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RESUMEN. Costa Rica no es la excepcion en cuanto a la prevalen-
cia de ocratoxina A en plasma, ya que en este estudio se obtuvo la
presencia de la micotoxina en el 95% de las 149 muestras estudia-
das. También se estudio la presencia de la ocratoxina A en 110
muestras de diferentes marcas de café tostado y molido de las 12
torrefactoras mas importantes del pais y de 7 supermercados. A ex-
cepcién de una muestra de café que dio resultados negativos, el resto
de muestras analizadas presentaron la micotoxina en cantidades
menores a 4000 ng/L o kg. Se trat de encontrar una asociacion
entre el consumo de café y la presencia de la ocratoxina A en el
plasma asi como del consumo de cerveza, sin embargo no hubo dife-
rencia estadisticamente significativa en el valor promedio de la
micotoxina entre los tomadores y no tomadores de café y tampoco
entre los bebedores y no bebedores de cerveza.

Palabras clave: Ocratoxina A, ELISA, micotoxina, plasma, café
molido y tostado.

INTRODUCCION

Las micotoxinas son compuestos quimicos de bajo peso
molecular, producidos por mohos, que tienen efectos patolégicos
tanto en humanos como en animales. Entre las micotoxinas de
mayor impacto en Salud Publica se puede mencionar ocratoxina
A(OTA)(1) lacual no pierde su toxicidad por tratamiento térmico
ni por accion de las enzimas del tracto digestivo por lo que es
una seria amenaza para la salud (2, 3).

Los hongos productores de micotoxinas por lo general
pertenecen a los géneros Fusarium, Aspergillus y Penicillium.
La OTA es una micotoxina que es producida por varias espe-
cies de Aspergillus y por Penicillium verrucosum (4), sin em-
bargo fue aislada por primera vez en 1965 de un cultivo de
Aspergillus ochraceus de donde deriva su nombre (5). La
OTA puede encontrarse como contaminante natural en los
cereales, especialmente en la cebada y arroz, subproductos de
cereales, harinas y turto de mani y en una serie de alimentos
como granos de café, legumbres, frutas, quesos, carnes ahu-
madas como jaman, tocino y embutidos, cerveza, especias,
vino y frutos de la vid (6,7).

La OTA tiene una potente actividad inmunosupresora,
nefrotéxica, carcinogénica, teratogénica, inmunotoxica y
genotdxica (5,8, 9). En Escandinavia y Dinamarca se da la
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nefropatia porcina micotéxica como enfermedad endémica,
cuyo causante es la ocratoxina A (3). En Alemania se ha
detectado OTA en un elevado porcentaje de muestras de sangre
y rifién de cerdo y en menor proporcidn en cereales y leche
materna. En humanos parece ser que la OTA puede ser
responsable de ciertos sindromes renales, como la nefropatia
endémica balcénica que se da en la poblacién rural de Bulgaria,
Rumania y Republicas ex Yugoslavas (7) y la alta incidencia
de tumores del sistema urinario en esta poblacién. La OTA
ha sido detectada en sangre del 6 al 18% de la poblacién de
los Balcanes habiéndose encontrado concentraciones de hasta
35 ng/kg (4) y en algunos estudios realizados fuera de la
Peninsula Balcéanica se ha encontrado maés del 50% de
muestras positivas en sangre (10).

La OTA se encuentra en la sangre unida a la albumina
sérica (11) y en estado libre. En un estudio realizado en
Yugoslavia, donde la nefropatia endémica es prevalente, se
tamizaron 639 muestras de suero, encontrandose que el 6,6%
de la poblacion estudiada tenia la toxina (12). En Polonia el
7,2% de las 1065 muestras estudiadas contenian ocratoxina A
(10). En Alemania el 56,6% de las muestras estudiadas
resultaron positivas (13) y en Dinamarca el 47,9% también
dieron positivo por esta toxina (10) al igual que en Bulgaria
con un 14,4% (1).
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Los datos sobre la sangre humana, cuando estan
debidamente validados, proporcionan la prueba definitiva de
que ha habido exposicién al contaminante y permiten
cuantificar la exposicion a nivel individual (14). Por lo tanto,
con este estudio se propuso determinar la presencia de esta
micotoxina en sangre humana y en café molido y tostado por
un método de ELISA. A su vez se propuso conocer si habia
relacion de la presencia de la ocratoxina A en sangre con la
ingesta de la misma presente en el café, ya que el costarricense
como buen productor de este grano también es un gran
consumidor del mismo. Ademas, considerando que la cebada
puede ser una fuente importante de contaminacion con OTA
y que en Costa Rica también se consumen grandes cantidades
de cerveza, indirectamente se trato de relacionar su consumo
con la presencia de la micotoxina en plasma.

METODOS

Muestra

Se obtuvo sangre total anticoagulada con EDTA con
material nuevo estéril descartable de 94 adultos sanos
bebedores de café costarricense y 55 adultos sanos no
bebedores de café quienes firmaron el consentimiento
informado aprobado por el Comité de Etica de la Vicerrectoria
de Investigacion de la Universidad de Costa Rica. A dichas
muestras de plasma se les realizo extraccion de OTA y
posteriormente mediante un método de ELISA se cuantific
la micotoxina en ng/L. Se aplicéd el andlisis estadistico
utilizando la prueba de t de Student. A cada participante en el
estudio se le preguntd que si consumia cerveza. Ademas, se
muestrearon de manera aleatoria las diferentes marcas
comerciales que se ofrecen en el mercado, se recolectaron
tres muestras de café de las 12 torrefactoras mas importantes
del pais y 7 de supermercados, con un total de 110 muestras,
a las cuales se les realizé extraccion de ocratoxina Ay
posteriormente mediante un método de ELISA se cuantifico
la micotoxina en ng/kg.

Extraccion plasmatica

Se realizo la extraccion de la OTA siguiendo la
metodologia para suero porcino descrita por Ridascreen® de
la casa comercial R-Biopharm GmbH (15) adaptada a plasma
humano. A2 ml de plasma se le agreg6 2,5 mlde HC1 1 Ny
4 ml de diclorometano. Se agitd por 5 minutos y luego se
centrifugd a 3500 g por 15 minutos. Se elimind la capa
superior y se filtro, se tomd 3,0 ml y se le agregd 3,0 ml de
NaHCO, 0.13 M pH 8.1 y se agité por 5 minutos. Se
centrifugd 5 minutos a 3500 g y se descarto la parte superior
del sobrenadante. Se repiti6 el tltimo paso. Se agregé 1,0 ml
de HCI I N y 3,0 ml de diclorometano y se agit6 por 10
minutos. Se centrifugd 5 minutos a 3500 g y se elimind la
capa superior acuosa. Se evapor6 a 50-60 °Cy se disolvio el

residuo en 2,0 ml de NaHCO,0.13 M pH 8.1. Se utiliz6 50 pl
para el ELISA. Las muestras se analizaron por duplicado.

Extraccion del café

A 2,0 g de café tostado y molido se le agreg6 5,0 ml de
HCI 1 N y se agité por 5 minutos. Se agregd 10 ml de
diclorometanoy se agitd por 15 minutos y luego se centrifugd
a 3500 g por 15 minutos. Se elimind la capa superior y se
filtro, se le agregd 10 ml de NaHCO, 0.13 M pH 8.1 y se
agitd por 15 minutos. Se centrifugd 5 minutos a 3500 gy se
utilizé 50 pl para el ELISA. Las muestras se analizaron por
duplicado.

Método de ELISA

Se utilizé el método de RIDASCREEN Ochratoxin A®
de R-Biopharm GMBH, Alemania, tal y como lo indica la
casa comercial (15). Se colocd en cada pocillo 50 pl de
muestra y patrones por duplicado y se agregd 50 pl de
conjugado enzimatico a cada uno. Se mezclo y se incubd por
2 horas a temperatura ambiente y en oscuridad. Se removid
el liquido de los pocillos y se secod con papel absorbente. Se
lavo 3 veces con 250 pl de agua destilada. Se agregd 50 pl de
cromodgeno a cada pocillo, se mezcl6 y se incubd 30 minutos
atemperatura ambiente en la oscuridad. Se agregd 100 pl del
reactivo que detiene la reaccion, se mezcld y se obtuvo la
absorbancia a 450 nm contra blanco de aire.

Este método tiene para suero un porcentaje de recuperacion
del 73% con un coeficiente de variacion promedio del 14% y
para cereales y concentrados animales un porcentaje de
recuperacion del 85%. Su limite de deteccion en suero es de 25
ng/L y en cereales y concentrados animales es de 625 ng/kg.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se encuentran los resultados obtenidos de
Ocratoxina A en plasma humano de no bebedores y bebedores
de café.

TABLA 1
Resultados obtenidos de Ocratoxina A en plasma humano
de no bebedores y bebedores de café

No bebedores  Bebedores  Total muestras
de café de café

Total de muestras ~ 55(37%) 94(63%) 149
Con Ocratoxina A 54(38%) 87(62%) 142(95%)
Sin Ocratoxina A 1(12,5%) 7(87,5%) 8(5%)
Intervalo ng/L 67-1162 10-1906 10-1906
Promedio ng/L 565 680* 622
Desv. Standard ng/L. 275 345 310

*=p>0.05
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EnlaTabla 2 estan los resultados obtenidos de Ocratoxina
A en las muestras de café tostado y molido de torrefactoras y
de café tostado y molido de supermercados.

La Tabla 3 contiene los resultados obtenidos de Ocratoxina
A en plasma humano de no bebedores y bebedores de cerveza.

TABLA 2
Resultados obtenidos de Ocratoxina en muestras de café
tostado y molido de torrefactoras y de café tostado
y de supermercados

Tipo de café tostado y molido Ocratoxina A en ng/kg
Torrefactora A 36
Torrefactora B 497
Torrefactora C 23
Torrefactora D 4
Torrefactora E 136
Torrefactora F 15
Torrefactora G 118
Torrefactora H 22
Torrefactora J 19
Torrefactora K 35
Torrefactora L 24
Torrefactora M 12

Supermercado 1 960
Supermercado 2 890
Supermercado 3 870
Supermercado 4 920
Supermercado 5 0

Supermercado 6 910
Supermercado 7 880

TABLA 3

Resultados obtenidos de Ocratoxina A en plasma humano
de no bebedores y bebedores de cerveza

No bebedores Bebedores Total muestras
de cerveza de cerveza
Total de muestras ~ 69(49%) 74(51%) 143
Con Ocratoxina A 65(48,5%) 69(51,5%) 134
Sin Ocratoxina A 5(56%) 4(44%) 9
Intervalo ng/L 20-1906 10-1200 10-1906
Promedio ng/L 648" 630" 639
Desv. Standard ng/L. 341 321 331
* =p>0.05
DISCUSION

El método de cromatografia de liquidos (HPLC) es un
método exacto y preciso que ha sido aceptado como método
oficial (AOAC International 994.08) y como método de
referencia para algunas micotoxinas, sin embargo requiere de
instrumentacion de elevado costo y de una alta capacitacion
del usuario (1). Por lo tanto se han desarrollado métodos

inmunoquimicos comerciales para facilitar estos analisis como
los métodos de ELISA, método utilizado en este estudio.

En las muestras analizadas se encontraron niveles de
ocratoxina A en plasma en un intervalo que va de los 10 ng/L
hasta los 1906 ng/L con un valor promedio de 622 ng/L,
concentraciones en su mayoria realmente altas que reflejan
una ingesta elevada de la micotoxina. Otros paises mas
desarrollados que el nuestro han utilizado HPLC, es asi como
en Canada se ha reportado un rango de concentracion que va
de 290 a 2370 ng/ L, en Suiza al Norte de los Alpes valores
tan altos como 2150 ng/L y el mas bajo 60 ng/L (16).

Al igual que en muchos otros paises, Costa Rica no es la
excepcion en cuanto a la prevalencia de ocratoxina A en
plasma, ya que en este estudio se obtuvo la presencia de la
micotoxina en el 95% de las muestras estudiadas. Esta
investigacion es muy importante para el pais ya que es el
primer estudio que se realiza de OTA en plasma humano.

Otros investigadores también han publicado la prevalencia
de ocratoxina A en plasma humano obtenida por HPLC
semejante a las nuestras realizadas por ELISA, asi se ha
reportado presencia de la micotoxina en Suiza del 100%,
Tunez del 82%, Argelia del 86% y Francia del 20% (17) y
mas recientemente en Espafia (18), Canada, Croacia e Italia
en el 100%, Suecia en el 29% y Republica Checa en el 98%
(16,19). Por lo tanto este hallazgo no es nada nuevo en el
mundo y se confirma la presencia de la OTA en sangre humana
de la poblacion estudiada en Costa Rica.

Como Costa Rica es un excelente productor y gran
consumidor de café se estudio la presencia de la ocratoxina
A en este grano tostado y molido. A excepcion de una muestra
de café que dio resultado negativo, el resto de muestras
analizadas presentaron la micotoxina en concentraciones
menores al limite maximo permitido de ocratoxina A en
Estados Unidos (20) Portugal, Espaiia e Italia que es de 4000
ng/L o kg (21). Ademas cumple con el limite maximo de
Alemania que es atin mas bajo, 3000 ng/L o kg (21).

La OTA ha sido aislada del café desde hace tiempo en
otros paises (22-24). En investigaciones realizadas con café
de consumo europeo se detectd que la cantidad promedio en
113 muestras analizadas fue de 900 ng/kg. Otros estudios
demostraron valores de 800 ng/kg y 600 ng/kg. Enun estudio
realizado por Studer-Rohr (24) encontré que el 100% de las
muestras de extracto de café tostado y molido analizadas por
HPLC, contenian ocratoxina en cantidades de 2000 ng/kg.
Esta situacion se encuentra dentro de lo esperado, pues segiin
Le Bars (23) la ocratoxina es un contaminante natural del
producto del beneficiado y torrefaccion del café. En el estudio
realizado por Le Bars (23) se analizaron muestras de café
molido y tostado encontrandose que la ocurrencia natural de
la ocratoxina era de 600 a 900 ng/kg.

Segun un estudio realizado por comisiones de diferentes
paises convocadas por la Codex/FAO/OMS en 1998 (24) se
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logro determinar que el café representaba el 12% de la ingesta
total de OTA en Europa, superado inicamente por los cereales
(54%) y el vino (15%). En 2002, la Unién Europea en un
estudio del programa SCOOP sobre la evaluacion de la ingesta
alimentaria de ocratoxina A por la poblacion de Suecia,
Noruega y Francia encontré de nuevo que el café hace una
aportacion menor en la ingesta global de OTA en Europa (21).
Los cereales aportan la cantidad mayor (50%), vino (13%), el
café (10%), especias (8%), cerveza (5%), cacao (4%) y fruta
seca (3%). Eljugo de frutas es el que mas aporta en la categoria
de otros (6%).

Es evidente que el problema de las ocratoxinas adquirid
atencion debido a la alta ocurrencia de estas toxinas en
diferentes productos. Por lo tanto, segiin los resultados
obtenidos en el presente trabajo se comprueba que el café de
Costa Rica no ésta exento de esta situacion, ya que es un pais
tropical en que las condiciones de humedad y temperatura
favorecen el desarrollo de hongos. Lo importante de los
resultados obtenidos en este estudio es que aunque la ocratoxina
se encontro, los valores son bajos, lo que garantiza la calidad
del café de Costa Rica y la aplicacion de las buenas practicas
agricolas que evitan el crecimiento de los mohos que producen
la micotoxina.

Se tratd de encontrar una asociacion entre el consumo de
café y la presencia de la ocratoxina A en el plasma, sin embargo
no hubo diferencia estadisticamente significativa en el valor
promedio de la micotoxina entre los tomadores y no tomadores
de café, ya que el porcentaje de muestras positivas fue muy
alto independientemente del consumo o no de café.

A pesar de que Costa Rica es también productor y alto
consumidor de cerveza, tampoco se encontrd relacion
estadisticamente significativa entre los consumidores de
cerveza y la presencia de la ocratoxina A en plasma.

El origen de la presencia en plasma de la micotoxina en un
porcentaje tan elevado se debe, probablemente, a la presencia
de la ocratoxina A en una gran variedad de granos y cereales
de consumo diario tales como arroz, cebada, avena, mani, maiz,
sorgo, almendra, frijoles, semillas oleogenosas de algodon,
girasol y soya (2,4) y subproductos como harinas, ademas de
frutos secos, frutas deshidratadas, leche y productos lacteos,
hierbas, especias, café, cacao, piensos, aceites vegetales,
cerveza y legumbres entre otros (2,6,7). Estos productos se
han reportado contaminados con esta micotoxina en otros
paises y son consumidos con frecuencia por la poblacion, razon
por las cual no se puede atribuir unicamente al consumo de
café o cerveza la presencia de la OTA en sangre.

Los hallazgos en este estudio justifican la investigacion de
la presencia de las ocratoxina A en estos otros alimentos por
el método oficial como el HPLC, para evaluar el riesgo de
consumir esta toxina a través de estos productos y tomar las
acciones correctivas para eliminar o disminuir este peligro
quimico y evitar posibles patologias renales por esta causa.
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