiininiiiaiennnn. D
i Micay (AXONPUS MICAY). ....... oottt e D
j- Napo 701 (Brachiaria humidicola)... D
k. Buffel (Cenchrus ciliaris)...... . D
I Saboya (Panictm MAXiMUINY. ........uuenuanaranaiasasaas s st aras e s saearasaerenanes D

m. Otros (especifique)
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6. Siofrece ENSILADO, con qué tipo de ingredientes lo elabora?

=

:
O
0

c: :AlaMecoarnannnansnnBLRRE SRR D

d. Oftros (especifique)

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR

o SvE- UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
3&4_4:45; DOCTORADO EN CIENCIA ANIMAL

L ENCUESTA PARA PRODUCTORES - COSTA
ué(.,\\ Q.F

7.  Siofrece ENSILADO, como se almacena el mismo?

a. Silode trinchera o zanja........ccccceuvviinennnnnnn. D
b, Sl dEMORION: . cuoivseunsinsmsssssssvamssinssssimsossssd D
Silo de bolsa 0 mMicrosilo...........c.oeviiiniiiiiiiiaannans D

c
d. Silo dccajénobunker.......‘......................................,.D

e. Silode maderaD

h

g: Silodebateria:....ouiiinmnnamnnisnsi s

8. Siofrece HENO, con qué tipo de ingredientes lo elabora?
AR .o s e

a.
B RAVETAEE, oo ovivomanios s nissnssesisssapszos ssnmevesninssos D

a o
Q
[+
o
8
g

...,
£
=2
5]

g. Ofros (especifique)

SO Press i S e s SR s eieeed

9. Siofrece ALIMENTO BALANCEADO, como consigue el mismo?

a. Se fabrica dentro de laplanta........................
b. Compra una marca comercial................c.c.eeunennd D
c. Compra formulaciones Ad-hoc.............cccceuinniiinn. D

d. Otra (especifique)

10. Siofrece ALIMENTO BALANCEADO, como almacena el mismo?

a. Enunabodega cerrada.................ceenenen.

b. Enunabodegaabierta..................coeeeniinanne D

c. No se almacena (se administra inmediatamente).......... D
d. Ofra (especifique)
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Anexo 5: Encuesta Regidn Sierra o Interandina.

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
DOCTORADO EN CIENCIA ANIMAL
ENCUESTA PARA PRODUCTORES - SIERRA

Cédigo Fecha: Hora:

Temperatura ambiente: Humedad relativa:

1. Cuantas vacas en produccion tiene su propiedad?

8, BAeLA20VaLas! . coosnrassmesssussnpsmsmensaienisy D
b Bl 21 a 100 Vatas v wcnsinmsnsivisiminins s D
e ‘Maside 100 vacas: vz D

2. Susistema de produccion es?

a. Intensivo (animales estabulados)................... D
b.  Extensivo (animales en pastoreo)...................... D
c.  Mixto (estabulados y al pastoreo)..............c.oevuennee. D

3. Qué tipo de alimentacién recibié su ganado en la iiltima semana?

Pasto (continuar en pregunta 4 y 5)........

a.
b. Ensilado (continuar en pregunta 6 y 7)...
c. Heno (continuar en pregunta 8)........... D

d. Balanceado (continuar en pregunta 9)............cccceeuennnn. D

4. Sirecibe PASTO, con cuil leguminosa se alimenta su ganado?
a. Alfalfa (Medicago sativa)............................ D
b.  Trébol blanco (Trifolium repens)....................... D
c.  Otros (especifique)

5. Sirecibe PASTO, con cuil graminea se alimenta su ganado?

a. Pasto azul (Dactylis glomerata).................... D

b.  Ray grass (Lolium multiflorum)........................ D

c. Kikuyo (Pennisetum clandestinum)......................... D

d.  Holco o pasto lanudo (Holcus lanatus)........................ D

e. King grass (Pennisetum typhoides) .................ccccccccuueen.. D

f.  Avena forrajera (Avena sativa).................ccueueeueeennienennans D

g Setaria (Setariasphacelata):.:.::.cinvsmsmannnnimisassng D

h.  Pasto clefante (Pennisetum purpureum).................cc.cceuveueeueennnn... D

i.  Maiz (Zea mays).........ccoceeueeueecereencne S — D

j-  Brachiaria (Brachiaria decumbens).....................coueueueeiniiiniiniiiinenanans D

k.  Otros (especifique)
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DOCTORADO EN CIENCIA ANIMAL

b.

C.

d. Otros (especifique)

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

ENCUESTA PARA PRODUCTORES - SIERRA

7. Siofrece ENSILADO, como se almacena el mismo?

a. Silodetrincherao zanja........cccoooooiiiiiiiianann. D

b. Silodemonton............ccoiiiiiiiiiiiiniiiei e D

c.  Silo de bolsa o microsilo.. D

d. Silo de cajén o bunker. D

e.  Silo de madera..... . D
f.  Silo press...

g. Silo de bateri

8. Siofrece HENO, con qué tipo de ingredientes lo elabora?
Alfalfa.......ooooviiii

a.
b, Raygrass........c.cocoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiesiaaeas D

c. . .
d. Cebada....... TP, . v D

™ o
Zz =
2 E
o o

Otros (especifique)

Lsl

9. Siofrece ALIMENTO BALANCEADO, cémo consigue el mismo?

a.  Se fabrica dentro de laplanta........................
b. Compra una marca comercial.......................e. D
c. Compra formulaciones Ad-hoc..............coeeiiiiin. D

d. Otra (especifique)

10. Siofrece ALIMENTO BALANCEADO, cémo almacena el mismo?

a. Enunabodegacerrada..................coiinnt
b. Enunabodegaabierta..................cocceiiinni D
c. No se almacena (se administra inmediatamente). ......... D

d. Otra (especifique)
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Anexo 6: Datos totales obtenidos en la investigacion.

VARIABLES AFLATOXINA M1 ZEARALENONA
Maximo | Maximo Maximo
Cédi'go Mes Epoca Provincia Tipo de Sistem.a’ ';:::‘:;:: PT:::::)I: ° LFIA P‘(*L"r':::: ° T::;‘S';a
tesis productor | Produccién | "~ Perii) Europea) (ng/kg) Europea) (ppm)
(ne/kg) | (ug/ke) (ppm)
PM1 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,085 0,1 0,0010
PM2 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Grande Extensivo 0,5 0,05 0,046 0,1 0,0011
PM3 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Grande Extensivo 0,5 0,05 0,04 0,1 0,0013
PM5 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Grande Mixto 0,5 0,05 0,08 0,1 0,0013
PM7 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Grande Mixto 0,5 0,05 0,067 0,1 0,0015
PM9 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,043 0,1 0,0014
PM10 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,054 0,1 0,0014
PM12 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,044 0,1 0,0015
PM13 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Pequefio Mixto 0,5 0,05 0,05 0,1 0,0011
PM14 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,052 0,1 0,0012
PM15 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,057 0,1 0,0012
PM16 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,095 0,1 0,0013
PM17 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,054 0,1 0,0012
PM18 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,066 0,1 0,0016
PM19 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Grande Extensivo 0,5 0,05 0,044 0,1 0,0015
PM20 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,063 0,1 0,0015
PM21 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,042 0,1 0,0011
PM22 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,039 0,1 0,0011
PM23 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,042 0,1 0,0010
PM24 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,052 0,1 0,0011
PQ17 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Grande Extensivo 0,5 0,05 0,069 0,1 0,0010
PQ18 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,068 0,1 0,0013
PQ19 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,061 0,1 0,0014
PQ20 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,059 0,1 0,0016
PC22 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,034 0,1 0,0014
PC23 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Grande Extensivo 0,5 0,05 0,059 0,1 0,0010
PC24 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Pequefio Extensivo 0,5 0,05 0,054 0,1 0,0010
PC25 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Grande Mixto 0,5 0,05 0,066 0,1 0,0005
PC26 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,043 0,1 0,0010
PC27 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Grande Mixto 0,5 0,05 0,039 0,1 0,0010
PC28 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Pequeiio Extensivo 0,5 0,05 0,068 0,1 0,0010
PC29 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,043 0,1 0,0011
PC30 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Pequefio | Extensivo 0,5 0,05 0,043 0,1 0,0011
PP31 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,03 0,1 0,0012
PP32 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,025 0,1 0,0015
PP33 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,03 0,1 0,0015
PR34 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Grande Mixto 0,5 0,05 0,068 0,1 0,0010
PR35 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,051 0,1 0,0012
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PR36 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,095 0,1 0,0010
PR37 | Noviembre | Lluviosa Pichincha Pequefio Extensivo 0,5 0,05 0,068 0,1 0,0012
MEC43 | Noviembre | Lluviosa Manabi Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,169 0,1 0,0014
MEC44 | Noviembre | Lluviosa Manabi Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,042 0,1 0,0010
MEC45 | Noviembre | Lluviosa Manabi Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,059 0,1 0,0015
MEC46 | Noviembre | Lluviosa Manabi Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,053 0,1 0,0010
MCH38 | Noviembre | Lluviosa Manabi Mediano Mixto 0,5 0,05 0,049 0,1 0,0080
MCH39 | Noviembre | Lluviosa Manabi Mediano Intensivo 0,5 0,05 0,055 0,1 0,0010
MCHA40 | Noviembre | Lluviosa Manabi Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,054 0,1 0,0008
MCH41 | Noviembre | Lluviosa Manabi Grande Extensivo 0,5 0,05 0,035 0,1 0,0018
MEC42 | Noviembre | Lluviosa Manabi Grande Extensivo 0,5 0,05 0,037 0,1 0,0025
MEC47 | Noviembre | Lluviosa Manabi Grande Extensivo 0,5 0,05 0,051 0,1 0,0012
MEC48 | Noviembre | Lluviosa Manabi Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,058 0,1 0,0011
MEC49 | Noviembre | Lluviosa Manabi Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,098 0,1 0,0015
SD1 Noviembre | Lluviosa | Santo Domingo | Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,055 0,1 0,0035
SD2 Noviembre | Lluviosa | Santo Domingo | Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,04 0,1 0,0019
SD3 Noviembre | Lluviosa | Santo Domingo | Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,051 0,1 0,0010
SD4 Noviembre | Lluviosa | Santo Domingo | Grande Extensivo 0,5 0,05 0,04 0,1 0,0011
SD5 Noviembre | Lluviosa | Santo Domingo | Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,06 0,1 0,0012
SD6 Noviembre | Lluviosa | Santo Domingo | Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,055 0,1 0,0014
SD7 Noviembre | Lluviosa | Santo Domingo | Pequefio Extensivo 0,5 0,05 0,042 0,1 0,0012
SD8 Noviembre | Lluviosa | Santo Domingo | Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,049 0,1 0,0014
SD9 Noviembre | Lluviosa | Santo Domingo | Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,052 0,1 0,0013
SD10 | Noviembre | Lluviosa | Santo Domingo | Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,041 0,1 0,0015
PM1 Agosto Seca Pichincha Grande Extensivo 0,5 0,05 0,049 0,1 0,0020
PM2 Agosto Seca Pichincha Grande Mixto 0,5 0,05 0,037 0,1 0,0016
PM3 Agosto Seca Pichincha Grande Extensivo 0,5 0,05 0,031 0,1 0,0012
PM4 Agosto Seca Pichincha Grande Extensivo 0,5 0,05 0,078 0,1 0,0014
PM5 Agosto Seca Pichincha Grande Extensivo 0,5 0,05 0,1 0,1 0,0020
PM6 Agosto Seca Pichincha Grande Extensivo 0,5 0,05 0,051 0,1 0,0017
PM7 Agosto Seca Pichincha Grande Mixto 0,5 0,05 0,134 0,1 0,0019
PM8 Agosto Seca Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,039 0,1 0,0019
PM9 Agosto Seca Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,048 0,1 0,0021
PM10 Agosto Seca Pichincha Pequefio Extensivo 0,5 0,05 0,049 0,1 0,0016
PM11 Agosto Seca Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,048 0,1 0,0013
PM12 Agosto Seca Pichincha Pequefio Extensivo 0,5 0,05 0,032 0,1 0,0014
PM13 Agosto Seca Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,074 0,1 0,0020
PM14 Agosto Seca Pichincha Mediano Mixto 0,5 0,05 0,023 0,1 0,0016
PM15 Agosto Seca Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,096 0,1 0,0016
PM16 Agosto Seca Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,043 0,1 0,0018
PQ17 Agosto Seca Pichincha Grande Extensivo 0,5 0,05 0,042 0,1 0,0017
PQ18 Agosto Seca Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,034 0,1 0,0017
PQ19 Agosto Seca Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,044 0,1 0,0017
PQ20 Agosto Seca Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,036 0,1 0,0014
PQ21 Agosto Seca Pichincha Pequefio | Extensivo 0,5 0,05 0,07 0,1 0,0014
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PC22 Agosto Seca Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,048 0,1 0,0019
PC23 Agosto Seca Pichincha Grande Extensivo 0,5 0,05 0,047 0,1 0,0017
PC24 Agosto Seca Pichincha Pequefio | Extensivo 0,5 0,05 0,056 0,1 0,0016
PC25 Agosto Seca Pichincha Grande Mixto 0,5 0,05 0,05 0,1 0,0013
PC26 Agosto Seca Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,045 0,1 0,0014
PC27 Agosto Seca Pichincha Grande Mixto 0,5 0,05 0,027 0,1 0,0010
PC28 Agosto Seca Pichincha Pequefio | Extensivo 0,5 0,05 0,049 0,1 0,0010
PC29 Agosto Seca Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,038 0,1 0,0013
PC30 Agosto Seca Pichincha Pequefio Extensivo 0,5 0,05 0,052 0,1 0,0011
PP31 Agosto Seca Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,071 0,1 0,0013
PP32 Agosto Seca Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,067 0,1 0,0013
PP33 Agosto Seca Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,038 0,1 0,0011
PR34 Agosto Seca Pichincha Grande Mixto 0,5 0,05 0,089 0,1 0,0017
PR35 Agosto Seca Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,092 0,1 0,0015
PR36 Agosto Seca Pichincha Mediano Mixto 0,5 0,05 0,078 0,1 0,0013
PR37 Agosto Seca Pichincha Pequefio | Extensivo 0,5 0,05 0,068 0,1 0,0014
MCH38 | Agosto Seca Manabi Mediano Mixto 0,5 0,05 0,059 0,1 0,0015
MCH39 Agosto Seca Manabi Mediano Intensivo 0,5 0,05 0,066 0,1 0,0010
MCH40 Agosto Seca Manabi Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,06 0,1 0,0011
MCH41 Agosto Seca Manabi Grande Extensivo 0,5 0,05 0,127 0,1 0,0008
MEC42 Agosto Seca Manabi Grande Extensivo 0,5 0,05 0,1 0,1 0,0016
MEC43 Agosto Seca Manabi Mediano Mixto 0,5 0,05 0,049 0,1 0,0020
MEC44 Agosto Seca Manabi Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,153 0,1 0,0021
MEC45 Agosto Seca Manabi Mediano Mixto 0,5 0,05 0,064 0,1 0,0017
MEC46 Agosto Seca Manabi Mediano Mixto 0,5 0,05 0,226 0,1 0,0018
MEC47 Agosto Seca Manabi Grande Extensivo 0,5 0,05 0,051 0,1 0,0012
MEC48 Agosto Seca Manabi Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,058 0,1 0,0011
MEC49 Agosto Seca Manabi Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,127 0,1 0,0015
PM1 Abril Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,076 0,1 0,0011
PM2 Abril Lluviosa Pichincha Grande Extensivo 0,5 0,05 0,072 0,1 0,0011
PM3 Abril Lluviosa Pichincha Grande Extensivo 0,5 0,05 0,08 0,1 0,0011
PM4 Abril Lluviosa Pichincha Grande Extensivo 0,5 0,05 0,046 0,1 0,0013
PM5 Abril Lluviosa Pichincha Grande Mixto 0,5 0,05 0,068 0,1 0,0010
PM6 Abril Lluviosa Pichincha Grande Extensivo 0,5 0,05 0,069 0,1 0,0011
PM7 Abril Lluviosa Pichincha Grande Mixto 0,5 0,05 0,091 0,1 0,0016
PM8 Abril Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,029 0,1 0,0010
PM9 Abril Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,029 0,1 0,0013
PM10 Abril Lluviosa Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,045 0,1 0,0011
PM11 Abril Lluviosa Pichincha Pequefio Extensivo 0,5 0,05 0,058 0,1 0,0012
PM12 Abril Lluviosa Pichincha Pequefio Extensivo 0,5 0,05 0,037 0,1 0,0013
PM13 Abril Lluviosa Pichincha Pequefio Mixto 0,5 0,05 0,028 0,1 0,0013
PM14 Abril Lluviosa Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,036 0,1 0,0015
PM15 Abril Lluviosa Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,045 0,1 0,0013
PM16 Abril Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,058 0,1 0,0011
PM17 Abril Lluviosa Pichincha Mediano Mixto 0,5 0,05 0,031 0,1 0,0010
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PQ18 Abril Lluviosa Pichincha Grande Extensivo 0,5 0,05 0,064 0,1 0,0036
PQ19 Abril Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,035 0,1 0,0025
PQ20 Abril Lluviosa Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,041 0,1 0,0025
PQ21 Abril Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,047 0,1 0,0029
PC22 Abril Lluviosa Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,036 0,1 0,0032
PC23 Abril Lluviosa Pichincha Grande Extensivo 0,5 0,05 0,054 0,1 0,0029
PC24 Abril Lluviosa Pichincha Pequefio Extensivo 0,5 0,05 0,054 0,1 0,0030
PC25 Abril Lluviosa Pichincha Grande Mixto 0,5 0,05 0,046 0,1 0,0026
PC26 Abril Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,042 0,1 0,0022
PC27 Abril Lluviosa Pichincha Grande Mixto 0,5 0,05 0,039 0,1 0,0016
PC28 Abril Lluviosa Pichincha Pequeiio Extensivo 0,5 0,05 0,039 0,1 0,0025
PC29 Abril Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,025 0,1 0,0020
PC30 Abril Lluviosa Pichincha Pequefio | Extensivo 0,5 0,05 0,035 0,1 0,0028
PP31 Abril Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,045 0,1 0,0030
PP32 Abril Lluviosa Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,045 0,1 0,0042
PP33 Abril Lluviosa Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,046 0,1 0,0033
PR34 Abril Lluviosa Pichincha Grande Extensivo 0,5 0,05 0,04 0,1 0,0011
PR35 Abril Lluviosa Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,05 0,1 0,0023
PR36 Abril Lluviosa Pichincha Mediano Mixto 0,5 0,05 0,051 0,1 0,0024
PR37 Abril Lluviosa Pichincha Pequefio | Extensivo 0,5 0,05 0,061 0,1 0,0027
MCH38 Abril Lluviosa Manabi Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,119 0,1 0,0005
MCH39 Abril Lluviosa Manabi Mediano Intensivo 0,5 0,05 0,052 0,1 0,0102
MCH40 Abril Lluviosa Manabi Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,059 0,1 0,0006
MCH41 Abril Lluviosa Manabi Grande Extensivo 0,5 0,05 0,064 0,1 0,0006
MEC42 Abril Lluviosa Manabi Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,563 0,1 0,0008
MEC43 Abril Lluviosa Manabi Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,303 0,1 0,0006
MEC44 Abril Lluviosa Manabi Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,049 0,1 0,0005
MEC45 Abril Lluviosa Manabi Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,074 0,1 0,0005
MEC46 Abril Lluviosa Manabi Mediano Mixto 0,5 0,05 0,072 0,1 0,0005
MEC47 Abril Lluviosa Manabi Grande Extensivo 0,5 0,05 0,75 0,1 0,0003
MEC48 Abril Lluviosa Manabi Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,251 0,1 0,0009
MEC49 Abril Lluviosa Manabi Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,076 0,1 0,0010
PM1 Junio Seca Pichincha Mediano Mixto 0,5 0,05 0,041 0,1 0,0009
PM2 Junio Seca Pichincha Grande Extensivo 0,5 0,05 0,136 0,1 0,0009
PM3 Junio Seca Pichincha Grande Mixto 0,5 0,05 0,048 0,1 0,0008
PM4 Junio Seca Pichincha Grande Intensivo 0,5 0,05 0,077 0,1 0,0008
PM5 Junio Seca Pichincha Grande Intensivo 0,5 0,05 0,105 0,1 0,0009
PM6 Junio Seca Pichincha Grande Extensivo 0,5 0,05 0,143 0,1 0,0008
PM7 Junio Seca Pichincha Grande Mixto 0,5 0,05 0,117 0,1 0,0009
PM8 Junio Seca Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,055 0,1 0,0009
PM9 Junio Seca Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,04 0,1 0,0009
PM10 Junio Seca Pichincha Pequefio Extensivo 0,5 0,05 0,072 0,1 0,0008
PM11 Junio Seca Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,068 0,1 0,0008
PM12 Junio Seca Pichincha Mediano Mixto 0,5 0,05 0,751 0,1 0,0008
PM13 Junio Seca Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,136 0,1 0,0009
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PM14 Junio Seca Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,058 0,1 0,0011
PM15 Junio Seca Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,098 0,1 0,0009
PM16 Junio Seca Pichincha Mediano Mixto 0,5 0,05 0,039 0,1 0,0013
PQ17 Junio Seca Pichincha Grande Extensivo 0,5 0,05 0,059 0,1 0,0008
PQ18 Junio Seca Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,289 0,1 0,0009
PQ19 Junio Seca Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,078 0,1 0,0010
PQ20 Junio Seca Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,066 0,1 0,0012
PQ21 Junio Seca Pichincha Pequefio | Extensivo 0,5 0,05 0,17 0,1 0,0009
PC22 Junio Seca Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,045 0,1 0,0009
PC23 Junio Seca Pichincha Grande Extensivo 0,5 0,05 0,051 0,1 0,0013
PC24 Junio Seca Pichincha Pequeiio Extensivo 0,5 0,05 0,063 0,1 0,0012
PC25 Junio Seca Pichincha Grande Mixto 0,5 0,05 0,045 0,1 0,0010
PC26 Junio Seca Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,064 0,1 0,0008
PC27 Junio Seca Pichincha Grande Mixto 0,5 0,05 0,054 0,1 0,0009
PC28 Junio Seca Pichincha Pequefio | Extensivo 0,5 0,05 0,05 0,1 0,0009
PC29 Junio Seca Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,05 0,1 0,0008
PC30 Junio Seca Pichincha Pequefio Extensivo 0,5 0,05 0,056 0,1 0,0009
PP31 Junio Seca Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,057 0,1 0,0009
PP32 Junio Seca Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,055 0,1 0,0009
PP33 Junio Seca Pichincha Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,039 0,1 0,0009
PR34 Junio Seca Pichincha Grande Mixto 0,5 0,05 0,063 0,1 0,0009
PR35 Junio Seca Pichincha Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,069 0,1 0,0009
PR36 Junio Seca Pichincha Mediano Mixto 0,5 0,05 0,124 0,1 0,0009
PR37 Junio Seca Pichincha Pequefio Extensivo 0,5 0,05 0,076 0,1 0,0010
MCH38 Junio Seca Manabi Mediano Mixto 0,5 0,05 0,066 0,1 0,0010
MCH39 Junio Seca Manabi Mediano Mixto 0,5 0,05 0,117 0,1 0,0000
MCH40 Junio Seca Manabi Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,206 0,1 0,0018
MCH41 Junio Seca Manabi Grande Extensivo 0,5 0,05 0,053 0,1 0,0019
MEC42 Junio Seca Manabi Grande Mixto 0,5 0,05 0,066 0,1 0,0018
MEC43 Junio Seca Manabi Mediano Mixto 0,5 0,05 0,053 0,1 0,0020
MEC44 Junio Seca Manabi Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,745 0,1 0,0018
MEC45 Junio Seca Manabi Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,109 0,1 0,0019
MEC46 Junio Seca Manabi Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,048 0,1 0,0017
MEC47 Junio Seca Manabi Grande Extensivo 0,5 0,05 0,047 0,1 0,0019
MEC48 Junio Seca Manabi Mediano | Extensivo 0,5 0,05 0,059 0,1 0,0018
MEC49 Junio Seca Manabi Mediano Extensivo 0,5 0,05 0,127 0,1 0,0018
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Anexo 7: Resultados estadisticos obtenidos de ZEA.

ELISAZEN

Diagrama de caja de los resultados de ZEA, por canton.
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Valores resumen de ZEA, desglosado por cantones.

Cantén Minimo | Mediana | Media | Maximo | Kruskal Wallis

(ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) (p valor)
Mejia 0.00080 | 0.00120 | 0.00127 | 0.00210
Quito 0.00080 | 0.00140 | 0.00164 | 0.00360
Cayambe 0.00050 | 0.00115 | 0.00147 | 0.00320
Pedro Moncayo | 0.00090 | 0.00130 | 0.00176 | 0.00420

Rumifahui 0.00090 | 0.00120 | 0.00141 | 0.00270 0.5683
Chone 0.00000 | 0.00100 | 0.00204 | 0.01020
El Carmen 0.00030 | 0.00150 | 0.00138 | 0.00250
Alluriquin 0.00100 | 0.00135 | 0.00155 | 0.00350
TOTAL 0.00000 {0.001300 |0.001461|0.010200
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Diagrama de caja de los resultados de ZEA por Provincias.
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Valores resumen de ZEA desglosado por provincias.

o Minimo | Mediana | Media | Maximo | Kruskal Wallis
Provincia
(ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) (p valor)
Pichincha 0.000500 [0.001300 | 0.001413 | 0.004200
Manabi 0.00000 | 0.00130 | 0.00160 | 0.01020 0.6541
Santo Domingo | 0.00100 | 0.00135 | 0.00155 | 0.00350
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Diagrama de caja de los resultados de ZEA por meses.
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Valores resumen de ZEA desglosado por meses.

M Minimo | Mediana | Media | Méaximo | Kruskal Wallis
eses
(ppm) (ppm) | (ppm) | (ppm) (p valor)
Abril 0.00030 | 0.00130 | 0.00185 | 0.01020
Junio 0.0000 0.0009 | 0.0011 | 0.0020
2.253e-07
Agosto 0.00080 | 0.00150 | 0.00152 | 0.00210
Noviembre 0.00050 | 0.00120 | 0.00140 | 0.00800

Valores de ZEN por la prueba de Mann-Whitney (con correccion Bonferroni), por meses.

Abril Agosto Junio
Agosto 1.0000 - -
Junio 0.00404* 1.8¢706% -
Noviembre | 1.0000 0.00055* | 0.00018%*

* Diferencias significativas
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Diagrama de caja de los resultados de ZEA por época climatica.
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Valores resumen de ZEA desglosado por época climatica.

, o Minimo | Mediana | Media | Mé&ximo | Wilcoxon
Epoca climética
(ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (p valor)
Lluviosa 0.00030 | 0.00120 | 0.00155 | 0.01020 0.4469
Seca 0.00000 | 0.00130 | 0.00138 | 0.00800 '
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Diagrama de caja de los resultados de ZEA por region climética.
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Valores resumen de ZEA desglosado por region climatica.

. Minimo | Mediana | Media | Maximo | Wilcoxon
Region climatica
(ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (p valor)
Costa 0.00000 | 0.00135 | 0.00159 | 0.01020 0.8426
Sierra 0.000500 | 0.00130 | 0.001413 | 0.00420 |
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Diagrama de caja de los resultados de ZEA por Tipo de productor.
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Valores resumen de ZEA desglosado por tipo de productor.

Tipo de Minimo | Mediana | Media | Méaximo | Kruskal Wallis
productor (ppm) | (ppm) (ppm) | (ppm) (p valor)
Pequefios 0.00080 | 0.00120 | 0.00141 | 0.00300
Medianos 0.00000 | 0.00130 | 0.00152 | 0.01020 0.8225
Grandes 0.00030 | 0.00120 | 0.00136 | 0.00360
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Diagrama de caja de los resultados de ZEA por los sistemas de produccion.

Extensivo

Intensivo

Sistema. Produccion

Valores resumen de ZEA desglosado por sistemas de produccion.

Sistemas de Minimo | Mediana | Media | Maximo | Kruskal Wallis

produccion (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) (p valor)

Extensivo 0.000300 |0.001300 |0.001421|0.004200

Intensivo 0.00080 | 0.00100 | 0.00278 | 0.01020 0.4368
Mixto 0.00000 | 0.00130 | 0.00146 | 0.00800
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Anexo 8: Resultados estadisticos de AFM 1.

INMUNOAF M1

Diagrama de caja de los resultados de AFM por cantones.

g _
— B
S - . . . . . . .
Aluriquin ~ Cayambe ~ Chone  ElCarmen  Mejia Pedro Moncayo Quito  Rumifiahui
Cantén
Valores de AFM1 desglosado por los cantones.
Cantén Minimo | Mediana | Media | Maximo | Kruskal Wallis
(ngkg) | (ngke) | (ng/kg) | (ngkg) (p valor)
Mejia 0.02300 | 0.05200 |0.07143 | 0.75100
Quito 0.03400 | 0.06000 | 0.07400 | 0.28900
Cayambe 0.02500 | 0.04750 | 0.04747 | 0.06800
Pedro Moncayo | 0.02500 | 0.04500 | 0.04567 | 0.07100
Rumifiahui 0.04000 | 0.06800 |0.07144 | 0.12400 2.258e-06
Chone 0.03500 | 0.05950 | 0.07756 | 0.20600
El Carmen 0.0370 0.0690 | 0.1496 | 0.7500
Alluriquin 0.04000 | 0.05000 | 0.04850 | 0.0600
TOTAL 0.02300 | 0.05400 | 0.07739 | 0.75100
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Valores de AFM utilizando la prueba de Mann-Whitney (con correccion Bonferroni), por

cantones del muestreo.

Alluriquin. Cayambe. Chone El Carmen. Mejia Pedro Moncayo  Quito
Cayambe 1.00000 - - - - - -

Chone 0.23231 0.00883* - - - - -
El Carmen 0.07954 8.9e-05*  1.00000 - - - -
Mejia 1.00000 0.80226 1.00000 0.04798* - - -
Pedro Moncayo 1.00000 1.00000  0.29727 0.01477* 1.00000 - -
Quito 1.00000 1.00000  1.00000 1.00000 1.00000  1.00000 -
Rumifahui 0.07954 0.00072 1.00000 1.00000 1.00000 0.04080* 1.00000

*Diferencias significativas

Diagrama de caja de los resultados de AFM por provincias.
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Valores resumen de AFM desglosado por provincias.

Minimo | Mediana | Media | Maximo | Kruskal Wallis

(ngkg) | (ngke) | (ng/kg) | (ngkg) (p valor)
Pichincha 0.02300 | 0.05100 | 0.06398 | 0.75100
Manabi 0.0350 | 0.0640 | 0.1256 | 0.7500 5.332e-05

Santo Domingo | 0.04000 | 0.05000 | 0.04850 | 0.06000

Provincia

Valores de AFM utilizando la prueba de Mann-Whitney (con correcciéon Bonferroni), por

provincias del muestreo.

Manabi Pichincha
Pichincha 0.00011* -
Santo Domingo  0.00541%* 1.00000

*Diferencias significativas

Diagrama de caja de los resultados de AFM por meses.
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Valores resumen de AFM desglosado por meses.

M Minimo | Mediana | Media | Maximo | Kruskal Wallis
eses
(ng/kg) | (ng/kg) | (ng/kg) | (ng/kg) (p valor)
Abril 0.02500 | 0.05000 | 0.08622 | 0.75000
Junio 0.0390 0.0640 | 0.1082 | 0.7510
0.001406
Agosto 0.02300 | 0.05100 | 0.06557 | 0.22600
Noviembre 0.02500 | 0.05200 | 0.05537 | 0.16900

Valores de AFM utilizando la prueba de Mann-Whitney (con correcciéon Bonferroni), por

meses del muestreo.

Abril Agosto Junio
Agosto 1.00000 - -
Junio 0.01252* 0.09223 -
Noviembre 1.00000 1.00000 0.00097*

*Diferencias significativas

Diagrama de caja de los resultados de AFM1 por época climatica.
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Valores resumen de AFM desglosado por época climatica.

, o Minimo | Mediana| Media | Maximo | Wilcoxon
Epoca climatica
(ng/kg) | (ngkg) | (ng/kg) | (ugke) | (pvalor)
Lluviosa 0.02500 | 0.05200 | 0.07011 | 0.75000
0.005509
Seca 0.02300 | 0.05800 | 0.08446 | 0.75100

INMUMNOAFMA1

Diagrama de caja de los resultados de AFM1 por region climatica.
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Valores resumen de AFM1 desglosado por region climatica.

. Minimo | Mediana | Media | Maximo | Wilcoxon (p
Region climatica
(ngkg) | (ngke) | (ng/kg) | (ng/kg) valor)
Costa 0.0350 | 0.0590 | 0.1123 | 0.7500
_ 0.0008957
Sierra 0.0230 | 0.05100 | 0.06398 | 0.75100
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Diagrama de caja de los resultados de AFM por Tipo de productor.
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Valores resumen de AFM desglosado por tipo de productor.

Tipo de Minimo | Mediana | Media | Mé&ximo | Kruskal Wallis
productor (ng/kg) | (ngkg) | (ngkg) | (ng/kg) (p valor)
Pequefios 0.02800 | 0.05400 | 0.05769 |0.17000
Medianos 0.02300 | 0.05400 | 0.08168 | 0.75100 0.5976
Grandes 0.02700 | 0.05650 | 0.07680 | 0.75000
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Diagrama de caja de los resultados de AFM por los sistemas de produccion.
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Extensivo

Intensivo

Sistema Produccion

Valores resumen de AFM desglosado por sistemas de produccion.

Sistemas de Minimo | Mediana | Media | Maximo | Kruskal Wallis

produccion (ng/kg) | (ngkg) | (ngkg) | (ng/kg) | (pvalor)
Extensivo 0.02500 | 0.05400 | 0.07608 | 0.75000

Intensivo 0.05200 | 0.06600 | 0.07100 | 0.10500 0.3493
Mixto 0.02300 | 0.05900 | 0.08372 | 0.75100
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Anexo 9: Resultados estadisticos de la asociacién de factores de riesgo de
la presencia de AFM..

Tabla de Anova (Prueba Tipo Il1) para asociacion de la presencia de AFM:.

Unidad de medida: pg/kg (ppb)

Suma Sq Df Valor F P(>F) (Tukey)
(Intercepto) 603.03 1 213.1492 <2.2e-16 ***
Epoca 7.52 1 2.6577 0.104749
Tipo de productor 45.95 2 8.1218 0.000416 ***
Sistema produccion 59.42 2 10.5018 4.786e-05 ***
Leguminosas 25.55 1 9.0309 0.003023 **
Gramineas 0.02 1 0.0063 0.936863
Silo 9.88 1 3.4923 0.063237 .
Heno 0.07 1 0.0240 0.877101
Balanceado 3.62 2 0.6391 0.528951
Almacenaje 5.33 2 0.9421 0.391659
Residuales 523.39 185

Resultados de AFM1 por época climatica

Epoca Media SE df Mas bajo.CL Mas alto.CL
Lluviosa 0.0757 0.0137 185 0.0447 0.107
Seca 0.0846 0.0131 185 0.0552 0.114

Diagrama de caja de los resultados de AFM1 por los sistemas de produccion.
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Resultados de AFM: por tipo de productor.

Tipo de productor Media SE df Mas bajo.CL Maés alto.CL
Grande 0.0892 0.0133 185 0.0572 0.121
Mediano 0.0753 0.0132 185 0.0436 0.107
Pequefio 0.0760 0.0137 185 0.0431 0.109
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Diagrama de caja de los resultados de AFM por tipo de productor.
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Resultados de AFM por sistema de produccion.

Sistema de produccion Media SE df Mas bajo.CL Mas alto.CL
Extensivo 0.0832 0.0129 185 0.0520 0.114
Intensivo 0.0896 0.0142 185 0.0553 0.124
Mixto 0.0677 0.0134 185 0.0355 0.100

ppb(<0.2)

010 015

0.05

Diagrama de caja de los resultados de AFM por sistema de produccion.
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Resultados de AFM1 por leguminosas.

Leguminosas Media SE df Mas bajo.CL Mas alto.CL
No 0.0884 0.0131 185 0.0588 0.118
Si 0.0719 0.0137 185 0.0410 0.103

Diagrama de caja de los resultados de AFM por leguminosas.
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Resultados de AFM1 por leguminosas.

Silaje Media SE df Mas bajo.CL Mas alto.CL
No 0.0696 0.0137 185 0.0388 0.100
Si 0.0908 0.0149 185 0.0571 0.124
Diagrama de caja de los resultados de AFM1 por uso de ensilaje.
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