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INTRODUCCION

La presencia de aflatoxina M1 en la leche se debe a la metabolizacion de la aflatoxina B1 presente en los ali-
mentos que ingieren los animales y que es producida por mohos del género Aspergillus.

Maiz contaminado por Aspergillus.

La aflatoxina M1 (AFML1) es el metabolito secundario derivado de la biotransformacion en el higado de la
AFB1, micotoxina producida por cepas toxicogénicas de mohos del género Aspergillus bajo determinadas condi-
ciones de humedad y temperatura. La AFB1 puede contaminar alimentos tipicos de la racion de los animales,
como el maiz, la semilla de algodén o los ensilados (Pier, 1992; Garon et al., 2006), y estéa clasificada en el grupo
1: carcinogénicas para los humanos.

La AFM1 pertenece al grupo 2B: posible carcindgeno (IARC, 1993). Se puede encontrar en la leche y en los
derivados lacteos procedentes de animales que hayan ingerido alimentos contaminados con AFB1 (Creppy, 2002),
razon por la que la Unién Europea establecio limites tanto para la AFB1 en alimentos (5-20 ug/kg), como para la
AFM1 (0,05 pug/kg o 50 ng/kg) en leche cruda, leche para la fabricacion de productos lacteos y leche tratada tér-
micamente (Directiva 2003/100; Reglamento 2174/2003). En el caso de preparados para lactantes, preparados de
continuacion (incluidas la leche para lactantes y la leche de continuacion) y alimentos dietéticos destinados a usos
médicos especiales dirigidos especificamente a los lactantes, la concentracion maxima permitida de AFM1 es de
0,025 pg/kg o 25 ng/kg (Reglamento 683/2004). Esta norma incluye también a los nifios de corta edad. La legisla-
cion referente a la AFM1 no es tan estricta en Estados Unidos o algunos paises de América Latina como Argenti-
na, Brasil, Paraguay y Uruguay, donde el limite establecido es de 500 ng/kg (Codex Alimentarius, 2001).

Espafia es uno de los productores més importantes de leche de oveja en la Unién Europea, junto con lItalia,
Grecia y Francia, con una produccion aproximada de 427.000 toneladas al afio. De esta leche se obtienen en torno
a 44.000 toneladas que se destinan a la produccion de queso Manchego con Denominacion de Origen Protegida
(DOP). Esta marca de calidad representa, ademas, el 33,1% de las DOP e IGP (Indicaciones Geogréficas Protegi-
das) de nuestro pais (MARM, 2008).
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En la actualidad, la legislacion relativa a la higiene alimentaria se esta extendiendo al ambito de la produccion
de leche de los pequefios rumiantes, como se refleja en el borrador del Real Decreto sobre normativa bésica de
control que deben cumplir los agentes del sector ovino y caprino de leche cruda, que ser& publicado en breve. En
este borrador se especifican todos los parametros de calidad que se deben analizar en la leche, desde caracteristi-
cas fisico-quimicas y microbioldgicas, hasta presencia de antibi6ticos, con lo que en un futuro también cabria la
posibilidad de incorporar el anlisis rutinario de aflatoxinas, teniendo en cuenta el hecho de que constituyen un
riesgo para los seres humanos y la salud animal, y que ademas ya se regula su andlisis con la Directiva 96/23 del
Consejo. En el método oficial para el analisis de AFML1 (1SO, 2007) se utiliza high-performance liquid chromato-
graphy (HPLC). Sin embargo, los métodos inmunoenzimaticos como el enzymed-linked immunosorbent assay
(ELISA) se pueden considerar como una alternativa mas sencilla, menos costosa y altamente fiable, debido a su
elevada sensibilidad y especificidad (Rubio et al., 2009).

La produccion del queso Manchego supone unas exigencias muy elevadas en cuanto a calidad y seguridad
alimentaria, tanto de la materia prima como del producto final, por lo que se considerd de gran interés el conoci-
miento de la situacién actual en cuanto a la presencia de AFML1 en la leche utilizada para dicha produccion en la
Comunidad de Castilla-La Mancha.
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1. Muestra de leche centrifugada; 2. Placa ELISA; 3. Lectura de la absorbancia

MATERIALES Y METODOS

Durante el otofio e invierno de los afios 2007 y 2008 se recogieron muestras de leche de tanque (n=391) de
explotaciones de ovejas de la raza Manchega en las provincias de Albacete, Ciudad Real, Cuenca y Toledo. Se
tomaron 50 ml de cada una, sin ningn conservante afiadido, que se refrigeraron (4-8 °C) y analizaron antes de las
24 horas posteriores a su recepcion en el laboratorio.

La composicion (grasa, proteina, lactosa, solidos totales) y el recuento de células somaticas (RCS) de las
muestras de leche se analizaron en el laboratorio lacteo Cerysa (Valdepefias), mediante un CombiFoss 500 (Foss,
Dinamarca).

Las muestras se analizaron para determinar la concentracion de AFM1 mediante dos métodos inmunoenzima-
ticos (ELISA) diferentes: I'screen Afla M1 (Tecna S.R.L., Trieste, Italia) y Transia Plate Aflatoxin M1 (Raisio
Diagnostics SAS, Lyon, Francia). En todos los casos se siguieron las instrucciones para cada método, segun indi-
can los fabricantes.

Los resultados se analizaron con el paquete estadistico SPSS 17.0 y se expresaron en forma de medianas con
los intervalos intercuartilicos (Q3-Q1) para cada provincia. Este estadistico es una medida méas robusta que la
media cuando se tiene una distribucion asimétrica de los datos con valores elevados aislados, como ocurre en este
trabajo.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se pueden observar los valores medios de composicion y células somaticas de las muestras de
leche analizadas, ademas de los rangos en los que se encuentran todos los resultados. Estos valores se incluyen
dentro de los rangos descritos para la raza Manchega (Arias, 2009), teniendo en cuenta que en el otofio-invierno,
cuando se recogid la leche, éstos fueron ligeramente mas elevados que el resto del afio.

Los resultados del analisis de AFM1 se muestran en la tabla 2. Observando los valores de las medianas por
provincias, se puede ver claramente que, tanto para el método 1 como para el 2, éstos son muy similares, al igual
que ocurre con los intervalos intercuartilicos. Sin embargo, el nivel de AFM1 detectado por el método 2 siempre
es superior al detectado por el método 1, hecho que ya fue descrito por Rubio et al. (2009) al comparar cinco mé-
todos ELISA comerciales diferentes. En ese estudio se observo que los dos métodos seleccionados para el presen-
te trabajo obtienen una buena sensibilidad en la deteccion de la AFM1 y, ademas, permitieron un andlisis rapido
de las muestras. La distribucion de las mismas segun si éstas superan o no el limite maximo de la UE (50 ng/kg),
refleja la escasa presencia de leche contaminada por AFML1 en las cuatro provincias y se presenta de forma deta-
Ilada en el gréfico. EI 50% de estos resultados positivos (n=2) estan proximos al limite legal europeo y, aunque el
otro 50% presenta valores algo superiores, siempre quedan muy por debajo del establecido por el Codex Alimen-
tarius (500 ng/kg) a nivel internacional, por lo que se garantiza asi la seguridad alimentaria.
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En Espana, la informacion acerca de la presencia de AFM1 en leche de oveja o cabra es practicamente nula, y
s6lo se han encontrado estudios en leche de vaca. Bascaran et al. (2006), recogieron 160 muestras en la zona de
Asturias y todas ellas resultaron por debajo del limite legal. También se realizé un estudio similar por parte de los
laboratorios Tecna s.r.l. (2005) en cuatro areas distintas del pais y, con el mismo nimero de muestras, hallaron
gue un 97% de las mismas estaban por debajo del limite. En el presente estudio nos encontrariamos ante una si-
tuacion intermedia entre ambos trabajos, con un 99% de muestras negativas de un total de 391. Sin embargo, este
valor se ha obtenido en las épocas de otofio e invierno, descritas como las de mayor incidencia, por lo que cabria
esperar que en el resto del afio el nivel de contaminacién en la leche seria todavia menor.

CONCLUSIONES

La escasa presencia de muestras de leche con valores por encima del nivel maximo permitido para la AFM1
en la regidén de Castilla-La Mancha garantiza la calidad higiénico-sanitaria y la seguridad alimentaria de la leche
de oveja con la que se elabora el queso Manchego.

Los métodos ELISA se pueden considerar como herramientas muy Utiles para detectar la presencia de AFM1
en leche de oveja, ya que permiten analizar un gran nimero de muestras en un tiempo reducido, con una buena
sensibilidad y a un coste econémico mas bajo que con la cromatografia.

INFLUENCIA DE LAS AFLATOXINAS EN LA PRODUCCION DE LECHE

Los problemas de salud ocasionados por las micotoxinas como la carcinogénesis, mutagénesis, teratogénesis
y hepatotoxicidad, se han estudiado tanto en humanos como en animales. En el caso concreto de las aflatoxinas,
sus efectos bioldgicos pueden clasificarse en dos grupos atendiendo a la duracién de sus efectos (largo y corto
plazo). Cuando los animales domésticos consumen dosis elevadas de aflatoxinas, los principales dafios que sufrira
el organismo tendran lugar a nivel hepatico. Sin embargo, existe una serie de factores que pueden influir en el
grado de respuesta a estas toxinas. Entre ellos, cabe destacar la especie en primer lugar. Asi, el vacuno lechero y el
ovino son mas resistentes que el porcino o las aves. Otros parametros descritos que también influyen en el grado
de respuesta a las aflatoxinas son la edad, la actividad hormonal y nutricional, y factores externos como el estrés
medioambiental y la duracién y la dosis de la ingesta. Los efectos a largo plazo se consideran como aflatoxicosis
cronicas, cuyos primeros signos clinicos son la falta de apetito, la disminucion del crecimiento e incluso la pérdida
de peso; en definitiva, la improductividad en general.

Cuando una intoxicacion de este tipo ocurre en un animal productor de leche, estos sintomas se traducen en
una disminucion de su produccion, con disminucion o no de la temperatura corporal, descamacion de la piel del
hocico, prolapso de recto y edema en la cavidad abdominal. Si la intoxicacién es aguda, el animal podria morir o
habria que sacrificarlo. Sin embargo, una intoxicacion crénica va a suponer pérdidas econémicas para el productor
debido a que, a pesar de que los animales no muestran signos de enfermedad, la produccion de leche si se vera
afectada.
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