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Resumen

La Aflatoxina M: es un metabolito cancerigeno y genotoxico de las Aflatoxinas
producidas por hongos que contaminan los alimentos del ganado lactante, esta se excreta a
través de la leche y al utilizarla para fabricar quesos, la toxina se transfiere al lacteo. La
contaminacion del queso duro blando con AFM; parece variar segun la estacion del afio,
posiblemente debido al régimen alimenticio que pasa de pastura fresca en época lluviosa a
alimentos secos en época seca y viceversa. Esta investigacion determind tanto la prevalencia
y contenidos de AFM; en quesos de origen local y nicaragiense comercializados en El
Salvador, como los cambios ocurridos segun la estacion y la asociacion entre niveles de
AFM: con pardmetros meteorologicos. La prevalencia significativamente mas alta de
contaminacion por AFM1 en quesos locales como nicaragiienses se encontro en época seca 'y
la mas baja en época lluviosa (41% vs. 20%; 31% vs. 0%, respectivamente), la misma
tendencia se observé en contenidos de AFM; (0.076 pg/kg vs. 0.043 pg/kg; 0.050 vs. 0.021
ug/kg, respectivamente). Una relacién significativa se demostré entre niveles de AFM1 con
los promedios de lluvia acumulada y de humedad relativa segln la época muestreada. Las
prevalencias de la AFM1 en los quesos indican que El Salvador y Nicaragua son endémicos
a contaminacion de lacteos por esa micotoxina. La variacion estacional puede deberse a
escasez de lluvia que promueve el crecimiento de hongos aflatoxicogénicos en las materias
primas de los concentrados para ganado lechero, de esa forma, el consumo de alimento

contaminado causara el aumento temporal de la AFM; en la leche y sus derivados.



Abreviaturas

AFM1: Aflatoxina M1

AFB;:: Aflatoxina B1

AFs: Aflatoxinas totales (B1+B2+G1+G2)

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas

%RSD: Coeficiente de variacion
HORRAT: Ecuacion de Horwitz

Compuestos quimicos estudiados en esta investigacion:
Aflatoxina My (PubChem: 15558498)

Aflatoxinas Totales, mezcla de origen natural de:
Aflatoxina B: (PubChem: 14403)

Aflatoxina B, (PubChem: 2724360)

Aflatoxina G1 (PubChem: 14421)

Aflatoxina G2 (PubChem: 2724362)



Abstract

Aflatoxin My is a carcinogenic and genotoxic metabolite of Aflatoxins present in fungi
contaminated food for lactating cattle, it is excreted through milk and when used to make
cheese, the toxin will also be transferred to the dairy. The contamination of soft hard cheese
with AFM; seems to vary according to the season of the year, possibly due to the diet that
passes from fresh pasture in the rainy season to dry foods in the dry season and vice versa.
This research determined both the prevalence and contents of AFM; in cheeses of local and
Nicaraguan origin marketed in El Salvador, as well as the changes occurred according to the
season and the association between levels of AFM;: with meteorological parameters. The
significantly higher prevalence of AFM1 contamination in local cheeses such as Nicaraguans
was found in the dry season and the lowest in the rainy season (41% vs. 20%; 31% vs. 0%,
respectively), the same trend was observed in AFM; contents (0.076 vs. 0.036 pg/kg; 0.050
vs. 0.021 pg/kg, respectively). A significant relation was demonstrated between levels of
AFM; with the averages of accumulated rainfall and relative humidity according to the
sampled season. The prevalence of AFM: in cheeses indicate that El Salvador and Nicaragua
are endemic to dairy contamination by that mycotoxin. The seasonal variation may be due to
a lack of rainfall that promotes the growth of aflatoxicogenic fungi in the raw materials of
dairy cattle concentrates, thus, the consumption of contaminated feed will cause the

temporary increase of AFMz in milk and its derivatives.






1. Introduccion

Las Aflatoxinas (AFs) son metabolitos secundarios de algunos mohos del género
Aspergillus spp., que contaminan de forma natural los cereales que sirven como ingredientes
de los alimentos para humanos y animales, sea durante el periodo de pre-cosecha como de
post-cosecha [1]. Las AFs mas comunes son la B1, B2, G1 y Gz, y su produccion es propiciada
por condiciones ambientales como alta temperatura, sequia, déficit de lluvia y la humedad
relativa [2, 3, 4, 5], que varian a medida se suceden las estaciones, asi como de un afio a otro.

La Aflatoxina M1 (AFM1) es el principal metabolito de la AFB:, producida mediante un
proceso de hidroxilacion que ocurre en los hepatocitos [6, 7, 8, 9, 10, 11] y se ha concluido
que existe evidencia suficiente para considerarla como un genotoxico carcindgeno, aunque
su potencia es 10 veces menor que la AFB;1 [12]. Cuando el ganado bovino ingiere alimento
o forraje contaminado por AFs, se estima que entre el 0.3% y el 6.2% del contenido de AFB:
se transforma en AFM: y se excreta en la leche [7, 8, 9, 13, 14]. Si leche contaminada por
AFM; es utilizada para elaborar quesos, esa toxina se transferira de la materia prima al
producto final [15, 16, 17], proceso que es potenciado por la afinidad de la AFM; por la
caseina [2, 4, 16, 18, 19] y que subyace al efecto de concentracion del contenido de esa toxina
que tiene la transformacién de leche a queso [2, 17, 20], alcanzando valores hasta 5.6 veces
el contenido inicial de AFM: en la leche en quesos blandos [21] y hasta 4.5 veces en quesos
duros [2, 22].

La prevalencia de contaminacion y los contenidos de la AFM; en la leche y los quesos
varian estacionalmente, asociados a cambios en la temperatura, la lluvia, la humedad relativa
0 a eventos como la sequia y las inundaciones [2, 3, 4, 5, 23]. A la base de tal fluctuacion
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estacional esta la disponibilidad de forraje verde, pues hay evidencia que la produccion de
leche de animales que consumen pastura fresca presenta menores valores de prevalencia y de
contenidos de AFM1 [24, 25, 26], mientras que el riesgo de contaminacion de la leche por la
AFM; se incrementa cuando el ganado se alimenta principalmente con concentrados, mas
susceptibles a ser colonizados por hongos aflatoxicogénicos por condiciones inapropiadas
durante su almacenamiento, y que ocurre precisamente en épocas con escasez de pastura [3,
18, 23, 24, 26], de esa manera, el uso de alimentos contaminados provocara el aumento
temporal de la AFMy en la leche y, por consiguiente, en sus derivados [15, 16, 17, 19].

El consumo aparente de quesos duros en El Salvador, incluyendo el duro blando, alcanzo
30821.8 TM en 2005, de todo ese volumen importado, el 71.8% provino desde Nicaragua
[27]. La importacion del queso duro-blanco sigue en crecimiento, pasando de 11240 a
13266.7 TM, y de 29.7 a 35.2 millones de dolares entre 2014 y 2017 [28, 29]. Los datos
anteriores dan relevancia a tres aspectos, el consumo de queso duro blando es elevado y esta
creciendo entre la poblacién salvadorefia y, precisamente por ese comportamiento, plantas
procesadoras de lacteos de Nicaragua, tanto industriales, semi-industriales como artesanales
exportan legal e ilegalmente sus productos en El Salvador [30] y no hay reportes locales ni
nicaraguenses relacionados con el monitoreo de la AFM; en ese tipo de queso.

En vista de lo anterior, es necesario monitorear el queso duro blando comercializado por
minoristas en El Salvador, para determinar la prevalencia de contaminacion y los contenidos
de AFM1 en quesos de origen local y nicaraglense, los cambios ocurridos acuerdo a la época
del afio y la asociacion entre los niveles de contaminacion por AFM;: con parametros

meteorologicos.



2. Métodos

2.1 Tipo de estudio y muestreo.

Este fue un estudio descriptivo-observacional longitudinal, realizado entre julio de 2018
y julio de 2019, espaciando tres meses entre un muestreo y otro, de tal manera que los
periodos de colecta de muestra fueron julio-agosto de 2018 (época lluviosa), noviembre-
diciembre de 2018 (época transicional lluviosa-seca), febrero-marzo de 2019 (época seca) y
junio-julio de 2019 (época inicial lluviosa).

Durante el afio de estudio, se muestrearon repetidamente 74 comercios minoristas,
ubicados dentro o alrededor de 10 mercados municipales de cinco departamentos de El
Salvador (San Salvador, La Libertad, Chalatenango, Sonsonate y San Miguel), colectando
muestras de queso duro blando o “Morolique”, tanto de fabricacion local, como nicaragiense.

Los comercios minoristas muestreados tienen menos de 50 kg de lacteos de cada tipo en
anaquel, y venden queso duro blando de fabricacion local o nicaraglense, informando
previamente al consumidor del origen del producto ofertado. Cada muestra colectada pesé 1
kg, cumpliendo asi con las especificaciones de muestreo para el control oficial de
micotoxinas en alimentos establecidas por la Comision de Comunidades Europeas [31] y fue
conservada en frio durante el transporte hacia el laboratorio. Las muestras fueron
almacenadas a 2-4 °C en un congelador horizontal hasta su procesamiento y analisis.

El total de muestras de queso duro blando colectadas y analizadas fue 312, 152 de origen
salvadorefio (local) y 160 provenientes de Nicaragua (nicaragliense), pero comercializadas
en El Salvador. La distribucion de las muestras, segun periodo de colecta y origen del queso,

fue de la siguiente manera: julio-agosto de 2018 (38 local, 29 nicaragliense), noviembre-



diciembre de 2018 (35 local, 39 nicaraglense), febrero-marzo de 2019 (39 local, 48
nicaraguense) y junio-julio de 2019 (40 local, 44 nicaraglense).

2.2 Reactivos, kits ELISA y equipamiento

Los quimicos usados en el procedimiento para la extraccion de la AFM; de las muestras
de queso fueron de grado reactivo para analisis. El diclorometano, metanol y n-hexano fueron
comprados de Merck KGaA (Darmstadt, Alemania), el acetonitrilo grado HPLC fue suplido
por Avantor™ (Ecatepec de Morelos, México). Los kits VERATOX para cuantificaciéon de
la AFM1 (100% reactividad cruzada para AFMi, <1% para AFB1, AFB;, AFG: y AFG»)
fueron comprados a NEOGEN® Corporation (Lansing, Michigan, USA), el estandar de
referencia de la AFM: en acetonitrilo (1 pg/ml), utilizado para el procedimiento de
sobrecarga de muestras de queso, fue obtenido de Trilogy Analytical Laboratory (Missouri,
USA).
La homogeneizacion de las muestras se hizo con un procesador de alimentos NutriBullet®
serie 600 (Homeland Housewares, LLC, California, USA). En la extraccion de la AFM1 de
las muestras homogeneizadas se utilizaron el vortex Genie 2 (Daigger Scientific, Illinois,
USA), el bafio ultrasonico MH5800 (Branson Ultrasonics Corporation, Connecticut, USA),
el agitador de microplacas ELISA CPS-350 (Jeio Tech, Massachusetts, USA), Centrifuga
Refrigerada Z366 K (HERMLE Labortechnik GmbH, Wehingen, Alemania). Para el secado
de los extractos se utilizé una Dry Bath Incubator (Daigger Scientific, Illinois, USA), una
bomba de Aire Luft Pump (CORALIFE®, Wisconsin, USA) y la cdmara de extraccion de
flujo laminar Biobase model FH 1200 (Biobase®, Jinan, China). Para el procedimiento tanto

de validacion del método analitico como de cuantificacién de la AFM;: se utilizaron los



lectores de microplacas ELISA HTI Immunochem-2100 (High Technology Inc.,
Massachusetts, USA) y MR-96A (Mindray Bio-Medical Electronics Co., Ltd, Shenzhen,
China), asi como el lavador de microplacas MW-12A (Shenzhen Mindray Bio-Medical
Electronics Co., Ltd, Shenzhen, China).

2.3 Preparacion de las muestras y extraccion de AFM1

Cada muestra de 1 kg de queso duro blando se homogeneiz6 utilizando un procesador de
alimentos de 600 watts de potencia. Para la extraccion, dos gramos de la muestra de queso y
10 ml de diclorometano fueron afiadidos a un tubo de 50 ml y agitados con vortex por 1
minuto a temperatura ambiente. Para facilitar el proceso de extraccion, los tubos se colocaron
en un bafio ultrasénico con frecuencia de 40 kHz durante 10 minutos a temperatura ambiente,
seguida por una agitacion rotatoria por 15 minutos, posteriormente se incubaron a 50 °C por
30 minutos y se centrifugaron a 3500 rpm por 15 minutos a 10 °C. Cinco mililitros del
extracto sobrenadante y evaporado a 60 °C utilizando corriente de aire y un hot plate dentro
de una cdmara de extraccion. El residuo oleoso fue disuelto nuevamente en 0.5 ml de
metanol, 0.5 ml de agua destilada y 4 ml de 100% hexanos, agitados con vortex por 1y
centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos a 10°C. La capa superior de hexano sobrenadante
fue removida completamente y se extrajo una alicuota de 0.5 ml de la capa inferior de la
mezcla metanol-agua, vertiéndola en un tubo, afiadiendo 2 ml del diluyente de la muestra
incluido en el kit VERATOX para AFM: y agitando con vortex por 1 minuto. Una alicuota

de 100 pl de esta dilucion fue ensayado directamente con el kit de ELISA.



2.4 Analisis de AFM1 en muestras por ELISA competitivo

La concentracion de AFM: se determinO en las muestras de queso utilizando el kit
VERATOX para AFM: con un rango de cuantificacion entre 0.005 y 0.100 pg/kg, segun las
especificaciones del fabricante [32]. Todos los reactivos se aclimataron a temperatura

ambiente (24 £ 2 °C) previo a su uso.

Doscientos cincuenta ul de las soluciones estandar de AFM; (0, 0.005, 0.015, 0.030,
0.060 y 0.100 pg/kg) e igual volumen de muestras fueron colocados en pocillos de mezcla
coloreados de rojo, después se transfirieron 100 ul de controles y muestras de los pocillos
rojos a otros recubiertos con anticuerpos por duplicado, y se agitaron a 600 rpm durante 20
minutos a temperatura ambiente (24 + 2 °C). Posteriormente, los pocillos con anticuerpos se
enjuagaron cinco veces con el buffer de lavado incluido en el Kit, se drenaron bien, se le
afiadié a cada uno 100 pl del conjugado y se agitaron nuevamente a 600 rpm durante 10
minutos a temperatura ambiente (24 + 2 °C). Los pocillos volvieron a enjuagase cinco veces
con el buffer de lavado, se drenaron, se les afiadié 100 pl de sustrato/cromdgeno y volvieron
a ser agitados a 600 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente (24 £ 2 °C). Se descarto
el sustrato sobrante de los pocillos, se lavaron de nuevo, se les afiadié 100 pul de solucion stop
y se agitaron manualmente. Las mediciones se realizaron a 650 nm, antes de transcurrir 20
minutos después de afiadir la solucion stop [32].

2.5 Validacion del Método Analitico

La validacion del método analitico se hizo aplicando dos criterios de evaluacion, la
recuperacion media y la precision intermedia. El procedimiento para evaluar la recuperacion

media consistio en sobrecargar muestras de queso duro con patrones de AFM;: en

10



concentraciones conocidas, previo a su analisis [33]. La extraccion de la toxina y su
cuantificacion se hizo de la misma forma descrita para las muestras de queso, excepto que
fueron sobrecargadas con soluciones de AFM; a concentraciones de 0.050, 0.100, 0.200,
0.300, 0.400, 0.500 y 0.600 pg/kg, de forma similar a otras validaciones realizadas [2, 4, 18]
(Apéndice 1). La sobrecarga de AFM: se llevo a cabo por cuadruplicado para cada nivel y
los analisis se realizaron con el mismo método, el mismo tipo de queso, los mismos
instrumentos Yy Kits reactivos, pero con diferentes analistas durante cinco dias seguidos, segun
lo especificado para evaluar la precision inter-ensayo [2, 33].

La recuperacion porcentual% fue calculada dividiendo el contenido medido de una muestra
entre la concentracion de sobrecarga y el cociente resultante se multiplica por 100, por tanto,
la recuperacién media % es el promedio simple del conjunto de valores de recuperacion
obtenidos por dia y por concentracion de sobrecarga [33]. El rango aceptable para valores de
recuperacion media % de un analito en concentraciones iguales o inferiores a 1 pg/kg es de
40 a 120%, segun lo establecido por AOAC International [33].

Para evaluar la precision intermedia o inter-ensayo, se calculd el coeficiente de variacion
de la recuperacion media (%RSD) de muestras sobrecargadas, utilizando la ecuacion de
Horwitz y complementariamente la Horwitz Ratio (HORRAT) para efectos comparativos
[33, 34]. Bajo condiciones de reproducibilidad intra-laboratorio, los valores de la %RSD para
un analito en concentraciones iguales o inferiores a 1 pg/kg no deben ser mayores al 30%,
umbral establecido por AOAC International [33], mientras que los valores de la HORRAT

deben estar entre 0.3 y 1.3 [34].
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2.6 Niveles Maximos para Aflatoxina M1

En las regulaciones del estandar de calidad de los quesos duros no madurados, tanto de
El Salvador como de Nicaragua, no se especifican limites maximos permisibles para AFM;
[35, 36] por esa razon se adoptd en este trabajo el nivel maximo de 0.050 pg/kg recomendado
por la Comunidad Europea que lo aplica tanto para leche liquida como para los lacteos
tomando en consideracion el efecto de concentracidn de esa micotoxina causada por el secado
0 el procesamiento de la leche [12, 26]. La adopcion de ese limite se basa en la aplicacién
del principio ALARA: “Tan bajo como sea razonablemente alcanzable”, considerando que
la AFM1 es un cancerigeno genotdxico y que la exposicion a cualquier nivel pone a los
consumidores en riesgo de sufrir cancer [12]. Es mandatorio aclarar que otros niveles
maximos permitidos para la AFM1 en quesos han sido establecidos por iniciativa propia en
cinco paises europeos, debido a la falta de un limite de consenso legalmente establecido por
la EU [2, 22, 26]; de esa manera se promueve un balance practico entre la necesidad de
controlar el contenido maximo permisible de AFM;: y anticipar las consecuencias
econdmicas de establecer un limite regulatorio demasiado estricto para la comercializacion
de los lacteos [5, 16].

2.7 Parametros Meteoroldgicos

Para establecer la asociacion entre los contenidos promedio de AFM: en quesos de origen
salvadorefio como nicaragiiense con algunos parametros meteoroldgicos, los promedios de
[luvia acumulada mensual (mm), de temperatura (°C) y de humedad relativa del aire (%)
fueron obtenidos de los reportes generados por el Observatorio Ambiental del Ministerio de
Medio Ambiente de El Salvador y por la Direccion General de Meteorologia del Instituto

Nicaragliense  de  Estudios  Territoriales, disponibles en los  websites
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https://www.ineter.gob.ni/met.html y http://www.marn.gob.sv/informes-sequia-

meteorologica/. Los datos de los pardmetros previamente indicados para El Salvador se
tomaron de 18 estaciones distribuidas en todo el territorio, mientras que las medidas que
corresponden a Nicaragua fueron tomadas de las estaciones ubicadas en la Zona del Pacifico
Occidental y la Region Norte, territorios fronterizos con El Salvador y Honduras, donde hay
explotacion ganadera, se acopia y procesa leche para producir los quesos que se exportan a
El Salvador [30].

2.8 Andlisis Estadistico

La significacion estadistica para diferencias entre los valores de las prevalencias se
determind a través de Chi Square test, y para los promedios se utilizd Student t test,
estableciendo para ambas pruebas una significacion de (p < 0.05). En el caso de la prueba
para medias, se aplico previamente la prueba de Levene para comprobar homogeneidad de
las varianzas. Para establecer la asociacion entre variables, se calculo el coeficiente r de
Pearson. La aplicacion de las pruebas y la generacion de las figuras se hizo con el programa
IBM SPSS Statistics v.24 para Windows.

3. Resultados

3.1 Método de validacion de pardmetros para determinar AFM:i en pool de

muestras de queso duro blando

Los valores de la recuperacion media y de la precision inter-ensayo como parametros de
validacion del método para analizar la AFM3, se presentan en la Tabla 1. El valor de la
recuperacion promedio para la sobrecarga de 0.050 pg/kg obtenida durante los cinco dias del
ensayo, fue de 178.54%, excediendo el limite superior de rango de recuperacion aceptable

establecido entre 40% y 120%; es de notar que la sobrecarga de 0.050 pg/kg coincide con las
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concentraciones de la AFM; encontradas en las muestras de queso analizadas durante el
monitoreo. La recuperacion promedio para las sobrecargas mayores que 0.050 pg/kg,
obtenidas durante los cinco dias del ensayo, se ajustaron mejor al rango establecido, en el
caso del sustituto de 0.100 pg/kg (123.89%) excedio ligeramente el limite superior de 120%,
mientras que los cinco niveles restantes de sobrecarga no sobrepasaron la recuperacion
promedio de 99%. Los valores de recuperacion media no variaron significativamente entre
los cinco dias que durd el ensayo de validacion ni entre las concentraciones de sobrecarga (F
=1.804, 139 df, p = 0.132).

Respecto al coeficiente de variacion bajo condiciones de reproducibilidad (%RSD),
presentd un rango de valores promedio desde 17.84 a 23.07, indistintamente de las seis
concentraciones de sobrecarga utilizadas, por lo que no super6 el valor limite o umbral de
30% para contenidos iguales o inferiores a 1.0 pug/kg. La HORRAT, otro parametro de la
precision inter-ensayo, presentd un rango de valores desde 0.92 a 1.04 (Tabla 1), ajustandose
a los limites establecidos entre 0.3 y 1.3; los valores de la HORRAT tampoco variaron
significativamente entre los cinco dias que dur6 el ensayo de validacion ni entre las

concentraciones de sobrecarga (F = 1.952, 139 df, p = 0.105).
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Tabla 1. Parametros de la precision del método para analisis de Aflatoxina M: en muestras sobrecargadas de queso duro blando.

Precision

Nivel Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Precision promedio Precision Valores
so(liie— (n=4 por nivel) (n=4 por nivel) (n=4 por nivel) (n=4 por nivel) (n=4 por nivel) esperada ac;;r);i?slieésnde
ﬁg;ﬁg Recuperacién RSD Recuperacién RSD Recup_eraci()n RSD Recup_eraci()n RSD Recup_eraci()n RSD Recup_eracién RSD PRSD HORRAT Valor

media (%) %) media (%) %) media (%) %) media (%) (%) media (%) %) media (%) (%)t (%) r sz _

rencia

0.050 147.15 23.71 21510 22.38 191.75 22.78 191.00 22.79 147.70 23.69 17854  23.07 25.12 0.92
0.100 112.73 22.23 12995  21.76 140.75 21.49 140.73 21.49 95.30 22.79 123.89 2195 22.63 0.97
0.200 89.84 20.74 84.98 20.92 93.29 20.61 93.91 20.59 11290 20.04 94.98 20.58 20.39 1.01
0.300 75.45 20.01 113.53 18.82 80.28 19.82 80.27 19.82 101.21 19.14 90.15 19.52 19.18 1.02 (1)2 a
0.400 119.30 17.88 85.47 18.81 83.71 18.86 83.87 18.86 82.99 18.89 91.07 18.66 18.37 1.02
0.500 119.33 17.30 112.04 17.46 84.93 18.20 84.01 18.23 90.87 18.02 98.23 17.84 17.76 1.00
0.600 44.54 19.52 121.29 16.78 89.62 17.57 89.47 17.57 70.97 18.19 83.18 1793 17.28 1.04

! Para ser aceptables, los valores de recuperacion porcentual promedio deben estar en el rango del 40% al 120%, y la precision o RSD% debe ser menor a 45.3,

segun el criterio de Horwitz, y menor a 30.0 segln el valor indicado por la AOAC International [34]
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3.2 Prevalencia estacional de AFMi en quesos duro blando salvadorefios y

nicaragienses

La prevalencia de AFMy en quesos de origen local y los parametros meteorologicos
predominantes, se presentan en la Tabla 2. Durante el periodo de julio a agosto de 2018, el
7.9% de las muestras de quesos locales fue negativo a la AFM1, el 63.2 % se encontro en el
rango de 0.005 a 0.050 pg/kg y el 28.9% superd los 0.050 pg/kg; a este periodo muestreado
le caracterizo haber sufrido una sequia severa de 34 dias consecutivos sin lluvia, no obstante,
tuvo una precipitacion acumulada de 205.8 mm, temperatura promedio de 25.7 °C y humedad
relativa de 77.8%. Entre noviembre y diciembre de 2018, todas las muestras fueron positivas
a la AFMy, presentando la prevalencia mas alta de casos con niveles entre los 0.005 y 0.050
ng/kg durante todo el afio monitoreado (80.0%), en tanto que la proporcion de muestras que
sobrepasaron los 0.050 pg/kg fue de 20.0%; este periodo experimentd una alta precipitacion
acumulada (234.3 mm), temperatura promedio de 25.0 y humedad relativa de 80.4%.

Entre febrero y marzo de 2019, se presento el 5.1% de muestras negativas, el 53.8% de
casos con niveles entre los 0.005 y 0.050 pg/kg, y la prevalencia mas alta de muestras que
sobrepasaron los 0.050 pg/kg durante el afio muestreado (41.0%); la temporada en cuestion
tuvo la menor precipitacion acumulada promedio de los cuatro trimestres muestreados (3.6
mm), una temperatura de 26.6 °C y la humedad relativa mas baja del periodo muestreado
(63.9%). El periodo entre junio y julio de 2019 tuvo la prevalencia significativamente méas
alta de muestras negativas a la AFM1 (20.0%, 2 = 16.71, 6 df, p < 0.05), el 57.5% de casos
con niveles entre los 0.005 y 0.050 pg/kg y el 22.5% de muestras que sobrepasaron el nivel

de 0.050 pg/kg; este periodo muestreado tuvo una sequia leve de 7 dias consecutivos sin
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lluvia, con una precipitacion acumulada de 231.8 mm, temperatura promedio de 27.5 °C y
humedad relativa del 76.5%.

La variacion estacional de las prevalencias de contaminacién por AFM; en quesos hicaraguenses,
asi como los parametros meteoroldgicos, se muestran en la Tabla 3. Entre julio y agosto de 2018,
el 10.3% de las muestras de quesos nicaragiienses fue negativo a la AFM3, mientras que el 75.9%
se encontraron con niveles entre los 0.005 y 0.050 pg/kg y solo el 13.8% sobrepaso los 0.050
Hg/kg; este periodo muestreado tuvo una precipitacion acumulada de 118.6 mm, temperatura
promedio de 25.8 °C y humedad relativa de 72.5%. De noviembre a diciembre de 2018, el 5.1%
de las muestras resultaron negativas a la AFMi, presentd también la prevalencia
significativamente mas alta de casos con niveles entre los 0.005 y 0.050 pg/kg durante todo el
afio monitoreado (94.9%, y* = 63.66, 6 df, p < 0.001), sin que ninguna muestra sobrepasara el
limite de 0.050 pg/kg; este periodo experimentd la mayor precipitacién acumulada del afio (239.7
mm), temperatura promedio de 25.4 y humedad relativa de 82.3%.

Entre febrero y marzo de 2019, se determind el 4.2% de muestras negativas, el 64.6% de
casos con niveles entre 0.005 y 0.050 pg/kg, y la prevalencia significativamente mas alta
registrada en los cuatro trimestres muestreados que excedieron el limite de 0.050 pg/kg (31.3%,
x> =63.66, 6 df, p < 0.001); la temporada en cuestion tuvo la menor precipitacion acumulada del
afio (4.5 mm), temperatura de 25.9 °C y humedad relativa promedio de 64.8%. El periodo entre
junio y julio de 2019 tuvo la prevalencia significativamente mas alta de muestras negativas
(52.3%, %> = 63.66, 6 df, p < 0.001) y la proporcién significativamente mas baja de casos con
niveles entre los 0.005 y 0.050 pg/kg (40.9%, > = 63.66, 6 df, p < 0.001), pero solo el 6.8% de
las muestras sobrepaso el limite de 0.050 pg/kg; este periodo muestreado tuvo una precipitacion

acumulada de 153.3 mm, temperatura promedio de 27.1 °C y humedad relativa de 75.7%.
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Tabla 2. Prevalencia de AFM; en queso duro blando salvadorefio, comercializado en los 74 puestos minoristas muestreados en El
Salvador, se incluyen pardmetros meteoroldgicos de este pais. Julio de 2018 a julio de 2019.

Pais de origen de las Clasificacion basada en los Meses muestreados por afio
muestras niveles de AFM; _ . ——
Julio a agosto, Noviembre a Febrero a Junio a julio,
2018 diciembre, 2018 marzo, 2019 2019
El Salvador < 0.005 pg/kg (< LDC) 3 (7.9%)P 0 (0%)? 2 (5.1%)3P 8 (20.0%)"
0.005 — 0.050 pg/kg 24 (63.2%)? 28 (80.0%)? 21 (53.8%)? 23 (57.5%)?
> 0.050 pgrkg 11 (28.9%)? 7 (20.0%)? 16 (41.0%)? 9 (22.5%)?
Rango de contenidos (ug/kg) 0a0.092 0.005 a 0.350 0a0.485 0a0.308
Tamafio de muestra 38 35 39 40

Pardmetros meteorologicos

Lluvia acumulada promedio

205.8 234.3 3.6 231.8
(mm)
Temperatura promedio °C 25.7 25.0 26.6 27.5
Humedad relativa promedio % 77.8 80.4 63.9 76.5

< LDC: Debajo del limite de cuantificacion de la prueba.

ab Conteos y porcentajes con letras distintas, difieren significativamente entre grupos con el mismo nivel de AFM; por época del afio (p<0.05, prueba de Chi
cuadrado). Muestras totales de queso salvadorefio, n=152.

Se presentan los promedios de lluvia acumulada, temperatura y humedad relativa del aire de los meses muestreados, incluyendo el mes previo a cada periodo de
colecta, siempre que los datos estén disponibles.
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Tabla 3. Prevalencia de AFM; en queso duro blando nicaragtiense, comercializado en los 74 puestos minoristas muestreados en El
Salvador, se incluyen pardmetros meteorologicos del norte y occidente de Nicaragua. Julio de 2018 a julio de 2019.

Pais de origen de las Clasificacion basada en los Meses muestreados por afio
muestras niveles de AFM: Julio a agosto, Noviembre a Febrero a Junio a julio,
2018 diciembre, 2018 marzo, 2019 2019
Nicaragua, Zona Pacifico < 0.005 pg/kg (< LDC) 3(10.3%)* 2 (5.1%)? 2 (4.2%)? 23 (52.3%)"
Occidental y Region Norte g yo5 ) 950 1g/kg 22 (75.9%) 37 (94.9%)° 31 (64.6%)*C 18 (40.9%)"
> 0.050 pg/kg 4 (13.8%)P 0(0.0%)° 15 (31.3%)? 3 (6.8%)°
Rango de contenidos (pg/kg) 0a0.162 0a0.044 0a0.241 0a0.415
Tamario de muestra 29 39 48 44

Pardmetros meteoroldgicos

Lluvia acumulada promedio

118.6 239.7 4.5 153.3
(mm)
Temperatura promedio °C 25.8 25.4 25.9 27.1
Humedad relativa promedio % 72.5 82.3 64.8 75.7

< LDC: Debajo del limite de cuantificacion de la prueba.

ab Conteos y porcentajes con letras distintas, difieren significativamente entre grupos con el mismo nivel de AFM; por época del afio (p<0.05, prueba de Chi
cuadrado). Muestras totales de queso nicaragiiense, n=160.

Se presentan los promedios de lluvia acumulada, temperatura y humedad relativa del aire de los meses muestreados, incluyendo el mes previo a cada periodo de
colecta, siempre que los datos estén disponibles.
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3.3 Variacion estacional del contenido de AFM1 en queso duro blando salvadorefio
y nicaragiense.

Los niveles de AFM: en muestras de queso duro blando salvadorefio, obtenidas durante
los cuatro trimestres monitoreados se presentan en la Figura 1. Se encontraron diferencias
significativas entre los contenidos promedio de julio a agosto de 2018 (0.036 + 0.003 pg/kg,
n = 38) y de febrero a marzo de 2019 (0.076 £ 0.015 pg/kg, n= 39, t = -2.545, 75 df, p =
0.014), coincidiendo parcialmente con la tendencia mostrada por las prevalencias de casos
de contaminacion por AFM1 en muestras colectadas en los mismos periodos, especialmente
aquellas que exceden los 0.050 pg/kg (Tabla 2). Adicionalmente, los contenidos promedio
de AFM; en muestras de queso duro blando tienen una baja pero significativa asociacion con
los valores de precipitacién acumulada promedio (Pearson r = -0.197, p < 0.05, n = 152) y
con la humedad relativa (Pearson r = -0.225, p < 0.01, n = 152), registrados durante los cuatro
trimestres monitoreados.

Los niveles de AFM;1 en muestras de queso duro blando provenientes de Nicaragua,
obtenidas durante los cuatro trimestres monitoreados se presentan en la Figura 2. Se
encontraron diferencias significativas entre los contenidos promedio de febrero a marzo de
2019 (0.050 £ 0.007 pg/kg, n=48) con los de julio a agosto de 2018 (0.031 + 0.006 pg/kg, n
=29, t=-2.023, 75 df, p = 0.047), con los niveles de noviembre a diciembre de 2018 (0.036
+0.003 pg/kg, n =38, t =-3.975, 85 df, p < 0.001) y con aquellos obtenidos en junio y julio
de 2019 (0.021 + 0.010 pg/kg, n= 44, t = 2.550, 90 df, p = 0.012). Las diferencias
significativas encontradas en los contenidos de AFM: coinciden con la tendencia mostrada
por las prevalencias de muestras contaminadas por esa micotoxina, que exceden el limite de

0.050 pg/kg y que fueron colectadas en los mismos periodos (Tabla 3). Adicionalmente, la
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variacion en los contenidos promedio de AFM: en muestras de queso duro blando presentan
una baja pero significativa asociacion con los valores de precipitacion acumulada promedio
(Pearson r = -0.266, p < 0.010, n = 160) y con la humedad relativa porcentual (Pearson r = -

0.264, p <0.010, n = 160), registrados durante el periodo del monitoreo.

0.104

0.087

0.067

ab ab

0.047 -1

0.027

Contenido de AFM1 en queso salvadorefio (media £ EEM, expresado en pgikyg)

T | T
Jul-Ago-2018 Nov-Dic-2018 Feb-Mar-2019 Jun-Jul-2019
Periodos muestreados

Figura 1. Variacion de los contenidos medios de AFM1 en muestras de queso duro blando
elaborado localmente y comercializado en los 74 puestos minoristas muestreados en El
Salvador, segln meses y afio de colecta. Los numeros dentro de las barras de colores
representan el contenido promedio y las barras “I” indican + 1 error estdndar de la media
(n=152). Las barras con superindices distintos difieren significativamente entre un periodo y
otro (p<0.05, Student t test).
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Contenido de AFM1 en queso nicaragliense (media + EEM, expresacdo en

0.00 T T T
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Periodos muestreados

Figura 2. Variacion de los contenidos medios de AFM1 en muestras de queso duro blando
elaborado en Nicaragua y comercializado en los 74 puestos minoristas muestreados en El
Salvador, segln meses y afio de colecta. Los numeros dentro de las barras de colores
representan el contenido promedio y las barras “I” indican + 1 error estdndar de la media
(n=74). Las barras con superindices distintos difieren significativamente entre un periodo y
otro (p<0.05, Student t test).

4. Discusion
Segun los resultados obtenidos en la validacion del método analitico, los promedios de
recuperacion para las sobrecargas iguales y mayores a 0.100 pg/kg, se ubican entre 83 y

123%, coincidiendo con el rango de 40 a 120%, considerados como valores aceptables de
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recuperacion media para concentraciones iguales o inferiores a 1 pg/kg, especificado para
ese parametro de validacion [33] y que son similares a los resultados obtenidos en otros
ensayos de recuperacion de esa micotoxina en quesos [4, 20, 25].

Respecto a la precision inter-ensayo, ninguno de las mediciones tanto de recuperacion
promedio ni de la %RSD variaron significativamente entre los cinco dias que duro el ensayo,
ademas el rango de valores de %RSD (17 a 23%) obtenidos en este trabajo no sobrepasan los
umbrales establecidos por la Comision del Codex Alimentarius (45.3%) o por la AOAC
International (30%) [33]. Por otra parte, el rango de los promedios de la HORRAT calculados
en el ensayo de cinco dias, vario entre 0.92 y 1.04 cumplen con los valores aceptados para
condiciones de repetibilidad intra-laboratorio (0.3 a 1.3) [34].

En términos generales, la mayoria de muestras de queso duro blando tanto salvadorefio
como nicaragiiense resultaron positivas a la AFM1 (> 80% y > 89.7%, respectivamente),
detectando la mayor prevalencia de casos que excedieron el limite de 0.050 pg/kg en los
meses de febrero y marzo de 2019 (41% y 31.3%, respectivamente), periodo que corresponde
a la época seca, caracterizado por minima precipitacion acumulada y menor humedad relativa
porcentual, mientras que los menores valores de prevalencia (20% y 0%, respectivamente)
ocurrieron en noviembre y diciembre de 2018, meses que corresponden a la época
transicional lluviosa-seca, tipificados por alta precipitacién acumulada y promedios altos de
humedad relativa porcentual.

Los periodos comprendidos entre julio y agosto de 2018 y entre junio y julio de 2019,
presentaron prevalencias de muestras que sobrepasan el limite de 0.050 pg/kg de 28.9% vy
22.5% respectivamente para quesos salvadorefios, y de 13.8% Yy 6.8% respectivamente para

quesos nicaraguenses, coincidiendo ambos periodos con la época lluviosa.
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Respecto a las fluctuaciones descritas en las prevalencias de contaminacion del queso
duro blando de ambos origenes, varios estudios aportan evidencia acerca de la variacion
estacional de la AFM; en leche y sus derivados [18, 23, 24, 26, 38]; sin embargo, se ha
descrito que eventos o condiciones prolongadas de escasez de lluvia o de sequia y de altas
temperaturas estan asociadas a alzas en la contaminacion por AFM; en productos lacteos o
en su materia prima [2, 3, 5, 23, 39], precisamente porque las alzas en la temperatura y la
disminucion de la precipitacion pluvial promueven condiciones para el crecimiento de
hongos aflatoxicogénicos en cereales como el maiz [8, 9, 40, 41], la principal fuente de
carbohidratos para la elaboracion de concentrado para el ganado [3, 40, 42, 43], por
consiguiente, el consumo de alimento contaminado causara el aumento temporal de la AFM1
en la leche y sus derivados [2, 5, 16]. El entramado anterior explicaria el alza en la prevalencia
de muestras de queso salvadorefio y nicaraguense con niveles de AFM; que exceden el nivel
de 0.050 pg/kg durante los meses de la época seca, precisamente cuando se recurre mas al
uso de alimentos suplementarios ante la escasez de pasto para todo el ganado, especialmente
el lactante.

Indistintamente de la época del afio muestreado, los valores de prevalencia de AFM; son
elevados tanto en quesos salvadorefios (91%) como en nicaraguienses (81%), lo que indica
que ambos paises son endémicos para la contaminacion de los lacteos por esa micotoxina.
Por otra parte, la proporcion de quesos positivos a la AFM1 de ambos origenes, reportada, es
similar o mas alta que los valores informados en la mayoria de otros estudios presentados en
la Tabla 4, exceptuando aquellos de Italia y Argentina por tratarse de estudios realizados para
estimar el efecto incremental de la concentracion de la toxina en la elaboracion del queso o

del proceso de transferencia de las Aflatoxinas en el alimento del ganado al queso [2, 21].
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Tabla 4. Prevalencias y niveles de AFM; en quesos, por afio del informe, pais de procedencia y estacion climatica.

Afoy
localidad
1996, Espaia
2004, Libia

2009, Italia

2010, Turquia

2011, Iran

2012, Iran
2013, Iran

2014, Iran

2014, Turquia
2015, Serbia
2016, Turquia

2017, Iran

2017, Irén
2018, ltalia
2019, Argentina

No.
muestras

9

20

25

304

75

50
823

20

40
10
100

180

100
40
36

Prevalencia y estacion

55.5%, no determinado
75%, verano

100%, de finales de otofio a inicios de invierno

71.1%, de otofio de 2006 a finales de verano de
2007

Total de las cuatro estaciones: 65.3%,

80%, invierno de 2008
40%, verano de 2009
40 a 86.6%, no determinado

No determinado

50%, no determinado

100%, finales de primavera e inicios de verano
52%, otofio

57.8%, invierno

50.0, verano

52%, invierno

27.5%, invierno, primavera e inicios de verano
100%, invierno

Contenidos (rango y/o promedio

Hg/kg)
0.020 2 0.130, 0.074
0.110 a 0.520, 0.290 + 0.160
0.111 a 0.413,
0.246 + 0.095

0.051 a 0.860, 0.263 +0.198

Primavera, 0.162 + 0.024
Verano, 0.051 + 0.015
Otofio, 0.053 +£ 0.018
Invierno, 0.083 + 0.020
0.055a0.374, 0.083 + 0.079
0.041 a 0.215, 0.024 + 0.025
No disponible

Primavera, no detectado
Verano, 0.031 £ 0.005
Otofio, 0.047 + 0.006
Invierno, 0.119 + 0.070
0.050 a 0.700, 0.130
0.13a0.22, 0.64

0.106 a 0.702, 0.211

0.153 + 0.0003

0.121 + 0.0023

0.052 a 0.424, 0.169 + 0.032
0.039 a 0.096

0.084

Referencia

15
47

2

1

18

19
49

25

46
16
17

48
44
21
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En términos generales, durante los meses de febrero y marzo de 2019 se encontraron los
niveles promedios de AFM; significativamente mas altos, tanto en quesos de origen salvadorefio
(0.076 £ 0.015 pg/kg) como nicaragtienses (0.050 = 0.007 pg/kg), coincidiendo con los
promedios mas bajos tanto de precipitacion acumulada (< 5 mm) como de humedad relativa (<
65%) para esa zona del Istmo Centroamericano; mientras que los contenidos promedio de AFM1
significativamente méas bajos se detectaron entre julio y agosto de 2018 para los quesos
salvadorefios, y entre junio y julio de 2019 para los lacteos nicaragiienses, en ambos casos
coincidiendo con promedios relativamente altos de precipitacion acumulada (> 118 mm) y con
valores de humedad relativa promedio que no exceden el 80%.

El alza en los contenidos promedio de AFM1 en quesos salvadorefios y nicaragiienses durante
la época del afio con menor cantidad de lluvia acumulada coincide no solo con las mayores
prevalencias de contaminacidn por esa micotoxina sino con las evidencias que indican que la
escasez 0 ausencia de lluvia esta asociada al aumento de la contaminacion por AFM; en leche y
sus derivados [5, 23, 39].

Indistintamente de la época del afio muestreada, los rangos y los promedios de los niveles de
AFM; tanto en quesos salvadorefios como nicaraglienses, presentados en este trabajo, son
menores que los valores obtenidos en la mayoria de estudios mostrados en la Tabla 4, pero
similares a los reportados en Espafia, Iran, Italia y Argentina [15, 19, 21, 25, 44]. En todo caso,
aunque EI Salvador y Nicaragua son endémicos para la contaminacién del queso por la AFM4, en
otras regiones geograficas se reportan niveles sustancialmente mas elevados de esta micotoxina,
por ejemplo, algunos paises del medio oriente.

La comprension de esa fluctuacion estacional y de la alta prevalencia de la AFM1 en los

quesos puede dar la base para seleccionar la mejor época y las préacticas de los cultivos que sirven
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para la elaboracion de los alimentos para el ganado, previniendo asi su contaminacion por hongos
toxicogénicos y, en consecuencia, la transferencia de la AFM; a los productos lacteos. Es
necesario también abordar en proximos estudios la estimacion del riesgo que representa para los
salvadorefios de todas las edades el consumo frecuente de productos contaminados por AFM1,

como ha sido realizado en leche y en quesos [4, 45, 50].

5. Conclusiones

El método para cuantificar la AFM; utilizado en este trabajo demostro tener una precision
adecuada por haber alcanzado valores aceptables de recuperacién media y de reproducibilidad
intermedia o precision inter-ensayo.

Los elevados valores de prevalencia de la AFM; en los quesos de ambos origenes indican que
tanto El Salvador como Nicaragua son endémicos para la contaminacion de los lacteos por esa
micotoxina; no obstante, los contenidos promedio encontrados en este trabajo no sobrepasan a
los reportados en otras zonas geograficas como Medio Oriente.

La prevalencia de casos que exceden el limite de 0.050 pg/kg y los contenidos promedio de
AFM;: en los quesos varian estacionalmente, alcanzando mediciones més altas durante la época
con menores valores de precipitacion pluvial y humedad relativa, mientras que las prevalencias
mas bajas se registraron durante la temporada con mayor cantidad de lluvia acumulada y mayor
humedad relativa porcentual, indistintamente del pais de origen de los lacteos. Esa variacion
estacional puede deberse a condiciones de escasez de lluvia que estan asociadas al aumento de la
contaminacion de los lacteos por AFMi, precisamente porque promueven el crecimiento de

hongos aflatoxicogenicos en las materias primas utilizadas para elaborar los concentrados para
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ganado lechero, de esa forma, el consumo de alimento contaminado causara el aumento temporal
de la AFM en la leche y sus derivados.

Conocer la variacion estacional de la AFM;: en los lacteos permitira tomar decisiones
informadas en cuanto a la temporada y las précticas que representen menos riesgo de
contaminacion por hongos toxicogénicos en los cultivos utilizados para la alimentacion del

ganado, previniendo asi la contaminacion por la AFM; y su transferencia a los lacteos.
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Apéndice 1. Procedimiento para realizar la validacion de los métodos de extraccion y
analitico de la AFM1 en queso duro blando.

1. Preparacion de la solucion “madre” de AFM1 (AFM; reference solution)

1.1. Del vial de 2 ml de la solucion de referencia que contiene 1pug/ml o0 1000 ng/ml, extraer
1 ml con pipeta.

1.2. Verter ese volumen de 1 ml en un matraz volumétrico (balon de aforamiento) de 250 ml
y completar hasta la marca con Acetonitrilo grado reactivo.

1.3. Agitar la solucién con vortex durante un minuto.

1.4. Verter dentro de un frasco de vidrio &ambar con boca ancha y rotular, identificando el
contenido de la solucién en 4 nanogramos/ml y consignando la fecha de elaboracion de
la solucién madre.

1.5. La solucidn debera conservarse en frio y dejar que alcance la temperatura ambiente
(atemperar), antes de utilizarla para los andlisis de cada dia.

2. Extraer 1400 pl de la solucion madre de AFMy, verter en un vial o microtubo conico tipo
Eppendorf y agitarlo con vortex por 10 segundos, este volumen sera extraido diariamente y
servira para hacer la sobrecarga de las muestras de queso.

3. Cada dia, pese dos (2) gramos del pool de quesos (mezcla de nacional y nicaragiiense),
previamente rallado y coléquelos en un tubo de centrifuga de 50 ml y repita ese
procedimiento hasta tener siete (7) tubos de centrifuga de 50 ml, més un tubo adicional con
los dos (2) gramos de muestra que no seran sobrecargados, al que se denominara Muestra
sin sobrecarga.

4. Sobrecarga. Del microtubo Eppendorf con la solucién madre (4 ng/ml de AFMy):

4.1. Extraer 300 pl y afiadirlo justo sobre la muestra de queso del primer tubo de
centrifugado de 50 ml. No agitar el tubo, rotularlo con la sobrecarga 0.600 ug/kg

4.2. Extraer 250 pl y afiadirlo justo sobre la muestra de queso del segundo tubo de
centrifugado de 50 ml. No agitar el tubo, rotularlo con la sobrecarga 0.500 ug/kg

4.3. Extraer 200 pl y afiadirlo justo sobre la muestra de queso del tercer tubo de
centrifugado de 50 ml. No agitar el tubo, rotularlo con la sobrecarga 0.400 ug/kg

4.4. Extraer 150 pl y afiadirlo justo sobre la muestra de queso del cuarto tubo de
centrifugado de 50 ml. No agitar el tubo, rotularlo con la sobrecarga 0.300 pg/kg

4.5. Extraer 100 pl y afiadirlo justo sobre la muestra de queso del quinto tubo de
centrifugado de 50 ml. No agitar el tubo, rotularlo con la sobrecarga 0.200 ug/kg

4.6. Extraer 50 pl y afadirlo justo sobre la muestra de queso del sexto tubo de centrifugado
de 50 ml. No agitar el tubo, rotularlo con la sobrecarga 0.100 pg/kg

4.7. Extraer 25 ul y afadirlo justo sobre la muestra de queso del séptimo tubo de
centrifugado de 50 ml. No agitar el tubo, rotularlo con la sobrecarga 0.050 pg/kg

4.8. La muestra de queso del octavo tubo no llevara sobrecarga de AFMy, y se debera
rotular Muestra sin sobrecarga.
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10.

11.

12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Después de sobrecargar cada uno de los tubos con las diferentes concentraciones de AFMy,

dejar evaporar el solvente (Acetonitrilo) a temperatura ambiente por 30 minutos, dentro de

la cdmara de extraccion, solo bajando la placa de vidrio, pero sin activarla.

Transcurridos los 30 minutos y considerando que se ha evaporado el solvente (Acetonitrilo),

adicionar 10 ml de Diclorometano al 100%, a cada uno de los siete tubos de 50 ml

sobrecargados.

6.1. Adicionar también 10 ml de Diclorometano al 100% a la muestra dentro del tubo
denominado Muestra sin sobrecarga.

Agitar cada uno de los ocho tubos de centrifugado con vortex durante 1 minuto.

Mientras se procede con los pasos 4, 5y 6, llenar hasta el limite funcional la cubeta del bafio

ultrasonico.

Los siete tubos de centrifugado, debidamente rotulados, con las muestras de queso

sobrecargada mas el tubo con la Muestra sin sobrecarga (en total 8 tubos), deben colocarse

dentro del rack del bafio ultrasonico, teniendo cuidado de distribuirlos uniformemente,

asegurando asi la mayor simetria posible en la aplicacion del tratamiento de extraccion por

ultrasonido (frecuencia prefijada de 40 Khz).

Fijar la perilla de control de tiempo en 10 minutos, encender el bafio ultrasénico y comenzar

con el tratamiento de disrupcion.

Finalizados los 10 minutos, colocar los ocho tubos en un agitador rotatorio y accionarlo

durante 15 minutos para hacer la extraccion de la Aflatoxina M.

Finalizados los 15 minutos, trasvasar la solucion de los tubos de 50 ml a tubos de vidrio con

capacidad de 15 ml (tubos de trasvase).

Incubar los tubos a 50°C durante 30 minutos.

Centrifugar los tubos de trasvase a 3500 rpm durante 15 minutos, fijando la temperatura del

interior del equipo a 10°C.

Retire por pipeteo 5 ml del supernadante de Diclometano y coloque en un tubo de vidrio

(tubo de trasvase).

Evaporar el Diclorometano hasta secarlo, utilizando un bafio de maria (hotplate + beaker +

agua), a una temperatura de 60°C, utilice flujo de aire impelido por bombeo eléctrico para

acelerar la evaporacion.

El residuo grasoso u oleoso que queda de la evaporacion, vuelva a disolverlo en 0.5 ml de

Metanol al 100% y 0.5 ml de agua destilada, a continuacién, afiada 4 ml de Hexanos al

100%.

Agitar cada tubo durante 1 minuto.

Vuelva a centrifugar los tubos con la solucion de Metanol+Agua+n-Hexanos a 3500 rpm

durante 10 minutos, a una temperatura de 10°C.

Remover completamente la capa superior que corresponde a los Hexanos, utilizando pipeta

tipo Pasteur.
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21.

22.
23.

24,

Tome una alicuota de 0.5 ml de la capa que quedd después de remover los Hexanos de cada
tubo y que corresponde a la mezcla de Metanol+Agua y disuélvala en 2 ml del diluyente de
la muestra que viene en cada kit de Aflatoxina M.

Agitar nuevamente cada tubo durante 1 minuto.

Extraiga de cada tubo, un volumen de 100 ul de la mezcla reconstituida
(Metanol+Agua+Diluyente de la Muestra) y ensaye directamente vertiéndolo en cada
pocillo del kit Veratox® de Aflatoxina M.

Validacion:

24.1.Primer dia
24.1.1. Cuatro pocillos del kit de AFM; (4) se les pipeteard 100 pl de la mezcla

(Metanol+Agua+Diluyente) sobrecargada con 0.600 ug/kg,

24.1.2. Otros cuatro pocillos con 100 pl de la mezcla sobrecargada con 0.500 pg/kg,
24.1.3. Cuatro mas con 100 pl cada uno de la mezcla sobrecargada con 0.400 pg/kg,
24.1.4. Otros cuatro con 100 pl cada uno de la mezcla sobrecargada con 0.300 pg/kg,
24.1.5. Cuatro méas con 100 pl cada uno de la mezcla sobrecargada con 0.200 pg/kg,
24.1.6. Otros cuatro pocillos del kit se les pipeteard 100 pul de la mezcla sobrecargada

con 0.100 pg/kg

24.1.7. A cuatro pocillos se les pipeteara 100 pl cada uno de la mezcla sobrecargada con
0.050 pg/kg.

24.1.8. Los ultimos cuatro pocillos del Kit se les pipeteara 100 pl de la mezcla sin
sobrecargar

24.1.9. Se ensayaran los 32 micropocillos sobrecargados junto con los controles de 0, 5,
15, 30, 60 y 100 ppt de AFM1 (un pocillo por control), completando asi los 38
micropocillos del kit.

24.1.10. Registrar las densidades Opticas y convertir a valores de concentracion de
AFM1.

24.2.Segundo dia

24.2.1. Cuatro pocillos del kit de AFM; (4) se les pipeteard 100 pl de la mezcla
(Metanol+Agua+Diluyente) sobrecargada con 0.600 ug/kg,

24.2.2. Otros cuatro pocillos con 100 pl de la mezcla sobrecargada con 0.500 pg/kg,

24.2.3. Cuatro mas con 100 pl cada uno de la mezcla sobrecargada con 0.400 ug/kg,

24.2.4. Otros cuatro con 100 ul cada uno de la mezcla sobrecargada con 0.300 pg/kg,

24.2.5. Cuatro mas con 100 ul cada uno de la mezcla sobrecargada con 0.200 pg/kg,

24.2.6. Otros cuatro pocillos del kit se les pipeteara 100 pl de la mezcla sobrecargada
con 0.100 pg/kg

24.2.7. A cuatro pocillos se les pipeteara 100 pl cada uno de la mezcla sobrecargada con
0.050 pg/kg.
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24.2.8. Los tltimos cuatro pocillos del Kit se les pipeteara 100 pl de la mezcla sin
sobrecargar

24.2.9. Se ensayaran los 32 micropocillos sobrecargados junto con los controles de 0, 5,
15, 30, 60 y 100 ppt de AFM: (un pocillo por control), completando asi los 38
micropocillos del kit.

24.2.10. Registrar las densidades dpticas y convertir a valores de concentracion de
AFM1.

24.3.Tercer dia

24.3.1. Cuatro pocillos del kit de AFM1 (4) se les pipeteara 100 pl de la mezcla
(Metanol+Agua+Diluyente) sobrecargada con 0.600 ug/kg,

24.3.2. Otros cuatro pocillos con 100 pl de la mezcla sobrecargada con 0.500 pg/kg,

24.3.3. Cuatro mas con 100 pl cada uno de la mezcla sobrecargada con 0.400 pg/kg,

24.3.4. Otros cuatro con 100 ul cada uno de la mezcla sobrecargada con 0.300 pg/kg,

24.3.5. Cuatro mas con 100 ul cada uno de la mezcla sobrecargada con 0.200 pg/kg,

24.3.6. Otros cuatro pocillos del kit se les pipeteara 100 pl de la mezcla sobrecargada
con 0.100 pg/kg

24.3.7. A cuatro pocillos se les pipeteara 100 pl cada uno de la mezcla sobrecargada con
0.050 pg/kg.

24.3.8. Los ultimos cuatro pocillos del Kit se les pipeteara 100 pl de la mezcla sin
sobrecargar

24.3.9. Se ensayaran los 32 micropocillos sobrecargados junto con los controles de 0, 5,
15, 30, 60 y 100 ppt de AFM1 (un pocillo por control), completando asi los 38
micropocillos del kit.

24.3.10. Registrar las densidades dpticas y convertir a valores de concentracién de
AFM1.

24.4.Cuarto dia

24.4.1. Cuatro pocillos del kit de AFM1 (4) se les pipeteara 100 pl de la mezcla
(Metanol+Agua+Diluyente) sobrecargada con 0.600 ug/kg,

24.4.2. Otros cuatro pocillos con 100 pl de la mezcla sobrecargada con 0.500 pg/kg,

24.4.3. Cuatro mas con 100 ul cada uno de la mezcla sobrecargada con 0.400 pg/kg,

24.4.4. Otros cuatro con 100 ul cada uno de la mezcla sobrecargada con 0.300 pg/kg,

24.4.5. Cuatro mas con 100 ul cada uno de la mezcla sobrecargada con 0.200 pg/kg,

24.4.6. Otros cuatro pocillos del kit se les pipeteara 100 pl de la mezcla sobrecargada

con 0.100 pg/kg

24.4.7. A cuatro pocillos se les pipeteara 100 ul cada uno de la mezcla sobrecargada con
0.050 pg/kg.

24.4.8. Los ultimos cuatro pocillos del kit se les pipeteara 100 pl de la mezcla sin
sobrecargar
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24.4.9. Se ensayaran los 32 micropocillos sobrecargados junto con los controles de 0, 5,
15, 30, 60 y 100 ppt de AFM1 (un pocillo por control), completando asi los 38
micropocillos del kit.

24.4.10. Registrar las densidades Opticas y convertir a valores de concentracion de
AFM;.

24.5.Quinto dia

24.5.1. Cuatro pocillos del kit de AFM1 (4) se les pipeteard 100 pl de la mezcla
(Metanol+Agua+Diluyente) sobrecargada con 0.600 ug/kg,

24.5.2. Otros cuatro pocillos con 100 pl de la mezcla sobrecargada con 0.500 pg/kg,

24.5.3. Cuatro méas con 100 pl cada uno de la mezcla sobrecargada con 0.400 pg/Kkg,

24.5.4. Otros cuatro con 100 ul cada uno de la mezcla sobrecargada con 0.300 pg/kg,

24.5.5. Cuatro méas con 100 pl cada uno de la mezcla sobrecargada con 0.200 pg/kg,

24.5.6. Otros cuatro pocillos del kit se les pipeteara 100 pl de la mezcla sobrecargada
con 0.100 pg/kg

24.5.7. A cuatro pocillos se les pipeteara 100 ul cada uno de la mezcla sobrecargada con
0.050 pg/kg.

24.5.8. Los ultimos cuatro pocillos del Kit se les pipeteara 100 pl de la mezcla sin
sobrecargar

24.5.9. Se ensayaran los 32 micropocillos sobrecargados junto con los controles de 0, 5,
15, 30, 60 y 100 ppt de AFM1 (un pocillo por control), completando asi los 38
micropocillos del kit.

24.5.10. Registrar las densidades dpticas y convertir a valores de concentracién de
AFM;.

En total, para la prueba de validacion se necesitan:

Cinco libras de queso duro blando, comprado durante la vispera, procesadas (ralladas) el
mismo dia, pero por separado y almacenadas en frio hasta aplicarles el tratamiento de
extraccion y de analisis.
Cinco kits completos de Aflatoxina M1 mas uno para compensar pérdidas por cualquier
fallo en la prueba de validacion.
250 ml de solucion madre de AFM3, a una concentracion de 4 nanogramos/ml.
Sobrecargar las muestras de queso diariamente, extrayendo los volumenes
correspondientes de la alicuota de Solucion Madre de AFM; (4 ng/ml), vertida en un
microtubo Eppendorf, correspondientes a las concentraciones finales:

a. 300 pl para alcanzar la sobrecarga de 0.600 pg/kg,
250 pl para llegar a la sobrecarga de 0.500 pg/kg,
200 pl para lograr la sobrecarga de 0.400 pg/kg,
150 pl para obtener la sobrecarga de 0.300 pg/kg,
100 pul para conseguir la sobrecarga de 0.200 ug/kg,

® oo o
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V.

f. 50 pl para alcanzar la sobrecarga de 0.100 pg/kg,

g. 25 pl para tener la sobrecarga de 0.050 pg/kg.
Los volimenes residuales de cada microtubo con la solucion madre, descartarlos al final
del dia de uso.
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