Evaluacion del nivel de contaminacién por la micotoxina
*Ocratoxina” en muestras de Capsicum Annuum “Paprika” usando
los metodos ELISA y Cromatografia liquida de alta performancia “HPLC”

EVALUATION OF THE LEVEL OF CONTAMINATION BY THE “OCHRATOXINE” MYCOTOXINE IN SAMPLES OF
CAPSICUM ANNUUM “PAPRIKA” USING ELISA AND HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY *“HPLC”

RESUMEN
OBJETIVO

Las micotoxinas son un problema de salud publica a nivel
mundial, como ejemplo las aflatoxinas y las ocratoxinas son
carcinogénicas y téxicas respectivamente a nivel de partes
por billon ”ppb”,la comunidad europea ha impuesto limites
permisibles para la concentracién de ocratoxina presente
en alimentos, el objetivo del presente trabajo es evaluar la
confiabilidad de una prueba barata y eficaz “ELISA” en la
medicién de la ocratoxina en Capsicum annuum .

MATERIALES Y METODOS

En este trabajo se evalué el parAmetro principal de confiabi-
lidad del ELISA Veratox Neogen y el ELISA kit R-Biopharm
utilizando la T de Student vy los indices de correlacién entre
los ELISAS y el método referencial HPLC.

RESULTADOS

de la T de Student fue t ., =086t
=2,101 ylos coeficientes de correlacién entre los ELISAS
y el HPL fueron 0.91 y 0.8 para el kit Veratox Neogen y el

kit Biopharm © respectivamente

El resultado

CONCLUSION

La mejor correlacién del ELISA respecto al método refe-
rencial HPLC fue usando el kit “Veratox” Neogen con un
valor de 0.91.
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SUMMARY
OBJECTIVE

Mycotoxins are important in public health, especially
aflatoxin and ochratoxin because they are very toxic at the
level of parts per billion (“ppb”).

The objective of this study is to evaluate an inexpensive
and reliable method, "ELISA” to measure the level of
ochratoxin and compare it with the referential method
“High Performance Liquid Chromatography-HPLC”.

MATERIAL AND METHODS

We evaluated the data showed by the ELISA method using
the Veratox and R-Biopahrm Kits and HPLC using the
Student ‘s t- test and the coefficient of correlation between
ELISAS and HPLC.

RESULTS

The Student's t-test was to0s0) (18)=O,86tmbk=2,101, the co-
efficient of correlation between the ELISAS and HPLC were
0.91 and 0.8 using the Veratox Neogen and R-Biopharm

kits respectively.
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CONCLUSION

The best coeffient of correlation between the referen-
cial method”"HPLC” and an ELISA was 0.91 using the
“Veratox”"Neogen kit.

Key words:Mycotoxins,ochratoxin,ELISA,HPLC
(Source:DeCS Bireme)

INTRODUCCION

Ocratoxina es una toxina fingica producida por Aspergillus
y Penicillium, esta micotoxina se encuentra en un amplio
nimero de alimentos (2). Estas toxinas son producidas
como respuesta al estrés, contrario a las condiciones de
crecimiento, esta micotoxina de caracter apolar se divide en
A, By C. Su caracter quimico la hace estable a autoclave,
observando un residuo de ésta hasta después de 3 horas de
haberla sometido a esterilizacién; sin embargo, es inestable
ala luz.”

Ocratoxina A ha sido reportada como hepatotéxica,
nefrotdxica, carcinogenica e inmunosupresiva en animales
de laboratorio.!!

En el 4rea patolégica, una aguda necrosis hepética fue
observada como un efecto de Ocratoxina A, los derivados
de Ocratoxina A como el etil ester “Ocratoxina C” ha
reportado ser téxico el derivado dicloro de Ocratoxina
A “Ocratoxina B” no se ha reportado toxicidad. A dosis
subletales (< 100ppb) de ocratoxina A y B, administradas a
pollos, se observé degeneracién hepética y necrosis focal.!
Estudios anteriores investigaron las propiedades quimicas
fisicas y biolégicas de las ocratoxinas, dentro de estos se
determiné la alta toxicidad de la ocratoxina A, en ratas y
embriones de pollos.?

La validacién de un método, es un proceso que se realiza
para evaluar si el método en estudio serd confiable cuando
se realicen los exdmenes (8,9).

La validacién est4 basada en varios pardmetros como mues-
treo, especificidad, aplicabilidad, rangos de concentracién,
agudeza, precisién y selectividad .#>61°

Eldesarrollo del método referencial para evaluar ocratoxina
“HPLC”, es costoso y complejo, en ese sentido se han
desarrollados técnicas menos costosas pero confiables para
evaluar la ocratoxina como los ELISAs.!

JesUs Rojas-Jaimes

El objetivo de este trabajo es evaluar los kits de ELISAs en
el mercado local frente al método referencial cromatografia
liquida de alta performancia "HPLC”.

MATERIALES Y METODOS
METODO DE MUESTREO

* Se tomd muestras de 100 g a cada saco a un total de 80
sacos que equivalen a 2 toneladas.

* Se procedi6 a la pulverizacién de los 8 kilogramos.

* Se mandé una muestra de 300 g al laboratorio y una
contra muestra, se almacend.

ELISA VERATOX NEOGEN

* Se analizé 17 muestras de paprika en bolsa debidamente
codificadas.

*  Serealiz6 el andlisis de las muestras de paprika usando el
kit ELISA competitivo Veratox Neogen sin columnas.

* Se realiz6 la lectura a 650 nm en un espectrofotémetro.

* Los datos obtenidos fueron pasados al Software RI-
DAWIN EXE multiplicandolos por el factor de dilucién
2, generando resultados en ppb.

ELISA FAST OCHRATOXIN (BIOPHARM) USANDO COLUM-
NAS DE INMUNOPURIFICACION (RIDA-BIOPHARM)

* Se realiz6 el analisis de 12 muestras debidamente co-
dificadas, usando el kit Fast Ochratoxin Biopharm con
columnas de inmunopurificacion.

* Se midi6 los resultados a 450nm a los 3 minutos de
parada la reaccién.

* Los datos obtenidos fueron pasados al Software RI-
DAWIN EXE multiplicindolos por el factor 0.6 reco-
mendado por el vendedor, generando resultados en ppb.

PRUEBAS ESTADISTICAS

Se realiz6 una prueba de “T” de Student y una correlacién
en EXEL entre los métodos ELISA y HPLC.

DETECCION DE OCRATOXINA POR CROMATOGRAFIA
LiQUIDA DE ALTA PERFORMANCIA (HPLC)

Las contramuestras de cada muestra analizada por ELISA, se
enviaron a los Laboratorios de GBA (Alemania) y Certified
Laboratorios Inc (Estados Unidos) para el analisis por HPLC.
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Evaluacion del nivel de contaminacion por la micotoxina “Ocratoxina” en muestras de Capsicum Annuum
"Paprika" usando los métodos ELISA y Cromatografia liquida de alta perfomancia “HPLC".

RESULTADOS
ELISA Neogen
TABLA 1. COMPARACION ENTRE EL ELISA Veratox Neogen-HPLC
Cadigo ELISA Neogen HPLC
1 7.83ppb 0.64ppb
2 7.73ppb <0.50ppb
3 12.52ppb <0.50ppb
4 6.99ppb 0.74ppb
5 7.52ppb 1.3ppb
6 254ppb 105ppb
7 1.72 ppb 0.80ppb
8 18.01 ppb 17 ppb
9 0.867 ppb <10 ppb
10 1.57 ppb <10 ppb
11 43.18 ppb 62 ppb
12 0. 54ppb <10ppb
13 1.46ppb <10ppb
14 0.038ppb <10ppb
15 0.440ppb <10ppb
16 N.D(Incapaz de ajuste por ser muy alto el O.D) <0,50ppb
17 12.28ppb 3.6ppb

TABLA 2. VALORES VALIDOS PARA LA COMPARACION ENTRE LOS SISTEMAS ELISA Y HPLC

Cédigo ELISA NEOGEN HPLC
1 7.83ppb 0.64ppb
4 6.99ppb 0.74ppb
5 7.52ppb 1.3ppb
6 254ppb 105ppb
7 1.72ppb 0.80ppb
8 18.01ppb 17ppb
11 43.18ppb 62ppb
17 12.28ppb 3.6ppb
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T STUDENT
Saco un “T” experimental:

t =0,86

0,05(2)(18)

ttabla =5

Entonces se acepta H; y se rechaza H | y se concluye que

no existen diferencias.

Indice de correlacién =0.91

JesUs Rojas-Jaimes
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Indice de correlacién=0.90869664
ELISA Biopharm (C)

TABLA 3. Comparacion entre Elisa Biopharm y HPLC

Cédigo ELISA Biopharm(C) HPLC
1 2.68ppb 0.64ppb
2 2.41ppb <0.50ppb
3 0.667ppb <0.50ppb
4 0.343ppb 0.74ppb
5 6.77ppb 1.3ppb
6 88.73ppb 105ppb
7 3.62ppb 0.80ppb
8 59.56ppb 17ppb
1" 75.85pph 62ppb
17 46.49ppb 3.6ppb
18 1.84ppb 0.60ppb
19 264.08ppb 105ppb

Indice de correlacién =0.8
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Evaluacion del nivel de contaminacion por la micotoxina “Ocratoxina” en muestras de Capsicum Annuum
"Paprika" usando los métodos ELISA y Cromatografia liquida de alta perfomancia “HPLC".

DISCUSION

* Se observé que los resultados de los kits de ELISAs, en
general mostraron una tendencia mayor respecto a los
resultados del HPLC, a diferencia del trabajo reportado
por Zheng; sin embargo se concuerda que a niveles
mayores de ocratoxina los valores entre el HPLC vy los

ELISAs se alejan.'

¢ Esposible que el incremento de la medida de los valores
de ocratoxina, medidos por los kits de los ELISAS, en
algunos casos, se deba al tiempo en el que se midié y/o
al alto grado heterogéneo que se encuentran las ocra-
toxinas en las muestras, recordando que el almacenaje
inadecuado es un factor de riesgo para la produccién de
las ocratoxinas .12

e El uso del kit ELISA Fast Ochratoxin (Biopharm) con
columnas de inmunopurificacion (Rida-Biopharm) no
mostré una ventaja significativa sobre el kit ELISA Ve-
ratox Neogen; en el ELISA Biopharm se utiliz6 colum-
nas de inmunopurificacion, ademds de ser un ELISA
competitivo indirecto, esto implica el uso de un ELISA
mas caro y complejo frente al ELISA Veratox Neogen
que fue un ELISA competitivo directo.

* La prueba estadistica de la T de Student para Veratox
Neogen di6é como resultado que no existian diferencias
significativas entre los métodos de anélisis para mi-
cotoxinas (ELISA-HPLC) donde t0,05(2) (18)=0,86; t
tabla=2,101 aceptando H,en el andlisis de correlacion
entre el ELISA Veratox Neogen y el HPLC se obtuvo
el indice de correlacién = 0.91,destacando una buena
correlacién entre métodos analiticos afianzando el re-
sultado que se obtuvo por la T de Student.(Tabla 2).

* Para el andlisis de correlacion entre el kit Biopharm (C) y el

HPLC se obtuvo el indice de correlacién =0.8 (Tabla 3)
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