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RESUMEN

Introduccion: La aflatoxina M, (AFM,) es un metabolito toxico
derivado de la aflatoxina B. Su ingestién en lactantes se ha
relacionado con retraso en el crecimiento, aumento de
susceptibilidad a enfermedades infecciosas, reduccion de la
eficiencia en la inmunizacién y cirrosis. En Paraguay se
recomienda lactancia exclusiva hasta los 6 meses, sin embargo se
comercializan diferentes marcas de formulas infantiles dirigidas
a lactantes menores de 6 meses. Objetivo: Detectar y cuantificar
la presencia de AFM, en férmulas para lactantes comercializadas
en el Area Metropolitana. Materiales y Métodos: Se adquirieron
férmulas fluidas (n=18) y en polvo (n=91) para lactantes de 0 a 12
meses de farmacias y supermercados del Area Metropolitana de
Asuncién y fueron analizados mediante el ensayo de
inmunoafinidad ligado a enzimas (ELISA). Resultados: 9,75% (0
a 6 meses) y 2% (6 a 12 meses) de las férmulas lacteas en polvo y
100% de las férmulas fluidas resultaron positivas para AFM,. La
mediana de contenido de AFM; en formulas en polvo fue de
1820 ng/kg y 510 ng/kg en las marcas A y B. En las férmulas
liquidas fue de 31,8 ng/kg y 33,6 ng/kg para las dos marcas
analizadas respectivamente, p=0,0001. Conclusiones: Se detectd
AFM, en todas las férmulas liquidas analizadas, y en el 2y 9,7%

ABSTRACT

Introduction: Aflatoxin M, (AFM,) is a toxic metabolite
derived from aflatoxin B. Its ingestion in infants has been
related to growth retardation, increased susceptibility to
infectious diseases, reduced immunization efficiency, and
cirrhosis. In Paraguay, exclusive breastfeeding is
recommended up to 6 months of age, however, different
brands of infant formulas targeted at this age range are
marketed. Objective: To detect and quantify the presence of
AFM, in infant formulas marketed in the Metropolitan Area.
Materials and Methods: Fluid (n = 18) and powder (n = 91)
formulas for infants aged 0 to 12 months were purchased from
pharmacies and supermarkets in the Metropolitan Area of
Asuncion and were analyzed using the enzyme-linked
immunoaffinity assay (ELISA). Results: 9.75% (0 to 6 months)
and 2% (6 to 12 months) of the powdered milk formulas and
100% of the fluid formulas were positive for AFM,. The
median content of AFM, in powder formulas was 1820 ng/kg
and 510 ng/kg in brands A and B, while in liquid formulas it
was 31.8 ng/kg and 33.6 ng/kg for the two brands analyzed
respectively (p =0.0001). Conclusions: AFM, was detected in
all the liquid formulas analyzed, and in 2 and 9.7% of the
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de las féormulas en polvo de las marcas A y B respectivamente
Los niveles de AFM, fueron mayores en las férmulas en polvo.

Palabras clave: Aflatoxinas, lactantes, alimentos formulados,
intoxicacién alimentaria.

INTRODUCCION

Las micotoxinas son metabolitos secundarios toxicos
para humanos y animales, producidos por varias
especies de hongos filamentosos. Ocasionan
sindromes de sintomas diversos llamados micotoxi-
cosis, que en casos severos pueden llevar a lamuerte.
Los lactantes son una de las poblaciones mas
vulnerables a los efectos de las micotoxinas, puesto
que poseen mayor indice de metabolismo y sus
sistemas inmunologicos se encuentran ain inmadu-
ros"”. Dentro de las micotoxinas de mayor impor-
tancia se encuentran las aflatoxinas (AF), pertene-
cientes al Grupo 1 en la clasificacion de la IARC
(International Agency for Research on Cancer), lo que
significa que son cancerigenas comprobadas en seres
humanos. Las AF son las micotoxinas mas reporta-
das a nivel mundial™”. Ademads, se ha asociado la
exposicion a aflatoxinas al aumento de la susceptibi-
lidad a las enfermedades infecciosas”, la reduccion
de la eficiencia en la inmunizacién con vacunas®y
cirrosis”. En nifios desnutridos, los riesgos para la
salud asociados a las aflatoxinas se incrementan”.

La aflatoxina M, (AFM,) es un metabolito derivado
hidroxilado de la aflatoxina B que se produce en el
tracto gastrointestinal de los mamiferos y se excreta
por la leche”. En lactantes y nifios, AFM, se ha
relacionado con retraso en el crecimiento”; y si la
exposicion se da durante el primer ano de vida, el
crecimiento posterior se ve afectado.

A pesar de que el Instituto Nacional de Alimentacién
y Nutricion (INAN) recomienda la lactancia exclusiva
hasta los 6 meses, diferentes marcas de férmulas
infantiles en polvo y fluidas se comercializan en
nuestro mercado y se consumen por diversas razones
asociadas a la salud del lactante como galactosemia
clasica, fenilcetonuria, lactantes con muy bajo peso al
nacer (menor a 1500 g), recién nacidos con menos de
32 semanas de edad gestacional (muy prematuros),

powder formulas of brands A and B, respectively. The levels
of AFM, were higher in the powder formulas.

Key words: Aflatoxins, infants, formulated foods, food
poisoning.

recién nacidos con riesgo de hipoglicemia, entre otros
problemas o bien con situaciones relacionadas a la
salud del parental lactante como VIH, septicemia,
herpes simplex tipo I, medicacion, absceso mamario,
hepatitis, mastitis, tuberculosis, adiccion a drogas,
entre otros”; por tanto, cuando el lactante debido a
circunstancias especiales no puede consumir leche
humana, se recurre a las formulas lacteas infantiles o
leches adaptadas.

Considerando todo lo expuesto anteriormente y que
en el pais no existen datos acerca de la presencia de
aflatoxinas en férmulas para lactantes, el objetivo de
este trabajo fue detectar y cuantificar la presencia de
AFM, en féormulas para lactantes comercializadas en
el Area Metropolitana de Paraguay y estimar el
riesgo deingesta de estos productos.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se refiere a un analisis realizado por el
Centro Multidisciplinario de Investigaciones
Tecnologicas, Direccion General de Investigacion
Cientifica y Tecnoldégica (CEMIT-DGICT) y la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (FACEN),
ambas unidades pertenecientes a la Universidad
Nacional de Asuncion (UNA), y corresponde al
analisis de férmulas en polvoy fluidas para lactantes
de0al2mesesdeedad deacuerdoconel etiquetado.

Se realizé un estudio observacional descriptivo de
corte transversal con muestreo aleatorio simple. La
colecta de los productos se realiz6 durante el mes de
enero de 2018, de farmacias y supermercados de
Asuncién y Area Metropolitana (San Lorenzo,
Luque, Fernando de la Mora y Mariano Roque
Alonso), que comprende aproximadamente el 43%
de la poblacién del pais. Se excluyeron aquellos que
se encontraban alterados o con fecha vencida.
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La unidad de analisis consistié en empaques tipo
caja de 200, 400 y 800 g y latas de 400 y 800 g de
féormulas comerciales en polvo para lactantes de 0 a
12 meses de edad de acuerdo con el etiquetado.
Todos los productos analizados fueron importados
de los siguientes paises: formulas lacteas en polvo:
Argentina (78) y México (14); féormulas lacteas
fluidas: Argentina (18).

Los productos fueron transportados al Laboratorio
de Biotecnologia del CEMIT-DGICT-UNA vy
almacenados en condiciones adecuadas para el
analisis, de acuerdo con el Cédigo de Practicas de
Higiene para la Leche y los Productos Lacteos de la
FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la

Alimentaciény la Agricultura)™.

Extraccion de micotoxinas

Formulas en polvo

La extraccion de micotoxinas se realizé de acuerdo
con las instrucciones del fabricante, siguiendo el
siguiente procedimiento: Para preparar muestras
para la prueba ELISA, se colocaron 10 g de férmula
lactea en polvo en un matraz Erlenmeyer con tapa y
se sugiere, 10 gramos de férmula se disolvieron en
100mL de agua desionizada esterilizada a 50°C. Se
repite 50°C, homogeneizando mediante agitacion con
un agitador magnético. Posteriormente, se tomaron
mediante una pipeta 5 mL de esta preparacion, se
transfirieron a tubos de ensayo y se incubaron a 4 °C
durante 30 minutos. Posteriormente, las muestras se
centrifugaron a 3000 g durante 10 minutos y se
tomaron 0,4 mL del suero por debajo de la capa de
grasa. El suero colectado se mezclé con 0,1 mL de
metanol al 100% “".

Formulas fluidas
Se transfirieron mediante una pipeta 5 mL de la

Tablal. Muestras de formulas infantiles N=109

férmula lactea fluida a un tubo de ensayo de 15mLy
se incubaron a 4 °C durante 30 minutos.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 3000
g durante 10 minutos, se tomaron 0,4 mL del suero
debajo de la capa de grasa. El suero colectado se
mezcld con 0,1 mL de metanolal 100% “".

Determinacion de micotoxinas

Para la determinacion de AFM, se utilizd el kit
AgraQuant® ELISA Aflatoxin M, Sensitive 25 - 500
ppt. Para el analisis se consideraron como muestras
positivas aquellas que presentaron valores de AFM,
a partir del limite de deteccion de 200 ng/kg para las
férmulas en polvo y de 25 ng/kg para las férmulas
fluidas segun la metodologia utilizada"’. Se
determinaron los valores maximos, minimos, la
mediana y la media de AFM, presente en las
féormulas lacteas infantiles analizadas.

Analisis de los datos

La comparacién de las medias dela concentracion de
AFM, fue realizada con el paquete estadistico
Infostat® “? utilizando el andlisis de varianza no
paramétrica (ANOVA) con un intervalo de
confianza del 95% a través de la prueba de Tukey,
considerando un error alfa del 5%.

Cuestiones éticas

El estudio realizado no incluyé animales ni seres
humanos. Todos los productos fueron adquiridos en
farmacias y supermercados de Asuncién y Area
Metropolitana (San Lorenzo, Luque, Fernando de la
Mora y Mariano Roque Alonso) donde se venden de
manerairrestricta.

RESULTADOS

Fueron incluidas 109 muestras entre formulas
liquidasy en polvo (Tabla1).

Producto Edad en meses Numero de muestras
Férmula infantil en polvo 0-6 42

Formula infantil en polvo 6 -12 49

Formula infantil fluida 0-6 9

Férmula infantil fluida 6 -12 9

Total de muestras 109
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Contenido de AFM1 en las muestras
Formulas lacteas en polvo

En las formulas lacteas en polvo paralactantes de 0 a
6 meses, cuatro muestras (9,75%), todas de la misma
marca y de dos diferentes lotes, presentaron valores
positivos de AFM;. En relacion con las férmulas
lacteas en polvo destinadas a nifios de 6 a 12 meses
de edad, una de las muestras (2%) presenté una
concentracién de 510 ng/kg. No se observaron
diferencias significativas entre las medias de las

férmulas en polvo destinadas a lactantes de 0 a 6
mesesy de 6a12mesesestudiadas (p=0.26) (Tabla 2).

Formulas lacteas fluidas

E1 100% de las férmulas fluidas analizadas presento
contaminacion con AFM;. No se observaron
diferencias significativas entre la mediana de las
férmulas fluidas analizadas (p=0,60). Los contenidos
de AFM; en las formulas en polvo para lactantes de
0 a 6 meses y de 6 a 12 meses fueron superiores a los
detectados enlos productos liquidos (Tabla 2).

Tabla 2. Contenido de AFM1 en formulas infantiles en polvo (ng/kg)

Tipo de formula lactea Edad Marca Minimo nivel Maximo nivel Mediana Valor de p
recomendada detectado detectado
Formula lactea 0-6 meses A 610 2100 1820 0.26
polvo* nc =4
6-12 meses A 510 510 510 p=0,0001
nc =1
Formula lactea 0 a 6 meses B 22,6 38,9 31,8abb 0.60
fluida** nc=9
6 a 12 meses B 25,6 45,5 33,6abb  p=0,0001
nc=9

* DL = 252 ng/kg para férmulas lacteas en polvo ** DL = 18 ng/kg para férmulas lacteas fluidas. Valor de p calculado

mediante uso de paquete estadistico Infostat.

Las marcadas diferencias entre los porcentajes de
muestras positivas en las férmulas lacteas fluidas y
las férmulas lacteas en polvo estudiadas, pueden
deberse principalmente a los limites de deteccién
(DL) de la técnica utilizada, de DL = 252 ng/kg para
férmulas lacteas en polvo DL = 18 ng/kg para
formulas lacteas fluidas. Es destacable que el limite
de deteccion para los productos fluidos es mucho
menor al delos productos en polvo.

DISCUSION

En el presente estudio, el analisis de formulas lacteas
comerciales en polvo y fluidas revelo la presencia de
AFM, en niveles de superiores al limite establecido
porla Comisién Europea en media (de 25ng/kg) .

Paraguay no cuenta con ninguna reglamentacion
sobre el limite de AFM, en las féormulas comerciales;
sin embargo, lanorma del MERCOSUR indica como
limite de AFM, para leche fluida 500 ng/kg, y para

(14)

leche en polvo 5000 ng/kg .

La presencia de AFM, como contaminante en
féormula lactea comercial ha sido reportada en
diferentes paises alrededor del mundo. En Libano,
en 42 marcas de formulas lacteas analizadas
mediante test de ELISA, la concentracion media de
AFM, fue de 20,1 + 1,3 ng/kg, el nivel de
contaminacion oscil6 entre no detectado y 48,1 ng/L;
31% de las marcas presentaron nivel promedio por
encima del limite de la Comisién Europea "’
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Un analisis de presencia de AFM, en féormulas para
lactantes y marcas de leche disponibles en los
mercados de Pakistan realizado en 2017 hall6 que el
30,76% de las muestras de formulas para lactantes
excedieron el limite de la Comisién Europea "’. En
ambos estudios mencionados anteriormente, el
porcentaje de muestras contaminadas fue
ampliamente superior al nivel de contaminacion de
los productos comercializados en el Area
Metropolitana de Asuncién detectado por este
estudio, que vario entre2y 9,75%.

En el sur de Brasil, se analizaron 16 marcas de
férmula en polvo paralactantes y se detecto AFM, en
43,8% (n=7) de las muestras, con una media de 0,011
ng/g, inferior a lo establecido por las directrices
brasilenas (5 ng/g); tres (18,75%) de las muestras
analizadas excedieron el limite establecido por la
Comisién Europea "*"”.

Mas recientemente, se ha descubierto una alta
presencia de AFM, en férmulas infantiles
distribuidas en el drea metropolitana de Monterrey
(México). De 55 muestras evaluadas, el 20% presento
unrango de 40-450 ng/kg, por encima del limite de la
Comisién Europea .

La estimacion de la ingesta diaria (EID) fue calculada
en un estudio previo realizado en Monterrey, México
se reportaron valores de EID en un rango de 4,39-2,55
y 2,55-1,56 para bebés de 6 a 12 meses *. En Libano, la
ingesta de AFM, a través de formulas lacteas
infantiles se estimé en 0,47 ng/kg pc/dia . En
Paraguay no existen estadisticas acerca del consumo
de férmulas lacteas (marcas, cantidades, ingesta
diaria) y el Ministerio de Salud recomienda la
lactancia materna exclusiva hasta los 6 meses de edad,
sin embargo, en el mercado nacional se comercializan
en farmacias, supermercados e inclusive en las calles
férmulas lacteas para lactantes y queda patente la
necesidad de datos fidedignos que permitan calcular
valores reales de EID para nuestro pais.

Teniendo en cuenta la carcinogenicidad de las
aflatoxinas, es deseable que el nivel presente en los
alimentos sea cero, pero en la realidad esto es
imposible puesto que los hongos productores de
micotoxinas son ubicuos y universales, y
contaminan una gran variedad de sustratos

alimenticios en todaslas etapas dela cadena

productiva, y por tanto su control se hace
extremadamente dificil, por tanto es necesario que
los contenidos de AFM, sean lo mas cercanos
posibles al cero, siguiendo el principio ALARA (As
Low As Reasonably Achievable), “tan bajo como fuera
posible”, por lo cual establecer legislaciones que
limiten los contenidos de esta micotoxina en
férmulas lacteas comerciales y realizar controles y
monitoreos aleatorios de férmulas lacteas es
prioritario y urgente.

En nuestro estudio, a pesar de que el numero de
muestras contaminadas es bajo en comparacién con
trabajos realizados en otros paises en matrices
similares, los contenidos de AFM, son
extremadamente altos. El bajo porcentaje de
muestras positivas en el estudio realizado en
Paraguay podria deberse a que el limite de deteccién
de la técnica para las formulas en polvo es de 200
ng/kg, lo que indica la necesidad de realizar estudios
con técnicas mas sensibles, sobre todo cuando se trata
de alimentos destinados a poblaciones vulnerables,
como los lactantes. Con relaciéon a las férmulas
fluidas, los valores de AFM, fueron bajos en
comparacion con las formulas en polvo, sin embargo,
aun asi, superaron el valor de la normativa europea.
Este es un llamado de atencion para las autoridades
de salud, ya que indica la urgente necesidad de
realizar monitoreos de micotoxinas de productos
destinados al consumo de lactantes ya que dada la
toxicidad de AFM, y el consumo diario de leche por
parte de los lactantes, la exposicion dietética a largo
plazo puede representar un riesgo significativo.

La prueba ELISA es un indicador adecuado de la
presencia de micotoxinas en diferentes matrices
alimentarias como andlisis preliminar *” y una
opcion valida para determinar la contaminacion por
micotoxinas cuando no se dispone de técnicas mas
sensibles como UPLC / HPLC ®”. Uno de los
principales obstaculos en Paraguay es la falta de
laboratorios que realicen anadlisis extremadamente
precisos, por lo cual la prueba ELISA se convierte en
la mejor alternativa para su rdpida, econdmica y
efectiva determinacidon de micotoxinas en alimentos.
Recientemente fue publicado en Paraguay un
estudio acerca de la presencia de micotoxinas en
preparados y colados comerciales para lactantes, en
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el cual, mediante el uso del test de ELISA, se detect6
la contaminacion de estos productos con aflatoxinas,
ocratoxinas, toxina T-2 y deoxinivalenol ?. Debido a
la presencia de AFM, en féormulas lacteas infantiles
comprobada por los resultados de este estudio, es
necesaria la implementacion de técnicas mads
sensibles para la deteccion de micotoxinas en
féormulas lacteas y alimentos para lactantes ya que la
sensibilidad del test de ELISA podria resultar una
limitante.

Los resultados de este estudio muestran la presencia
de AFM, en férmula lactea en polvo y fluida
comercializada en Paraguay, y resaltan la necesidad
de que las autoridades realicen monitoreos
aleatorios y regulares que aseguren la inocuidad de
estos productos, y de que los productores e
industrias apliquen medidas que prevengan y
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