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RESUMEN

Las micotoxinas son metabolitos secundarios fungicos asociados al desarrollo de
multiples patologias en animales y seres humanos debido a su caracter toxico,
mutagénico y teratogénico.

La aflatoxina B1 (AFB1), es un tipo de toxina que puede encontrarse en alimentos
para consumo de ganado lechero, que al entrar en el organismo del animal, se
transforma en otro tipo de aflatoxina, la aflatoxina M1 (AFM1), la cual es secretada
junto con la leche destinada directamente al consumo humano o destinada a la
produccidn de derivados lacteos como el queso, hecho que pone en riesgo la salud
de la poblacién.

Para contribuir en la vigilancia de la AFM1 en Colombia, se realizd un estudio de
quesos frescos provenientes del municipio de Yopal, en el cual se tomaron en
cuenta para el estudio 3 importantes proveedores de quesos frescos, se tomaron 9
muestras de cada uno para procesarlas y detectar la presencia o ausencia de la
AFM1 mediante la técnica de ELISA utilizando el kit comercial Ridascreen aflatoxina
M1 30/15.

En el proveedor 1 se encontré un valor promedio de AFM1 8.46 ppt, resultando una
concentracion baja para poder causar patologias hepaticas y alteraciones en la
informacién genética de los consumidores de estos quesos; por el contrario los
proveedores 2 y 3, correspondientes al 67% de las muestras analizadas arrojaron
valores de AFM1 superiores a 240 ppt, lo que supone un riesgo en la salud y
calidad de vida de los consumidores.

Se encontrd que en Yopal no se esta garantizando el cumplimiento de normas que
velen por la salud de la comunidad y por tanto se esta permitiendo la
comercializacion de quesos contaminados con AFM1.



INTRODUCCION

Las micotoxinas son metabolitos secundarios fungicos asociados al desarrollo de
multiples patologias en animales y seres humanos debido a su caracter toxico,
mutagénico y teratogénico.

En la actualidad existen distintos tipos de micotoxinas asociadas a intoxicaciones
alimentarias. Un tipo frecuente de estas toxinas, son las aflatoxinas B1 y B2,
producidas por Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus y Aspergillus nomius, 'y
las aflatoxinas G1 y G2 sintetizadas Unicamente por estos dos ultimos.

La aflatoxina B1 (AFB1), es un tipo de toxina que puede encontrarse en alimentos
para consumo de ganado lechero, que al entrar en el organismo del animal, se
transforma en otro tipo de aflatoxina, la aflatoxina M1 (AFM1), la cual es secretada
junto con la leche destinada directamente al consumo humano o destinada a la
produccidn de derivados lacteos como el queso, hecho que pone en riesgo la salud
de la poblacién.

Por dicha razén, la presencia de aflatoxinas en alimentos, son monitoreadas
constantemente a nivel mundial. La Unién Europea y Estados Unidos se rigen por
sus propios limites maximos de concentracion de aflatoxinas, provenientes de las
conclusiones de multiples estudios realizados durante afos. En Colombia, aunque el
tiempo de estudio de la presencia de aflatoxinas en alimentos no es igual a la de
otros paises, ya el Instituto Colombiano de Normas Técnicas (ICONTEC) estipula
sus propios limites.

En nuestro pais los derivados lacteos, como el queso, hacen parte de la canasta
familiar, por tanto es fundamental que exista una rigurosa vigilancia donde se
garantice que las concentraciones de AFM1 en quesos, no representen para los
consumidores ningun riesgo de padecer patologias asociadas a dicha micotoxina,
como puede ser un hepatocarcinoma, colangiocarcinoma o adenocarcinomas.

Para contribuir en la vigilancia de AFM1 en Colombia, se realiz6 un estudio de
quesos frescos provenientes del municipio de Yopal, Casanare. Este municipio
hace parte de la segunda regién productora de leche en el pais, segun datos de
FEDEGAN (1).

Se tomaron en cuenta para el estudio 3 importantes proveedores de quesos frescos,
y de cada proveedor se estudi6 el proceso de elaboracién de quesos (incluyendo la
proveniencia de la leche) y se tomaron 9 muestras de cada uno de estos para
procesarlas y detectar la presencia o ausencia de la AFM1 mediante la técnica de
ELISA.



FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios sintetizados por Aspergillus nomius,
Aspergillus parasitucus y Aspergillus flavus, que se encuentran comunmente en los
granos provistos para a la alimentacién de animales destinados al consumo
humano, cuando sus condiciones de almacenamiento no son las adecuadas.

Cuando la aflatoxina B1 (AFB1), es ingerida junto con la comida contaminada, por
medio de una serie de degradaciones metabdlicas se convierte en aflatoxina M1 y
esta toxina tiene la capacidad de diseminarse por todo el organismo, pudiéndose
encontrar en secreciones como la leche.

Entonces, cuando esta leche contaminada es utilizada como materia prima para la
elaboracién de quesos, y no se tiene un control riguroso de la calidad de la leche, ni
de la salud del animal proveedor de leche, logra transmitirse facilmente a los
humanos causando intoxicaciones leves a severas, segun la concentracion ingerida.
De esta forma, la presencia de AFM1 en quesos se convierte en un importante
problema de salud puoblica, ya que goza de propiedades teratogénicas,
mutagénicas, hepatotdxicas, endocrinosupresoras e inmunosupresoras, siendo los
nifos y ancianos los principales afectados.

La region central de Colombia, a la cual pertenece el departamento del Casanare,
hoy en dia hace parte de la segunda regién productora de leche en Colombia, con
una participacion del 34% (2), y especificamente en el municipio de Yopal, capital
del departamento se distribuyen alrededor de 1.2 millones de litros de leche al ano;
encontrandose paralelamente empresas productoras de quesos que abastecen la
demanda del propio departamento (3).

Por dichas caracteristicas, y sumando el hecho de que esta regién, no goza de un
monitoreo que indique la presencia de esta toxina y por tanto el riesgo que corre la
poblacién al consumir quesos contaminados con AFM1, se ha decidido tomar esta
zona como objeto de estudio.

Adicionalmente, se ha determinado trabajar en quesos porque entre los derivados
lacteos, es este quien debe tener una mayor atencion, ya que durante su proceso de
elaboracién, se desarrolla un factor de enriquecimiento exactamente en la etapa de
coagulacién. La AFM1 aumenta su afinidad por la caseina, lo que conlleva a que las
concentraciones de la aflatoxina aumenten 3 a 5 veces mas con respecto a los
valores presentes en la leche (4-5).



MARCO TEORICO

Aflatoxinas

Las aflatoxinas, especificamente son las micotoxinas producidas por el género
Aspergillus. Este es un hongo que encuentra en el suelo y colonizan facilmente
granos expuestos a altas humedades por largos periodos de tiempo 0 granos cuyas
barreras fisicas se encuentran deterioradas. La condiciones minimas necesarias de
temperatura y disponibilidad de agua para que Aspergillus spp se desarrolle y
produzca aflatoxinas es de 10-12°C y un aw entre 0,75 y 0,83; no obstante su
temperatura 6ptima corresponde a 25°C y su aw de 0,95 (6).

Entre las distintas especies de Aspergillus se destacan por la produccién de
aflatoxinas las especies de A. flavus productor de AFB1y AFB2, y A. parasiticus y
A. nomius que ademas de estas dos anteriores toxinas producen también AFG1 y
AFG2 (7-9).

Las aflatoxinas son sintetizadas por la ruta metabdlica de los policétidos y las
reacciones involucradas incluyen condensacion, oxidacion, reduccion y alquilacion,
llevando a la formacién de una molécula que consiste en un anillo cumarin unido a
una unidad bisdihidrofurano y a una ciclopentanona o lactona (10). Sus pesos
moleculares oscilan entre los 312 y 350 D y la mayoria son poco solubles en agua.
Son termorresistentes, sus puntos de fusién estan por encima de los 250 °C y
resisten a pHs desde 3 hasta 10 y gracias a su fluorescencia son facilmente
detectadas en el laboratorio (6,11).

La conversién de la AFB1 Y AFB2 a AM1 y AFM2, por medio de hidroxilaciones en
diferentes puntos de la estructura molecular de las AFB, facilita que la toxina
atraviese barreras fisiol6gicas y por tanto puedan encontrarse en leche materna
(tanto animal como humana), orina y heces; y al ser estas aflatoxinas catalogadas
como teratogénicas, mutagénicas, hepatotdxicas e inmunosupresoras, su presencia
en alimentos causan una gran preocupacion sobre la salud publica (6-8,11-13).

Metabolismo de la AFB1

Cuando los animales ingieren AFB1, esta es absorbida en el intestino y llevada via
porta hasta el higado, alli es metabolizada por el citocromo p450 de los hepatocitos
resultando el AFB1 ex0-8-9- epoxido, el cual al ser altamente inestable se une con
el nitrdgeno de la guanina, produce un aducto con el ADN y transversiones de
guanina a timina (10,17). Este aducto abre su anillo imidazol y forma una molécula
mas estable quimica y biol6gicamente, la AFB1 formamidopirimidina (AFB1-FAPY),
quien es la causantes de errores posteriores en la transcripcion del ADN (13-14).
Adicionalmente se puede configurar de forma similar un aducto con la albumina o
con la lisina, razén por la cual estos dos compuestos sirven a nivel clinico para
determinar el consumo de AFB1. La AFM1 también se ha detectado en orina, lo
que indica que esta toxina es igualmente capaz de reaccionar con el ADN y formar
aductos (10, 12-14).



En la siguiente fase se busca estabilizar e inactivar al epdxido, hidrolizandolo y
conjugandolo con glutatién para formar AFB1-SG que sera excretado por orina.

En esta etapa metabdlica también se originan tres metabolitos importantes
hidroxilados: la AFQ1, la AFP1 y la AFM1, quienes comienzan a distribuirse
sistémicamente, pudiéndose encontrar en la leche, huevos y tejidos del animal
intoxicado.

Otro derivado importante del metabolismo de la AFB1 es el aflatoxicol, que prolonga
la presencia de la AFB1 en el organismo; proviene de reduccién de la AFB1 vy
puede reoxidarse nuevamente a AFB1 por accion coenzimatica de NADHP (15).

Toxicidad

Cabe resaltar que las intoxicaciones por AFM1 estan ligadas a varios factores como
la concentracion inicial de AFB1 presentes en los alimentos del ganado, el tiempo
de consumo de los alimentos contaminados, el estado de salud y el tiempo
transcurrido entre el consumo de la toxina y el momento de la toma de muestra, que
puede ser detectado entre 12 y 24 horas.

Segun el tiempo de exposicion, puede presentarse una intoxicacién aguda o
cronica.

La intoxicacién aguda (corto tiempo de exposiciéon con una dosis alta) se manifiesta
como una hepatitis aguda, ya que presenta ictericia, fiebre, depresion, anorexia y
diarrea (16). El 6rgano blanco es el higado donde se produce una infiltracion grasa y
necrosis considerable, con muerte celular y pérdidas de funciones esenciales del
higado con la elevacion de los niveles de AST y ALT en sangre (17). Se produce
una grave inhibicion de la sintesis proteica y glucidica (neoglucogénesis casi nula) y
de las funciones de detoxificacién (glucuronoconjugacion). Cursa también con
anemia hemolitica por lo tanto se eleva notablemente la bilirrubina indirecta.

La intoxicacién cronica (largos tiempos de exposicion con dosis bajas) se manifiesta
con vémitos, dolor abdominal y hepatitis, cuyas frecuencias van aumentando,
también se evidencia hemorragia subcutanea y anemia hemolitica. Se presentan
alteraciones en los ciclos hormonales que conllevan, infertilidad, abortos
espontaneos y ovarios poliquisticos entre otros.

La hipercolesterolemia se asocia a modificaciones quimicas de residuos de lisina,
claves para la proteina ApoB 100 de las LDL. Las LDL modificadas no son
reconocidas por sus receptores especificos, y por tanto no son capaces de
depositar los triglicéridos y colesterol en tejidos periféricos, de forma tal que retornan
al higado y aumentan la concentracion de estos en sangre. El mecanismo de accién
de las aflatoxinas a nivel celular es inhibir la sintesis de ADN y ARN vy evitar la
incorporacion de aminoacidos y fosfolipidos al metabolismo.

A nivel inmunolégico reduce la fagocitosis, la linfoblastogénesis, la respuesta del
hospedante contra injerto, la activacion de linfocitos T y B y la activacién del
complemento; sin embargo una vez se elimina la aflatoxina de circulacién, la
respuesta inmunoldgica se restablece (16).



A su vez ambos tipos de intoxicacidon aumentan la susceptibilidad a determinadas
infecciones, como las producidas por Candida spp, Listeria spp, Salmonella spp y
Mycobacterium spp.

Otros estudios han demostrado que la infeccion del virus de la hepatitis B (HBV) que
cursa junto con la ingesta de AFM1, aumenta el riesgo de carcinoma hepatocelular,
esto debido a que el HBV impide el buen funcionamiento de los hepatocitos, y por
tanto la detoxificacién de la aflatoxina, aumentando su tiempo de residencia en el
higado (18).

La AFM1 tienen una TD50 (dosis de micotoxina con la cual el 50% de los individuos
pueden desarrollar tumores malignos) de 10,38 ug/Kg/dia; los valores de LOAEL
(concentracion a la cual el nivel de factores adversos es bajo) para la aflatoxina M1
es menor de 2,5 ug /Kg/dia y la TDI (dosis tolerable por dia) es de 2 ng/Kg/dia (6).

Normatividad

La IARC (agencia internacional para la investigacién del cancer) a clasificado a la
AFB1 como una sustancia tipo 1 y a la AFM1 como tipo 2B (carcinégeno para
humanos y posible carcin6geno respectivamente), sin embargo en animales la
AFM1 ya se ha demostrado su propiedad carcinégena, por dicha razén la presencia
y niveles de contaminacién de aflatoxinas en alimentos humanos o animales son
continuamente monitoreados y reglamentada a nivel mundial (6,10).

En el caso de la concentracién maxima permitida de AFM1 en quesos, no todos los
paises la ha normativizado, solo en algunos paises europeos como Holanda vy
Austria, se ha determinado una concentracion maxima de 200 y 250 ppt (ng/l)
respectivamente (6).

La leche por el contrario, si goza de una clara reglamentacion. En la UE se
establece que para leche cruda, leche destinada a la fabricacion de productos a
base de leche y leche de consumo tratada térmicamente, la concentracién maxima
permitida de aflatoxina M1 es de 50 ppt, y en caso de preparados para lactantes se
permite maximo 25 ppt.

El FDA en cambio establece que la concentracion maxima permitida de AFM1 en
leche entera, semidescremada y descremada es de 500 ppt, norma adoptada por
algunos paises de la América Latina (Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay) (6).

En Colombia, es la NTC 3581 la encargada de regular la concentracién en la leche,
estipulando una concentracion maxima de 400 ppt, pero aun no se ha
reglamentado el valor para quesos.

El Codex alimentarius, compuesto por un conjunto de normas alimentarias
internacionales voluntarias que garantizan la inocuidad, la buena calidad y la
idoneidad de los alimentos, también ha propuesto niveles maximos permisibles de
AFM1 en leches, sin nombrar derivados lacteos como el queso(19).
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Métodos de detoxificacion de AFM1 en leche

En la etapa de fabricacién de quesos, cuando se realiza la protedlisis de la leche, la
caseina aumenta su hidrofobicidad, caracteristica necesaria para la unién de AFM1
a la caseina, que conlleva a un factor de enriquecimiento en el cuajo. (5,20). Por
esta razon es importante encontrar métodos que aseguran la inactivacién de la
toxina en la leche antes de ser utilizada en la produccién de los quesos.

Para disminuir la concentracion inicial de AFM1 en la leche, se han realizado varios
experimentos en donde se encuentra que cuando la leche es calentada a 64 °C por
30 min., entre 64y 100 °C de 15 a 20 min, o a calentamientos directos de la leche
durante 3-4 horas y algunos procesos de pasteurizacién; se evidencié que la
concentracion de la aflatoxina practicamente se ve inalterada, teniendo la capacidad
de residir en derivados lacteos.

Con otros tipos de calentamientos entre 71 y 120 °C por 30 min., se ha reducido la
AFM1 entre un 12-35% y con otros procesos de pasteurizacion como la
ultrapasteurizacién, esterilizacién, evaporacion, secado Roller y Spray, se ha
conseguido disminuir la contaminacién de AFM1 del orden de 32 a 86% (10,21).

Consecuentemente con lo anterior, la principal herramienta es la inactivacion por
calor, en la que se utilizan temperaturas superiores a 150 °C, y debe presentarse
disponibilidad suficiente de agua, ya que esta es una herramienta para abrir el anillo
de la AFM1, con el fin de convertirlo en un acido carboxilico terminal que por efecto
de la temperatura se descarboxilara (6).

Otro método, aplicado en leches, es la radiacion UV, esta actua sobre el doble
enlace del anillo furanico, siendo capaz de disminuir la concentracién entre un 3,6 y
un 100% dependiendo del tiempo de exposicidn de la leche y el volumen tratado.
También se utilizan métodos quimicos como la exposicién de la leche a bisulfato
potasico al 0.4% a 25 °C durante 5 horas, presentandose una disminucion en la
concentracion de AFM1 de hasta un 45% (22).

Sin embargo hoy el uso de estos métodos esta restringido debido al alto costo de
los materiales, a la toxicidad de los mismos y a la caida nutricional de los alimentos
tratados. Entonces se han planteado otro tipo de estrategias de tipo biolégico, como
utilizar bacterias acido lacticas y bifidobacterias para reducir la disponibilidad de la
aflatoxina a nivel gastrointestinal. (6,17).

Métodos de control

Teniendo en cuenta que la eliminacion de AFM1 en la leche, es un proceso
complejo que no garantiza la eliminacion completa de la toxina en muchos casos, la
solucion entonces debe estar planteada hacia la eliminacién de la AFB1. Esto
conlleva a aplicar medidas preventivas durante todas las etapas de produccion del
alimento del ganado, desde la etapa inicial del cultivo, pasando por la etapa de
cosecha, continuando con el almacenamiento y transporte hasta culminar con la
distribucion (19).
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También se puede implementar métodos de detoxificacion, como la desactivacién
térmica por medio del tostado del alimento, la irradiacién por rayos gamma o UV, la
adsorcion con carbono activado o aluminocilicato o el tratamiento quimico con NH3
(23).

Métodos de deteccion AFM1

Para el andlisis de rutina de aflatoxinas en muestras contaminadas se utilizan
principalmente tres métodos: 1: cromatografia de liquidos de alta eficiencia o HPLC
(High performance liquid chromatography), 2: cromatografia en capa fina o TLC
(thin layer chromatography), y 3: ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
competitivo (24).

Para los andlisis por cromatografia, en una primera etapa se purifica la toxina
mediante el paso por una columna de inmunoafinidad, donde la aflatoxina es
recuperada a partir de la interaccién de esta con un antigeno especifico; en la
segunda etapa se hace una lectura de la concentracién basandose en la
fluorescencia o el delta de absorbancia (23).

En el ELISA competitivo directo, hay fijado a la placa un anticuerpo anti AFM1 y
sobre los sitios de uniéon de este se dara una competencia entre el antigeno de la
muestra y el conjugado enzimatico; asi pues a mayor concentracion de AFM1,
menor la cantidad de conjugado enzimatico fijado, por lo que el color sera
inversamente proporcional a la concentracion de la toxina (8, 23-24).

Una técnica reciente es la resonancia de plasmones en superficie o SRP (surface
plasmon resonance), en esta técnica la AFM1 disuelta en la leche es capturada por
unos inmunosensores o6pticos, que tiene la capacidad de capturar a la toxina y
traducir esta unién en senales épticas gracias a los plasmones de superficie de un
metal (los plasmones son oscilaciones colectivas de los electrones de conduccién
de un metal que se comportan en funcién a la refraccién de la luz), entonces cuando
se presenta una unién entre la aflatoxina y el biosensor, el angulo de incidencia de
la luz y la longitud de onda cambia, lo que es detectado por un espectroscopio.

En comparaciéon con los métodos analiticos convencionales la SPR permite
detecciones directas y en tiempo real, posee una elevada sensibilidad y las
muestras no tienen que purificarse; algunos de los inconvenientes son su elevado
costo, sensibilidad a la temperatura, e ineficacia para productos diluidos (7,12, 25-
26).

A nivel clinico, igualmente la deteccién de aflatoxina en humanos y animales es muy
importante y se realiza midiendo bien sea el aducto AFM1-guanina en orina o el
AFM1 - albumina en el suero, para detectar la exposicién a la aflatoxina en las 24 h
anteriores o la exposicién cronica respectivamente. (7-8,12, 21).
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar y cuantificar por medio de la técnica de ensayo por inmunoabsorcién
ligado a enzimas (ELISA), la presencia de aflatoxina M1 en quesos frescos
comercializados en Yopal, departamento del Casanare, Colombia.

Objetivos especificos

Determinar la presencia o ausencia de AFM1 en quesos frescos del municipio de
Yopal (Casanare), Colombia.

Cuantificar mediante ELISA la concentracién de AFM1 las muestras de quesos
frescos obtenidas.

Sugerir una concentracién maxima de AFM1 permitida en quesos frescos en
Colombia.

Aportar informacion de casos de contaminacion de AFM1 en quesos frescos
comercializados en el municipio de Yopal.

METODOLOGIA

Obtencion de la muestra

Para el estudio se tomaron en cuenta tres empresas lacteas representativas de la
ciudad de Yopal, en donde su distribucién de quesos frescos se hace a las ciudades
mas importantes del pais. Se realizé una indagacion de la procedencia de la leche.
Acto seguido se tomaron 9 muestras de quesos frescos del mismo lote de cada
proveedor y se transportaron bajo cadena de frio a los laboratorios de la Pontificia
Universidad Javeriana en Bogota para su analisis.

Preparacion de la muestra

Una vez las muestras llegaron al laboratorio, inmediatamente se procedié a
enumerarlas y posteriormente se realizd6 un macerado y homogenizado manual.

De este macerado se tomaron 4 g de la muestra en 80 ml de diclorometano, y se
mezcld por agitacion durante 15 min. La mezcla obtenida se filtré y se tomaron 10
ml para la etapa de evaporacion en bano seroldgico a 95 °C hasta que se obtuvo un
residuo aceitoso en el fondo del tubo.

Este residuo se resuspendié en 0,5 ml de buffer PBS, 0,5 ml de metanol y 1 ml de
heptano. Después de mezclar y centrifugar a 2700 gravedades por 15 min, la fase
superior fue removida, y de la fase metanol agua se tomaron 100 ul para diluirlos en
400 ul de buffer 1 y tomar de esto 100 pl para el ensayo.
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Determinacion aflatoxina M1

La determinacion de la micotoxina se realiz6 por medio del método
inmunoenzimatico directo y competitivo utilizando el kit Ridascreen Aflatoxina M1
30/15, fabricado por R- Biofarmar, Alemania, el cual se fundamenta en la
competencia entre el antigeno de la muestra y el conjugado enzimatico del kit, por
el sitio activo de un anticuerpo anti AFM1 fijado a la microplaca; asi pues a mayor
concentracion de AFM1, menor la cantidad de conjugado enzimatico fijado.

Los estandares de AFM1 (incluidos en el kit) y las muestras se adicionaron a los
pozos de la microplaca recubiertos con anticuerpos anti AFM1 (los patrones se
montaron en duplicado y las muestras en triplicado) y se incubd a temperatura
ambiente en oscuridad durante 30 min. Después de la etapa de lavado se agregd
100 pl del conjugado enzimatico a cada pozo y nuevamente se incubd por 15 min
bajo las mismas condiciones y se removié el exceso de conjugado por lavado.
Posteriormente se adicionaron 100 ul del sustrato cromdégeno, se mezclé y se
incubo por 15 min en oscuridad. La reaccién se detuvo mediante la adicién de 100
pl - de solucion stop e inmediatamente se procedié a leer las absorbancias a 450
nm.

Calculos de resultado

Los valores de los patrones y de las muestras fueron digitados usando el software
RIDASOFT Win y los datos fueron expresados en ng/L (ppt). Se estableci6 la curva
de calibracién de los patrones con su correspondiente coeficiente de correlacién.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aungue en Colombia la NTC 1232 y 5219, exige la determinacion de aflatoxinas en
alimentos por medio de cromatografia liquida de alta eficiencia, HPLC, este estudio
se bas6 en la inmunoabsorcién ligada a enzimas, ELISA.

Para la escogencia de la técnica se tuvieron en cuenta estudios realizados sobre los
kit de ELISA disponibles en el mercado, donde se reportan porcentajes de
recuperacion de AFM1 superiores al 80% (27-28). Estos estudios también
compararon reproducibilidad y especificidad de la cromatografia y de ELISA,
obteniéndose valores cercanos entre una y otro técnica, siendo para el coeficiente
de variacion de reproducibilidad 4-15% y 10-15% correspondientemente, y para la
especificidad 96.8-108% y 96.2-115% (28).

Adicionalmente para la eleccion de la técnica se tomo en cuenta la simplicidad y
facilidad del montaje, ya que se necesita un volumen pequefio de muestra, la
purificacién de esta es simple y se pueden analizar varias muestras a la vez (27).
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Curva de calibracion

Tabla 1. Valores de las absorbancias de los estandares utilizados leidas en
multiscan a 450 nm

Estandar | Concentracion Absorbancia Cv* Valor % de
AMFA1 calculado | desviacion
estandares (ppt) (ppt)

1 0 1.159 1,4

2 5 0.883 3,2 5,01 0,2

3 10 0.750 0,8 9,97 0,3

4 20 0.541 1,6 19,98 0,1

5 40 0,344 2,7 40,28 0,7

6 80 0,268 2,9 79,25 0,9

* CV: coeficiente de desviacién

La realizacion de la curva patrén es uno de los puntos criticos para determinar la
presencia y cantidad de AFM1 en las muestras de queso, ya que a partir de las
concentraciones de los estandares 0, 5, 10, 40, 40 y 80 ppt y sus correspondientes
absorbancias se puede graficar una tendencia de los valores de absorbancia bajo
diferentes concentraciones de la aflatoxina.

En el caso del kit utilizado, el tipo de grafica que se utiliza es de tipo spline, que
corresponde a una curva definida mediante polinomios de grado tres para interpolar
datos.

Esta metodologia es muy importante cuando se estan realizando curvas patrén, ya
que al utilizar el método de interpolacion , genera una curva que pasa por todos los
puntos; diferente al método de aproximacion, que genera una curva que
normalmente no pasa por todos los puntos de control, excepto por los puntos
extremos (29).

Los valores de absorbancia que se obtuvieron (Tabla 1), en comparacién a los
valores reportados por el kit, son muy cercanos, ya que se maneja un coeficiente de
variacion no superior a 3.2%, lo que indica un grado de variabilidad bajo, que
corresponde a una homogeneidad en los datos (valor maximo permitido por el
Ridascreen de coeficiente de variacion = 5%).

Con respecto al porcentaje de desviacion entre los datos de los estandares
reportados por Ridascreen AFM1 30/15 y los datos obtenidos en la practica, los
valores no superaron el 0,9%, indicando un grado de precision en la realizacion de
la técnica.
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El 50% de inhibicién reportado en la Grafica 1 correspondié a 17,8 ppt, indicando
que a esta concentracién el 50% del conjugado se ha ligado al anticuerpo. Este
dato es relevante cuando se realiza mas de una curva de calibracién, ya que los
valores obtenidos no deben tener una diferencia mayor o menor del 30%. La
diferencia entre el valor reportado por el kit (20,2 ppt) y el valor obtenido no superé
el 30 %, que significa una buena reproducibilidad de la técnica.
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Gréfica 1. Curva patron para la determinacion de la concentracion de AFM1.

Al analizar los datos de las concentraciones de AFM1 obtenidas en los quesos
frescos del proveedor 1 (Tabla 2), se encuentra que son concentraciones que
todavia logran ser cuantificadas por Ridascreen, al encontrarse por encima del limite
de deteccién correspondiente a 5 ppt. El promedio de la aflatoxina oscila en 8,46
ppt, segln se observa en la Tabla 2. Si comparamos estos valores con los valores
maximos permitidos en los paises que regulan la AFM1 en quesos (Holanda,
Austria), que no superan las 250 ppt, claramente las concentraciones estan muy por
debajo, lo que indica que la concentracién de la aflatoxina presente en estos
quesos evaluados no proporciona algun riesgo de salud para la poblacién.
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Tabla 2. Valores de AFM1 obtenidos en los quesos frescos comercializados por el
proveedor 1.

N° Absorbancia | CV Concentraciéon
muestra AFM1 (ppt)
1 0.873 0.9 5.34
2 0.748 1.1 10.05
3 0.768 1.0 9.26
4 0.820 0.5 7.24
5 0.810 0.9 7.62
6 0.789 1.1 8.43
7 0.776 1.7 8.94
8 0.759 0.9 9.61
9 0.759 1.1 9.61
Promedio 8,46
15,00
13,00
11,00 10,05 9,61 9,61

S2E 8,94

9,00

7,00

AFML1 ppt

5,00
3,00

1,00

-1,00
N° muestra

Grafica 2. Concentraciones de AFM 1 en quesos frescos comercializados en Yopal
por el proveedor 1.

Sin embargo, es importante encontrar la fuente de contaminacién de AFB1, puesto
que se debe tener en cuenta que en cualquier momento las condiciones de
temperatura y humedad pueden variar, de forma tal que se favorezca un aumento
en la sintesis de AFB1 por parte de los hongos implicados.

En la visita que se le realizé al lugar que surte de leche al proveedor 1, se encontré
que los alimentos estan dispuestos en un pequefno cuarto, con piso y paredes de
baldosa que facilitan la limpieza de este y con un sistema rudimentario de
ventilacién y refrigeracion.
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La cantidad de alimento almacenado era poco, puesto que segun se explicd el
alimento se recolecta una vez por semana Yy evitan guardarlo por periodos
prolongados de tiempo para evitar que animales, especialmente roedores deterioren
el alimento.

Con esto, se podria pensar que la contaminaciéon de aflatoxinas, especificamente
AFB1, viene de la cosecha, donde se presenta un deterioro de esta debido a la
presencia de A. parasiticus, A. nomius y A. flavus en el suelo.

Indirectamente también se puede evaluar la calidad de la leche utilizada para la
produccién del lote. Teniendo en cuenta los estudios que demuestran que el factor
de enriguecimiento del queso, FE, es 3 a 5 veces la concentracién de AFM1 en
leche, se puede determinar que la posible concentracion de AFM1 en la leche
corresponde a un valor entre 1.69 ppt (8.46 ppt /FE5) y 2.82 (8.46 ppt/ FE3) ppt,
tomado como valor de referencia el promedio de las concentraciones. Y estos
valores son aceptados tanto como la NTC 3581 como por la reglamentacion de la
Comunidad Europea, siendo esta ultima mas estricta en cuanto a los valores
permitidos.

En cuanto a los resultados del proveedor 2, se detect6 la presencia de AFM1 en
concentraciones desde 245 ppt hasta 394 ppt (Tabla. 3). Sobresale en la Gréfica 3,
que los valores de AFM1 superan los 250 ppt, hecho que sugieren que los
consumidores de quesos frescos del proveedor 2 tienen mayor riesgo de desarrollar
una falla hepatica, ya que segin se ha demostrado, el dano hepatico es mayor
cuando se consume la aflatoxina junto con alimentos ricos en lipidos, como el
queso, ya que los lipidos son oxidados en presencia de aflatoxinas formando
grupos epoxi, los cuales pueden reaccionar con los grupos nucleofilico de ADN y de
algunas proteinas, promoviendo mutaciones y perdidas funcionales(17).

Otro gran problema en la ingesta de AFM1, ligado a la anemia hemolitica y al
descenso de albumina por disfuncion hepatica, es el aumento de la bilirrubina
indirecta en sangre, que conlleva a una encefalopatia hiperbilirrubinémica. Al
estarse lisando los gldbulos rojos por causas extracorpusculares, se aumenta la
concentracion de biliverdina en sangre y su tasa de reduccion, por lo que aumentara
la bilirrubina indirecta. Esta estando en altas concentraciones es capaz de traspasar
la barrera hematoencefélica y actuar como una neurotéxica y por tanto producir
danos irreversibles asociados generalmente a  pérdida auditiva, motora y
cognoscitiva; agravandose en el caso de ninos.

Estas concentraciones también preocupan, si se tiene en cuenta la TDI (dosis diaria
tolerable). En un caso hipotético, una persona adulta de 60 kg con una TDI de 120
ppt que consume 200 g al dia de este queso con una concentracion de 351 ppt
(valor promedio encontrado), estaria aportando a su dieta 1,2 ppt/kg/dia de AFM1,
valor muy cercano al TDI correspondiente a 2 ppt/Kg/dia, lo que podria poner en
riesgo la salud. En el caso de los ninos, la situacién se agudiza, ya que un nifio de 6
anos con 20 kg de peso estaria consumiendo 3,5 ppt/kg/dia.
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Tabla 3. Valores de AFM1 obtenidos en los quesos frescos comercializados por el
proveedor 2.

N° Absorbancia | CV Concentracion
muestra AFM1 (ppt)
10 0.136 2.8 350.28
11 0.146 2.1 316.83
12 0.128 2.3 379.25
13 0.134 3.1 357.33
14 0.147 2.2 383.01
15 0.145 3.1 394.52
16 0.134 2.0 245.06
17 0.127 2.3 357.33
18 0.124 2.9 375.51
Promedio 351.01
450,00
400,00
350,00
300,00
§ 250,00
i
2 200,00
<
150,00
100,00
50,00
0,00

10 11 12 13 14 15 16 17 18
N° muestra

Gréfica 3. Concentraciones de AFM 1 en quesos frescos comercializados en Yopal
por el proveedor 2.

Dicho valor puede conllevar a una intoxicacion aguda, o en el caso de seguir
consumiendo por tiempo prolongado quesos contaminados con concentraciones
similares, convertirse esta en una intoxicacion crénica.

En cuanto a la calidad de la leche utilizada para la elaboracién de este queso, esta
si estd cumpliendo con la NTC 3581; puesto que el limite maximo de AFM1 que se
permite es de 400 ppt, y esta leche puede haber contenido desde 70 hasta 117 ppt
por el factor de enriquecimiento (calculandose AFM1 promedio/factor

enriquecimiento).
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En base a este hecho, deberia replantearse la concentracion maxima de AFM1 en
leche, ya que 400 ppt es una concentracién muy alta para la leche destinada a la
elaboracion de quesos teniendo en cuenta el factor de enriquecimiento. La
reglamentacion podria guiarse entonces, por la norma adopta en la Comunidad
Europea, en donde la leche no supera las 50 ppt (30) y consecuentemente las 250
ppt en quesos (6).

Finalmente los quesos frescos del proveedor 3 analizados, al igual los del proveedor
2, mostraron concentraciones similares como se observa en la Tabla 4. La
concentracion minima encontrada fue de 245 ppt y la maxima de 394 ppt, con un
promedio de 343 ppt, valores que llevan nuevamente a pensar que las condiciones
de cosecha o almacenamiento del alimentos de las vacas tienen importantes
falencias, lo que esta permitiendo que A. flavus, A parasiticus y/o A. nomius se
desarrollen facilmente sobre los granos y cumplan sobre estos todo su ciclo de vida.

Un dato que llam¢ la atencién cuando se estaba indagando sobre las empresas y la
proveniencia de la leche para la fabricacion del queso, es que ambas empresas son
surtidas de leche por un mismo hato, hecho que se ve reflejado en las similares
concentraciones de AFM1 encontradas en los quesos (Grdfica 4).

En el momento que se realiz6 la visita al hato, se evidencié que las condiciones de
almacenamiento de los granos y concentrados del ganado no cumplian con los
parametros minimos de humedad y temperatura que evitaran el desarrollo de
microorganismos en el lugar. No se tenia un lugar adecuado para guardar el
alimento, este se encontraba en una esquina del establo, donde el agua lluvia podia
acumularse y deteriorar los alimentos. Claro esta que la temperatura y la aireacién
tampoco se controlan.

Tabla 4. Valores de AFM1 obtenidos en los quesos frescos comercializados por el
proveedor 3.

N° Absorbancia | CV Concentraciéon
muestra AFM1 (ppt)
19 0.171 1.2 245.06

20 0.134 1.1 357.33

21 0.146 1.6 316.83

22 0.134 3.5 357.33

23 0.129 1.2 375.51

24 0.124 2.9 394.53

25 0.135 2.2 353.79

26 0.125 3.6 390.65

27 0.150 1.0 304.25
Promedio 343.92
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Grafica 4 Concentraciones de AFM 1 en quesos frescos comercializados en Yopal
por el proveedor 3.

Teniendo en cuenta que las concentraciones de AFM1 obtenidas en los quesos de
los proveedores 2 y 3, son un riesgo inminente para quienes los consumen, es de
suma importancia tomar medidas que garanticen la ausencia de AFB1 en los
alimentos del ganado.

Es indispensable concientizar tanto a los productores de queso como a los
proveedores de leche que se debe realizar un monitoreo de los alimentos
destinados al consumo pecuario, comenzando con las caracteristicas
microbioldgicas del suelo en el que se cosechan los granos o los cereales,
siguiendo con una revisién de la cosecha obtenida, continuando con las condiciones
higiénicas del transporte de dichos alimentos y terminando con las condiciones de
almacenaje (utilizacion de un silo hermético y secado de los granos); para que de
dicha forma se pueda garantizar alimentos libres no solo de AFB1, sino de otras
micotoxinas que afectan la salud tanto de animales como de humanos.

Como la radicacion de Aspergillus spp en suelos, granos y almacenes es un
proceso largo, deben hacerse también monitoreos de la concentracién de AFB1 en
los alimentos pecuarios para poder tener una idea de la concentracion de AFM1
secretada en la leche y por tanto el riesgo de salud que puede presentar el consumo
de esta misma o sus derivados.

Para esto existe una relacién lineal entre los niveles de AFB1 en alimento
contaminado y el contenido de AFM1 en la leche:

AFM1 (ng/Kg de leche) = 1.2 x consumo de AFB1 (ug/vaca por dia) + 1.9; (31)
relacion que debe ser utilizada por las fincas que comercializan productos para
consumo humano, cuya vigilancia control o erradicacion de AFB1, estan en
proceso.
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Al revisar casos de AFM1 en quesos reportados en paises como Francia, Emiratos
Arabes, Egipto, Indonesia, Alemania y Kuwait entre otros, se encuentra que sus
concentraciones algunas veces son indetectables y que pocas veces superan las
50 ppt (32-33), sugiriendo que son paises que han logrado controlar la presencia de
la aflatoxina en el queso, bien sea por la disminucién de AFB1 en los alimentos del
ganado o por la detoxificacion de AFM1 en la leche, y por tanto podrian servir de
guia para aquellos productores de queso con concentraciones importantes de
AFM1, como los proveedores 2 y 3.

CONCLUSIONES

Se determind y cuantificé la concentracion de AFM1 en quesos frescos por medio
de la técnica inmunoenzimatica ELISA de tipo competitivo directo.

Se hallé que el 100% de las muestras de queso analizadas estaban contaminadas
con AFM1, indicando un control poco efectivo de presencia de AFB1 en el alimento
del ganado.

Se estableci6 que 67% de las muestras de queso analizadas manejaron
concentraciones de AFM1 superiores a 250 ppt, valores establecidos por paises de
la comunidad europea, lo que pone en riesgo la salud y calidad de vida de los
consumidores de quesos comercializados por los proveedores 2 y 3 del estudio.

Se concluy6é que los quesos elaborados por el proveedor 1 son seguros para el
consumo de la poblacién, en cuanto a exposicion de AFM1 se refiere.

Se encontrd que el hato abastece de leche a los proveedores 2 y 3, en Yopal, no
esta llevando a cabo un correcto proceso de almacenamiento del alimento de su
ganado lechero, lo que lleva a producir y vender quesos con concentraciones
importantes de AFM1 que pueden poner en riesgo la salud de la poblacién.

RECOMENDACIONES

Concientizar tanto a los productores de queso como a los proveedores de leche de
que se debe realizar un monitoreo de los alimentos destinados al consumo
pecuario.

Determinar la presencia de AFM1 y cuantificar la concentracién en leches
comercializadas en el municipio de Yopal, para ampliar el panorama de la situacién
real de intoxicaciones por dicha aflatoxina y de esta forma poder tomar medidas de
control y vigilancia que garanticen el bienestar de la poblacion y no el de los
productores lacteos.

Realizar esta misma clase de estudio en los departamentos colombianos con mayor
impacto en el sector lechero para obtener informacion respecto a la situacién de

AFM1 en quesos frescos.
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