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. INTRODUCCION

La avicultura es una actividad de gran importancia mundial, sin duda alguna la
demanda de sus productos esta ligada a la dependencia cultural de los
consumidores, y precios accesibles del producto final; es por esto que los
programas de sanidad avicola forman una parte importante de la salud publica. En
el caso particular de Guatemala la avicultura supera los tres mil millones de

quetzales en inversion, con un crecimiento anual de cien millones de quetzales ().

La tematica de las micotoxinas es trascendente, ya que éstas se encuentran a
lo largo de toda la cadena alimentaria, desde la germinacién de las semillas hasta
el producto terminado, y pueden ser transmitidas por via vertical hacia el huevo (1),
el cual es uno de los alimentos cotidiano por su bajo costo y alto contenido en
proteina. En Guatemala el consumo per capita es de 144 huevos al afio (o), y este
factor nos podria ayudar a relacionar la prevalencia media de las micotoxinas por

el alto consumo del huevo y sobre todo su expendio en los mercados cantonales.

Para el humano una de las micotoxinas mas patdégenas es la aflatoxina B1, la
cual provoca carcinoma hepatocelular y mutaciones ), y es por esto que surge la
necesidad de conocer si los niveles de ésta, se encuentiran dentro de los
margenes establecidos en huevos del mercado local. Es importante mencionar
que el carcinoma hepatocelular es muy agresivo y aun no existe un tratamiento
totalmente eficaz, y su incidencia es alta en paises en vias de desarrollo, la cual
puede ser disminuida con el consumo de alimentos con niveles aceptables de

aflatoxina B1 (g).

Para prevenir la enfermedad actualmente se utilizan: el peletizado,
combinaciones de agentes antimicéticos, y micotoxinas antagonistas, sin embargo
los adsorbentes han sido la alternativa mas efectiva (s5). El diagnostico en aves se
ha orientado a través de lesiones a la necropsia, estadistica, y variaciones en

hojas de registros ).



El presente estudio generara informacion de los niveles de aflatoxina B1 en
huevos del mercado Colén (ubicado en la zona 1 de la ciudad capital de
Guatemala), por medio de la técnica de ELISA, la cual ha sido adaptada en otros
paises con buenos resultados frente a métodos como cromatografia liquida vy
espectrometria de masa (), para resaltar la importancia de la aflatoxicosis en la

salud publica de Guatemala.



. HIPOTESIS

o Los valores obtenidos para aflatoxina B1 en los huevos muestreados,
son mayores al parametro establecido por la FDA (Food and Drug

Administration), al ser analizados por la técnica de ELISA.



lll. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general:

e Generar informacion sobre la deteccion de aflatoxina B1 en huevo de

consumo humano de Guatemala, mediante la prueba de ELISA.

3.2 Objetivos especificos:

e Registrar los resultados obtenidos (ppb), de la lectura oOptica realizada
por espectrofotometria (para la prueba de ELISA), en una muestra de
huevos destinados al consumo humano, recolectados en el mercado
Coldn de la ciudad capital.

e Determinar si los niveles de aflatoxina B1 obtenidos por la prueba de
ELISA, se encuentran dentro de los parametros permitidos por la FDA
(Food and Drug Administration) en huevos recolectados en el mercado
Colén de la ciudad capital.

e Determinar si existe diferencia estadistica entre los niveles obtenidos

(ppb), para los huevos con cascara blanca y marrén.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Generalidades del huevo

El huevo es uno de los alimentos mas importantes en la alimentacion
mundial, debido a su bajo costo ya que se puede consumir en todas las edades,
ademas es un alimento con cantidades altas de proteinas faciles de digerir y de
alto valor biologico. Una gallina pone un huevo cada 25 horas aproximadamente,
el ovulo, que es la yema, se desprende del ovario y en su caminar al exterior a
través del oviducto va rodeandose de envolturas (clara y cascara) especialmente

disefiadas para su proteccion (13).

Un huevo de 60 grs. estd compuesto aproximadamente de la siguiente
manera: Agua (45.1 grs.), proteinas (7.6 grs. 6 13%), carbohidratos (0.4 grs.),
lipidos (7.2 grs. 6 12%), acidos saturados (2 grs.), acidos monoinsaturados (2.9
grs.), acidos poliinsaturados (1.1 grs.), colesterol (246 mg.), calcio (33.7 mg.),
magnesio (7.2 mg.), hierro (1.3 mg), zinc (1.2 mg), acido félico (30.7 ug.), vitamina
B12 (1.2 ug.), vitamina A (136 pg.), vitamina D3 (1.1 ug.), y vitamina E (1.2 ug.)

(13)-
4.1.1 Partes del huevo no embrionado:
4.1.1.1 La cascara.

La cascara constituye el 10% de su peso, y tiene poros que permiten el
intercambio gaseoso, es permeable al agua y su color depende de la estirpe de la
gallina, la cascara marrén es mas resistente sin que haya diferencias de calidad

nutricional entre ambos (27).

La cascara contiene las membranas testaceas, que son estructuras
proteicas que rodean la clara y en un extremo forman la camara de aire, cuanto
mayor sea eésta mas viejo es el huevo. Esta constituida en su mayor parte por una

matriz calcica con un entramado en cuya composicion estan presentes pequeinas



cantidades de proteinas y mucopolisacaridos que rodean a un componente
mineral en el que el calcio es el elemento mas abundante y de mayor importancia

(27)-

En dicha matriz se encuentran concentraciones menores de sodio,
magnesio, zinc, manganeso, hierro, cobre, aluminio y boro. El color de la cascara
depende de la concentracion de unos pigmentos denominados porfirinas
depositados en la matriz calcica, ademas de la edad de la gallina (mientras mas

vieja sea, sera mas claro el huevo) (7).

4.1.1.2 La clara o albumen.

La clara representa el 30% del peso del huevo y esta formada sobre todo
por proteinas (entre un 12 y 13%), la ovoalbumina es la mas abundante y es
considerada como la proteina patrén por su correcta proporciéon de aminoacidos
esenciales, ademas de la avidina que es una proteina sensible al calorg.
Sujetando la yema para que quede centrada se encuentran unos engrosamientos
del albumen denominados chalazas, con forma de filamentos enrollados, que van
desde la yema hasta los dos polos opuestos del huevo (15. Esta compuesta
basicamente por agua (88%). En la clara se encuentran algo mas de la mitad de
las proteinas del huevo y ningun lipido. Las vitaminas B12 y niacina estan en

mayor cantidad en la clara que en la yema (27).

4.1.1.3 La yema.

Su contenido de agua alcanza sélo el 50% de su peso. Los sdlidos o
materia seca se reparten equitativamente entre proteinas y lipidos, quedando una
fraccidon pequefia de vitaminas liposolubles, minerales y carotenos. Las vitaminas
y los carotenos (pigmentos obtenidos por la alimentacién) forman parte del 1% de
los lipidos de la yema, en la que se concentra la mayor parte de biotina, acido

pantoténico y vitaminas B1 y B6 (27).



Es rica en lipidos predominando los acidos grasos saturados y el colesterol
(unos 250-360 mg por unidad de 50-60 g), tiene también proteinas, fosforo y

hierro (13).

4.2 Micotoxicosis
4.2.1 Origen.

Es una intoxicacion originada por el consumo de un metabolito micético
toxico (). Estos metabolitos (llamados también micotoxinas) son quimicos
complejos y toxicos para los animales y el hombre, resultantes del metabolismo
secundario de hongos, eliminados a sustancias circundantes ().

Para la produccién de micotoxinas en grano se requiere crecimiento fungal,
pero ese crecimiento puede o no producir dafios visibles. La prevalencia de la
enfermedad es constante ya que los hongos pueden infectar y crecer en el grano
antes de cosecharse, durante el almacenamiento o después de su inclusion en

alimentos finalizados (1s).
4.2.2 Factores en la produccion de micotoxinas.

Existen miles de micotoxinas quimicamente distintas. La cepa del hongo, su
temperatura, humedad, sustrato del grano y grado de estrés en la planta huésped
determinan las toxinas producidas y sus cantidades. A menudo las cepas fungales
individuales sintetizan mas de una micotoxina, las cuales actuan de manera
sinérgica. Por tanto, las micotoxicosis que se presentan de modo natural pueden
ocurrir con soOlo un décimo de las cantidades requeridas para producir

intoxicaciones en el laboratorio con sustancias quimicas individuales puras (1s).

4.2.3 Trinomio Causa-Efecto-Respuesta de las micotoxinas. (Efectos

individuales y combinados)

El trinomio causa-efecto-respuesta en una manera integral puede definirse

como la accion de un agente causal sobre los sistemas biologicos que da lugar a



un efecto que se expresa a través de una respuesta 6 manifestaciones visibles y/6
medibles. La aplicacion del principio causa-efecto-respuesta a la micotoxicosis en
la avicultura esta dado por: la presencia del agente causal representado por una o
varias micotoxinas, la generacién de los efectos causados por ésta 6 éstas en
organos y tejidos de los distintos sistemas bioldgicos y por las manifestaciones

exhibidas por las aves a consecuencia de dichos efectos (14).

o Efectos Individuales: Los estudios de los efectos individuales de las
micotoxinas se han realizado sobre la base de entender sus distintos
mecanismos de accion, efectos ocasionados y la 6 las respuestas posibles
a esperar. La mayoria de los estudios con micotoxinas en aves han sido
enfocados sobre la base de los efectos ocasionados por cada una de las
micotoxinas de particular interés en avicultura y dentro de las cuales los
mayores esfuerzos de investigacion se han hecho con aflatoxina. Cabe
destacar que un solo mecanismo de accion puede dar lugar a varios efectos
y a su vez éstos pueden expresarse a través de distintas manifestaciones

siendo las aflatoxinas un ejemplo tangible de ello en las aves (14).

« Efectos Combinados: En la naturaleza la presencia de hongos y
micotoxinas como contaminantes naturales de insumos vegetales se da en
una forma asociada y en este sentido los efectos esperados debido a la
presencia de dos o mas micotoxinas se producen bajo los principios de

interaccion conocidos como aditividad, sinergismo y antagonismo (14).

o Aditividad: La aditividad entre micotoxinas se define como el efecto
combinado resultante de la accion de dos 6 mas micotoxinas en los
organismos el cual es igual a la suma del efecto individual de cada
micotoxina. Se ha visto un efecto aditivo entre aflatoxina y
deoxinivalenol en pollos de engorde, teniendo su efecto en: pesos
encontrados para proventriculo, glucosa en sangre y actividad de la
enzima lactato deshidrogenasa. Ademas se describe interaccion

aditiva en pollos que recibieron aflatoxina y acido ciclopiazénico en



o

forma combinada en la dieta. Dicho efecto se hace manifiesto en

peso vivo a la primera semana de vida y en albumina sanguinea (14).

Sinergismo: El sinergismo entre micotoxinas es definido como el
efecto combinado resultante de la accion de dos 6 mas micotoxinas
en los organismos el cual es superior a la suma del efecto individual
de cada micotoxina, teniendo como resultado final una condicién
unica en los animales afectados. Un ejemplo de sinergismo entre
micotoxinas en pollos de engorde ha sido observado por la
combinacion de aflatoxina y ochratoxina A, al igual que la aflatoxina y
la toxina T-2. El efecto sinergistico de aflatoxina y ochratoxina A se
expresa a través de una disminucion del peso vivo y un incremento
de la mortalidad. La administracion simultanea de ambas
micotoxinas ocasiona un efecto diferente a aquel observado por la
presencia individual de cada una de ellas. Asi, sus impactos
bioldgicos individuales se manifiestan principalmente en higado
(aflatoxina) y rinones (ocratoxinas) y sin embargo su administracion
simultanea causa un proceso de nefropatia como efecto primario de
interaccién, y deposicion de grasa en el higado como efecto
secundario. Por otra parte, la combinacion aflatoxina y T-2 muestra
un efecto sinergistico, manifestado a través de una disminucion del
peso corporal, incremento de los pesos relativos de riiidn, molleja y
corazén y disminucidn del volumen corpuscular medio y de los

niveles de potasio sanguineo (14).

Antagonismo: La interaccion antagonica entre micotoxinas se
define como el efecto combinado resultante de la accién de dos 6
mas micotoxinas el cual es inferior a la suma del efecto individual de
cada micotoxina. Puede sefialarse en términos generales que
micotoxinas interfieren entre si en sus acciones 6 una interfiriere con

la otra por accion quimica (14).
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4.2.4 Signos de micotoxicosis.

Las aves jovenes son mas sensibles a la aflatoxina que las adultas.
Asimismo, existen grandes diferencias entre especies, pues los patos son 10
veces mas sensibles que los pollos, y los pavos estan en un lugar intermedio entre
los dos. La aflatoxicosis, ochratoxicosis, y micotoxicosis por tricocenteno son las

micotoxicosis mas frecuentes en la avicultura comercial a nivel mundial (5.

Las micotoxinas tienen afinidad por diferentes tejidos provocando muchos
signos, sin embargo las principales manifestaciones se observan en la ganancia
de peso, eficiencia alimentaria, pigmentacion, producciéon de huevo, y rendimiento

reproductivo (s).

4.2.5 Aflatoxicosis.

La aflatoxina es la micotoxina con mayor importancia econdémica y
prevalencia que puede ser consumida por las aves. Se encuentra en el maiz, los

cacahuates, la semilla de algodon, el mijo, el sorgo y otros granos alimenticios (1.

Son muy toxicas y carcindégenas, son producidas por Aspergillus flavus, A.
parasiticus, y Penicillium puberulum, son sensibles a los agentes oxidantes como

el hipoclorito (blanqueador comercial) (4).

Las aflatoxinas fueron descubiertas en el Reino Unido en 1960 a partir de
un lote de harina de cacao contaminada por el hongo Aspergillus flavus tras haber
causado la muerte de centenares de aves (patos) que utilizaron esta harina como
pienso. Existen cuatro tipos de aflatoxina: B1, B2, G1 y G2, nombres que derivan
de la fluorescencia azul (“blue”, azul en inglés) o verde (“green” en inglés)
observadas cuando estas toxinas son expuestas a la radiacién ultravioleta.
Quimicamente las aflatoxinas hacen parte de una clase de compuestos
denominados cumarinas y las cuatro toxinas tienen estructuras bastante

semejantes (22).
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4.2.6 Produccion de aflatoxina.

A. flavus y A. parasiticus son ubicuos en el ambiente, contienen cepas
toxigénicas y no toxigénicas y producen aflatoxina en condiciones calidas (30-35
°C, incluso 27°C), con elevada humedad (0.90 a 0.99 de actividad de agua, sin
embargo se ha reportado produccion con un 7% de humedad). Por tanto, es mas
probable que se presente contaminacion por aflatoxinas en granos en crecimiento
0 manejados en los tropicos y sub tropicos. EI manejo o almacenamiento de
granos en estas condiciones también puede estimular la produccion. Por otro lado,
el estrés de las plantas debido a insectos, las sequias, la nutricién deficiente o el
retraso en la cosecha aumenta la produccion de aflatoxina (1s).

La aflatoxina que se presenta naturalmente contiene las aflatoxinas B1, B2,
G1, y G2, aunque la B1 es la que generalmente se encuentra en concentraciones
mas elevadas y la mas téxica. La aflatoxina es estable una vez que se ha formado

el grano, y no se degrada durante la molienda normal y el almacenamiento (1s).
4.2.7 Metabolismo y residuos.

Dietas contaminadas con aflatoxinas constituyen una fuente de esta toxina
para los humanos. En aves, los metabolitos de las aflatoxinas B1 y B2 alcanzan
sus maximas concentraciones en la molleja, higado, rinones, pero se eliminan de
los mismos en cuatro dias, sin embargo tiene un efecto acumulativo en los
organos reproductores transfiriéndose asi hacia los huevos (tanto en la yema
como en la albumina) y la progenie incubada (el saco vitelino y el higado) en

pollos, pavos y patos ().

Ultimas investigaciones indican que el riesgo de traspaso de Aflatoxinas al
contenido del huevo, es latente cuando las aves consumen dicha micotoxina
durante 10 dias. Muchos de los datos concuerdan que la proporcion del consumo
de Aflatoxina B1 y su traspaso al huevo es de 500 a 1 ppb en gallinas ponedoras
(pudiendo variar segun estirpe). Se piensa que la distribucién de dicha Aflatoxina,

es mayor en érganos corporales que en el huevo, sin embargo por ser un érgano
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de alta regeneracion, es probable que la deposicion de la micotoxina sea mas
elevada en el aparato reproductor de la gallina, y es probable que ésta sea una
razon, por la cual la micotoxina aparece con mas frecuencia, junto con la
Ocratoxina A y Toxina T2. El traspaso de Aflatoxina B1 al huevo, es mayor si la
gallina consume pequefias cantidades durante un periodo largo de tiempo, y no
una alta dosis en un corto tiempo (23).

Dentro del huevo, la Aflatoxina B1 permanece particularmente estable
inclusive durante la coccion o bien 20 minutos en agua hirviendo; en pocas
palabras el proceso térmico no es suficiente para la detoxificacion del huevo,
refiiéendonos en particular a ésta micotoxina. Sin embargo otros residuos de
Aflatoxina B1 como la Aflatoxina B2-alfa, Aflatoxicol, y Aflatoxina M1 se mantienen
estables dentro del huevo desde las 8 horas post-ovulacion hasta 14 horas post-
oviposicion. La concentracion de la aflatoxina B1 en la clara del huevo tiende a
disminuir a las 48 horas mientras que en la yema y el cascaron tiende a
incrementarse (27). Por ésta razon, se considera un almacenamiento aceptable de
la Aflatoxina B1 a -4° C, sin embargo no asi el almacenamiento de muestras que
son para analizar residuos de Aflatoxina B1, o bien analizar directamente otras

Aflatoxinas (requeririan un almacenamiento de -20° C) (10).

4.2.8 Signos clinicos de la aflatoxicosis.

En animales se observa signologia por ingestion de alimentos que tienen
niveles encima de 50 ppb (), la hepatotoxicidad es el efecto primario en todos los
animales ). Por lo general, la aflatoxicosis no induce mortalidad de manera
directa aunque las concentraciones altas (> 10 ppm) pueden ser mortales (1). Los
signos mas comunes son: depresidon, anorexia, pérdida de peso, afeccion
gastrointestinal, hemorragias, lesiones hepaticas (higado graso, necrosis y

apoptosis), y edema pulmonar 7).

Los efectos econdmicos mas importantes de aflatoxicosis en aves en
crecimiento son la disminucion en el crecimiento y reduccion del indice de

conversion de alimentos (> 1 ppm). También se produce una marcada reduccion
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en la resistencia a infecciones (ya que las aflatoxinas causan atrofia de la bolsa de
Fabricio, el timo y el bazo (), siendo el ave mas susceptible a salmonelosis,
coccidiosis, enfermedad infecciosa de la bolsa y candidiasis, que resultan en un
aumento en los decomisos durante el procesamiento (> 0.5 ppm) (7. La
aflatoxicosis en las aves también puede ocasionar alteraciones en la pigmentacion
normal (por inhibicion del transporte y el depédsito del pigmento en varios puntos
metabdlicos )) y aumento en magulladoras (> 0.5 ppm). En las gallinas adultas
intoxicadas disminuye la produccion de huevo (ya que reduce la sintesis y
transporte de los precursores de la yema en el higado ), asi como su

incubabilidad (> 2 ppm) (15).

En los machos reproductores adultos, se reduce el peso testicular y las
cuentas espermaticas. Ademas, disminuye la fertilidad de la inseminacion de
gallinas con semen de machos afectados, segun informan algunos estudios,

aunque segun otros, no hay reducciones importantes (1),

Incluye ademas el aumento de la mortalidad debido a estrés por calor
(reproductoras de engorda); pérdida de la produccién de huevo (Leghorns);

anemia, decomiso de higados, paralisis, claudicacion y signos nerviosos (is).

La aflatoxicosis puede influir en la efectividad de los farmacos en las aves,
por la alteracion de la vida media plasmatica; por ejemplo, en aves, las
concentraciones plasmaticas de clortetraciclina son mas bajas al disminuir la

fijacion del medicamento a las proteinas plasmaticas ().

La aflatoxina es carcinogénica, hepatotdxica, teratogénica, mutagénica e

inmunotoxica, afectando principalmente monogastricos ().

4.2.9 Aflatoxina B1

Fuente: Aspeqillus flavus principalmente.

Sinénimos: 2,3,6aa,9aa-tetrahydro-4-methoxycyclopenta[c]furo[2',3":4,5]furo[2,3 -

h]lchromene-1,11-dione.
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Descripcién: es una micotoxina hepatotoxica y hepatocarcinogénica, tiene
propiedades mutagénicas, teratogénicas y causa severas inmunosupresiones en
animales.

Informacion de solubilidad: Puede ser soluble en DCM, DMSO, o metanol (1o).

La aflatoxina B1 es la mas importante de las aflatoxinas, ademas de ser la
mas toxica y de ser consumida en mayores cantidades que las demas. Sus
efectos varian respecto a la especie, los efectos dependen de la dosis consumida,

metabolismo del animal y tiempo de exposicion (2g).

4.2.9.1 Principales interacciones de la aflatoxina B1.

Posee interaccidon de sinergismo principalmente con ocratoxina A, y
micotoxina T-2, su relacion de adicion se da con deoxinivalenol, ACP, DAS, y
moniliformina, con la DAS puede tener un efecto menor que aditivo y de

antagonismo ().

4.29.2 Patogénesis y lesiones de la aflatoxicosis B1 en aves, y

alteraciones en el huevo.

Después de la ingestion, la aflatoxina B1 sufre la biotransformacion a
numerosos metabolitos altamente reactivos con diversos efectos negativos en el
metabolismo. Los metabolitos se fijan al DNA y RNA, reducen la sintesis de
proteinas, disminuyen la inmunidad celular y en menor grado la humoral. Estas
alteraciones metabdlicas conducen al agrandamiento de higado, rifiones, y bazo,
asi como disminucion de la bolsa de Fabricio, del timo y de los testiculos. Con una
exposicidon aguda a dosis elevadas se acumula la grasa en forma de vacuolas
claras en el citoplasma de los hepatocitos de manera que depende del tiempo y la
dosis; los resultados son higados amarillos, friables y evidentemente agrandados.
Con una exposicion continua se presenta hiperplasia epitelial biliar intrahepatica y

hematopoyesis extramedular, esta ultima en respuesta a una anemia inducida por
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toxina. Aumentan las hemorragias petequiales o las magulladuras posteriores a
traumas, debido a que disminuye la sintesis del factor de coagulacion y hay mayor
fragilidad capilar. Por ultimo, algunas cantidades considerables de aflatoxina se

excretan rapidamente por la bilis y la orina (15).

El mecanismo principalmente descrito es la fijacién al DNA tanto nuclear
como mitocondrial y es un modelo hepatocarcinbgeno para mecanismos de inicio
de tumoracién en el higado. La aflatoxicosis crénica origina neoplasias en muchas
especies, por lo general en higado, en vesicula biliar, pancreas, aparato urinario y

hueso (s).

La aflatoxina B1 interfiere en el metabolismo de los lipidos, influyendo asi
en la deposicion de sustancias pigmentarias en la yema. Ademas produce caida
en la postura, con mayor susceptibilidad (por parte del huevo) a contaminarse con
salmonela, coccidias, y candidiasis, ademas de afectar seriamente la calidad del
huevo. Los niveles de aflatoxina B1 en el huevo se ven afectados en experimentos
en laboratorios, dando resultados contrastantes que indican que la infeccion
natural de las micotoxinas en los granos resultan en una cantidad de micotoxinas

en el huevo, no asi en alimentos contaminados en laboratorio (3o).

Entre las variables de calidad del huevo que se mencionan por el consumo
de aflatoxina B1 por parte de las aves de postura son: variaciones en el peso de

huevos, porcentajes de sélidos en la yema, clara y cascara (o).

La presencia de aflatoxina B1 en el alimento de las aves puede causar
ademas la presencia de coagulos o gotas de sangre en el albumen o saco vitelino
o puede tener el resultado de contenido sanguinolento en todo el contenido del
huevo. Todo esto se da por una hemorragia durante el momento de ovulacion,

todo esto se da en el infundibulo y oviducto (21).
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4.2.9.3 Epidemiologia moderna.

La aflatoxina requiere de un alto nivel de proteccion para la Salud Publica,
ya que tiene una prevalencia elevada y es muy toxica. A. Flavus se encuentra
adaptado a las partes superiores de las hojas de las plantas, principalmente en
climas tropicales y subtropicales. La toxina es aguda para varias especies
animales, sus isotopos 8-9 inducen dafio hepatocelular, siendo los animales
menos afectados los bovinos, ya que las aflatoxinas se degradan por la flora
ruminal y el paso en preestdmagos. Existen leyes en Europa que especifican que
la cantidad aceptada en algunos lugares seria de 20 ug/Kg (20ppb), después de
ser 200 ug/Kg, esto debido a la severidad comprobada de dicha micotoxina, las
leyes de aceptacion de niveles de aflatoxina B1, no estan sometidas a ningun
cuestionamiento, y bajo ley, no estaran bajo analisis para aumentar los niveles

permitidos ().

La situacion en algunos paises ha tenido periodos alarmantes, como en
Inglaterra y Espafia. En el primer pais preocupa en especial la presencia de la
aflatoxina B1, que en un 5% de las muestras analizadas de productos terminados
para consumo humano, mostré niveles superiores a los admitidos. Al retirar
producto sospechoso las autoridades sanitarias publicaron que los niveles de
aflatoxinas por debajo de 2-4 microgramos no causan ningun deterioro al

organismo (11)-

Por otra parte en Espana, el RD 475/1983 fija unos valores limite de 10
Mg/kg para la suma de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 y 5 pg/kg para la aflatoxina B1
sola. En otros paises se han fijado contenidos maximos de aflatoxina B1 en leche

y otros productos lacteos, oscilando las tolerancias entre 0,05 y 0,5 pg/kg (11).

Alrededor del mundo se consideran sospechosos productos que contienen
aflatoxina M1, ya que aparece como constante un nivel alto de aflatoxina B1
sumado a su presencia. Estadisticamente resalta la relacion entre la presencia de

aflatoxina B1 y aflatoxina M1 en producto animal de consumo humano, la segunda



17

aunque no es tan toxica, nos da un indicio de los animales que podrian estar
transmitiendo grandes cantidades de aflatoxina B1 en subproductos de origen

animal ().
4.2.9.4 EIl papel actual de la aflatoxina B1 en el higado humano.

La aflatoxina esta entre los mas potentes carcinégenos conocidos para el
humano produciendo mutaciones, ya que uno de sus metabolitos activados posee
la capacidad de unirse covalentemente a la guanina de ADN en la posicion N-7,

ademas ésta reaccion puede ser importante en el inicio del cancer ().

El cancer hepatico primario aunque no esta entre las primeras causas de
muerte por cancer a nivel mundial, es una neoplasia es muy agresiva y poco se

logra para mejorar a los pacientes con los métodos terapéuticos actuales. (1

Estudios epidemioldgicos realizados en Asia y Africa han asociado la
incidencia de cancer primario del higado con el consumo de alimentos

contaminados con aflatoxinas ().

Una serie de investigaciones epidemiolégicas y de laboratorio han
establecido una asociacion entre hepatitis B cronica y el carcinoma hepatocelular
(el cual es el principal dafio de la aflatoxina B1 en el humano). La relacién entre
estas 2 enfermedades ha sido argumentada por la presencia del ADN viral en
células hepaticas tumorales, siendo 300 veces superior al riesgo de desarrollar un
hepatocarcinoma por un portador crénico del virus de la hepatitis B que un no
portador (9). El cancer de higado es el quinto tumor por incidencia en el mundo. El
numero estimado anual de muertes en el mundo es de 427.000, y es en los paises
en vias de desarrollo donde las tasas de incidencia son dos y tres veces mas
abundantes. El mecanismo celular y molecular por el que aflatoxinas y virus de la
hepatitis B pueden interaccionar todavia no se ha definido, pero un mecanismo
posible, identificado ya en ratones transgénicos con el virus de la hepatitis B es
que la lesién cronica del higado altera la expresion del agente carcinégeno

especifico que metabolizan las enzimas (14).
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En base a muchos estudios como el anterior, se induce que la aflatoxicosis
B1 es mas frecuente en personas que han padecido hepatitis tipo B, luego en una
menor proporcion las personas que han padecido cirrosis y hepatitis C, la mayoria
de estudios se han realizado analizando orina por ELISA, para identificacion de
aflatoxina B1 en humanos. En anos anteriores se utilizd la cromatografia de
liquidos (HPLC), sin embargo en la actualidad, la prueba de ELISA ha demostrado
ser mas sensible en residuos corporales en humanos. Se ha comprobado también
que la deteccién de aductos de ADN (AFB1-N7-Gua; aflatoxina B1 adherente a la
Guanina) en orina, muestran la exposicion cronica y la tasa de recuperacion del

ADN de aflatoxinas fijadas afios atras ().

Expertos relacionan la reduccion del cancer de higado a escala mundial con
un mayor control de la contaminacion de los alimentos por aflatoxinas,
especialmente la B1. Los estudios cientificos que correlacionan aflatoxinas y
hepatocarcinoma son mas abundantes con modelos animales que en clinica
humana, por lo que hacen falta mas investigaciones. La toxicosis aguda o necrosis
hepatica son trastornos graves que pueden diezmar en sélo 48 horas a grupos de
poblacion centrada casi exclusivamente al consumo masivo de estos alimentos

contaminados con el carcindgeno (11).
4.2.9.5 Diagnoéstico de aflatoxicosis B1 en aves.

En los registros se observan variantes en disminucion en consumo de
alimento, disminucion de la produccion, color de piel, calidad de la cascara de

huevo, baja fertilidad, y bajo porcentaje de eclosion (7).

Se realizan pruebas de aislamiento, la identificacidén y la cuantificacion de
las toxinas especificas. Las técnicas de analisis para las micotoxinas incluyen
cromatografia (de capa delgada, de gas, liquida), espectrometria de masa,

tecnologia con base en anticuerpos monoclonales, y prueba de ELISA ().

Si se sospecha de alguna micotoxicosis, es deseable una evaluacién

diagndstica completa ademas de analizar el alimento. Las muestras y los
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ingredientes del alimento, se deben colectar de manera correcta y enviarse con

rapidez para un analisis de laboratorio ().

Las muestras deben colectarse de diferentes sitios: almacenamiento de
ingredientes, la manufactura y el transporte de alimento, silos de alimento y
alimentadores dentro de las casetas. Se deben colectar muestras de 500 g. y
enviarse en contenedores separados; resultan adecuadas las bolsas limpias de

papel y marcadas apropiadamente ().
4.2.10 Diagnésticos de micotoxinas en alimentos.

4.2.10.1 Analisis de micotoxinas: Métodos, validaciones, y controles de

calidad:
Un esquema analitico para micotoxinas comprende los siguientes pasos (17):

o Toma de muestras

o Preparacion de la muestra
o Extraccion

o Clean-up

o Analisis (separacion + determinacion)

La toma y preparacion de la muestra son procedimientos comunes a todas las
técnicas disponibles para el analisis de micotoxinas, y comprenden las etapas mas
criticas del procedimiento, esto se debe a que la mayor fuente de error (88%) esta
comprendida en la etapa de la toma de muestras. La extraccion es el paso donde
se extrae la micotoxina de interés desde la matriz alimenticia en la que se
encuentra como contaminante, con un solvente adecuado. La eleccién del
solvente depende de la micotoxina a extraer y del método de clean-up, separacion

y determinacion a utilizar (17).

En algunos métodos se omite el paso de clean-up, especialmente en aquellos
métodos cuantitativos, sobre todo basados en inmunoensayos (ELISA), pero

cuando se trata de otros métodos cuantitativos, sobre todo basados en
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cromatografia, se hace necesario separar las micotoxinas de otros componentes
co-extraidos, y para ello se utilizan diferentes sistemas de clean-up, como ser

particion liquido, separacion de fase solida, inmunoafinidad, entre otros (17).

Los métodos de analisis de micotoxinas son variados, y se presentan
muchas alternativas para un mismo grupo de toxinas y matrices; a fin de evaluar

cada método, se agruparon en tres categorias analiticas (17):

o Métodos de screening
o Métodos oficiales validados

o Métodos de investigacion
4.2.10.1.1 Métodos de screening

Llamados también “métodos rapidos”. Su desarrollo ocurre en un tiempo
mucho menor que los tradicionales métodos analiticos, pueden llevarse a cabo en
un ambiente de laboratorio (analisis a campo) y con personal poco entrenado,
incluso la inversion inicial es baja. Se realiza a nivel de materias primas, es una
especie de control de micotoxinas durante un proceso determinado para la
produccion de alimentos o raciones. Varias organizaciones (entre ellas la FDA),
has establecido criterios para evaluar métodos rapidos disponibles como Kkits
comerciales. Incluso se publican listas que describen kits comerciales probados
por estas instituciones y sobre todo, en que matrices analizadas cumplen los
criterios establecidos. Dentro de los métodos de screening mas utilizados para el

analisis de micotoxinas, se encuentran: tiras reactivas, pocillos, tubos, tarjetas (17).

Cuando se va a utilizar cualquier método analitico para determinar
micotoxinas, y esto incluye a los métodos rapidos, se debe asegurar la calidad del
método que se esta utilizando para detectar una micotoxina o grupo de
micotoxinas en una matriz determinada, a fin de que el resultado obtenido esté lo
mas cerca posible del “valor verdadero” de la contaminacion. Dentro del plan de
Aseguramiento de calidad, el control de calidades uno de los elementos mas

importantes que permite monitorear que un procedimiento esta en el camino
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correcto. Las formas mas importantes para llevar a cabo este control de calidad es
utiizando materiales de referencia y participando de pruebas inter e

intralaboratorios (17).

Otro punto muy importante, es utilizar técnicas validadas, la validacion de
una técnica proviene de un estudio interlaboratorio o incluso intralaboratorio, que
se llevaron a cabo para definir parametros de exactitud y precisién de un método

en una matriz determinada (17).

Los kits comerciales habitualmente informan en que productos pueden
utilizarse, pero ademas la informacién que tiene que tenerse en cuenta a fin de
utilizarlos en una matriz determinada, es para qué matrices esta validado el kit, y
es primordial seguir las instrucciones del fabricante al seleccionar los productos a
analizar, por que es muy frecuente, sobre todo en las pruebas con base ELISA, la
aparicion de falsos positivos cuando se analizan algunos productos. De todas
maneras, los resultados positivos que se encuentren cercanos al limite de
aceptacion/rechazo segun las especificaciones para micotoxinas, deben
confirmarse con otro método, y en éste caso un método de referencia, validado

para la toxina y matriz en cuestion (17).
4.2.10.1.2 Métodos oficiales

Los métodos oficiales son aquellos métodos que han sido validado en
rondas interlaboratorios, en las cuales se definen las caracteristicas de
desempefio, como ser reproducibilidad, repetibilidad, limites de deteccion y limites

de cuantificacion. Estos métodos habitualmente estan avalados por organismos

(7):-

Estos métodos se utilizan para el arbitraje entre partes o para la
confirmacion y validacion de otros métodos no oficiales. Usualmente éstos
métodos se basan en el equipamiento habitual con el que se cuenta en un
laboratorio analitico, y para el caso de micotoxinas, esto es Cromatografia liquida,

gaseosa e incluso de capa delgada. Las consideraciones en cuanto al seguimiento
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de la calidad son las mismas planteadas en el parrafo anterior. Los métodos
cromatograficos son mas versatiles para analizar un mayo numero de matrices, ya
que variando la extraccion y el clean-up, practicamente se puede analizar de todo,
siempre y cuando se tengan en cuenta los valores de recuperacion. Incluso hay
menos tendencia a obtener falsos positivos como en el caso de los test de base

inmunolégica (17).
4.2.10.1.3 Métodos de investigacion

Los métodos utilizados en el ambito de investigacion, estan a la vanguardia
de todos lo métodos, utilizan la dltima tecnologia en equipamiento, y
habitualmente fueron utilizados en un principio para dilucidar las estructuras de

nuevas micotoxinas (17).

Dentro de estos métodos, el mas utilizado en la actualidad es el de la

Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometros de Masa (LC-MS) (17).

Estos métodos no requieren pruebas interlaboratorios para comprobar su
desempenio, es suficiente de métodos para asegurar la calidad de los mismos. A
medida que son mas utilizados estos métodos, se iran fomentando pruebas

interlaboratorios, y pueden llegar a conformar la lista de métodos oficiales (17).

Este estudio pertenece a los métodos de investigacion interlaboratorio,
teniendo datos de un estudio anterior y con una metodologia precisa que
interviene en el papel del control de la aplicacion de la prueba tal y como se

describe en la metodologia (17).

4.2.10.2 Algunos de los métodos mas utilizados para el analisis de

micotoxinas:

Dentro de los métodos mas utilizados actualmente para alimento terminado se

encuentran los siguientes (s):
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4.2.10.2.1 Cromatografia liquida.

Utilizada muchas veces con la espectrometria de masa. Es un método
analitico por el cual se puede detectar la presencia de numerosos compuestos
mediante la identificacion de “picos” en funcion de su separacién en un tiempo de
retencion. Para ello se ha de proceder al analisis de la muestra, mediante
homogeneizacion, someterla a un ataque con disolvente organico, purificaciéon y
posterior concentracion, obteniendo asi un residuo que sera llevado a un vial de
cromatografia para proceder a la identificacion de sustancias en el Cromatografo

(24)-

La cromatografia engloba a un conjunto de técnicas basadas en el principio
de adsorcion (no confundir con absorcidn) selectiva cuyo objetivo es separar los
distintos componentes de una mezcla y en algunos casos identificar estos si es

que No se conoce su Composicion (24).

Las técnicas cromatograficas son muy variadas, pero en todas ellas hay
una fase movil que consiste en un fluido (gas, liquido o fluido supercritico) que
arrastra a la muestra a través de una fase estacionaria que se trata de un sélido o

un liquido fijado en un solido (24).

Los componentes de la mezcla interaccionan en distinta forma con la fase
estacionaria y con la fase movil. De este modo, los componentes atraviesan la
fase estacionaria a distintas velocidades y se van separando. Después de haber
pasado los componentes por la fase estacionaria y haberse separado pasan por
un detector que genera una sefal que puede depender de la concentracién y del

tipo de compuesto (2s).

Las distintas técnicas cromatograficas se pueden dividir segun como esté

dispuesta la fase estacionaria (25):

o Cromatografia plana. La fase estacionaria se sitia sobre una placa plana o

sobre un papel. Las principales técnicas son:
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o Cromatografia en papel
o Cromatografia en capa fina
« Cromatografia en columna. La fase estacionaria se situa dentro de una
columna. Segun el fluido empleado como fase movil se distinguen:
o Cromatografia de liquidos
o Cromatografia de gases

o Cromatografia de fluidos supercriticos

La cromatografia de gases es util para gases o para compuestos
relativamente volatiles, lo que incluye a numerosos compuestos organicos. Dentro
de la cromatografia liquida destaca la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC, del inglés High Perfomance Liquid Chromatography), que es la técnica
cromatografica mas empleada en la actualidad. Una serie eluotrdpica, es un rango
de sustancia de diferentes polaridades que actuan como fase movil y que permiten

observar un mejor desplazamiento sobre una fase estacionaria (2s).
4.2.10.2.2 Espectrometria de masa.

La Espectrometria de Masas es una poderosa técnica microanalitica usada
para identificar compuestos desconocidos, para cuantificar compuestos conocidos,
y para elucidar la estructura y propiedades quimicas de moléculas. La deteccion
de compuestos puede ser llevada a cabo con cantidades realmente pequefias
(algunos moles) de muestra y obtener informacién caracteristica como el peso y
algunas veces la estructura del analito. En todos los casos, alguna forma de
energia es transferida a las moléculas a analizar para afectar la ionizacion. En la
técnica clasica de impacto electrénico (electron ionization El), algunas de las
moléculas ionizadas del analito “explotan” en una variedad de fragmentos
ionizados, el patron de fragmentacion resultante asi como los iones residuales
constituyen el espectro de masas. En principio, el espectro de masas de cada
compuesto es unico y puede ser usado como se “huella quimica” para caracterizar

el analito (2y).
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Hoy en dia, esta técnica continda teniendo los mismos fundamentos que en

su origen, aunque el espectrometro de hoy en dia poco tenga que ver con su

predecesor. La espectrometria de masas se fundamenta en la separacion de

particulas moleculares o atémicas por su diferente masa (22).

El proceso de la espectrometria de masas comprende basicamente cuatro etapas

(24) -

lonizacién de la muestra.

Aceleracion de los iones por un campo eléctrico.

Dispersion de los iones segun su masa/carga.

Deteccion de los iones y produccion de la correspondiente sefial

eléctrica.

Esta técnica ofrece numerosas ventajas frente a las técnicas espectrofotométricas

ya que (25):

Los limites de deteccion que son, para muchos elementos, tres
ordenes de magnitud mas sensibles frente a los métodos épticos.
Espectros notablemente mas sencillos, generalmente unicos y
con frecuencia facilmente interpretables.

Capacidad para medir relaciones isotopicas atomicas.

En cambio, también tienen una serie de desventajas que no podemos obviar como

(22)

El coste del instrumento es de dos a tres veces el de los
instrumentos épticos atomicos.
La deriva del instrumento puede ser del orden del 5 0 10%/hora.

Contiene unas determinadas interferencias.
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Con la espectrometria de masas somos capaces de proporcionar informacién

acerca de (s5) :

e La composicion elemental de las muestras: de esta se encarga la
espectrometria de masas atomico.

e« De la composicion de las moléculas inorganicas, organicas y
bioldgicas.

e De la composicion cualitativa y cuantitativa de mezclas complejas.

e De la estructura y composicién de superficies sdlidas.

e De las relaciones isotopicas de atomos en las muestras.
4.2.10.2.3 Ensayos inmunoenzimaticos.

Para aflatoxinas se han validado pruebas en granos principalmente,
ademas de esto se han realizado validaciones de aflatoxina M1 en leche, leche en
polvo, queso, yogurt, y otros productos lacteos. En el huevo todavia no se ha
validado mundialmente alguna prueba inmunoenzimatica, sin embargo existen
validaciones internacionales privadas para detectar y dictaminar ciertos niveles
aproximados y detectados en alimentos como: miel, leche, huevo, carne,
embutidos, tejido, suero, plasma y orina, todos éstos estan protegidos como
propiedades intelectuales, por lo que tener acceso a las metodologias especificas
es muy dificil. Las organizaciones que se mencionan en dichas validaciones son:
CEN, FGIS, AOAC (5.

Ademas de esto existen estudios realizados por Romers lab, en donde se
relata en las conclusiones que utilizando el test de aflatoxinas totales no se pudo
emitir una validacion para la aplicacion del test en la matriz huevo, debido a que la
lectura de las aflatoxinas en huevo era menor a una particula por billéon, debido a
que los huevos utilizados fueron provenientes de aves que ingirieron muy pocas
cantidades de aflatoxina B1(16), Entre algunos estudios se menciona también la
suplementaciéon de aflatoxina B1 y mannanoligosacaridos a gallinas ponedoras,

con el fin de evaluar sus efectos en la calidad del huevo (g).
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En un estudio realizado en ltalia, se relata que utilizaron analisis de la yema
de huevo seco (guardada a -20 grados celsius), para determinar niveles de
aflatoxina M1 por el test de ELISA (Ridascreen AFM1), uno de los objetivos de esa
investigacion era la comparacion con la técnica de aislacién en la matriz (en éste
caso huevo), y validar la prueba de Elisa para la determinacién de AFM1 en
huevo. El procedimiento que se utilizé fue asi: se afadieron dos gramos de yema
seca y congelada a 40 ml. de diclorometano homogenizado con Ultra-Turrax. De
ésta muestra se evaporaron 10 milimetros, y lo que quedd se disolvié con 0.5 ml.
de metanol, 0.5 ml. de PBS, y 1 ml. de n-heptano. Después se centrifugd a 3,000
RPM por 15 minutos, se descarté el sobrenadante, y 100 microlitros de la solucién
se utilizaron tal como lo describe el kit mencionado con anterioridad. Los
resultados se leyeron a 450 nanometros, entre las conclusiones del trabajo se
menciona que la aflatoxina M1 por el método indicado tuvo una pobre presencia

en la yema de huevo (zg).

Entre estudios actuales que mencionan la utilizacion del test de ELISA en
huevo podemos mencionar muchos estudios (incluyendo su validacion posterior)

del test de ELISA para detectar Influenza Aviar en yema de huevo ).

Los inmunoensayos ligados a enzimas estan tomando un rol cada vez mas
importante en los laboratorios de investigacion, porque brindan una alternativa
viable, altamente sensible, y ademas presenta menos problemas respecto al
manejo y alteracidén de la muestra por eliminacion y almacenamiento, ademas ha
sido adaptada a muchos sustratos para diagndstico. Por su objetividad, facilidad
de automatizacion y posibilidad de trabajar con un gran niumero de muestras, los
ensayos inmunoenzimaticos vienen reemplazando parcialmente a una variedad de
técnicas en el laboratorio como son inmunofluorescencia y aglutinacion. Como en
el inmunoensayo ligado a enzimas, el antigeno o el anticuerpo esta adsorbido a
una fase sélida, este ensayo también es denominado Ensayo inmunoadsorbente
Ligado a Enzimas (ELISA) (12). Actualmente se han adaptado kits de ELISA a

matrices como Liquido Cefaloraquideo, orina, saliva, heces, y otros sustratos (3.
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Fundamento de la prueba de ELISA.

La prueba de ELISA se basa en la reaccién antigeno-anticuerpo, uno de los

cuales debe ser de reactividad conocida. El color se genera por la interaccion de

un sustrato

cromogeénico y una enzima que ha sido acoplada al anticuerpo

detector. Si por ejemplo debe medirse el anticuerpo, se coloca el antigeno en la

fase sdlida (puede ser al revés), como una capa de captura. Después de la

reaccion del antigeno con el anticuerpo (suero o muestra), la capa de deteccién

puede ser un reactivo antinmunoglobulina clase especifica (IgM o 1gG) para

detectar respuesta de anticuerpos clase especificos (1g).

Dentro de los parametros fisicoquimicos que intervienen en la unién del antigeno

con el anticuerpo tenemos: (1g)

4.2.10.2.3.2

Fuerzas de Van der Walls producidas por el movimiento de atomos
en la superficie de las moléculas generado por un cambio eléctrico.
Son fuerzas débiles presentes cuando la proximidad del Ag y el Ac
es grande.

Fuerzas electrostaticas originadas por la fuerza de atraccion entre
moléculas de carga idnica opuesta, como sucede con los grupos
NH3+ que reaccionan avidamente con el grupo COOH-.

Uniones por puentes de hidrogeno son de carga energética baja
entre atomos electropositivos de  hidrogeno y  atomos

electronegativos de oxigeno o nitrégeno.

Metodologia general.

Los métodos de ELISA dependiendo de la actividad enzimatica se dividen en dos

tipos: competitivos y no competitivos (1g).

ELISA Competitivo (o indirecto): En este método, el anticuerpo de
la muestra va a competir con el conjugado por un numero limitado de

sitios de union del antigeno. Habra ausencia de color en una muestra
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positiva debido a que el sustrato no encontrara a la enzima porque el
conjugado ha sido desplazado por el anticuerpo presente en la
muestra (1s).

ELISA no competitivo (o directo): Consiste en enfrentar la muestra
con el antigeno o anticuerpo que esta en la fase sdlida. Si una
muestra es positiva se formara el complejo antigeno-anticuerpo y al
agregar el conjugado reaccionara con el respectivo sustrato
desarrollando color. Dentro de los no competitivos tenemos, los
directos que detectan antigenos y los indirectos que detectan

anticuerpos (1g).
4.2.10.2.3.3 Fijacion del Antigeno a la fase sélida.

La reaccion inmunoldgica tiene lugar en la fase sdlida, ésta puede ser de
plastico, vidrio o nitrocelulosa. Actualmente los mas usados son los de plastico,
dentro de éstos los de poliestireno gammairradiados y los de cloruro de polivinilo
porque tienen mayor capacidad para formar enlaces estables que los de

poliestireno no tratados (1g).

El antigeno diluido en buffer es adherido a la fase sdlida por enlaces
electrostaticos entre los sitios activos del plastico y regiones de la proteina
responsables de esta interaccion. El buffer puede ser carbonato a pH 9.6 o buffer
fosfato salino (PBS 1X) a pH 7.4 (1s).

La estabilidad de los enlaces electrostaticos, el tiempo de incubacion y la
temperatura son factores importantes a tener en cuenta para evitar pérdidas de las

proteinas y que pueden afectar la sensibilidad del ensayo (is).

4.2.10.2.3.4 Reaccion con anticuerpo.

La reaccién del antigeno con el anticuerpo se debe realizar en condiciones

similares a las fisiolégicas, pH 7.4 temperatura de 37°C y concentracion salina
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equivalente a 0.15M de NaCl. Estas condiciones pueden variar dentro de un rango

razonable sin afectar la reaccion. El tiempo puede variar entre 1 a 3 horas (1)

Moléculas no especificas en solucion pueden adherirse a la fase sodlida
afectando el resultado final del ensayo, para disminuir este riesgo se suele agregar
al medio de reaccion un exceso (0.1% a 1%) de una proteina inerte para que
compita eficientemente por los sitios de unién inespecificos en la fase sdlida. Esta

proteina puede ser seroalbumina bovina, caseina, suero entero, gelatina u otros

(18)-

También es necesario afnadir al medio “tween” 20 para evitar uniones
inespecificas de macromolécula. Por este motivo es agregado en los tampones de

dilucion y de lavado (1.
4.2.10.2.3.5 Adicién del conjugado enzimatico: (haptenos marcados, Ac).

El conjugado enzimatico se prepara por union covalente de una enzima con
el anticuerpo; esta enzima puede ser peroxidasa de rabano (Horseradish
peroxidase, HRP), fosfatasa alcalina (Alcaline Phosphatase, AP) o beta-
galactosidasa. Los criterios a tomar en cuenta en la seleccion de la enzima
apropiada son su toxicidad, estabilidad, disponibilidad, viabilidad de conjugarla
eficazmente con el anticuerpo elegido, sensibilidad y precio. Las condiciones de
reaccion entre el conjugado y el complejo formado por la uniéon antigeno-

anticuerpo son similares a las descritas en la etapa anterior (s).
4.2.10.2.3.6  Adicion del sustrato:

La eleccion del sustrato va de acuerdo con el tipo de enzima presente en el
conjugado. El sistema AP hidroliza al p-nitrofenil fosfato o p-nitrofenol generando
un producto soluble de color amarillo. El sistema HRP reduce al sustrato peroxido
de hidrégeno produciendo oxigeno que oxida a otros compuestos cromogenos

tales como: (1g)
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- Tetrametilbenzidina (TMB), cuya oxidacion genera un producto de color azul

OSCuro.

- 0-phenylene diamine (OPD), que es oxidado a un producto coloreado que varia

del naranja al pardo oscuro.

- Acido azino-(3-etil)-benzo-sulfénico (ABTS), cuya oxidacién genera un producto

que va del verde al azul.

La intensidad del color desarrollado es de acuerdo con la cantidad de
enzima presente en la reaccion. La lectura se realiza en un espectrofotdmetro a

405 nanémetros (1g)
4.2.11 Tratamiento de micotoxicosis en general

Se debe retirar el alimento téxico y reemplazarlo con aquél no adulterado.
Algunas micotoxinas aumentan los requerimientos de vitaminas, minerales traza
(el selenio en particular), proteinas, lipidos y éstos se pueden compensar
mediante la formulacion del alimento y el tratamiento con base en agua. El
aumento de la proteina cruda y la suplementacion con vitaminas pueden inhibir los

efectos de las aflatoxinas ().

4.2.12 Prevencién y control de micotoxinas

Los efectos de las micotoxinas en la salud y en el rendimiento de las aves y
la permanencia de las mismas y sus metabolitos en los productos alimenticios de
origen animal son también elementos esenciales de informacion para el control (4).

La prevencion y el control de micotoxinas en la cadena de produccion
avicola requiere la consideracion de todos los factores que influyen en la
formacion de las mismas en el campo y durante el almacenamiento de las
materias primas, sin embargo son inevitables valores medios mas altos bajo

condiciones climaticas desfavorables ).
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La reduccion de micotoxinas en ingredientes destinados a alimentacion
animal se dividen en dos partes: La adopcion de buenas practicas agricolas y del
procesado de los productos; y la adopcion de los protocolos de elaboracion de
puntos criticos y control de riesgos. Esto minimizaria el riesgo de contaminacion a
lo largo del proceso productivo y permitiria reconocer lotes afectados y productos

contaminados (7).
4.2.12.1 Estrategias para prevenir la contaminacién por micotoxinas.

Implican el control de la sintesis de la toxina y el metabolismo de los hongos
en el campo. El método ideal seria el manejo adecuado de los cultivos, sin
embargo como es dificil por que no se puede controlar la temperatura y humedad,

existen dos estrategias (7):

o Estrategia agronémica: Consiste en reducir el estrés sufrido por las
plantas, control de insectos, eliminacidén de residuos vegetales y la rotacion
de terrenos, la utilizacién de agentes antifungicos, y el desarrollo de plantas
resistentes a la contaminacion fungica.

o Estrategias posteriores a la cosecha: Implican el control medioambiental
de conservacion: contenido de agua, presion de O2 y temperatura, control
de plagas (insectos y roedores), separar granos partidos y cosechas
dafiadas antes de su almacenaje, y utilizar agentes antifungicos como el

acido propiodnico y zeolitas).
4.212.2 Estrategias posteriores a la cosecha en nuestro medio.

La prevencion se centra en la adquisicion de piensos libres de micotoxinas
y la aplicacion de practicas de formulacién de alimento y de manejo que eviten el

crecimiento de mohos y la formacion de micotoxinas (7).

La detoxificacion son los tratamientos posteriores a la cosecha dirigidos a
eliminar o reducir los efectos toxicos de las toxinas sobre los animales. Pueden ser

fisicas, quimicas y microbiologicas, para destruir, modificar o adsorber las
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micotoxinas. Se ha utilizado la amonizacion y nixtamalizacion. Otros agentes son
los agentes oxidantes (peroxido de hidrogeno, ozono), o algunos acidos o alcalis.
Sin embargo estas aproximaciones son caras y no efectivas en su totalidad para
eliminar las micotoxinas. La amonizacion puede alcanzar un costo aproximado del
5 al 20% del valor del ingrediente. La descontaminacion biolégica mediante la
utilizacidn de microorganismo es otra de las estrategias utilizadas. Algunas
bacterias lacticas o levaduras (Saccharomyces cerevisiae) que se utilizan
ampliamente en la fermentacion de los alimentos poseen estructuras de pares con

capacidad para adherir micotoxinas (7).

Algunos métodos fisicos utilizados son la inactivacién de las micotoxinas
con elevadas temperaturas, rayos UV y X, o las irradiaciones del microondas.
Otros métodos que pueden resultar efectivos son la limpieza de las semilla, su
fraccionamiento mediante cribados y la extrusion, sin embargo, la mayoria de
éstas técnicas son poco practicas, no eficientes en su totalidad o pueden disminuir

el contenido en nutrientes de los alimentos (7).

En la actualidad la utilizacion de adsorbentes de micotoxinas en el
contenido digestivo es el método considerado de eleccidon en la proteccion de los
animales frente al consumo de ingredientes contaminados. Los sustratos mas
utilizados son los aluminosilicatos (zeolitas naturales, montmorillonita), seguido por
el carbén activo o diferentes polimeros especiales. La eficacia de éstos depende

de la estructura quimica del adsorbente y la toxina (7).

4.2.12.3 Almacenamiento adecuado de los ingredientes: La ventilacion
adecuada de las casetas con el fin de reducir la humedad relativa, elimina la
humedad necesaria para el crecimiento de los hongos y la formacion de toxinas en

los alimentadores ().

4.2.12.4 El peletizado del alimento: tiene entre sus ventajas: la destruccidén de
las esporas fungales y disminuye la carga de hongos; también, la combinacién de
granulado y un agente antimicoético tiene efectividad adicional ). Hay que tomar

en cuenta que muchas micotoxinas son estables durante la molienda y el
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almacenamiento del alimento, de tal modo que pueden estar presentes en el grano

después de que los hongos que las producen han muerto (1s).

4.2.12.5 Adsorbentes: pueden formar parte de un método integrado. Las zeolitas,
compuestos que contienen silice y que se utilizan como agentes para evitar el
endurecimiento y como apoyo para la calidad del cascardn, son aditivos para
alimentos practicos y econdémicos que pueden reducir los efectos de ciertas
micotoxinas, en especial de las Aflatoxinas. El aluminosilicato de calcio sédico
hidratado, fija la aflatoxina B1 en el aparato digestivo, tal vez por secuestro, y
reduce la toxicidad para los pollos. La arcilla de bentonita también aminora la

aflatoxicosis ().
4.2.13 Efecto de las micotoxinas en la economia.

El efecto es considerable en la cadena alimentaria, ya que tiene efectos
sobre la produccidn de los animales, provoca pérdidas en las cosechas, y
representan inversiones en los programas de control y prevencion. Las pérdidas
en los Estados Unidos debido a aflatoxinas, fumonisinas, y tricétesenos son de
932 millones de délares cada afio, y el costo de las medidas de control y
regulacion de las micotoxinas en éste mismo pais haciende a los 466 millones de

dolares anuales (7).
4.2.13.1 Normativa regulatoria de las micotoxinas en los piensos y alimentos.

En base a los riesgos que las micotoxinas tienen sobre la salud humana,
diferentes organismos internacionales como la OMS, The Food and Drug
Administration (FDA) y la Food and agriculture Organization (FAO), han
establecido los limites permitidos de micotoxinas en los piensos y los alimentos.
Por otra parte, una comision conjunta entre la FAO y la OMS se han reunido
regularmente desde 1956 en su Comité de Expertos en Aditivos Alimentario
(JECFA) con objetivo de evaluar la presencia y riesgos de los aditivos
alimentarios, contaminantes, compuestos toxicos naturales y residuos de la

industria Veterinaria en alimentos (7).
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El establecimiento de niveles de tolerancia aceptables internacionalmente
es importante, y facilita el comercio y la adopcion de medidas comunes entre
paises. Los primeros limites fueron fijados en los afios 60 para las aflatoxinas. A
finales del 2003, aproximadamente 100 paises habian establecido limites
especificos de micotoxinas en los alimentos e ingredientes para la alimentacion
animal. Los parametros que son considerados en la adopcién de éstos niveles son
las fuentes y propiedades toxicologicas de la micotoxinas, los efectos sobre la
salud humana, y la salud y productividad animal, o el riesgo de provocar residuos
en los productos de origen animal. Otros factores a tomar en cuenta son la
informacion recogida sobre datos toxicologicos, consumo de alimentos, incidencia
y concentracion de micotoxinas en los ingredientes, y las metodologias mas
utilizadas; asi como las implicaciones econdmicas mas importantes para un

comercio internacional seguro de cereales y otros alimentos (7).

Niveles de actuacion propuestos por la FDA para la presencia de aflatoxinas
en los alimentos (FDA, 2000)

Niveles Max. Ingredientes Especies
(ppb)
0.5 (AFM1) Leche Humanos
20 Todos excepto leche Humanos
20 Todos Todas
Excepciones
100 Maiz Vacuno reproductor, cerdas y
200 Maiz ponedoras.
300 Maiz Engorde de cerdos (>45 Kg.)
300 Semilla de algodon Engorde de terneros
Todas las especies
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Recursos humanos:

= 1 Estudiante tesista
= 3 Asesores de tesis

= 1 Técnico de laboratorio de Ornitopatologia y Avicultura.

5.2 Recursos institucionales y comerciales:

» Laboratorio de Patologia Aviar de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia.

5.3 Materiales y equipo:

e Huevos (96)

e Material para recoleccion de huevos (bolsas y canastos).
e Transporte

e Autoclave

o Beakers de 100 ml.

e Probeta de 100 ml.

e Jeringasde2y5ml.

e Tubos de 5 ml.

e Tubos de cristal con tapén de rosca.
e Tijeras curvas y rectas

e Mechero

e Agitador

e Centrifuga

e Mascarilla

e Solucion PBS (bufferada)
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e Papel mayordomo

e Guantes de latex

e 1 Test Kit ELISA AgraQuant ® de Romer Labs, para Aflatoxinas
totales (con capacidad para identificar aflatoxinas B1, B2, G1 y
G2; con afinidad del 100, 76, 70 y 42% respectivamente).

e 1 botella de 12.5 ml de conjugado de aflatoxinas totales

e 1 botella de 7.5 ml de solucion de sustrato

¢ 1 botella de 7.5 ml de solucién stop

e Pipeta multicanal de 8 vias y pipeta monocanal capaces de
dispensar 100ul y 200ul con puntas

e Puntas desechables

e EQOLE1300: Timer

e COKAD1150: Botella de lavado o piseta

e Papel toalla absorbente

e 3 canoas para reactivos para pipeta multicanal de 8 vias

e Lector de pocillos con filtros de 450nm y 630nm

e Computadora y software

5.4 Metodologia:

5.4.1 Lugar, seleccidon y procesamiento de muestras:

Recolecté los huevos en el mercado Colén, ubicado en la 7 Calle y 13
Avenida de la zona 1 de la ciudad capital de Guatemala; usando un muestreo por
conveniencia, recolectando 1 huevo de cada color en cada expendio, haciendo un
muestreo semanal de los ocho expendios, a lo largo de 4 semanas; para evitar
perder el numero de muestras (por si se quebraban) recolecté 8 huevos mas al
azar, 4 blancos y 4 marrén, haciendo un total de 24 huevos semanalmente,
realizando la prueba solamente a 16. Al finalizar obtuve 96 huevos, de los cuales

realicé la prueba a 64 (32 blancos y 32 marron) al finalizar las cuatro semanas.
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El procesamiento de la muestra se realizé en su totalidad en el laboratorio
de Patologia Aviar, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, en donde
se procesaron las muestras, en las cuatro semanas correspondientes, y se realiz

la prueba a los 64 huevos una semana después del ultimo muestreo.

5.4.2 Procesamiento de la muestra: El método es basado en la extraccion de
muestras de yema de huevo, para otros kits. Cada grupo de muestras fue
procesado el fin de semana después de su respectiva recoleccion, de la siguiente

manera:

Primero desinfecté la cascara de huevo con alcohol, para evitar posibles
contaminaciones. Abri los huevos con tijeras, teniendo al lado un mechero de gas
para mantener un ambiente estéril cada vez que abria los huevos. Coloqué el
contenido del huevo (yema y clara) en un beacker, y posteriormente obtuve mas
de 2 ml de un batido de yema y clara con ayuda de una jeringuilla de 3 ml,
colocandolo en recipientes estériles (debidamente identificados) para someterlo a

congelacion (- 4 °C).

De la manera anterior pude almacenar las muestras y asi continuar con la
siguiente parte del procesamiento (del total de las muestras) una semana después

del ultimo muestreo, de la siguiente manera:

Las muestras (64) se descongelaron a temperatura ambiente. Mezclé 2 ml
de muestra y les afiadi 2 ml de PBS, en un tubo de 5 ml. Agité las muestras y
después las centrifugué a 2600 rpm por 10 minutos, y extraje el sobrenadante por

decantacion para continuar con el procedimiento de ELISA inmediatamente (23).

5.4.3 Procedimiento del test de ELISA: Utilicé 16 pocillos para grupo de
muestras, mas 5 pocillos (con diferentes niveles en ppb de aflatoxinas) para

control, en total se utilizaron 69 pocillos, sin diluciones.
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Primero coloqué 200 yL de conjugado dentro de cada pocillo, y luego afadi
100 pyL de cada muestra en los mismos, para cada muestra utilicé puntas nuevas
para evitar contaminacion. Mezclé cada pocillo utilizando una micropipeta
multicanal, pipeteando y liberando la mezcla 3 veces, colocando 100 pL en un
pocillo cubierto con anticuerpos. La muestra incubo por 15 minutos a temperatura
ambiente. Después de éste tiempo vacié el contenido de los pocillos para luego
lavarlos con agua destilada, ésta accién se repiti6 5 veces. Extendi papel
mayordomo, y golpeé sobre éste la tira de pocillos para eliminar la mayor cantidad
de agua.

Pipetié 100 pL del sustrato dentro de cada pocillo, y luego dejé incubando a
temperatura ambiente por 5 minutos. Después pipetié 100uL de soluciéon “stop” o
de frenado dentro de cada pocillo.

Antes de la lectura eliminé las burbujas de aire para evitar errores en los

resultados analiticos.

5.4.4 Lectura de la muestra: Obtuve los datos por medio de un lector de pocillos,
utilizando un filtro de 450 nm y un filtro de referencia de 630 nm. Registré los

valores de densidades 6pticas (OD) leidos para cada pocillo.

5.4.5 Interpretacion de resultados: Utilicé la lectura de densidad o&ptica,
aplicandola a una tabla estandarizada para obtener los resultados totales en
particulas por billén. Los resultados fueron utilizados para construir una tabla de

datos donde se realizé el analisis estadistico.

5.4.6 Analisis estadistico: Utilicé estadistica descriptiva. Resumi la informacién
estimando promedios de los niveles de aflatoxina B1 presentes en las muestras de
huevos. Para el analisis realicé la prueba de hipotesis para una media de
poblacién, comparado contra el parametro establecido por la FDA (menor a 20
particulas por billén). Utilicé la prueba de hipétesis para diferencias de medias
para comparar los valores de aflatoxina B1 entre los huevos de cascara blanca y

marron.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio constituyé la aplicacion del método de ELISA directo, para registrar
valores de aflatoxina B1 (ppb) en el contenido de 32 huevos de color blanco y 32
de color marrén. El 100% de las muestras se encontraron dentro de los
parametros establecidos por la FDA (20 ppb), ademas de estar dentro del rango
de deteccion de la prueba.

Después de haber realizado el procedimiento de seleccion y procesamiento de
muestra, lectura éptica (450 nm), e ingreso de los datos de la lectura éptica a un
software de laboratorios Romer Labs®, destinado a obtener las particulas por
billon a partir de los datos obtenidos por espectrofotometria, se obtuvieron los

siguientes resultados incluyendo los respectivos controles:

PRIMER MUESTREO SEGUNDO MUESTREO

No. muestra| D.O. | ppb No. muestra | D.O. | ppb
Huevo 1 0.55 17.23 Huevo 17 0.86 11.05
Blanco 2 0.56 16.95 Blanco 18 0.62 15.43
3 0.55 17.23 19 0.66 14.54

4 0.6 15.91 20 1.19 7.26

5 0.58 16.42 21 0.53 17.80

6 0.83 11.50 22 0.56 16.95

7 1.07 8.46 23 0.62 15.43

8 0.75 12.80 24 0.55 17.23

Huevo 9 0.79 12.12 Huevo 25 0.54 17.51
marrén 10 0.53 17.80 marrén 26 0.6 15.91
11 0.56 16.95 27 0.73 13.16

12 0.64 14.98 28 0.92 10.23

13 0.64 14.98 29 0.85 11.20

14 0.58 16.42 30 0.8 11.96

15 0.59 16.16 31 0.88 10.77

16 0.88 10.77 32 0.86 11.05

En donde D.O. = Densidad 6ptica y ppb = Partes por billén
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TERCER MUESTREO CUARTO MUESTREO
No. muestra | D.O. | ppb No. muestra | D.O. | ppb
Huevo 33 0.51 18.42 Huevo 49 0.62 15.43
Blanco 34 0.58 16.42 Blanco 50 0.57 16.68
35 0.62 15.43 51 0.71 13.53
36 0.52 18.11 52 0.92 10.23
37 0.6 15.91 53 0.71 13.53
38 0.52 18.11 54 0.94 9.97
39 0.58 16.42 55 0.87 10.91
40 0.75 12.80 56 1.22 6.99
Huevo 41 0.57 16.68 Huevo 57 0.58 16.42
marrén 42 1.03 8.90 marrén 58 0.5 18.74
43 0.85 11.20 59 0.51 18.42
44 0.91 10.36 60 0.6 15.91
45 0.51 18.42 61 0.55 17.23
46 0.55 17.23 62 0.52 18.11
47 0.58 16.42 63 0.62 15.43
48 0.68 14.12 64 0.62 15.43

En donde D.O. = Densidad o6ptica y ppb = Partes por billén

NOTA: Puede observar la tabla original obtenida directamente de la hoja especial incluyendo la

curva de calibracion y respectivos controles en las tablas adjuntas en los anexos.

Para los datos en ppb, se realizaron analisis de medias y demas estadistica
descriptiva para la interpretacion de los mismos. Los promedios y medianas
sugieren que los huevos con cascara marrén obtuvieron levemente resultados
mas elevados que los huevos con cascara blanca (sin embargo hay que tomar en
cuenta el test estadistico que se aplico mas adelante), y el total de la distribucion

obtuvo resultados inferiores a las 20 ppb (limite FDA).

MEDIA (PROMEDIO) MEDIANA
HUEVOS CON CASCARA 14 .41 15.43
BLANCA
HUEVOS CON CASCARA 14.72 15.67
MARRON
MUESTRA TOTAL 14.49 15.43
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La comparacion de la desviacion estandar y la varianza, indican sin lugar a
dudas que existe mas variacion en los datos obtenidos de la lectura de las
muestras del huevo blanco, siendo asi, el huevo marron mas constante en los
resultados obtenidos por la técnica de ELISA. El coeficiente de variacion (ademas
de sustentar lo anterior), muestra que los datos fueron obtenidos de una manera

constante para ambas distribuciones separadamente y de manera conjunta.

BLANCO | MARRON TOTAL
D.E. 3.29 2.94 3.1
VARIANZA 10.81 8.65 9.6
MODA 15.43 16.42 16.42
C.V. 0.22 0.19 0.21
Dato maximo 18.42 18.74 18.74
Dato minimo 6.99 8.9 6.99

La prueba de hipétesis se utilizd para comparar los datos de todas las
muestras y las muestras de huevo blanco y marron separadamente contra los
datos permisibles de aflatoxina B1 (20 ppb) en residuos alimentarios establecidos
por la FDA. En el estudio, se realizd el ejercicio de la prueba de hipotesis para
una media de poblacién, para observar si los datos (niveles obtenidos para el
huevo blanco o marrén), se encuentran cerca del parametro FDA, aunque a simple

vista se observé que todos los datos son menores al mismo.

Para diferencia de medias y parametro FDA:

VALOR't
ENTRE HUEVOS BLANCOS Y FDA -9.63
ENTRE HUEVOS MARRON Y FDA 1035
TOTAL DE MUESTRAS -13.77

Con los datos arrojados por la prueba de hipotesis (entre medias vy
parametros no provenientes de distribuciones), podemos inferir que los valores
arrojados por todas las muestras son evidentemente diferentes (por debajo) que
los parametros establecidos por la FDA; dentro de toda la distribucién, fueron los

resultados de los huevos marrén los que mas se alejaron al limite FDA (son los
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que obtuvieron valores mas elevados). Por otra parte, no existe diferencia
estadistica (al 95 y 99% de confianza) entre los datos obtenidos para las muestras

de huevo blanco y las de huevo marron.

Para diferencia de medias:

VALOR Z
ENTRE EL HUEVO BLANCOY -04
MARRON

Para los datos obtenidos en el estudio se acepta que no existe diferencia
estadistica entre los resultados obtenidos para el huevo blanco y el marrdon
respectivamente; y ademas si existe una diferencia altamente significativa (95 y 99
% de confianza), entre los valores de la distribucion total, distribuciones para datos
de huevos blanco y marrdon respectivamente, y el parametro establecido por la

FDA (20 ppb), siendo todos los datos menores al parametro establecido.
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A. Discusion

El 100% de los resultados se encontraron dentro del parametro establecido por
la FDA (20 ppb). Los resultados obtenidos con la prueba de ELISA con el kit de
AgraQuant ® total aflatoxin (4-40 ppb) ELISA test kit, se encontraron dentro del

rango de deteccién de la muestra.

Para determinar aflatoxina B1 se utilizd el kit Agraquant® para Aflatoxinas
totales, con un rango de 4 a 40 ppb. Es importante mencionar que es un kit que
posee una afinidad del 100% por la aflatoxina B1, y puede dar una reaccién
cruzada con las aflatoxinas B2, G1y G2; en un 76, 70 y 42% respectivamente. Sin
embargo, segun la literatura consultada es la aflatoxina B1 la que tiene efectividad
en su traspaso hacia el contenido del huevo de gallina (12, 13, 24), teniendo
competencia unicamente con la aflatoxina B2, la cual es necesario su consumo
durante 90 dias en cantidades sumamente elevadas para observar un traspaso de

cantidades significativas al huevo (31).

Los promedios y medianas sugieren que los huevos con cascara marron
obtuvieron levemente resultados mas elevados que los huevos con cascara

blanca, aunque ésta diferencia no es significativa estadisticamente.

Los resultados de las pruebas de hipotesis, rechazan que los valores obtenidos
para la distribucion de huevos blancos y marréon sean diferentes, y ademas
sustenta que los valores obtenidos son menores a 20 ppb que dictamina la FDA
(Food and drug administration) sobre la presencia de aflatoxina B1 en alimentos

de origen animal, destinados al consumo humano.
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VII. CONCLUSIONES

. EI 100% de las muestras procesadas se encuentran dentro del parametro
establecido por la FDA (Food and Drug Administration); los niveles de
aflatoxina B1 obtenidos por medio de la prueba de ELISA para los 64

huevos analizados (32 blancos y 32 marrén), fueron menores a 20 ppb.

. No existe diferencia altamente significativa, entre las distribuciones de

huevo blanco y marron.

. Se rechaz6 la hipdtesis del presente estudio, ya que existe diferencia
altamente significativa entre los valores de la distribucion y el parametro
establecido por la FDA para aflatoxina B1 en el huevo; los datos obtenidos

por la prueba de ELISA muestran que se encuentran por debajo de las 20

ppb.

. Ademas de lo anterior, existe diferencia altamente significativa entre los
valores obtenidos para ambas distribuciones de manera separada (huevo
blanco y marrén) y el parametro de la FDA, encontrandose ambas por

debajo de las 20 ppb.
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VII. RECOMENDACIONES

Es de vital importancia desde el punto de vista de Salud Publica, que se
determinen los niveles de aflatoxina B1 en subproductos animales como la
leche, quesos y carnes, ya que dichos productos son destinados al
consumo humano y los niveles bajos de ésta micotoxina pueden agravar
cuadros principalmente de hepatitis, cirrosis y originar carcinoma

hepatocelular en humanos.

Utilizar algunas herramientas para prevenir la transmision de micotoxinas a
diversos alimentos de origen animal, como el uso de secuestrantes y
adsorbentes de micotoxinas en el alimento de las aves asi como el correcto

manejo del mismo a nivel de la granja.

Realizar un estudio que compare resultados de aflatoxina B1 por el método
de ELISA y cromatografia liquida, para observar la precision y exactitud de
ambas pruebas y determinar si la prueba de ELISA puede ser
estandarizada para obtener resultados mas exactos que aporten datos de

interés a la industria alimentaria nacional, de una manera mas econdmica.

En base a los recientes resultados obtenidos en estudios de tesis sobre
micotoxinas en Guatemala, se resalta la importancia de establecer una
normativa para regular los niveles aceptables de las mismas en nuestro

pais.

Se recomienda continuar con los estudios de aflatoxina B1 en el huevo por

medio del método de ELISA, para su correspondiente validacion.
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IX. RESUMEN

Las micotoxinas son contaminantes causantes de diversas patologias en
humanos y animales, y son productos muy difundidos a lo largo de todo el mundo;
sin embargo, en paises en vias de desarrollo como el nuestro, no se le ha
prestado la atencion debida a ésta problematica. Para despertar el interés de
profesionales y estudiantes, se ha realizado la presente tesis, resaltando la
importancia de la aflatoxina B1 como contaminante natural y causante-agravante
de muchas patologias en el humano.

En el presente trabajo se utilizé el método de ELISA, para detectar niveles de
aflatoxina B1 en el contenido de huevos con cascara blanca y marron, y asi
generar informacion sobre la aplicacién de la prueba en nuestro medio, ademas de
analizar los resultados obtenidos ante los parametros de la FDA (Food and Drug
Administration).

En el mercado Colén de la zona 1 capitalina, se realizaron 4 muestreos con
intervalo de 7 dias, obteniendo al final 96 huevos. Se procesé el contenido de 32
huevos de cada color, y se utilizé un método de ELISA directo para obtener
resultados por medio de espectrofotometria. Los resultados obtenidos
comprendieron entre los rangos de 6.99 y 18.74 ppb, los cuales se encuentran
dentro del limite de deteccidén de la prueba (de 4 a 40 ppb) y debajo del limite
establecido por la FDA (20 ppb). La estadistica descriptiva mostré que los datos
obtenidos no presentaron gran variacion y se encuentran dispersos de manera
constante ante las medias de cada distribucion; ademas de esto la prueba de
hipotesis mostré que no existia diferencia altamente significativa entre los datos

obtenidos para los huevos blancos y marrén.

Los resultados anteriores indican que no hay que descartar ELISA como un
método diagndstico para aflatoxina B1 en el huevo, siendo un trabajo
documentado que obtuvo valores dentro del rango de deteccion del kit (4-40 ppb).
Es de mucha importancia estandarizar la prueba por medio de la comparacion

ante resultados obtenidos por la técnica de cromatografia liquida.
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Xl. ANEXOS



Prueba de hipétesis:

Obtencion del valor Z:

1. Para dos medias de poblacién (entre huevo blanco y marrén):

X —Xo
Z= :

G12 n 012

1§ 115

2. Para una media de poblaciéon y valor sin distribuciéon (entre una
distribucion ya sea de huevo blanco, marron o en conjunto y el parametro
de la FDA): el valor Z es sustituido por un valor {, el cual se utiliza de igual

forma que Z en la tabla:

_ X1 — Limite FDA
01/\/ - \

Area de Aceptacion o negacién de la Hipétesis nula: Segun el

t

valor Zo t.

Area de

<«—— aceptacion _
-. de la Ho.




Obtencidén del valor Z (entre las medias de huevo blanco y huevo marrén):

Z=1441-14.72 =-0.31=-04
10.82 + 8.64/1 0.77
32 32

R/ Acepta Ho, no existe diferencia entre ambas distribuciones.

Obtencidén del valor t (entre medias y parametro FDA):

Entre el huevo blanco y FDA:
t=14.41-20=-5.59=-9.63
329/ V32 058

Entre el huevo marron y FDA:
t=14.72 - 20=-5.28 =-10.35
294/ 32 0.51

Total de la distribucion y FDA:
t=14.49 - 20=-5.51=-13.77
31/ V60 0.4

R/ Rechaza todas las Ho. Los niveles de las distribuciones separadas y en

conjunto son menores a las 20 ppb.



Imagen 1: Procesamiento de la muestra.

Imagen 2: Adicion de la solucién “stop”.




Imagen 3: Materiales utilizados durante el procesamiento de la muestra.

Imagen 5: Obtencion de las densidades oOpticas.




CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividad | Febrero | Marzo | Junio | Julio | Agosto | Marzo Observaciones
Mes 08 08 08 08 08 09

1. elaboracion

del anteproyecto X

2. Presentacion

Seminario | X

3. Recoleccion

de muestras X
4.
Procesamiento X X

de las muestras

5. Andlisis de

los resultados X

6. Discusion de

resultados X

7. Presentacion

de Seminario Il X




