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RESUMEN

Las aflatoxinas son toxicos de efectos carcinogénicos y mutagénicos,
producidas por diferentes especies de Aspergillus. La aflatoxina B1 (AFB1) es la
mas frecuente de encontrar en tejidos vegetales, al ser consumida por los animales
se transforma en aflatoxina M1 (AFM1), que puede ser eliminada por la leche de

vacas expuestas a alimento contaminado.

En orden a contribuir al estudio del riesgo de eliminacion lactea de AFM1 y
la posible exposicion de la poblacion consumidora de lacteos, se realizo un estudio
orientado a validar un método analitico de HPLC-FL para su deteccion en leche y
mediante su utilizacién, la deteccidén de la toxina en predios lecheros de la zona

central de Chile.

Durante 2008 y 2009 se analiz6 la leche proveniente estanques de
almacenamiento de 44 predios de las Regiones Metropolitana y Valparaiso, Chile,
detectandose la presencia de AFM1 en 33 lecherias, en 16 de ellas los niveles de
la toxina superaron los niveles aceptados por la norma nacional de 0,05 ug/l. La
presencia de AFM se asocié positivamente a predios de mayor tamafio, mayor
produccién individual y alimentacibn con raciones completas que incluian

concentrado.
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ABSTRACT

Aflatoxins are toxics with carcinogenic and mutagenic effects, produced by different
species of Aspergillus. Aflatoxin B1 (AFB1) is the aflatoxin most frequently found in
plant tissues, and when consumed by animals is transformed into aflatoxin M1

(AFM1), which can be eliminated in the milk of cows exposed to contaminated feed.

In order to contribute to the study of the risk of milk elimination of AFM1 and the
possible exposure of the population of dairy consumers, a study was carried out to
validate an HPLC-HF analytical method for quantification of AFM1 in milk and,

through its use, the detection of this toxic in dairy farms in central Chile.

During 2008 and 2009, milk from milk tanks of 44 farms from the Metropolitan and
Valparaiso Regions was analyzed, detecting the presence of AFM1 in 33 dairies. In
16 of them, the levels of the toxicant exceeded the levels accepted by the national
norm of 0.05 ug/lt. The presence and concentration of AFM1 was positively
associated to farms with bigger herd size, individual milk yield and fed with complete

rations, which included concentrate.



1 INTRODUCCION

La inocuidad alimentaria es una de las principales preocupaciones sanitarias
a nivel mundial, siendo los contaminantes ambientales y los residuos

farmacoldgicos considerados de alto riesgo.

Las condiciones fito y zoo sanitarias de nuestro pais y los tratados
comerciales vigentes, han generado Optimas condiciones para la insercion de Chile
en el mercado internacional de alimentos, pudiendo exportarse lacteos y otros

productos de origen animal, a diferentes paises en condiciones preferenciales.

Nuestro pais cuenta con Programas de Control de Residuos de
Medicamentos Veterinarios y Contaminantes Ambientales en diferentes productos
de origen animal, incluida la leche y sus derivados. Estos programas permiten
detectar concentraciones de sustancias indeseables sobre los niveles maximos
permitidos de acuerdo con las exigencias de diferentes paises y regiones, con el fin
de monitorear y mejorar los procesos productivos y asegurar asi la entrega de

productos inocuos al mercado interno y externo.

Basandose en los efectos adversos que pueden generar esas sustancias,
organismos intergubernamentales, el Comité de Expertos en Aditivos Alimentarios
de la FAO/OMS, JEFCA, han establecido Limites Maximos Residuales (LMR) para
diferentes contaminantes, los cuales son considerados por cada pais para fijar sus

propias reglamentaciones internas.

Dentro de los téxicos naturales que pueden generar residuos en los
productos de origen animal, las micotoxinas, y dentro de ellas las aflatoxinas, son

de especial interés debido a sus efectos nocivos para la salud humana.

Diferentes tipos de aflatoxinas se encuentran en alimentos expuestos
directamente a contaminacion micoética y que son consumidos por la poblacion

humana. Existe ademas un tipo particular de estas, la aflatoxina M1 (AFM1), que



proviene de la leche de animales que consumen alimento contaminado por hongos

la cual, via cadena alimentaria, produce efectos toxicos en las personas.

Chile dispone de reglamentaciones respecto a la presencia de aflatoxinas en
los diferentes alimentos de origen animal, ademas estan consideradas dentro de los
programas oficiales de control de residuos, sin embargo, en el caso particular de
AFM1 en leche, este control sélo se realiza rutinariamente para productos de

exportacion.

Debido al riesgo potencial que significa la presencia de aflatoxinas en leche
y a la escasa informacion disponible a nivel nacional, este trabajo propone estudiar

su presencia en leche producida en predios de la zona central del pais.



2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Los hongos como contaminantes de productos agricolas

Muchos productos agricolas pueden ser invadidos por hongos durante los
procesos de produccion, cosecha y almacenamiento, dentro de los cuales los

hongos filamentosos son uno de los principales involucrados (International

Commission on Microbiological Specifications for Foods, 2001).

De acuerdo con la etapa en que afecten a los vegetales, pueden dividirse en
hongos de campo y hongos de almacenamiento. Los hongos de campo estan
presentes en diferentes partes de las plantas, particularmente los granos, antes de
su recoleccion y pueden ser patdgenos o comensales. Para su desarrollo, estos
hongos requieren niveles de humedad, expresados en actividad de agua (AW) del
orden de 0,90 o mas. Los principales efectos corresponden a manchas,
escoriaciones, decoloraciones, reduccion en el potencial de germinacion y
contaminacion con metabolitos del hongo conocidos como micotoxinas. La mayoria
de los hongos con capacidad para producir micotoxinas se encuentran en los
géneros Fusarium, Alternaria, Cladosporum y Aspergillus (Marin, 2010; Carrillo,

2003; International Commission on Microbiological Specifications for Foods, 2001).

La mayor parte de los hongos que afectan a los productos vegetales, en
particular a los granos durante su almacenamiento, no se encuentran presentes
durante el proceso de cultivo, teniendo como origen principal los contenedores,
sacos y bodegas de almacenamiento. La humedad en los granos es uno de los
principales factores que determinan la proliferacién de estos agentes, siendo el nivel
Optimo de esta condicién 13 a 13,5 %, equivalente a una AW de 0,68 a 0,9. Los
principales géneros asociados a este tipo de contaminaciones corresponden a
Aspergillus y Penicillium. Las alteraciones mas frecuentes corresponden a

decoloraciones, olores indeseables, reduccién de la materia seca, calentamiento,



apelmazamiento, pérdida de nutrientes y presencia de micotoxinas (Carrillo, 2003;

International Commission on Microbiological Specifications for Foods, 2001).

Ademas de la humedad, la temperatura participa en la generacion de
ambientes propicios para el desarrollo de hongos en los vegetales durante su
proceso productivo y almacenamiento existiendo, dentro de ciertos rangos, una
relacion directa entre la temperatura y la tasa de crecimiento fangico (FAO, 2003),
en funcion a ello, la mayoria de los hongos proliferan a temperatura ambiente en
climas templados y tropicales, en el rango de 15° a 35° C, siendo las temperaturas
optimas de 30° a 40° C para los Aspergillus y 20° a 30° C para los Penicillium

(Council for Agricultural Science and Technology, 2003).

2.2 Micotoxinas

Las micotoxinas corresponden a metabolitos secundarios producidos por
hongos bajo condiciones sub 6ptimas y de estrés. Son moléculas relativamente
pequefias (PM menor a 7.000 Daltons) y por lo general son especificas para las
especies de un mismo género de hongos (Abarca et al., 2000). Las micotoxinas en
los productos vegetales pueden encontrarse en forma simultanea a la presencia del

hongo toxigénico o bien luego de que éste ha sido eliminado (Carrillo, 2003).

Las micotoxinas producidas por distintas especies de hongos poseen
particulares caracteristicas estructurales y quimicas, las cuales determinan sus
propiedades biolégicas y toxicoldgicas. Se reconocen entre 300 y 400 tipos,
alrededor de una docena de ellas se consideran amenazas importantes para la

salud humana o animal (Bennett y Klitch, 2003).

En la Tabla 1, se presentan los hongos toxigénicos y las micotoxinas producidas

por cada especie, segun su origen biosintético.



Tabla 1: Principales micotoxinas segun especies productoras y origen biosintético.

Origen Micotoxinas Especies productoras
Policetonas Acido penicilico Aspergillus ochraceus, Penicillium simplicissimum
Acido secal6nico D Penicillium oxalicum, Claviceps purpurea
Aflatoxinas Aspergillus flavus, A. nomius, A. parasiticus
Alternariol Alternaria alternata
Citrinina Penicillium citrinum, P. verrucosum
Citroviridina Aspergillus terreus, Penicillium citreonigrum
Esterigmatocistina Aspergillus versicolor, Eurotium amstelodami
Fumonisinas Fusarium nygamai, F. proliferatum, F. verticilloides,
Alternaria arborescens
Luteoskirina Penicillium islandicum
Moniliformina Fusarium nygamai, F. tapsinum, F. Proliferatum
Ocratoxinas Aspergillus ochraceus, Penicillium verrucosum
Patulina Penicillium expansum, P. griseofulfum, P. Roqueforti
Fusarium equiseti, F. graminearum
Zearalenona
Aminoécidos Acido ciclopiazonico Aspergillus flavus, A. tamarii, Penicillium commune
Alcaloides del ergot Claviceps purpurea
Bovericina Fusarium proliferatum, F.subglutinans, F. verticilloides
Aspergillus terreus, Phoma medicaginis
Citocalasinas
Macrophomina phaseolina
Eslaframina
Penicillium roqueforti
Roquefortinas
Terpenos Fusaproliferina Fusarium proliferatum, F. subglutinans
Paspalinina Claviceps paspali
Penitrem A Penicillium crustosum
Tricotecenos Fusarium graminearum, F. sporotrichoides, F. poae,
Myrothecium roridum, Stachybotrys chartarum
Acidos Rubratoxinas Alternaria arborescens, A.tenuissima
tricarboxilicos
Acido tenuazoico Penicillium purpurogenum

(Carrillo, 2003).




2.3 Micotoxicosis

Si bien las enfermedades e intoxicaciones asociadas a hongos se conocen
desde la antigiiedad, los primeros antecedentes cientificamente documentados y el
término “micotoxicosis” se originan luego de una intoxicacion masiva en 1962, en
Inglaterra, episodio que causo la muerte de alrededor de 100.000 pavos, asociado
al consumo de harina de mani proveniente de Brasil, contaminada con aflatoxina

derivada del Aspergillus flavus (Bennett y Klitch, 2003).

Las micotoxicosis se definen como: “intoxicacion del huésped causada por la
entrada al cuerpo de una sustancia de origen fungico” (Lopez, 1988) y tienen variada
presentacion de acuerdo con la ruta metabdlica, 6érgano o sistema afectado. Los
efectos clinicos de las micotoxinas, en humanos como animales, pueden ser
hepatotoxicos, nefrotoxicos, neurotdxicos, inmunotoxicos, alteraciones endocrinas,

cancerigenos o mutagénicos (Bennett y Klitch, 2003).

La toxicidad y los efectos en el huésped estan influenciados por varios
factores, como el tipo de micotoxina, concentracion y volumen de consumo en el
alimento, sinergismos entre micotoxinas y otros toxicos, continuidad o intermitencia
de la exposicion, ademas de edad, peso, condicion fisiolégico-productiva y

presencia de patologias de base (Fink-Gremmels, 2008).

La ingesta de micotoxinas puede provocar o no enfermedad clinica en los
individuos expuestos. Una vez ingeridas se distribuyen en el organismo y se pueden
eliminar a través de secreciones y productos como leche y huevos (Yiannikouris y
Jouany, 2002). Se denominan micotoxicosis primarias las causadas por consumo
de alimentos vegetales contaminados y micotoxicosis secundarias cuando se
consumen productos de origen animal contaminados con micotoxinas (Carrillo,

2003). En la tabla 2 se resumen los efectos patoldgicos de diferentes micotoxinas.



Tabla 2: Efectos Patoldgicos de Micotoxinas.

ACIDO CICLOPIAZONICO

Deso6rdenes gastrointestinales y neurolégicos;
cambios degenerativos y necrosis en visceras

ACIDO PENICILICO

Hepatotoxico y cancerigeno

ACIDO SECALONICO D

Teratogénico

ACIDO TENUAZONICO

Reduccién en la eficiencia de la alimentacion,
pérdida de peso; congestion y hemorragias de
estdmago e intestino, agrandamiento de rifiones

AFLATOXINAS

Dafio hepatico agudo, cirrosis, induccion de
tumores, teratogénesis; excrecion por leche,
acumulacion en tejidos

ALTERNARIOL-METILETER

Mutagénica

BEAUVERICINA

Alteracion de la contractilidad del masculo liso de
mamiferos

CITOCALASINAS

Inhibicién de la division celular, funcion tiroidea y
secrecion de amilasa

CITRININA

Toxicidad renal en monogastricos

DESOXINIVALENOL

Rechazo del alimento, vémitos; inmunosupresion
en cerdos y otros animales

ESTERIGMATOCISTINA

Cambios patolégicos en higado, induccién de
tumores

FUMONISINAS

Leucoencefalomalacia equina; edema pulmonar en
cerdos; cancer hepatico en ratas; excrecion por
leche

OCRATOXINA A

Nefropatia en cerdos y aves; acumulacion en rifién,
higado y musculo

RIZONINA A

Gastroenteritis, afecta higado y rifiones

PATULINA

Trastornos gastrointestinales y neuroldgicos;
induccion de tumores

OTROS)

TREMORGENOS (FUMITREMOGENO,
PASPALININA, PENITREM A, PENIITREM B

Dafio del sistema nervioso central, temblores

ZEARALENONA

Sindrome estrogénico en cerdos y ganado de cria;
excrecion por leche (junto con alfa y beta
zearalenol)

(Carrillo, 2003).




2.4 Aflatoxinas

Corresponden sustancias producidas esencialmente por Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus y Aspergillus nomius y, al igual que otras micotoxinas, son
metabolitos secundarios toxicos. Corresponden a compuestos resultantes de las
reacciones que tienen lugar cuando, en determinadas condiciones fisicas, quimicas
y bioldgicas, se interrumpe la reduccion de los grupos cetonicos en la biosintesis de

los acidos grasos en los hongos (Scheidegger y Payne, 2003).

La aflatoxina B1 (AFB1) se sintetiza por la ruta metabolica de los policétidos,
la cual incluye reacciones de condensacion, oxidacion, reduccion, alquilacién y
halogenacién, que forman finalmente una molécula consistente en un anillo cumarin
unido a una unidad bisdihidrofurano y a una ciclopentanona. Estos metabolitos se
forman por la condensacion del acetil-coenzima A y malonil coenzima A, dando
lugar al acetil-S-Coenzima A, la cual es la molécula precursora de la AFB1 (Steyny
Vleggaar, 1986). Dentro de la via biosintética, la formacion de la versicolorina A es
un paso critico, ya que es la primera molécula en la via de la AFB1 que contiene un
doble enlace en la posicion 8,9 de la molécula del bisfurano, el cual es el blanco
para su posterior activacion en una molécula altamente reactiva (Groopman et al.,
1986). Durante la sintesis ocurren al menos 23 reacciones enzimaticas,
identificandose 15 intermediarios bien definidos estructuralmente (Quevedo, 2014;
Yu et al., 2004).

Existen unos 18 tipos de aflatoxinas de las cuales la mas toxica es la AFB1,
seguida de la aflatoxina M1 (AFM1), derivado metabdlico de la anterior, y la
aflatoxina G1. Otras como, las Aflatoxinas B2, G2 y M2 (derivada de la aflatoxina

B2) son menos toxicas (Gimeno y Martins, 2003).

Las aflatoxinas, pueden encontrarse como contaminantes naturales en
cereales como maiz, sorgo, trigo, avena, cebada, centeno, mijo, arroz y sus
subproductos; leguminosas y sus derivados: harinas de maravilla, algodén, sésamo,

raps, soya y mani, frutos y semillas, platanos, datiles, higos, pistachos, granos de



café crudo, avellanas, coco, nueces, almendras, pasas, cacao, camote; productos
procesados como: pastas de semillas de damasco y almendras, vino, aceites,
salchichas y queso (EFSA, 2004; Gimeno y Martins, 2003; Abdallah et al., 2017).

2.4.1 Aflatoxinas B1y M1

Las cuatro aflatoxinas principales corresponden a aflatoxinas B1, B2, G1y G2.
La letra B indica que tienen fluorescencia azul (“Blue”) frente a la luz ultravioleta,
mientras que la letra G (“Green”) indica fluorescencia verde amarillenta (Calvo,
2008; Scheidegger y Payne, 2003). Estructuralmente AFB1 y AFB2 difieren entre
ellas por la presencia de un doble enlace mas en la primera, las aflatoxinas G1y G2
difieren entre si en el mismo detalle estructural. Las aflatoxinas B difieren de las G
porque el anillo furano de las primeras se convierte en un anillo de lactona en las
segundas (Calvo, 2008). La AFM1 y AFM2 pueden encontrarse en secreciones de
animales que han ingerido alimentos contaminados con AFB1 y AFB2
respectivamente, correspondiendo a metabolitos hidroxilados de éstas ultimas. En
el caso de hembras en lactancia, la leche puede aparecer contaminada con estas
toxinas (Boudra et al., 2007; Yiannikouris y Jouany, 2002). En la figura 1 se

muestran los cambios estructurales de la AFB1 a AFM1 después del proceso de

hidroxilacion.
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Figura 1: Estructura de aflatoxinas B1 y M1.



Metabolismo de aflatoxinas B1 y M1

En los rumiantes, luego de la ingestion de alimentos contaminados, la AFB1
es escasamente degradada por los microorganismos del rumen, a diferencia de
otras micotoxinas como la ocratoxina, que es casi completamente inactivada en este
organo, incluso se ha descrito un efecto inhibidor sobre la flora ruminal por AFB1,
absorbiéndose luego desde el tracto digestivo, alcanzando rapidamente la

circulacién sanguinea (Santi Devi et al., 2009; Yiannikouris y Jouany, 2002).

En el higado, las aflatoxinas son atacadas por las enzimas de fase I, como la
super familia citocromo P450 (CYP-450), metabolizandose a compuestos polares,
lo cual facilita su excrecion directa o su reaccion con las enzimas de fase I, las
cuales catalizan reacciones de conjugacion para su excrecion biliar y renal,
reaccionando algunos productos de la primera fase con diferentes biomoléculas
pudiéndose formar nuevos metabolitos (Uribe y Navas, 2012). Este fendmeno
ocurre en fase de activacion, cuando la AFB1 llega al reticulo endoplasmatico de
los hepatocitos, y expuesta a formas de citocromo CYP-450, forma el AFBlexo-8,9-
epoxido, el cual es altamente inestable, pudiendo ligarse con alta afinidad a la
guanina y unirse covalentemente con el ADN. En este proceso se originan dos
metabolitos hidroxilados: la AFQ1 y la AFM1, los cuales son menos toxicas que el
compuesto original (Farombi, 2006; Uribe y Navas, 2012). Posteriormente se forma
el aducto 8,9-dihidro-8-(N7-guanil)-9-hidroxiaflatoxina-B1(AFB1-ADN), el cual
corresponde a la unién de AFBlexo-8,9-epoxido-guanina con ADN, con su anillo
imidazol abierto, a partir de este compuesto se forma una molécula mas estable
quimica y biologicamente: la AFB1-formamidopirimidina (AFB1-FAPY), la cual
induce errores en transcripciones del ADN y consecuentemente efectos
mutagénicos (Uribe y Navas, 2012).

La forma de epoxido hidroxilado (8,9-dihidro-8,9dihidroxiAFB1) se oxida al
dialdehido y se condensa con el grupo amino épsilon de la lisina, formando una alfa-
aminocetona, en este aducto de AFB1-albumina se modifica la estructura de la

AFBL1 reteniendo sélo los anillos cumarin y ciclopentanona, haciéndose afin con la
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albumina sérica. Este aducto AFB1-Lisina tiene una vida media igual a la de la
albumina (20 dias), lo que ha permitido que este compuesto se utilice como
marcador biolégico para medir la exposicion a AFB1. Altas concentraciones de
AFBl-lisina en suero indican una ingestion cronica de AFB1, en cambio
concentraciones bajas pueden indicar una sola o reciente exposicion (Guzman De
Pefia, 2007).

La siguiente fase del metabolismo de AFB1 corresponde a las reacciones de
conjugacion enzimatica que inactivan al 8,9epoxido, el cual puede hidrolizarse a
8,9dihidrodiol, lo cual ocurre espontdneamente, éste a su vez, puede conjugarse
con glutation para formar AFB1-SG. Este compuesto se forma por la accién
catalitica de una familia de isoenzimas glutation S-transferasas (GTS). El conjugado
AFB1-SG es el metabolito biliar mas abundante, existiendo evidencia de que es

excretado en la orina de diferentes organismos (Uribe y Navas, 2012).

Como consecuencia de las reacciones enzimaticas que se llevan a cabo en
el higado se forman la AFM1, AFQ1, AFP1, formas hidroxiladas que se pueden
conjugar para formar ésteres de sulfato o glucurénicos que son excretados por
orina, bilis y leche (Sudakin, 2003). Otras formas conjugadas, solubles en agua, y
metabolitos no conjugados se distribuyen de forma sistémica alcanzando leche,
musculo y tejidos comestibles (Yiannikouris y Jouany, 2002). El aflatoxicol se forma
por la accién de una reductasa en el citosol a partir de la AFB1, pudiendo también
reoxidarse a AFB1 (Karabulut et al., 2014).

Se ha demostrado la eliminaciéon de AFM1 por leche humana, caprina, ovina,
bovina (Battacone et al., 2005) y porcina (Quiles, 2016). Las vacas pueden
transformar la AFB1 en AFM1 dentro de las 12-24 horas de ingestion del alimento
contaminado, incluso a las 6 horas ya pueden aparecen trazas de AFM1 en la leche
(Gimeno, 2008a).

Estudios realizados en vacas lecheras, con el fin de establecer la relacién

entre la cantidad de AFB1 consumida en la racion y la de AFM1 eliminada por leche,
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han determinado proporciones de 540 ug/kg de AFB1 en el alimento v/s 92 ug/l de
AFM1 en leche. En otros estudios la proporcion encontrada fue de 64/0,35 y
1799/14,2 pg/l (Gimeno y Martins, 2003). La concentracion final de AFM1 en la leche
alcanzaria entre el 2 al 4% de la cantidad total de AFB1 ingerida, ésta proporcion
puede variar entre animales e incluso entre ordefias sucesivas, puesto que es
influenciada por diversos factores fisiol6gicos y patologicos, incluyendo el régimen
de alimentacion, estado de salud individual, la capacidad de metabolizacion y
finalmente el volumen de produccion lactea. Vacas de alto rendimiento, con
producciones de hasta 40 litros de leche por dia, pueden eliminar por esta via
porcentajes tan altos como el 6,2% de la AFB1 ingerida (Boudra et al., 2007;
Masoero et al., 2007).

2.5 Efectos patoldgicos

Las aflatoxinas tienen actividad cancerigena, teratogénica y mutagénica, su
principal efecto directo es hepatotoxico, pudiendo también provocar alteraciones
renales y neurologicas (Uribe y Navas, 2012; Guzman De Pefia, 2007; Creppy,
2002), son inmunosupresoras, inhibiendo la fagocitosis y la sintesis de anticuerpos,
alteran la formacion del ADN, ARN y proteinas en el ribosoma (Luzia et al., 2002).
El grado de toxicidad y carcinogenicidad de las aflatoxinas sigue el siguiente orden:
B1> G1 > B2 > G2 (Calvo, 2008).

La molécula AFB1-8,9 epo6xido es la responsable de las propiedades
carcinogénica y mutagénica, unida con la guanina del ADN forma la AFB1-FAPY.
Se ha demostrado una alta correlacién entre la persistencia del AFB1-FAPY en
tejido hepatico y la formacién de tumores en este 6rgano (Uribe y Navas, 2012), la
susceptibilidad a mutaciones depende de la especie, siendo por ejemplo menos
frecuente en la rata que en la trucha a un mismo nivel de contaminacién (Dohnal et
al., 2014).

El higado es el 6rgano que mas AFB1-ADN acumula, la concentracion
hepatica de este aducto se correlaciona con la susceptibilidad de especie a la toxina
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y su efecto carcinégeno se ha demostrado en animales experimentales como ratas,
patos, trucha arcoiris y mono Rhesus. La susceptibilidad esta también influenciada
por la edad, sexo, cepa y via de administracion. La exposicion a aflatoxinas causa
principalmente carcinoma hepatocelular y colangiocarcinoma, también se ha
reportado adenocarcinoma renal, otros tejidos afectados por la toxina incluyen la
trAquea y la piel. Existe evidencia también, de un potencial efecto en la induccion
de melanomas (Dohnal et al., 2014; Uribe y Navas, 2012; Guzman De Pefa, 2007).

La capacidad carcinogénica es dependiente de la mutagenicidad de las
aflatoxinas, propiedad que también permite su accidon en generaciones sucesivas
(Uribe y Navas, 2012; Guzman De Pefa, 2007), efecto que se ha estudiado en
bacterias, levaduras y células de mamiferos, demostrandose la induccion de
mutaciones puntuales de guanina-citosina a timina-adenina 0 guanina-citosina a
adenina-timina, afectando particularmente regiones de ADN ricas en guanina-
citosina, las cuales también son las zonas méas sensibles para la formacion del
aducto AFM1-n-guanina (Moudgil et al., 2013).

Diferentes estudios sugieren que la AFB1 metabdlicamente activada es
capaz de mutar oncogenes inactivos a su forma oncogénica, la mutacion en los
genes Ha-ras no se ha reportado en hepatocarcinomas en poblaciones humanas
expuestas al consumo de alimentos contaminados con AFB1, en ratas, en cambio,
se han identificado dos mutaciones en ADN aislado de carcinoma hepatico inducido
por AFB1, indicando que la mutacién en el gen Ki-ras es un evento dominante en la
carcinogénesis inducida por aflatoxinas en estos roedores (Massey et al., 2000).

El efecto de corto plazo de las aflatoxinas en animales superiores se
manifiesta como una hepatitis aguda, presentandose ictericia, fiebre, depresion,
anorexia y diarrea (Arango, 2008; Guzman De Pefia, 2007). Los indicadores
bioquimicos mas evidentes de aflatoxicosis aguda corresponden a hipolipidemia,
hipocolesterolemia e hipocarotenemia, asociados con esteatosis hepatica severa y

pérdida de peso. Estas sefales de alteracion del metabolismo de los lipidos se han
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asociado a la modificacion de la lisina en la proteina B-100 de las lipoproteinas de
baja densidad, las cuales participan en el transporte de grasas a partir del higado,
dificultando su reconocimiento por receptores especificos y su posterior ingreso a
células periféricas, regresando al 6rgano y depositandose en los hepatocitos, lo cual
causa infiltracion grasa hepéatica y deficiencia lipidica en los tejidos periféricos,
situaciéon que tiende a la cronicidad en la medida que el huésped continlie expuesto
a aflatoxina (Hussein y Brasel, 2001; Amaya-Farfan, 1999).

El sistema inmune también se ve afectado, alterandose las respuestas
especificas e inespecificas, se reduce la actividad de linfocitos y macrofagos. El
dafio al sistema inmune se refleja en parametros como la fijacion de complemento,
la capacidad fagocitica y las reacciones de hipersensibilidad tardia, se ha propuesto
gue la inmunosupresion causada por éstas sustancias podria estar mediada por sus
efectos sobre la involucién del timo y los linfocitos derivados de éste, interfiriendo
de esta manera con la respuesta inmune celular del huésped (Hussein y Brasel,
2001).

2.6 Efectos sobre animales de produccion

La AFB1 provoca cuadros clinicos agudos en varias especies animales, el
principal 6rgano blanco es el higado, en donde sus metabolitos inducen dafio
hepatocelular. Los signos clinicos en los animales, asociados con la exposicion
aguda y/o alta cantidad de la toxina pueden manifestarse como anorexia, ictericia,
depresion, pérdida de peso, secrecion nasal, afecciones gastrointestinales,

hemorragias, ascitis y edema pulmonar (EFSA, 2004; Luzia et al., 2002).

Estudios de campo y de exposicion controlada, indican que el consumo en
largo plazo en concentraciones relativamente bajas de aflatoxinas, del orden de 1,5
mg/kg de alimento, pueden inducir fibrosis y tumores del higado. La trucha es
especialmente sensible, apareciendo tumores a concentraciones de 0,1 pg de

aflatoxina por kg de alimento. En otras especies como aves, cerdos y ovejas

14


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brasel%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11567776
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brasel%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11567776
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brasel%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11567776

también se observa la presentacion de carcinomas hepaticos, sin embargo, ésta
presentacion no se considera como la consecuencia final de la toxicidad de estos
compuestos (Hussein y Brasel, 2001; EFSA, 2004; Guzméan De Pefia, 2007).

Estudios en cerdos lechones han determinado una alta susceptibilidad a
aflatoxina, demostrando dafio en linfocitos y macréfagos y, consecuentemente, un
debilitamiento del sistema inmunitario al inhibir la fagocitosis y la sintesis proteica,
alterando la formacién de ADN y ARN y proteinas del ribosoma (Quiles, 2016). En
la misma especie provocan rechazo del alimento y reduccion del crecimiento, sin la
presentacion de signologia clinica (Marin et al., 2002). En aves productivas se han
determinado disminucion en la produccién de huevos, higado friable, erosion y

fistulas de la mucosa intestinal (Daodu y Adebowale, 2016).

2.7 Efectos en el ganado bovino

Existen posturas opuestas respecto a la habilidad de la microbiota ruminal
para metabolizar micotoxinas en comparacion con animales no rumiantes, y
consecuentemente al posible efecto protector sobre el riesgo de ingreso efectivo al
organismo en este tipo de animales (Upadhaya et al., 2009; Driehuis et al., 2010).
De todas formas, en el ganado vacuno, los signos clinicos se producen después de
la exposicion a concentraciones de 1,5 a 2,23 mg/kg de alimento, en los pequefios
rumiantes después de una exposicion mayor a 50 mg/kg. El examen post mortem
de los animales expuestos, revela dafios en las células hepaticas (necrosis
centrolobulillar), engrosamiento de conductos biliares, asi como lesiones renales.
En la sangre, se alteran los parametros bioquimicos de enzimas hepéticas,
aumentan la transaminasa glutdmico-oxalacetica, amoniaco, nitrégeno ureico, se
alteran los factores de la coagulacién y la glicemia. La disminucion de la produccién
de leche y fotosensibilizacion pueden preceder a los signos clinicos graves de
intoxicacion (Gimeno, 2008b).

Las aflatoxinas son conocidas por afectar poblaciones celulares y procesos

de sintesis molecular del sistema inmunolégico, haciendo a los animales mas
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susceptibles en exposiciones a bacterias, virus, hongos y parasitos. Este efecto
inmunosupresor también afecta la resistencia adquirida por vacunaciones y puede

ocurrir en un nivel subclinico de intoxicacion (EFSA, 2004).

Considerando que las intoxicaciones agudas, con manifestaciones clinicas
son raramente observadas en condiciones de las actuales practicas ganaderas, se
estima que la exposicion a aflatoxinas, dependiendo del nivel de exposicion,
determina finalmente efectos en la eficiencia productiva, como reduccion en la
ganancia de peso, disminucidon de la produccidon de leche, alteraciones
reproductivas, asi como una mayor susceptibilidad a enfermedades infecciosas,
todo lo cual puede dar lugar a pérdidas econdémicas considerables en la produccién
animal (EFSA, 2004; Fink-Gremmels, 2008).

2.8 Efectos clinicos en humanos

En los paises en que se informa la presencia de AFB1 en alimentos vegetales
y AFM1 en lacteos, se describen periddicamente casos de toxicidad en humanos
asociadas a estas micotoxinas (Guzman De Pefa, 2007; Imtiaz et al., 2008; Unusan,
2006). En casos extremos se han presentado brotes de intoxicaciéon con
mortalidades entre 10% y 60% asociadas a estas micotoxicosis (Gimeno, 2008b;
Peraica et al., 1999). Otro tipo de toxicidad frecuente en zonas endémicas es la
presentacion variadas formas de cancer, particularmente hepatico (Guzman De
Pefa, 2007).

La intoxicacion aguda por aflatoxinas corresponde a una hepatitis aguda y se
manifiesta por vomitos, dolor abdominal, edema pulmonar, infiltracion grasa y
necrosis del higado, reportdndose esta presentacién clinica en exposiciones a
alimentos contaminados con concentraciones entre 10 y 600 pug/kg y 0,25y 15,6
mg/kg (Gimeno, 2008b). Dietas bajas en lipidos y/o proteinas hacen mas vulnerable
el higado, por el contrario, el mismo 6rgano, con dietas con gran cantidad de acidos

grasos insaturados, es menos afectado por estas toxinas (Arango, 2008). Cuadros
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cronicos, asociados a concentraciones en el alimento de 1 mg/kg, se manifiestan
como hepatocarcinomas, presentandose vomito, dolor abdominal y hepatitis hasta
causar la muerte. Estudios de asociacion entre la ingestion de AFB1l y la
presentacion de cancer hepatico, indican que, con concentraciones de 3 a 22 ug de
AFB1/kg de peso por dia, los valores de incidencia de cancer variaban de 2 a 35
casos por cada 100.000 habitantes por afio, evidenciandose una asociacion positiva
entre el nivel de ingestion de aflatoxina e incidencia de cancer (Guzman De Peia,
2007). La Agencia Internacional para la Investigacion del Céancer (IARC) ha
clasificado a la AFB1 y a la AFM1 como cancerigenos en humanos (IARC, 2002;
Gimeno, 2008a).

Los hallazgos bioquimicos en presentaciones agudas o cronicas son
similares a los descritos en animales, correspondiendo a hipolipidemia,
hipocolesterolemia e hipocarotenemia, asociados con esteatosis hepética severa y
pérdida de peso (Gimeno, 2008b; Guzman De Pefia, 2007).

En exposiciones crénicas a dosis bajas, similares a las cancerigenas,
también se afecta la inmunidad, se reduce la fagocitosis por macréfagos, la
hipersensibilidad tardia y la linfoblastogenesis. Las células T son aparentemente
mas susceptibles a las aflatoxinas que las células B, ademas estan reducidas las
inmunoglobulinas G y A, la actividad del complemento y la actividad bactericida del
suero mediada por inmunoglobulinas. El tiempo que dura la inmunosupresion es
muy variable y una vez que se retira la aflatoxina, la respuesta inmunologica vuelve

a ser normal (Arango, 2008; Guzman De Pefia, 2007).

Se cree que las aflatoxinas pueden ser factor etioldgico de cuadros de
encefalopatia y degeneracion grasa visceral asociada a disfuncion hepatica con
signos neuroldgicos (Sindrome de Reyé), también existen reportes de deteccion de
metabolitos de aflatoxinas en suero, higado, orina y heces diarreicas de nifios con

signos de subnutricién intensa (Arango, 2008; Guzman De Pefia, 2007).
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2.9 Reglamentacion

La presencia de residuos de medicamentos y contaminantes en los alimentos
de origen animal destinados al consumo humano se encuentra regulada en
diferentes paises y regiones (San Martin, 2001). Un estudio realizado por FAO en
el afio 2003, sefiala que 99 paises representantes del 87% de la poblacién mundial,
tenian reglamentaciones respecto a micotoxinas en alimentos humanos y raciones
para el ganado, todos estos paises incluyen reglamentaciones para aflatoxinas
(FAO, 2004).

En la especie humana, para AFM1 y AFB1, se han determinado una TD50
(dosis con la cual el 50% de los individuos desarrollan tumores malignos) de 10,38
y 1,15 pg/kg de peso corporal/dia, respectivamente. La ingesta diaria tolerable para
la AFB1 estd comprendida entre 0,11 y 0,19 ng/kg/dia. El nivel de micotoxina con el
gue no se observan reacciones adversas para la AFM1 y la AFB1 son < 2,5y 0,75

Hg/kg de peso corporal/dia, respectivamente (Gimeno, 2008a).

Basandose en estudios de toxicidad, organizaciones nacionales e
intergubernamentales han establecido los Limites Maximos Residuales (LMR), para
medicamentos veterinarios y Limites Maximos Aceptados (LMA) para sustancias de
otro origen. La Comisién del Codex Alimentarius, define estos conceptos como: “La
concentracion maxima de residuos contaminantes en el alimento, expresada en
mg/kg o pg/kg, sobre la base de peso fresco, que se permite legalmente o se
reconoce como admisible dentro de un alimento o en la superficie del mismo”
(Codex Alimentarius, 2001).

La Unién Europea (UE), para AFM1, ha definido un Limite Maximo Permitido
de 0,05 pg/kg en leche fluida y 0,025 pg/kg en alimentos lacteos para uso infantil,
Estados Unidos de América, permite una concentracion mas alta: 0,5 pg/kg, en
leche y derivados, el mismo limite aplican los paises del MERCOSUR (Argentina,
Brasil, Paraguay y Uruguay) (Michlig et al., 2015). Otros estados han determinado
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sus limites de concentraciones permisibles entre los rangos citados (Berg, 2003;
Codex Alimentarius, 2001).

En Chile los LMR establecidos por el Reglamento Sanitario de los Alimentos,
corresponden a: aflatoxinas totales (B1, B2, G1 y G2): 5 pyg/kg para alimentos en
general; AFM1 en leche: 0,05 pg/kg (Chile, 1997). Para alimentos compuestos de
uso animal, se considera un LMR de AFB1 de 5 pg/kg y 20 pg/kg para aflatoxinas
totales; para ingredientes individuales corresponden a 20 ug/kg y 50 ug/kg,
respectivamente (SAG, 1991).

2.10 Aflatoxinas en alimentos de uso animal

Las aflatoxinas son predominantemente producidas en climas céalidos y en
consecuencia su presencia en estas regiones en insumos alimentarios es frecuente.
Entre los alimentos para animales susceptibles a contaminacion, los cereales y sus
subproductos industriales son las principales fuentes de aflatoxinas, otra fuente de
contaminacion relativamente dependiente de las condiciones climéaticas o
ambientales corresponde a forrajes conservados como los henos y ensilajes,
particularmente cuando su procesamiento es inadecuado o defectuoso (Boudra et
al., 2007; Garon et al., 2006; Bucio-Villalobos et al., 2001). Alpizar (2015), describe
la presencia de hongos toxigénicos y particularmente aflatoxinas, en ensilajes de

diferentes especies vegetales en diversas regiones del mundo.

La presencia de aflatoxinas en los insumos alimentarios se asocia al clima,
las préacticas de cultivo y las condiciones de almacenamiento de los insumos,
ademas de la presencia de insectos y la composicion de la microbiota (Magan et al.,
2003). Por ejemplo, Castellari et al. (2016) sefialan que el desarrollo de Aspergillus
en silos bolsa conteniendo maiz humedo es influenciado negativamente por la
acidez y condicion de anaerobiosis de este método de almacenamiento, lo cual
coincide con lo reportado previamente respecto al efecto inhibitorio del pH sobre el

desarrollo estos hongos.
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En paises templados, como los del continente europeo, la menor produccion
natural de aflatoxinas y el control de alimentos, determinan una baja frecuencia de
contaminacion con aflatoxinas en las dietas del ganado (EFSA, 2004). Sin embargo,
episodios de contaminacion se describen esporadicamente: en el afio 2008, en
Suecia, se detectaron altos niveles de AFB1 (56 pg/kg—1) en afrecho de arroz,
destinado a la alimentacion de vacas lecheras (Nordkvist et al., 2009); durante los
afios 2004 y 2005 se detectaron altas concentraciones (20 pg/kg) de la toxina en
forrajes producidos en ltalia, asociadas a un inusual aumento de temperatura
durante ese periodo (Decastelli et al., 2007). En Portugal entre 1995 y 2004, AFB1
fue detectada en el 37,4% de muestras de alimentos para bovinos, en general, en
concentraciones bajas, sin embargo, algunas muestras alcanzaron hasta 20,1 ug/kg
(Martins et al.,, 2007). En la CEE, la presencia de micotoxinas, aflatoxinas en
particular, esta intensamente controlada en la importacion de insumos y en las
fabricas de alimentos para ganado y, por consiguiente, la contaminacién en raciones
e insumos comerciales sobre los limites tolerables es infrecuente (EFSA, 2004,
Martins et al., 2007).

Por el contrario, en Africa y Asia, y consecuentemente en productos
exportados desde estas regiones, es frecuente encontrar altos niveles
contaminacion con aflatoxinas, algunos de ellos al ser controlados por la UE han
demostrado los siguientes niveles de contaminacion: semilla de palma proveniente
de Nigeria: 22 pg/kg, semilla de maravilla proveniente de India: 24 pg/kg, afrecho
de arroz indio y pakistani: 10 y 17 ug/kg. Otros insumos de la regién, como torta de
mani, torta de maravilla, germen y gluten de maiz, semilla de algodén, afrecho de
arroz y semillas de soya, entre otros, también han presentado niveles notables de
contaminacion (EFSA, 2004). Estudios locales en paises tropicales han detectado
altos niveles de contaminacion: en Kenia se detectaron sobre un 88% de alimentos
para el ganado contaminados en niveles sobre las recomendaciones
internacionales (Kang'ethe EK y Lang'a KA, 2009), otro estudio indicO una
prevalencia de AFB1 en el alimento del ganado del 98,6% (69/70) con 83% de las
muestras superando 10 pg/Kg?! (Kang'ethe EK et al., 2007). Otra investigacion en

20


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kang%27ethe%20EK%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

el mismo pais, en diferentes temporadas, detectd entre 16 y 51% de maices con
niveles de contaminacion, sobre la norma nacional (20 ug/kg), alcanzando valores
de hasta 48.000 ug/kg (Daniel et al., 2011), en Egipto se describen niveles de
concentracion del orden del 1979 pg/kg, (Abdallah et al., 2017).

En América, particularmente Central y Sur, ademéas de México, la situacion
es similar a Asia y Africa, consecuentemente, la autoridad sanitaria europea también
ha detectado insumos contaminados de este origen, como semilla de algodén
argentina conteniendo 22-26 ug/kg. Asimismo, es frecuente encontrar altos niveles
contaminacion con aflatoxinas en torta de mani, torta de maravilla, germen y gluten
de maiz, semilla de algodon, afrecho de arroz y semillas de soya, entre otros (EFSA,
2004). En México se detectan AFB1 en niveles variables, pero frecuentemente
sobre la norma, en ensilajes, concentrados comerciales, harina, gluten, maiz entero,
canolay heno de alfalfa (Rosiles y Bautista, 2001). Se describen, ademas, hallazgos
de hasta 19 ug/kg de AFB1, en ensilajes de alfalfa y concentrado comercial
(Cordoba et al., 2003), otro estudio detecté un 60% de muestras de maiz grano en
rangos de 2-77 ug/kg (Flores et al., 2006).

En Brasil, se han detectado concentraciones de AFB1 de 29,04 pg/kg
(Sassahara et al., 2005), 3,65 a 36,93 ug.kg-1 (De Freitas et al., 2015), 1,68 a
194,51 ug.kg-1. (Motta et al., 2015) hasta 6,2+1,2 a pg/kg-1, (Moura et al., 2016) en
muestras compuestas e insumos individuales de alimento para bovinos y caprinos.
En Ecuador, ensayos en maiz para uso humano y animal arrojaron valores
superiores a 20 ug/kg (Fon-Fay et al., 2016), mientras que, en Argentina, se han
registrado niveles de 0,02 mg/kg en maiz grano (Castellari et al., 2015).

2.11 Aflatoxina M1 en lacteos de consumo humano

La presencia de AFM1 en leche y productos lacteos refleja la contaminacion

de los alimentos consumidos por los animales productores (Boudra et al., 2007,
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Sudakin, 2003) y, en consecuencia, presenta un patrén de distribucién regional

similar al descrito para la contaminacion de alimentos para animales (EFSA, 2004).

En la CEE se desarrollan programas de monitoreo de AFM1 en lacteos, lo
cual, sumado a la exigente legislacién respecto a contaminantes en alimentos,
determinan que se detecte la toxina con cierta frecuencia desde leche cruda y
lacteos procesados, pero por lo general, en concentraciones por bajo de las
exigencias oficiales. Los eventuales hallazgos de niveles prohibidos coinciden por
lo general con esporadicos brotes de contaminacion de alimentos animales
importados: Italia 2000: 108 ng/l; Italia, 2004-2005: 0,035 pg/l; Suecia 2006: 257
ng/kg? (Bognanno et al., 2006; Decastelli et al., 2007; Nordkvist et al., 2009).

Situacion opuesta se presenta en Africa y Asia, donde los niveles de
contaminacion lactea con AFM1 tienden a estar por sobre las recomendaciones
internacionales y la contaminacion es mas frecuente (Abolfazl, 2005; EFSA, 2004;
Ghanem y Orfi, 2009; Kim et al., 2000; Shipra et al., 2004; Srivastava et al., 2001).
Lo anterior estaria condicionado por una mayor contaminacion natural de alimentos,
un menor control de los insumos alimentarios para el ganado y legislaciones menos
exigentes (EFSA, 2004). En algunos estudios esta contaminacion se asocia a
variaciones estacionales y a la comercializacién informal de productos lacteos
(Aslam et al., 2016). En Indonesia se analizaron 113 muestras resultando el 57,5%
positivas a AFM1, pero bajo la concentracion aceptada por Europa (Nuryono et al.,
2008). En Japdn se han detectado niveles de AFM1 de 0,011 ng/g, (Sugiyama et
al., 2008).

En el continente americano, los estudios tienden a encontrar
contaminaciones frecuentes y altos niveles de AFM1 en zonas tropicales o
calurosas como Bolivia (Montafio et al., 2007), Brasil (Oliveira et al., 1997; Oliveira
et al., 2008; Shundo et al., 2009) y México (Flores et al., 2006), y algunos hallazgos
en paises templados como Argentina (Lopez et al.,, 2001; Lopez et al., 2003).

Destaca la escasa informacion disponible en los Estados Unidos de América, lo cual
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podria interpretarse como una subestimacion del riesgo sanitario de estas
micotoxinas, en funcion a que la concentracion maxima aceptada en lacteos de
consumo humano, para AFM1 (0,5 ug /kg) en este pais, es diez veces superior al
limite vigente en Europa (EFSA, 2004).

2.12 Antecedentes nacionales

En regiones con caracteristicas agroclimaticas similares a Chile se describe
frecuentemente la presencia, tanto de hongos aflatoxigénicos como de las mismas
aflatoxinas en una amplia gama de alimentos para humanos y animales (Gonzalez
et al., 1999). En Chile se evidencié manifiesto interés cientifico por el tema durante
la década de 1980, a partir de ese periodo existen esporadicas publicaciones
nacionales relativas a la deteccién de aflatoxinas, orientadas por lo general a
insumos nutricionales para el ganado y alimentos no lacteos para humanos. En
1983, el Servicio Agricola y Ganadero reporta la deteccién de AFB1 en afrecho de
soya de origen paraguayo en concentracion de 37 ug/kg (Cotta, 1989). Un estudio
realizado en las regiones IX y X, detect6 la presencia de aflatoxina en 9 de 42
muestras de alimentos utilizados en vacas lecheras (Tamayo et al., 1984). Entre
1986 y 1987, un estudio multidisciplinario investigo la presencia de AFB1 en trigo y
maiz de origen nacional en diversos momentos de la cosecha y almacenaje,
determinando un 22% de muestras contaminadas para el primero y 14% para el

segundo, en concentraciones cercanas a 1 ppm (Rossi, 1989).

En 1989 se reporta la deteccion de aflatoxinas en insumos alimentarios y
visceras de animales detectandose estas toxinas en 8 de 29 especimenes (Vega y
Zaelzer, 1989), también se detecto la presencia de aflatoxinas en 78 muestras de
un total de 643, provenientes de insumos alimentarios de origen nacional e
importados (Vega et al., 1994). El Instituto de Salud Publica (ISP), entre 1989 y
1999, analiz6 796 muestras de alimentos, la mayoria destinados al consumo

humano, detectando una muestra de mani y otra de maiz positivas (Chile, 2010).
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El Servicio Agricola y Ganadero, en 78 muestras de tejidos animales
recolectadas en 2003 y 2004, analizadas por el “Programa de Vigilancia de
Exportaciones Pecuarias”, no encontr6é especimenes positivos, el mismo organismo
no detectd la toxina en 15 muestras de nueces en el mismo periodo. Por otra parte,
el “Programa de Control de Alimentos Para Uso Animal” del mismo servicio, del afio
2004, en un total de 415 muestras, detecto 3 positivas (Cornejo y Villarroel, 2009).
726 analisis realizados por la Universidad de Concepcion durante los afios 2001,
2002 y 2003 en diversas matrices (maiz, trigo, centeno, soya, triticale, sorgo, avena,
lupino, gluten, semilla de algodén, alimentos balanceados para ganado, aves y
peces), indicaron que, tras realizar un “screening” de micotoxinas en 234 muestras,
una resulté positiva a aflatoxinas (torta de mani). De la misma manera, la deteccién
de aflatoxinas en 260 muestras arroj0 una muestra positiva (torta de mani) en el
rango de 1,3y 17 yg/kg (Vega et al., 2003). Un estudio de 2007 sobre 12 muestras
de maiz nacional, 12 argentinas y 6 estadounidenses determiné la presencia de
AFB1 en dos de las ultimas, en el rango de 6,6 ug/kg (INDAP, 2008).

Entre 2008 y 2009 el ISP, detectd solo una muestra positiva a AFB1 en mani
tipo japonés importado. En 2011 detect6 AFB1 en nuez moscada y curry, en
concentraciones de 173, 3y 23 pg/kg respectivamente. En 2012 el mismo instituto
detect6 aflatoxinas totales en rangos de 0,99 a 4,68 ug/kg en muestras de pimentén
y pimienta blanca (Chile, 2010; Chile, 2011; Chile, 2012).

A la fecha, no se ha reportado oficialmente la deteccion de AFM1 en el pais,
existiendo la tecnologia disponible para su analisis y correspondiendo, ademas, a
uno de los requisitos para la exportacion de lacteos. El Servicio Agricola y Ganadero
informa, respecto a la deteccion de AFM1 en el programa de control de residuos de
2008, que desde el afio 2005 incluye a lacteos, la ausencia de la toxina en 17
muestras de leche (SAG, 2009).
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2.13 Métodos de deteccion de aflatoxinas

Existe una amplia variedad de meétodos analiticos para la deteccion y
cuantificacion de aflatoxinas en los alimentos, materias primas, leche y productos
lacteos. Para la CEE, los métodos validados para determinacion de AFB1 se basan
en la extraccion en fase sélida en combinacién con cromatografia liquida, y técnicas
gque combinan pruebas de inmunoafinidad (IA) con cromatografia liquida. Los
métodos que emplean extraccion en fase solida han sido validados para la
determinacion de AFB1 en alimento para animales en niveles que van desde 8 a 14
po/kg. Por otra parte, la IA ha sido validada para concentraciones de 1 a 5 pg/kg
para este tipo de matrices (Stroka et al., 2004).

Para AFML1 en leche, existen métodos de analisis basados en ensayos de
inmunoafinidad combinados con cromatografia liquida, validados en esta matriz
para niveles entre 0,02 a 0,1 pg/kg (Dragacci y Grosso, 2001). Ademas de los
métodos descritos, existen técnicas analiticas basadas exclusivamente en
extraccion con solventes y cromatografia liquida, que no incluyen el uso de
columnas de inmunoafinidad, con menores costos de implementacion y niveles de
eficiencia similares (Manetta et al., 2005). También se dispone de técnicas de ELISA
tanto para trabajo en laboratorio (Rodriguez et al., 2003) o en terreno (Romerlabs,
2009). En los ultimos afios se han aplicado con éxito métodos como la cromatografia
liguida en tandem acoplada a masas (LC-MS/MS) para la determinacion de
aflatoxinas en diferentes matrices, entre ellas leche (Aabdalah et al., 2017).

En nuestro pais se han implementado métodos analiticos para deteccion de
aflatoxinas como la cromatografia en capa fina (Vega y Zaelzer, 1989). El
Laboratorio de Farmacologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad de Chile ha desarrollado una técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC) para la determinacion de AFB1 en musculo de salmén, ademas
algunos laboratorios privados disponen de métodos similares. EI método oficial para
nuestro pais para la determinacion de AFM1 en leche y leche en polvo (NCh3052

0f2007), corresponde a un proceso de extraccion con solventes, purificacion por
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inmunoafinidad y determinacion por cromatografia de alta resolucion en fase liquida
(Chile, 2007).

De acuerdo con Codex Alimentarius (Horwitz, 2000), los métodos analiticos
deben detectar, cuantificar e identificar todos los residuos del analito en
concentraciones inferiores a los LMR, con el fin de garantizar el cumplimiento de los

requisitos relativos a la inocuidad alimentaria.

La aceptacion de un método analitico y en consecuencia sus resultados,
dependen de la confiabilidad de la metodologia, este concepto se conoce como
validacion y corresponde a la demostracion de la mencionada confiabilidad del
método. En términos mas precisos la validacion corresponde a la demostracion
formal de que un método realiza lo que se espera de él, es decir establecer la
concentracion del analito en la concentracion determinada en el limite de deteccion,
en forma continuada y ajustada a los objetivos del analisis. El procedimiento de
validacion de un método analitico debe incorporarse en todas las investigaciones,
lo que permite demostrar que el método seleccionado y desarrollado para una
sustancia especifica, en una muestra especifica, produce resultados confiables y
comparables. Lo anterior corresponde a un procedimiento establecido por
organismos reguladores, aplicado a los resultados obtenidos en el analisis
estadistico respectivo, que permite demostrar la confiabilidad de los resultados. Los
parametros por definir en una validacion son tiempo de retencion del analito,
especificidad, recuperacion, precision, repetitividad, linealidad, limite de detecciény

capacidad de deteccién (Europa, 2002).

26



3 HIPOTESIS DE TRABAJO

En la leche de vacas productoras proveniente de predios de la zona central de
Chile existen concentraciones de AFM1 sobre los niveles permitidos por las

reglamentaciones nacionales.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar la concentracion AFM1 en leche proveniente de vacas de planteles
productivos de las Regiones Metropolitana y de Valparaiso de Chile, destinada al

consumo de la poblacién humana.

4.2 Objetivos especificos

1. Validar una metodologia analitica de HPLC-FL que permita detectar AFM1 en

leche.

2. Determinar y cuantificar AFM1 en leche de estanque proveniente de lecherias

de la Region Metropolitana y de Valparaiso de Chile.

3. Asociar la presencia de AFM1 en leche con el manejo alimentario y
caracteristicas poblacionales de los predios en estudio.
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5 MATERIAL Y METODO

5.1 Reactivos
- Acetonitrilo grado HPLC

- Acido Acético grado HPLC

- Acido Trifluoroacético grado HPLC
- Agua desionizada para HPLC

- Benceno grado HPLC

- Cloruro de sodio

- Diclorometano grado HPLC

- Hexano grado HPLC

- Metanol grado HPLC

- Estandar de aflatoxina M1 (Sigma ®)

5.2 Equipos

- Balanza analitica (Precisa® modelo 125)

- Centrifuga (Ependorf®, Modelo Centrifuge 5416)

- Cromatografo Liquido de Alta Resolucion acoplado a detector de
fluorescencia (HPLC FL) (Waters®)

5.3 Sistema y Condiciones Cromatogréaficas

- Columna : Symmetry C18 5um,6x250 mm

- Fase movil ; Agua para HPLC 1600 ml
Acetonitrilo 300 ml
Metanol 400 ml

- Flujo de la fase movil : 0,8 ml/minuto

- Temperatura de la columna : 35°C

- Longitud de onda excitacidon/emision : 363/423 nm

- Volumen de inyeccion : 150 pl

28


http://www.cosmos.com.mx/d/d0nn.htm?search=acetonitrilo+pa+residuos
http://www.cosmos.com.mx/d/d0nn.htm?search=acetonitrilo+pa+residuos
http://www.cosmos.com.mx/d/d0nn.htm?search=acetonitrilo+pa+residuos
http://www.cosmos.com.mx/d/d0nn.htm?search=acetonitrilo+pa+residuos

5.4 Extraccion

A 20 ml de leche en estudio se le agregaron 35 ml de metanol; se agito,
sonico y centrifugd a 3000 rpm por 7 minutos. El sobrenadante se filtrg través de un
papel Wattman-41; a 25 ml del filtrado se le adicionaron 10 ml de NaCl al 20% y 15
ml de hexano; se agitd y centrifugd a 3000 rpm por 7 min. Se descart6 la fase
organica rica en lipidos. A la fase acuosa se le adicionaron 10 ml de diclorometano,
se agito y se dejé reposar por 5 min, para permitir la separacion de fases, extrayendo
y conservando la nueva fase organica; se repitio la extraccion con diclorometano

dos veces, los sobrenadantes se llevaron a sequedad bajo flujo de nitrogeno.

5.5 Derivatizacion

La muestra se suspendi6 en 250 ul de benceno/acetonitrilo en proporcion de
98/2; se centrifug6 a 2000 rpm por 5 minutos. Al sobrenadante se le adicioné 300 pl
de una mezcla de agua/Acido Acético/Acido Trifluoroacético en proporcién de 7/1/2

y se incub6 a 65° C por 10 min.

Finalizada la incubacion, las muestras fueron sometidas a Cromatografia

Liquida de Alta Resolucion con Detector de Fluorescencia (HPLC-FL).

5.6 Validacién del método

Siguiendo las recomendaciones de la Decisién 96/23/CE de la CEE (Europa,
2002), se seleccionaron los siguientes parametros para la validacion del método
analitico: tiempo de retencion del analito, especificidad, recuperacion, precision
(reproducibilidad y repetibilidad), linealidad, limite de decision y limite de deteccion.
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5.7 Parametros de validacion
5.7.1 Tiempo de retencion del analito:

Se analizaron 6 preparaciones de droga pura a concentracion conocida,
utilizando un estandar de aflatoxina M1 (Sigma ®) y se sometieron a un ensayo de
HPLC-FL para establecer el promedio de tiempo de elucidon del analito en el

cromatograma.

5.7.2 Especificidad:

Se define como la propiedad de un método de distinguir entre el analito que
se esta midiendo y otras sustancias. Se determind analizando 20 muestras o
matrices blanco, las cuales correspondieron a muestras de leche de origen
comercial, que sometidas a analisis laboratorio, no evidenciaron la presencia de
AFML1. En estas muestras se verificO la existencia de posibles interferencias en la

region de los cromatogramas en la que cabia esperar la elucion del analito.

5.7.3 Recuperacion:

Se fortificaron 10 matrices en blanco, adicionandoles estandares de AFM1,
para obtener concentraciones de 0,01 ug/kg, luego se calcul6é el porcentaje de

recuperacion mediante la siguiente ecuacion:

Porcentaje de recuperacion = 100 x concentracién muestra

Nivel de fortificacion

Los resultados obtenidos fueron aceptados cuando se encontraron dentro de

los intervalos presentados en la tabla 3.
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Tabla 3. Intervalos de recuperacion aceptados segun fraccion de masa.

Fraccién de Masa (ug/kg) Intervalo (%)
<1 -50a+20
>1a1l0 -30a+10
=10 -20a+10

(Europa, 2002).

5.7.4 Precision:

Corresponde al grado de concordancia entre los resultados de diferentes
ensayos obtenidos en condiciones estipuladas (predeterminadas). Su
determinacién se basa en el andlisis de diferencias de los resultados entre ensayos,
cuanto mayor es la variacion menor es la precision. Este paradmetro se compone de

la determinacion de la reproducibilidad y la repetibilidad.

Para estos efectos se realizaron ensayos a concentraciones de 0,01; 0,02 y
0,4 ugl/l, construyendo las curvas de concentracion, calculando la media aritmética,
estandar (DE) y coeficiente de variacién (CV), para cada nivel de fortificacién, en
cada uno de los parametros sefalados.

Para determinar la reproducibilidad se desarrollaron 6 ensayos, de las
caracteristicas sefialadas, por diferentes operadores dentro del laboratorio, con el
mismo método e idénticas muestras, los resultados fueron aceptados conformes si
los coeficientes de variacion se encontraban dentro de los valores presentados en
la tabla 4.
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Tabla 4. Coeficientes de variacion aceptados segun fraccién de masa.

CV de
Fraccion de masa Reproducibilidad
(%)

1 pg/l 35
10 pg/I 35
100 pg/l 23

1000 pg/! 16

Para aquellas fracciones de masa inferiores a 10 pg/l, los CV
deben ser lo més bajos posible. (Europa, 2002).

Para determinar la repetibilidad, se desarrollaron los mismos ensayos que para
reproducibilidad, en este caso por un Unico operador, con el mismo método e
idénticas muestras y equipo. Los resultados fueron aceptados cuando el coeficiente
de variacion de cada concentracion fue la mitad o igual al coeficiente de variacion

de la precision (Europa, 2002).
5.7.5 Linealidad:

La linealidad del método se determind a través de la cuantificacion de AFM1
en matrices fortificadas a concentraciones de: 0,01; 0,02; 0,04; 0,08 y 0,2 ug/l, con
tres repeticiones, construyendo curvas de calibracién y aplicandoles una prueba de
correlacién, obteniendo los respectivos coeficientes de determinacion (R?), los
cuales mientras mas cercanos al valor 1 indicaron una mayor o mejor linealidad de

las curvas.

5.7.6 Limite de deteccién y Limite de cuantificacion

El limite de deteccién corresponde a la minima concentracion del analito
detectable por el método, por otra parte, el limite de cuantificacién se define como
la mas pequefia concentracion del analito que puede ser determinada con un nivel

de exactitud y precision aceptable.
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Para determinar estos dos parametros, se realizé un ensayo con 20 matrices
fortificadas con 0,01 pg/l de droga pura, correspondiente a la concentracion minima
utilizada en todos los ensayos del presente trabajo, a partir del cual se establecieron
la media de la concentracion, desviacion estandar y coeficiente de variacion de los
resultados cada analisis para el posterior calculo aritmético de los parametros

definidos.

5.8 ESTUDIO DE CAMPO

5.8.1 Predios en estudio

El universo total de predios incorporados al estudio, correspondieron a 44
planteles bovinos de las Regiones Metropolitana y de Valparaiso, dedicados a la
produccion de leche comercializada a plantas industriales o queserias artesanales.
Cada predio fue caracterizado respecto a su ubicacion geogréfica, practicas de

alimentacion, tamafio del rebafio y produccion individual.

5.8.2 Obtencion de Muestras

Durante los afios 2008 y 2009, se obtuvieron muestras de 40 ml de leche
cruda desde el estanque de almacenamiento de cada predio, la cual incluyo6 leche
producida por la totalidad de las vacas del predio durante la ordefia anterior. Las
muestras fueron recogidas en tubos Falcon de 50 ml y transportadas en
refrigeracion (4 + 2° C) desde el predio al laboratorio dentro de 24 horas, donde

fueron almacenadas a -20 + 2° C hasta el momento del analisis.

5.8.3 Cuantificaciéon de aflatoxina M1

Las muestras de leche de los predios en estudio fueron sometidas a un
ensayo de HPLC-Fluorescencia. Para determinar la concentracion de AFM1, el area

obtenida en el respectivo cromatograma, asociada al peak identificado como AFML1,
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se interpol6 en un andlisis de correlacion en curvas de calibracion, cuya ecuacion

se define como:

Concentracion del analito en la muestra = (c-y)/b

Donde:
c= area cromatografica
y= intercepto
b= pendiente
El resultado de interpolacion en las curvas de calibracion permitié determinar

la concentracion de la toxina en cada muestra.

5.8.4 Anélisis estadistico

Se realiz0 estadistica descriptiva de las variables en estudio, de acuerdo con
lo indicado en Tabla 5. Adicionalmente se realizé6 una prueba de normalidad
(Shapiro-Wilks modificado) y, cuando fue necesario, se realizo la transformacion de

los valores a logaritmo en busqueda de una distribucion normal.

Tabla 5. Variables incluidas en la evaluacién de niveles de aflatoxinas en leche

Nombre Tipo Caracteristica Unidad
Aflatoxinas Cuantitativa Dependiente  pg/kg
Vacas en ordeia Cuantitativa Independiente Numero

Produccion lactea individual Cuantitativa Independiente Litros/vaca/dia

Sistema de alimentacién Cualitativa  Independiente SP, PS o RC*

*SP: Sélo pastoreo, PS: Pastoreo mas suplementacion, RC: Racion completa.

Se representaron las asociaciones de manera gréafica utilizando diagramas de
gréaficos de caja (box-plot). Para describir la asociacién entre la variable dependiente
y las independientes, se realizé una serie de analisis univariados dependiendo del

tipo y distribucion de las variables. En el caso de variables cuantitativas
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independientes se realizO una prueba de correlacion y un analisis de varianza
(paramétrico o no paramétrico dependiendo de la distribucion de las variables). Para
las variables cualitativas independientes se realizé una prueba de asociacion (x?).
Para establecer la asociacion entre variables independientes sobre la presencia de
AFM1 en las muestras de leche se realizé una prueba de regresion logistica. Para

estos efectos se utilizé el software estadistico Infostat® (Di Rienzo et al., 2010).

35



6 RESULTADOS
6.1 Validacion del método

6.1.1 Tiempo de retencion del analito:

Se determin6 un tiempo de retencién del analito, de 16,15 minutos, con una
DE de 0,0548 min. y un CV de 0,34%, lo anterior indica la zona de los

cromatogramas donde eluye efectivamente AFM1.

6.1.2 Especificidad:

En ninguno de los cromatogramas de las 20 muestras blanco sometidas a
andlisis se detectaron interferencias en la zona asociada al tiempo de retencion de
AFM1, lo cual indica la inexistencia de sustancias en la matriz, leche fluida, que

pueda ser confundido con la aflatoxina en estudio al emplear este método analitico.

6.1.3 Recuperacion:

Los datos de recuperaciéon obtenidos para AFM1 en las matrices en blanco

se presentan en la tabla 6:
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Tabla 6. Porcentaje de Recuperacion de AFM1 en leche analizada por HPLC-
Fluorescencia.

Porcentaje de Recuperacion de AFM1
Andlisis  Concentracion Area_ Matriz Area Droga .
(ng/l) Fortificada Pura Promedio %
1 0,01 132,659 144,566 91,76%
2 0,01 142,456 152,698 93,29%
3 0,01 132,666 144,577 91,76%
4 0,01 128,456 142,030 90,44%
5 0,01 145,123 137,899 105,24%
6 0,01 137,987 158,001 87,33%
7 0,01 144,236 156,307 92,28%
8 0,01 132,659 140125 94,67%
9 0,01 142,456 149,456 95,32%
10 0,01 147,258 156,360 94,18%
Promedio 138595,60 148201,90 93,52%
Desv. Estandar 6566,68 7347,68
CV % 4,74% 4,96%

Se establece, entonces, un porcentaje de recuperacion de un 93,52%, el cual
se encuentra dentro de los rangos recomendados por la Decision 657 de afio 2002
(Europa, 2002), indicando que el método es altamente eficiente para recuperar, y
en la practica, determinar la cantidad de AFM1 contenida en los especimenes

analizados.

6.1.4 Precision:

Para determinar el grado de concordancia entre los resultados de ensayos
desarrollados en diferentes condiciones, se analizaron las diferencias de los
resultados obtenidos mediante los analisis de reproducibilidad y repetibilidad (tablas
7y8).
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Tabla 7. Reproducibilidad para AFM1 en leche analizada por HPLC-Fluorescencia.

Reproducibilidad

Concentracion

Concentracion cuantificada

Promedio DE CV %
enriquecimiento a b c d e f
0,01 0,003 | 0,013 | 0,016 | 0,015 | 0,016 | 0,014 | 0,013 | 0,005 | 38,622
0,04 0,049 | 0,037 | 0,032 | 0,034 | 0,035 | 0,036 | 0,037 | 0,006 | 16,270
0,20 0,199 | 0,200 | 0,201 | 0,201 | 0,201 | 0,201 | 0,201 | 0,001 | 0,417

En el ensayo de reproducibilidad se buscd determinar el coeficiente de

variacion de la concentracion de analito cuantificada en concentraciones conocidas

de 0,01, 0,04 y 0,2 ug/l de AFM, en diferentes condiciones dentro del mismo

laboratorio, se consider6 aceptable este parametro cuando el CV de cada

concentracion medida, es menor a lo sefialado por la siguiente tabla.

Fraccion de masa

CV de
Reproducibilidad
(%)

1 pg/l
10 pg/!
100 pg/!

1000 pg/!

35
35
23
16

Segun lo anterior, se acepta la reproducibilidad intralaboratorio, ya que el CV

obtenido, 18,45 %, es menor que el indicado para las fracciones de masa

analizadas, lo anterior indica que variaciones menores en las condiciones de

procesamiento no afectan de manera importante los resultados de los ensayos.
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Tabla 8. Repetibilidad para AFM1 en leche analizada por HPLC-Fluorescencia.

Repetibilidad
Concentracién Concentracién cuantificada oromedio - V%
enriquecimiento a b c d e f
0,01 0,010| 0,010| 0,011| 0,011| 0,007 | 0,009 0,010| 0,0015| 15,57
0,04 0,040| 0,040| 0,018| 0,038 | 0,043 0,041 0,037| 0,0093| 25,33
0,20 0,200| 0,200 0,200| 0,200| 0,200 0,200 0,200| 0,0000| 0,00

En el ensayo de repetibilidad se buscd determinar la variabilidad de los

resultados correspondientes a la concentracion de analito, cuantificada en

concentraciones conocidas de 0,01, 0,04 y 0,2 ug/l de AFM1, en condiciones

idénticas en tres ensayos, determinandose un CV promedio de 13,62 %.

El ultimo valor citado se encuentra en rango correspondientes a la mitad o

igual al CV de la reproducibilidad intralaboratorio en las mismas concentraciones de

la toxina, consecuentemente se determind que el método cumple con el criterio de

validacion aceptado convencionalmente para considerarlo preciso (Europa, 2002).

39



6.1.5 Linealidad:

La figura 2 presenta las curvas de calibracion, que demuestran la linealidad del

LINEALIDAD DE LA CURVA DE CALIBRACION ESTANDAR: AFLATOXINA M1
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Figura 2: Curvas de calibracién para AFM1 en Leche.
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Los valores del coeficiente de determinacion (R?) obtenidos en cada caso
correspondieron a 0,995; 0,9993 y 0,9979 respectivamente, muy cercanos a 1, lo
cual indica una alta correlacion entre las concentraciones reales de AFM1 y las
concentraciones determinadas por el método utilizado para determinarla,

consecuentemente se considera que el método presenta una alta linealidad.

6.1.6 Limite de deteccion(LD) y Limite de cuantificacién (LC)

Se analizaron 20 muestras fortificadas a concentraciones de 0.01 pg/l,
determinandose una concentracién promedio detectada de 0.00909 ug/l, una DE de
0,00036 pg/l, y un CV de 3,932 %, aplicando las formulas de calculo sugeridas por
la bibliografia, se determiné un limite de deteccion de 0.00909 pg/l, puesto que el
CV de no supera el 25%. Para el célculo del Limite de Cuantificacion, al LD se le
sumo 1,64 veces la DE de la concentracion de las muestras, obteniendo un valor de
0,00967 pg/l (LC= 0.00909 + (1,64 x 0,00036)). Estos resultados indican que el
método posee una precision y veracidad aceptables a concentraciones del analito
cercanas a 0.01 pg/l. (ISO, 1997; Europa, 2002).

6.2 Cuantificacion de AFM1

Se obtuvieron y analizaron muestras de leche de 44 predios, detectandose
concentraciones de AFML1 entre 0 (no detectada) y 0,3 pg/l, con una media de 0,06
ug/l y una DE de 0,08 pg/l. Respecto a la presencia de la toxina en el universo de
predios, se determiné su ausencia (no detectada) en 11 de ellos, en 17 se encontré
en concentraciones bajo los limites de la normativa nacional y en 16 sobre los
niveles aceptados en el pais (0,05 ug/l), cabe consignar para efectos de los analisis

estadisticos posteriores, que esta variable no presento distribucion normal (tabla 9).
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Tabla 9. Concentracion de aflatoxina M1 segun la norma chilena para consumo

humano en 44 predios de las Regiones Metropolitana y de Valparaiso de Chile.

Concentracion de AFM1 A Frecuencia relativa (%)
absoluta
No detectada 11 25
Positivos bajo norma chilena (<0,05 ug/l) 17 38,6
Positivos sobre norma chilena (=>0,05 pg/l) 16 36,4
Total 44 100

6.2.1 Caracteristicas generales y estadistica descriptiva

Los 44 predios fueron caracterizados segun distribucién geografica, tamafio
del rebafio, produccion diaria individual por vaca y sistemas de alimentacion,

presentandose estos resultados en las siguientes tablas:

Tabla 10: Distribucién geogréfica (por comuna) de los predios estudiados para la

deteccién de aflatoxina M1 en leche.

COMUNA Numero de predios
Melipilla 20
Casablanca 16
Maria Pinto 4
Catemu 1
San Felipe 1
Curacavi 1
Calera de Tango 1
Total 44
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El nimero de vacas en ordefia por predio fluctué entre 6 y 950 individuos, la media
de esta variable fue de 211 vacas y la DE de 200,52. Estos resultados indican una
alta variabilidad en el tamafio de rebafio de los predios estudiados. La distribucién

de las lecherias segun numero de vacas en ordefia se presenta en la tabla 12.

Tabla 11: Caracterizacion de predios segun nimero de vacas en ordefia estudiados

para la deteccion de aflatoxina M1 en leche.

Numero de vacas en Frecuencia  Frecuencia
ordefia (VO) absoluta (n) relativa (%)
Pequefio (1-20) 9 20,4
Mediano (21-100) 5 11,4
Grande (101 o mas) 30 68,2
.Total 44 100

La produccién individual de leche, estimada segun el promedio de
litros/vacal/dia, varié entre 8 y 44 litros, siendo la media 23,6 litros y la DE 9,66,
indicando una alta variabilidad entre las lecherias estudiadas. La distribucion de los

predios segun produccién lactea individual promedio se presenta en la tabla 13.
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Tabla 12: Caracterizacion de predios segun produccion lactea diaria promedio por

vaca, estudiados para la deteccion de aflatoxina M1 en leche.

Produccién individual por Frecuencia Frecuencia
vaca (l./dia) absoluta(n) relativa (%)
Baja (0-10 l./dia) 8 18,2
Media (11-20 |./dia) 10 22,7
Alta (21-30 l./dia) 18 40,9
Muy alta (31 6 + l./dia) 8 18,2
Total 44 100

Los sistemas de alimentacion, respecto al tipo y forma de ofrecer el alimento
a las vacas lecheras, presentaron importantes variaciones, para efecto de analisis
se agruparon los predios en tres estratos: sélo pastoreo, en los cuales las vacas
obtenian el alimento directamente desde las empastadas, pastoreo con
suplementacién, cuando ademas de lo anterior se les ofrecia harinilla de trigo. El
resto de los predios utilizaba el sistema de alimentacién con racion completa, el cual
corresponde al ofrecimiento de una combinacién de forrajes, subproductos y
concentrados, con diferente grado de mezclado, directamente a comederos
ubicados en patios de alimentacion. La distribucion de las lecherias de acuerdo a

los sistemas de alimentacion se presenta en la tabla 14.
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Tabla 13: Caracterizacion de predios segun sistema de alimentacion estudiados

para la deteccion de aflatoxina M1 en leche.

Sistema de alimentacion SIOPIENGE Frec_uencia
absoluta (n) relativa (%)
Soélo pastoreo 9 20,5
Pastoreo y suplementacion 3 6,8
Racién completa 32 72,7
Total 44 100

A continuacién se presentan, en forma de graficos de caja y estadigrafos
descriptores, la relacion entre las concentraciones de AFM1 y las caracteristicas de
los predios, pudiéndose evidenciar parametros de dispersion (DE, valores maximos
y minimos), como de posicion (media, mediana), en cada caso las variables
cuantitativas (nmero de vacas en ordefia y promedio diario de produccién lactea)
y sistemas de alimentacion, se estratificaron segun los criterios definidos

previamente: figuras 3, 4 y 5.
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Figura 3: Concentraciones de AFML1 en leche por predio segun nimero de vacas
en ordefa.
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Los estadigrafos descriptores (media, DE y mediana) de la variable
“Concentracion de AFM1 en leche” segun nimero de vacas en ordefia, de acuerdo
a la estratificacion definida, corresponden respectivamente a: lecheria pequefa:
0,014; 0,02 y 0,003, lecheria mediana 0,05; 0,06 y 0,03 y lecheria grande 0,08; 0,08
y 0,03 pg/l, estas cifras, ademas de la observacion del grafico, indican una tendencia
a encontrar mayores concentraciones de la toxina en la medida que el tamafio del
rebafio aumenta, también puede observarse una dispersién importante de las
concentraciones de AFM1 y la existencia de valores extremos, particularmente

valores mas altos, dentro de cada estrato.
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Figura 4: Concentraciones de AFML1 en leche por predio segun produccion lactea
individual.

Los estadigrafos descriptores (DE y mediana) de la variable “Concentracion
de AFM1 en leche” segun produccion lactea individual, de acuerdo a la
estratificacion previamente definida, corresponden respectivamente a: baja
produccion: 0,003; 0,005 y 0,00001, produccién media: 0,06; 0,08 y 0,03, alta
produccion: 0,07; 0,07 y 0,05 y muy alta produccion: 0,09; 0,08 y 0,07 ug/l. En forma
similar al analisis anterior, se evidencia una tendencia a encontrar mayores

concentraciones promedio de la toxina en la medida aumentan, en este caso, los
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niveles de produccién individual, y nuevamente una dispersion importante de las
concentraciones de AFM1 y la existencia de valores extremos, particularmente

valores mas altos, dentro de cada estrato.
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Figura 5: Concentraciones de AFM1 en leche por predio segun sistema de
alimentacion (SP: Solo pastoreo, PS: Pastoreo y suplementacion, RC: Racién
completa).

Los estadigrafos descriptores (media, DE y mediana) de la variable
“Concentracion de AFM1 en leche” segun sistema de alimentacion, de acuerdo a la
estratificacion definida, corresponden respectivamente a: solo pastoreo: 0,01; 0,01
y 0,001, pastoreo y suplementacion: 0,07; 0,1 y 0,02 y racién completa: 0,01; 0,07
y 0,05 ug/l. Estos resultados mas la observacion del grafico correspondiente,
seflalan una tendencia a encontrar mayores concentraciones de la toxina en la
medida que se incorpora mayor proporcion de concentrado en las raciones,
observandose también una dispersion importante de las concentraciones de AFM1
y la existencia de valores extremos, particularmente valores mas altos, dentro de

cada estrato.
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En resumen, los andlisis precedentes denotan una distribucion
relativamente heterogénea de las concentraciones de AFML1 en la leche los predios
de acuerdo con las caracteristicas estudiadas, no obstante, se evidencia cierta
asociacion entre las variables relacionadas con la intensificacion productiva y los

niveles de concentracion de la toxina en la leche.

6.2.2 Analisis univariados

Con el objetivo de asociar el efecto individual de cada una de las variables
independientes sobre la concentracion de AFM1 en las muestras de leche, se

aplicaron pruebas estadisticas, segin se expone a continuacion.

6.2.2.1 Concentraciéon de AFM1 y cantidad de vacas en ordefia

La relacion entre estas variables se expone gréaficamente en la figura 6, la
correlacion (Spearman) para concentracion de AFM1-Vacas en ordefia entregd un
coeficiente de correlacién (r) de 0,28 (p=0,06), lo cual indica la una baja asociacion
positiva y no significativa entre las variables, concluyéndose la inexistencia de

correlaciéon relevante entre ellas.
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Figura 6: Concentracion de AFM1 y niumero de vacas en ordefia.

48



Al someter los datos a un analisis de varianza (normalizando la distribucion
de AFM1 mediante su transformacién a logaritmo) y agrupando arbitrariamente los
predios en dos estratos, considerando para ello poblaciones de vacas en ordefia
sobre y bajo 100 individuos, se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas (p=0,0076), demostrandose mayor concentracion de AFM1 en predios

con mayor numero de vacas en ordefia (101 vacas o mas).

6.2.2.2 Concentraciéon de AFM1 y produccion lactea

El andlisis de correlacion (Spearman) entre concentracion de AFM1 y
produccion lactea individual, entregd un coeficiente de correlacion (r) de 0,33

(p=0,03), es decir una baja correlacién, aunque, positiva y significativa entre ambas

variables.
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Figura 7: Concentracion de AFM1 y produccion lactea individual promedio.

Al someter los datos a un analisis de varianza (normalizando la distribucion
de AFM1 mediante su transformaciéon a logaritmo), considerando dos estratos de

produccion, con un punto de corte en los 21 litros/vaca/dia, se concluye que existe
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diferencia estadisticamente significativa (p=0,0257) respecto la concentracion de

lactea de la toxina entre ambos grupos.

6.2.2.3 Presencia de AFM1 y sistemas de alimentacion.

Con el objetivo de determinar la existencia de asociacion entre las variables
cualitativas, sistema de alimentacion y presencia de AFM1, se realiz6 una Prueba
de X2 entre los sistemas que utilizaban Racién Completa (RC) con los que
alimentaban a los animales con algin componente de pastoreo, combinando los
sistemas con Solo Pastoreo (SP) y Pastoreo con Suplementacion (PS) en un nuevo
estrato Unico, respecto a la presencia o ausencia de la toxina en la leche producida.

La tabla de contingencia respectiva se presenta a continuacion.

Tabla 14: Asociacion entre sistemas de alimentacion y presencia de AFM1 en
leche.

AFM1
Sistema de
Alimentacién | Positivos  Negativos Total
RC 27 4 31
PS+SP 6 7 13
Total 33 11 44

En este ensayo se obtuvo un valor de p = 0,0078, mediante la correccion de
Fisher, existiendo diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos y
un Odds ratio de 7,88 (1,85 — 33,5), indicando casi 8 veces mas probabilidades de
encontrar niveles detectables de AFM1 en la leche de rebafos alimentados
exclusivamente con racién completa, versus predios con componente de pastoreo

en su alimentacion.
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6.2.3 Andlisis multivariante

Con el objetivo de determinar el efecto conjunto de las variables
independientes (tamafio del rebafio, produccion individual por vaca y sistema de
alimentacion) sobre la presencia de AFM1 en leche, se realiz6 una prueba de
regresion logistica. Para ello se dicotomizo la variable dependiente de acuerdo al
siguiente criterio: a) ausencia de toxina o0 presencia en concentraciones bajo la
norma nacional de 0,05 pg/l 6, b) presencia de la toxina en concentraciones sobre
la citada norma, considerandola entonces como una variable cualitativa categorica.
Los resultados indicaron que: las variables en conjunto, el nimero de vacas en
ordefia, y los sistemas de alimentacion no tenian efecto en la presencia o ausencia
de la toxina en la leche, sin embargo, el volumen de produccién individual presenté
un efecto significativo (p = 0,0017) sobre la presencia de la toxina en las muestras,
es decir la existencia de la toxina en concentraciones superiores es mas frecuente

en predios con alta produccién individual promedio.

Tabla 15: Resultados del analisis de Regresion Logistica.

Factor de Variacion Grados de -2[LO-L1] p
libertad

Produccién 3 15,1 0,0017

Tamario del rebafio 2 4,5 0,1074

Sistema de alimentacién 1 0,0 >0,9999
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7 DISCUSION

Los estudios de validacion de metodologias analiticas corresponden a la
demostracion que el método en estudio es capaz de detectar un analito de forma
confiable y precisa, en una determinada matriz. Previo a este estudio, el Laboratorio
de Farmacologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile (FARMAVET) disponia de un método de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) para la determinacion de AFB1 en musculo de
salmon. El trabajo desarrollado, previa y durante el presente estudio, aplicé la
técnica con minimas modificaciones, en la practica utilizar el estandar especifico de
AFM1 y reemplazar a igualdad de peso las matrices, utilizando esta vez una matriz

liquida, en este caso leche fluida.

La validacién de la metodologia analitica se realiz6 bajo las condiciones del
laboratorio de FARMAVET vy los resultados obtenidos indican que cumple con los
requisitos exigidos a nivel internacional para su utilizacion en la deteccion de AFM1
en leche (Europa, 2002; Horwitz, 2000). Se determind un tiempo de retencién del
analito de 16,15 minutos, no detectandose interferencias en la zona cercana al
tiempo de retencion, por lo que la prueba se consider6 especifica. Los parametros
asociados a la exactitud y confiabilidad, como el porcentaje de recuperacién, que
correspondié a un 93,52%, la precision, la repetitividad y la linealidad, son
compatibles con lo exigido para validar el método. Respecto a la eficacia del método
para obtener resultados confiables a bajas concentraciones de AFM1, se determind
un limite de deteccion de 0,0097 ug/l y una capacidad deteccion de 0,0103 ug/l. Los
anteriores resultados indican que el método cumple los requisitos de validacion
convencionales correspondientes a la Decision 657 de afio 2002 (Europa, 2002).
Cabe consignar que en la abundante literatura relativa a estudios de contaminacién
lactea con AFM1, los métodos empleados han sido validados de acuerdo a la
normativa internacional, difiriendo basicamente en los parametros asociados en la
eficiencia de las técnicas para detectar muy bajas concentraciones de la toxina
(Aabdalah et al., 2007; Nuryono et al., 2008; Quevedo, 2014; Michlig et al., 2015;
Crispim De Oliveira et al., 2016).
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A pesar del buen despefio del método utilizado, al seleccionar una técnica
analitica para la cuantificacion de AFM1 debe tenerse en consideracion, en futuros
estudios, la existencia otras metodologias que se complementan con otras
tecnologias, como el uso de columnas de inmunoafinidad, pruebas de ELISA,
cromatografia liquida acoplada a masas en tandem (HPLC-MS/MS) y que también
han demostrado ser eficientes para detectar este analito en la matriz lactea
(Aabdalah et al., 2007; Nuryono et al., 2008; Quevedo, 2014;Crispim De Oliveira et
al., 2016). Recientemente se ha aplicado la tecnologia de Cromatografia Liquida
de Ultra Eficiencia (UPLC-MS/MS) asociada analisis masa/masa presentando un

eficiente despefio (Michlig et al., 2015).

En el presente estudio se analizaron 44 muestras de leche cruda
provenientes de igual namero de predios de las regiones de Valparaiso y
Metropolitana de Chile, detectdndose AFM1 en 33 (75%) de ellas, entre las cuales
en 16 (36.3%) la concentracion de la toxina sobrepaso la norma nacional de 0,05
ug/l, siendo éste el primer reporte positivo de la toxina en leche en el pais. Otros
estudios realizados en Sudamérica, en condiciones agroecoldgicas diversas,
presentan resultados variables: en Argentina, Rosario, Provincia de Santa Fe, se
detectaron 18 de 77 muestras positivas, pero bajo 0,05 ug/l (L6pez et al., 2003),
recientemente, en la misma provincia, se detect6 AFM1 en el 38,8% de 160
muestras de leche de estanque, también bajo el limite citado (Michlig et al., 2015),
en la provincia de Cordoba, localidad de Villa Maria, 64 de 94 muestras de leche de
estanque resultaron positivas a AFM1, el 28 % del total superé el limite de la CEE
para lacteos de uso infantil (0,025 ug/l) y el 11% la normativa general para leche
(0,05 pg/l) (Alonso et al., 2010). En el estado de Parana, Brasil, se estudiaron 42
muestras resultando el 24% positivas a la toxina, tres de las cuales presentaron
valores superiores al limite citado (Sassahara et al., 2005). Otro estudio en Sao
Paulo detecté un 6,5% de las muestras contaminadas sobre la norma (Shundo y
Sabino, 2006). En un estudio en el sur de Brasil, se analizaron leches en diferentes
grados de proceso entre leche fresca y leche en polvo, detectdndose hasta un 67

% de las muestras contaminadas sobre el limite previamente explicitado (Scaglioni
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et al., 2014). En Bolivia, Municipio de Achacachi, se analizé leche fresca en dos
épocas: humeda (abril-mayo) y época seca (agosto-septiembre). De un total de 20
muestras, 5 resultaron positivas con niveles de concentracién sobre el limite de 0,05
Mg/l, en la época de mayor temperatura ambiental (Montafio et al., 2007). Esta
diferencia estacional también es descrita en Brasil (Crispim de Oliveira et al., 2016).
En contraste, en Arequipa, Peru, Ortiz (2009) no encuentra reaccionantes positivos
en 40 muestras de leche fresca. En México de un total de 51 muestras de leche
fresca, se determin6 un 31% con niveles de contaminacién que superan los niveles
aceptables (Quevedo, 2014). En general los estudios citados indican frecuente
eliminaciéon de AFM1 por la leche, aunque mayormente en zonas de clima tropical,
lo cual es consistente con nuestros resultados tanto en la frecuencia como en las

concentraciones de la toxina.

La concentracibn méaxima determinada de AFM1, de 0,3 ug/l y la alta
frecuencia (41%) de rebafios con concentraciones por sobre el limite nacional de
0,05 ug/l, supone la existencia de riesgo de exposicion a AMF1 por la poblacién
humana, una vez procesada y consumidos los lacteos elaborados a partir de esta
materia prima, con las potenciales consecuencias patolégicas descritas
previamente. Cabe indicar que el riesgo sefialado aumenta en individuos que
consumen, ademas, otras fuentes potenciales de aflatoxinas y muy en particular en
la poblacion rural, la cual también esta expuesta a este grupo de toxinas fungicas,
al participar, o convivir geograficamente, en los procesos de produccién agricola,
especialmente de cereales como maiz, situacion recientemente documentada en
Chile (Nogueira et al., 2015). En nuestro pais existen programas de vigilancia
oficiales orientados a deteccidbn de contaminantes en alimentos procesados,
particularmente los que tienen como destino la exportacién, no obstante, hasta la
fecha, no se han publicado resultados positivos respecto a la presencia de AFM1
en lacteos, a pesar de que se ha reportado la presencia de AFB en otros productos
alimenticios (Chile, 2010; Chile, 2011; Chile, 2012) , cabe sefalar que este trabajo
es el primer estudio nacional desarrollado en leche sin procesar. Llama la atencién

lo anterior, puesto que, en regiones cercanas de Argentina, con condiciones

54



agroclimaticas, composicion de la dieta de los animales y practicas de manejo
productivo similares a la zona central de nuestro pais, la presencia del AFM1 es
detectada con cierta frecuencia (Resnik, 1989; Alonso et al., 2010; Michlig et al.,
2015). Uno de los factores que podrian explicar la ausencia, o0 presencia a
concentraciones muy bajas y no detectables de la toxina en los lacteos procesados
sometidos vigilancia, corresponde la gran proporcion de leche industrializada
proveniente de zonas del pais de menor riesgo para la presencia de la toxina, como
los sistemas predominantemente pastoriles, tipicos de la zona sur, ademas de la
eventual dilucion de la aflatoxina al mezclar leches de diferente origen en los
procesos de industrializacion. Otra consideracion al respecto, ya planteada en
zonas templadas de Europa (Decastelli et al., 2007), es el relativamente reciente
aumento de la produccion de aflatoxinas en las materias primas de los alimentos
para animales debido a sostenidas o esporadicas alzas de la temperatura en las
zonas productoras, asociadas al cambio climético. Finalmente, tampoco deberia
descartarse la presencia contaminacion primaria con aflatoxinas en insumos
alimentarios importados desde regiones de riesgo y que con frecuencia se utilizan

en planteles industriales (Alonso et al., 2010; Michlig et al., 2015).

Los diferentes andlisis estadisticos realizados en este estudio, orientados a
evidenciar las causas de la presencia de la toxina en leche, muestran, con cierto
nivel de dispersion y algunas excepciones, tendencias o evidencia significativa de
la asociacion entre los niveles, o la sola existencia, de contaminacion lactea con
AFML1 con algunas de las caracteristicas de los predios estudiados. Es asi como se
evidencian asociaciones entre las variables correspondientes a indicadores de
intensificacion del proceso productivo y la concentracion de AFML1 en la leche, en
las cuales, en la medida que los rebafios presentan mayor tamafo, mayor
produccion individual y manejo alimentario mas intensivo, particularmente la
inclusion de concentrado en las raciones, aumenta el riesgo de encontrar la toxina
a mayores concentraciones. La presencia de la toxina en concentraciones sobre la
norma nacional se asocio positiva y significativamente, en el analisis multivariado,

con el volumen individual de produccion de las vacas.
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La justificacion biologica de lo anterior implica, en definitiva, la exposicion de
los animales de los predios estudiados a alimentos contaminados primariamente
con AFB, consecuentemente las practicas de manejo alimentario aplicadas en cada
predio podrian determinar la presencia de AFM1 la leche. La literatura indica que la
presencia de la toxina en la leche corresponde a un proceso de biomagnificacién a
partir del consumo de alimentos contaminados con aflatoxinas (Boudra et al., 2007),
gue son incorporadas al organismo por difusiébn pasiva desde la mucosa oral,
esofagica, ruminal e intestinal, incluso epitelios de pulmén y vias aéreas,
apareciendo la AFM1 derivada de procesos oxidativos hepaticos y extra hepaticos
(Gallo et al., 2008), en la primera ordefia luego de la ingesta (Masoero et al 2007).
La relacién cuantitativa entre la concentracion de aflatoxinas en el alimento y la
concentracion de AFM1 lactea, varia entre un 0,4 a un 17 % (Gimeno y Martins,
2003). La concentracion final de AFM1 en la leche alcanzaria entre el 2 al 4% de la
cantidad total de AFB1 ingerida, variando de acuerdo con -caracteristicas
fisiologicas, patolégicas y ambientales (Boudra et al., 2007; Masoero et al., 2007).
Consecuentemente, se puede colegir que los animales de los planteles detectados
como positivos en el presente estudio, estuvieron expuestos a dietas con altas

concentraciones de aflatoxinas.

AFB se puede encontrar en voluminosos henificados, también se reporta su
presencia en ensilajes de maiz en altas concentraciones, siendo uno de los
ingredientes de mayor incorporacion en dietas de sistemas intensivos de produccién
(Rosiles y Bautista, 2001). También se reporta la presencia de altas
concentraciones de aflatoxinas en maiz grano y sus derivados, siendo estos
también importantes constituyentes de las dietas de vacas de alta produccion lactea
(Fon-Fay et al., 2016; Rosiles y Bautista, 2001; Boudra et al., 2007; Garon et al.,
2006; Alpizar, 2015). En Tailandia, se asoci6 la concentracién de AFM1 en leche de
estanque de pequefos rebafos, y consecuentemente la presencia de AFB en los
alimentos ofrecidos, al consumo granos de maiz partido y ensilaje de maiz

elaborado a partir de subproductos agroindustriales (Chaisri et al., 2017). Por otra
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parte, AFB se considera inexistente o presente en muy bajas concentraciones en
alimentos frescos como soiling o directamente en la pradera consumida por
pastoreo (Skladanka et al., 2011), y, por el contrario, en altas concentraciones en
subproductos de origen industrial como expeler de soya y semilla de algodon o
concentrados premezclados que los contienen (Michlig et al., 2015). Un estudio
realizado en Cordoba, Argentina, encontré tendencias, aunque sin significacion
estadistica, entre la presencia de afrecho de mani y semilla de algodon en la dieta,
con la concentracion de AFML1 en la leche producida (Alonso et al., 2010).

Redundando, los resultados obtenidos en este estudio son consistentes con
lo reportado previamente a nivel internacional: mayor frecuencia y concentracion de
la AFM1 en la leche producida en sistemas intensivos y de mayor productividad,
donde los animales son alimentados con raciones compuestas, que incluyen
insumos de alto riesgo. Lo anterior es evidente en este trabajo al comparar la
concentracion de AFM1 y la produccion individual y el manejo alimentario de los
predios. Por otra parte, se establecio la ausencia o cantidades minimas de la toxina
en sistemas con componente pastoril, cuando se analizé el tipo de manejo

alimentario y su relacién con la concentracion de la toxina en la leche.

Finalmente, los resultados expuestos deberian estimular la implementacion
predial de medidas orientadas a impedir o reducir la exposicion de los animales a
alimento contaminado con aflatoxinas y/o a reducir la absorcién de estas sustancias
cuando estas ya estan presentes en el alimento. Lo anterior debiese corresponder
a mejoras en las practicas de cultivo, cosecha y almacenamiento de alimentos de
origen predial; monitoreo de aflatoxinas y adecuada seleccion de alimentos de
origen externo, nacional y, particularmente, importados desde zonas de riesgo; el
empleo de secuestrantes de aflatoxinas, ente las cuales se incluyen arcillas del tipo
bentonita, montmorillonita y extractos de levaduras, utilizadas como aditivo de las
raciones que consumen los animales y finalmente, el monitoreo de la presencia de
AFML1 en la leche producida, como indicadores de la efectividad de estas practicas

productivas.
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Desde el punto de vista de la seguridad alimentaria, la industria y la autoridad
sanitaria, ante el riesgo evidente de la presencia de AFM1 en lacteos de consumo
humano, deberian reforzar los esfuerzos para la detecciéon de aflatoxinas en
alimentos de uso animal, especialmente de origen importado, y particularmente
AFM1 en leche en diferentes etapas y tipos de procesamiento, para asegurar la

inocuidad de la leche y sus derivados consumida al interior del pais o exportada.
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8 CONCLUSIONES

La técnica descrita y empleada en el presente trabajo es adecuada para
detectar aflatoxina en matriz lactea, en concentraciones la norma nacional de
0,05 pg/l.

Se determind la presencia de AFM1 en leche de estanque, por sobre la
norma nacional en el 36,4% de predios muestreados de la zona central de
Chile.

La magnitud y frecuencia de la presencia de AFM1 esta asociada con

sistemas intensivos de produccién de leche, particularmente con el nivel de

produccion lactea individual.
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