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RESUMEN
JUAN CARLOS VALLADARES DE LA CRUZ. Efectos del consumo de
aflatoxinas y de la vacunacidn con el virus de la Infeccidn de la
Bolsa de Fabricio en el pollo de engorda (béjo la direccidn de
Roberto Arnulfo Cervantes Olivares y la asesorla de Sara Esther

Valdes Martlinez}.

El consumo de aflatoxinas y la vacunacidn con virus vivo de
la Infeccidn de la bolsa de Fabricio (IBF) son dos factores que
pueden generar efectos detrimentales en las aves dorésticas. El
objetivo del presente trabajo fuéd evaluar 1los efectt(s de ambos
factores en el pollo de engorda.

Se utilizaron 200 pollos de engorda de 1 dia de edad
divididos en 4 lotes; el lote 1 fud el Testigo, el lote 2 recibid
una dieta con 2.5 ug/g de aflatoxinas, el lote 3 fué vacunade con
IBF al 5to dia de edad y el lote 4 recibid una dieta con 2.5 ug/g
de aflatoxinas y fué vacunado con IBF al 5to dia de edad.

Los animales fueron estudiados 7 semanas y fueron
muestreados semanalmente para evaluar sus pardmetros productivos
(ganacia de peso, consumo de alimento y conversidn alimenticia),
hematoldgicos (biometria hemdtica), inmunolédgicos (anticuerpos
antinewcastle, intradermoreaccidn y fagocitosis) y patolégicos

(lesiones macroscdpicas y microscdpicas).



Los anir;uales intoxicados con aflatoxinas mostraron menor
consumo de alimento y ganancia de peso, mayor Iindice dg’
conversidn alimenticia y de mortalidad natural, anemia leve;
reduccidn en la respuesta de inmunidad celular y de resistencia
inespecifica y lesiones en hlgado y en bolsa de Fabricio. Los
animales intoxicados y vacunados tuvieron pardmetros mAs bajos
que los que sélo fueron intoxicados o vacunados.

El consumo de ‘uflatoxinas puede incrementar la
susceptibilidad del pollo de engorda hacia 21 virus vacunal de la

Infeccién de la bolsa de Fabricio.
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INTRODUCCTION

La presencia de un sistema inmunolédgico funcional es muy
importante para el desarrollo de los animales demésticos, lo
que permite obtener animales mds sanos y con &sto incrementar
la productividad de la industria pecuaria (Morilla y
Bautista, 1980; Sharma 1987). S1 la competecncia inmunoldgica
se ve comprometida, la susceptibilidad a las enfermedades
infecciosas se incrementa y el desempefio productivo de los
animales tiende a deteriorarse {Sharma, 1987).

La inmunidad (del latin immunis, a salvo, exento de
cargos), es la capacidad del organismoc para reconocer y
destruir toda sustancia considerada como extrafia (Tizard,
1982); en realidad, el sistema inmunoldgico es un sistema
fisioldgico importante para regular el crecimiento, 1la
estructura y la funcidn de las celulas y tejidos del
ofganismo {Carpentier, 1982) proporciondndole al mismo tiempo
propiedades gue le confieren resistencia contra agentes
infecciosos especificos (Jawetz y col. 1982}).

El sistema inmunoldgico es extremadamente complejo, al
igual que el enddcrino, ejerce un control dentro del
organismo en virtud de que sus componentes circulantes son
capaces de actuar en sities muy alejados de su lugar de
orlgen. La complejidad del sistema inmunoldgico se debe a una
intrincada red de comunicaciones que puede lograr miltiples

efectos basados en una variedad relativamente pequefia de



tipos celularea. De este modo, se puede ampliar enormemente
una respuesta determinada o disminuirla de manera notable,
dependiendo de 1las necesidades momentdneas del organismo. Un
siatema inmunoldgico que funcione adecuadamente es una
defensa eficaz contra particulas extrafias, como
microorganismos patégenos, y contra células propias que han
sufrido una transformacidn neopldsica (Stites y col. 1983),

El sistema inmunolégico esta compuesto por una serie de
elementos celulares, gendticos y moleculares 1ntinnne$te
relacionados entre sl. Los principales componentes celulares
son los macrdfagos y los linfocitos.

. Los macréfagos tienen gran variedad de funciones en las
respuestas inmunes. Aunque en la actualidad se considera que
los macrdfagos no son especificos . para un antligeno
determinado, su papel en 1a concentracidn v en la
presentacidn de 1los antigenos a los linfocitos es crucial
(Stites y col. 1983). ‘Al parecer el macrdfago es el que
determina cuales linfocitos serdn inducidos para ser
estimulados y puestos en funcidn por 1los diversos antigenos.
Ademids, estas cédlulas segregan varios mediadores
bioldgicamente activos capaces de regular el tipo vy la
magnitud de 1las respuestas -de los linfocitos, mediante el
incremento o la supresidn de 1la divisidn y diferenciacidn
celular. Mds adn, e) macrdfago Jjuega un papel clave en el
procesamiento del antligeno y es la principal célula del

sistema mononuclear fagocitico {Stites y ¢ol.1983).



Los linfocitos son los componentes celulares antigeno-
especificos del sistema inmunolédgico, y acthan mediante
receptores de la membrana celular, Cada receptor es
estrictamente especifico y las diferentes lineas de
linfocitos manifiestan su especificidad caracterlistica. El
origen de la especializacidn del linfocito ain se desconoce y
continta el debate acerca de que 8Bi se transmite
gendticamente o es inducido por mutacidn somdtica. Las dos
principales clases de 1linfocitoas, B y T, difieren en la
naturaleza de sus receptores celulares,

En el caso de las aves, durante lox primeros estadios
del desarrollo, 1las células progenitoras de los linfocitos
residen en el saco vitelino y migran hacia el timo o 1a bolsa
de Fabricio para su posterior diferenciacién en linfccitos T
¥ B, respectivamente (Peterson, 1975).

Los linfocitos T se encuentran en todo el organismo,
constituyen aproximadamente el 60% de 1los linfocitos
sanguineos y son la poblacidén celular predominante en las
areas periarteriolares del bazo (Peterson, 1875). Los
linfocitos B también estdn ampliamente distribuldos en el
organismo, constituyen aproximadamente un 30% de 1los
linfocitos de 1la sangre periférica y son las células
predominantes de los centros germinales linfoides; su estadilo
final de desarrollo son las células plasmdticas {Peterson,
1975} .

En las aves, el desarrolle de los macréfagos y de los



linfocitos T y B empieza desde la incubacidn, la maduracidn
embrionidria del sistema linfoide procedente del saco vitelino
pasa al timo a los 5-6 dias de incubacidn y a la bolsa de
Fabricio a los 8-14 dlas {(Kramer, 1975).

El proceso de diferenciacidn del sistema inmunolédgico
continta despuds del nacimiento, lo que se comprueba por les
efectos de la timectomla y la bursectomla neonatales. La
bursectomla, especialmente cuando se realiza inmediatamente
después del nacimiento, puede afectar el desarrollo de las
células B. Drogas, virus y rayos X pueden asi mismo, alterar
el proceso de diferenciacidn (Peterson, 1975).

La respuesta inmunoldgica hacia un agente infeccioso puede
ser completamente diferente dependiendo de la especie y de la
edad del animal afectado, del agente infeccioso involucrado y
del estado funcional del sistédma inmunoldgico (Peterson, 1975).

En el caso de las aves, el sistema inmunolégico puede ser
subdividido en tres sistemas: el inmune humoral, el inmune
celular ¥y el inmune secretor (Leslie, 1975). Los sistemas
inmunes humoral y secretor son tradicionalmente considerados
bursodependientes (células B), mientras que el sistema inmune
celular es timodependiente {células T) (Leslie, 1975).

Los antigenos, especialmente cuando son particulados, como
algunoss virus y bacterias, son fagocitados rdpidamente después
de su entrada al organismo, por las células del sistema
retlculoendotelial. Estos macréfagos ingieren al antigeno que

despuds es expuesto a las enzimas de los lisososmas. Este



mecanismo destruye gran cantidud de microorganismes Yy es
considerado la primera linea de defensa del organismo
{Peterson, 1975).

Los antigenos fragmentados, con o sin &cido ribonucleico,
son entonces pasados directamente a los linfociteos. Les
linfocitos T son los responsables de la inmunidad mediada por
células {(IMC) y los linfocites B de la inmunidad mediada por
anticuerpos (IMAc). Los linfocitos T ejercen sus funciones via
moléculas especificas e inespecificas biologicﬁmente activas
llamadas interleucinas. La inmunidad mediada por células es
importante en los siguientes efectos biocldgicos: reaccidn a
injertos, hipersensibilidad retardada, inmunidad tumoral y una
gran variedad de respuestas inmunoldgicas hacia infecciones
bacterianas, micédticas y virales {Kramer, 1975; Leslie, 1975).

Las células B expresan su funcidn por la sintesis de
anticuerpos; los productos de las células plasmdticas de las
aves son IgM, IgA, IgA secretoria e IgY¥. Es probable que la IgY
sea funcionalmente equivalente a la IgG de los mamiferos y es
la inmunoglobulina 7 S predominante en el suero; afin no han
sido descritas IgE o IgD en los pollos,v aunque se han descrito
anticuerpos capaces de sensibilizar la piel de 1las aves por
anafilaxia cutdnea pasiva, estos anticuerpos no han sido bien
caracterizados (Leslie, 1975).

La IgA secretoria es la Principal inmunoglobulina
responsable de 1la respuesta inmune local de las mucosas, y es

sintetizada primordialmente en el tejidoc 1linfoide asociado a

o



los bronquios (TLAB) y en el tejido linfoide asociado al
intestino (TLAI); la capacidad de 1la IgA secretoria para
activar la vIa alterna del complemento y para bloguear la
fijacidn de antigenos a las mucosas es la base de 1la respuesta

inmune local (Bienestock, 1975)

Los conocimientos acerca del desarrollo y la funcionalidad
del sistema inmunolédgico proveen una perspectiva #dtil para
analizar las respuestas inmunes hacia los agentes que producen
enfermedades en las aves. Estas enfermedades frecuentemente son
el resultado de la interaccidn de agentes infecciosos con los
componentes del sistema inmunoldgico y de 1la capacidad del
mismo dependerd, en dltima instancia, el estado de asaldd del
animal (Peterson, 1975).

En la industria avicola se han utilizado gran cantidad de
recursos tdcnicos y humanos para el control y la erradicacién
de las enfermedades infecciosas (Tadeu y col. 1977) en donde la
manipulacidn artificial del sistema inmunoldgico de las aves ha
sido esencial, ciertamente, las vacunas son utilizadas con
mayor eficacia en medicina veterinaria que en medicina humena,
por ejemplo, no se ha logrado proteger con el esquema ampliado
de vacunacidn (DPT, BCG, polio y sarampidn) a 1000 millones de
nifios (meta para el afio 2000), mientras que en la Industria
avicola se inmunizan artificialmente 15,000 millones de pollos
anualmente contra la enfermedad de Marek, con una vacuna mas

fragil que la del sarampién (Kumate en Morilla y Bautista,



1986}).

En el caso de las aves domésticas, la competencia
inmunoldgica es  especialmente importante en el perlodo
inmediato posterior al nacimiento, cuando 1los pollos son
vacunados contra varios microorganismos patddenos. Si los
pollos estdn inmunodeprimidos en el momento de la vacunacidn,
la capacidad de las vacunas para estimular una respuesta inmune
efectiva se reduce y los‘ animales vacunados permanecen
vulnerables a los efectos de los agentes patdgenos (Sharma,
1987).

La literatura reporta que las modificaciones en los
mecanismos de resistencia natural y de inmunidad pueden ser
causadas por un nimero importante de agentes gque se encuentran
en el medio ambiente (Tizard, 1982; Stites y col., 1983). Las
investigaciones de las dltimas décadas indican que el medio
ambiente flsico y el comportamiento influyen significativamente
sobre la capacidad del ave para realizar una respuesta
inmunoldgica efectiva (Siegel. 1983). Estos factores incluyen
alteraciones en la temperatura, restricciones alimenticias o
manejo inadecuado de la parvada (Siegel, 1983). Otros agentes
nocivos para el sistéma inmunoldgico son los desechos quimicos
industriales, agricolas y algunas sustancias tdxicas gque se
forman por la actividad microbidlogica que se presenta en
condiciones naturales en algunos productos alimenticios (Pier y
Mc Loughlin, 1985). Las micotoxinas pertenecen a este. grupo_de

sustancias.



Las micotoxinas son metabolitos secundarios de una amplia
variedad de hongos que crecen en granos, aceites vegetales
frutas, forrajes ¥y alimentos almacenados (Sharby, 1977;
Mirocha, 1982). Los efectos ejercidos por las micotoxinas en
los mecanismos de resistencia e inmunidad han sido sujetos a
numerosas revisiones, donde se establece gque tres grupos de
micotoxinas estAdn frecuentemente asociados con actividad
inmunodepresora: las aflatoxinas, la ocratoxina A y ciertas
toxinas del grupo de los tricotecancs (Sharby, 13877; Morilla,
1980; Pier, 1981; Pier y Mc Loughlin, 1985).

Por otra parte, existen Agentes infecciosos que son
capaces de afectar el desarrollo y 1la capacidad del sistéma
inmunoidgico de las aves., Algunos virus aviares, de los que se
ha demostrado nctividgd inmunodepresora, incluyen al virus de
la infeccidn de la bolsa de Fabricio (VIBF), al de la
enfermedad de Marek (VEM) ¥ a los virus de la
reticuloendoteliosis, leucosis linfoide, bronquitis infecciosa,
enfermedad de Newcastle, anemia infecciosa aviar y viruels
aviar (Jordan, 1986). De éstos virus, el VIBF y el VEM son los
mAds importantes y los mejor estudiados, ambos son enzodticos en
la=s zonas productoras de aves y las parvadas comerciales se
exponen en forma temprana a ambientes contaminados (Sharma,
1987), incluso algunas cepas vacunales del VIBF son capaces de
producir efectos detrimentales en el sistema inmunoldgico
{Garcla, 1985).

La posibilidad de que mds de uno de los factores



inmunodepresores se presenten al mismo tiempo en el medio
ambiente de los animales es considerable y las anormalidades en
el sistema inmunoldgico de lLas aves se pueden manifestar de
diferente manera, Por ejemplo, una cepa del VIBF que bajo
condiciones experimentales no producla ta muerte de los
animales, causd cerca de un 50X de pérdidas cuando se presentd
contaminacidn con aflatoxinas en la dieta (Chang y Hamilton,
1982).

Puesto que 1la aflatoxicosis y la infeccidn de la bolsa de
Fabricio se presentan en forma natural em pollos jovenes, es de
gran importancia el estudio de la interaccién y de los efectos
de cstos padecimientos en el sistema inmunolédgico de las aves.

Giambrone y col. {1978b), estudiaron el sinergiswo entre
ias aflatoxinas y una cepa patdégena de VIBF, administrendo 2.5
ug de aflatoxinas por gramo de alimento por cuatro srmanas e
inoculando la cepa patdgena de IBF a la tercera sewana, dando
por resultado un significativo aumento de la mortalidad y una
menor ganancia de peso corporal, en comparacidn con aguellos
animales que s8d8lo recibieron aflatoxinas o IBF, aunque ninguno
de los tratamientos redujo significativamente la respuesta de
anticuerpos hacia el virus vacunal de la enfermedad de
Newcastle,

Sin embargo no existen estudios quc analicen los efectos
posibles de las aflatoxinas y las cepas vacunales de VIBF, cuya
presentacién simultdnea es muy probable bajo las condiciones de

produccidn nacionales, por 1o tanto, el presente trabajo



pretende detectar los efectos de la ingestidn de aflatoxinas en
pollos Jowvenes «ue son vacunados con una cepa de virus vive de

VIBF, en términos de comportamiento productive y capacidad

inmunolédgica,
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REVISION DE LA LITERATURA

1.~ AFLATOXICOSIS

Las micotoxinas mads estudiadas y ampliamente
distribuldas son las aflatoxinas, un grupo de metabolitos
intimamente relacionades entre sl, producidos por ciertas
cepas de Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus que
crecen en diversos productos alimenticios {(Nibbclinck, 1987).
A pesar de ser de reciente aparicidn en el Ambito cientifico,
como problema plenamente reconocido, la aflatoxiosis se ha
convertido en una enfermedad de gran repercusidn econdmica
para la avicultura (Edds y Bortell, 1981]).

Las aflatoxinas son consideradas de primera importancia en
salid piblica y saldd animal, asl como en productividad
agropecuaria; sus implicaciones en la autorizacidn y
regulacidn de la venta de productos alimenticios, y la
posibilidad de que residuos tdxicos procedentes de grancs o
animales penetren en la cadena de alimentacién humana, han
estimulado enormemente las investigaciones sobre éste tema

{Pier, 1981).

HISTORIA
Aunque la existencia de venenos de hongos ha sido

conocida por sigleos, 1la muerte de 100,000 pavipollos en
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Inglaterra en 1960 fué la responsable del interés actual que
ha surgido hacia las micotoxinas {(Sharby, 1877; Krogh, 1983).
La etiologla de la muerte de los pavipollos era inicialmente
desconocida, por lo que la enfermedad fué llamada "Enfermedad
X de los pavos” (Blount,1961}. En 18961 se determind que el
agente causal era una sustancia tdxica presente en el
cacahuate brasilefio, producida por Aspergillus flavus, por lo
que ; la enfermedad se le llamd aflatoxicosis (Sargeant y
col., 1961}. Nesbitt ¥ col. en 1962 identificaron, mediante
cromatografia y bajo luz ultravioleta dos sustancias, una con
fluorescencia aztil (blue) y otra con fluorescencia verde
(green), 2 las que les llamaron aflatoxina B y aflatoxina G
respectivamente. El Interes sobre las aflatoxinas motivd
entonces la investigacidn en las micotoxinas conocidas y el
descubrimiento de muchas otras (Nibbclink, 1987}.

En la actualidad se conocen mas de 100 hongos
toxigénicos, pero sdlec en una docena de géneros se ha
confirmado el papel de las micotoxinas como causa de
enfermédad, tal es el caso de las toxinas de Claviceps,

Fusarium, Penicillium, Phitomyces y Aspergillus (Pier, 1981}.

ETIOLOGIA

Los hongos estan ampliamente distribuldes en la
naturaleza, especialmente en el suelo; son organismos
aerobios ¥ no poseen clorotfila, por lo que no son capaces de

producir sus propios nutrientes orgdnicos come lipidos,
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carbohidrates y protelnas, que son adquiridos a partir del
sustrato de crecimiento de su medio ambiente {Cavalheiro,
1883).

Los factores que pueden afectar el desarrollo de los
hongos incluyen humedad, temperatura, aereacidn y sustrato.
El componente aybiental simple de mayor control crlitico para
el crecimientc de los hongos es 1la humedad. Los hongos son
capaces de desarrollarse a niveles de humedad frecuentemente
observados en las raciones para animales ¥ gque son
inadecuados para el crecimiento bacterianoc {Sharby, 1977).

Con base en sus necesidades de humedad los hongos pueden
ser agrupados en tres categorias: hongos de campo, hongos de
almacenamiento y hongos de descomposicidn avanzada (Sharby,
1877). Los hongos de campo invaden las semillas en desarrollo
en la planta, con un 22-25% de himedad, y se incluyen en ésta
categoria a los géneros Alternaria, Helminto=porium,
Fussarium, Cladospoerium y Claviceps. Los hongos de almacén son
aquellos encontrados en las semillas en condiciones de
hﬁmedad presentes en el grano almecenado (13-18%) e incluyen
principalmente a especies de Aspergillius y Penicillium., Los
hongos de descomposicidn évanzada requieren condiciones
similares de humedad pero rara vez se desarrollan en

semillas, como Fusarium graminarum.
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ASPERGILLUS

Los hongos del género Aspergillus son hongos filamentosos
que pertenecen al grupo de los ascomicetos, conociéndose
hasta 1a fecha 18 grupos diferentes (Raper y Fennell, 1970).

Los hongos del género Aspergillus son aerobios pero la
cantidad de oxlgeno que requieren y su tolerancia a altas
concentraciones de CO 2 son variables dependiendo de la
especie y de la cepa {Goldblatt, 1969).

En condiciones de laboratorio, Aspergillus crece bien en
medios de cultivo sintéticos de uso rutinario en Micologla,
como el Sabouraud detrosa agar {SDA), el agar dextrosa papa
{ADP}) y el medio de Czapek Dox {Campbell y Stewart, 1980). En
los medios de cultivo, Aspergillus produce colonias planas,
de textura fina aterciopelada, que después de unc o dos dias
de crecimiento se hacen algodonosas; en los estadlos
iniciales de crecimiento, las colonias son de color blanco,
pero el hongo posee conidias pigmentadas que van cambiando la
coloracién colonial a rosa, anaranjado, amarillo, verde,
gris, café o negro, dependiendo del grupo del que se trate,
dando un aspecto "polvoriento” a la superficie (Campbell y
Stewart, 1980),

Microscopicamente, éste género se caracteriza por la
presencia de una vesicula dilatada en la punta de algunas
hifas aéreas, llamadas conididforos, de las cuales irradian
pequefias prolongaciones denominadas fidlidas (antiguamente

denominadas esterigma)., Las fidlidas pueden estar soportadas
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directamente sobre 1la veslcula {uniseriadas) o estas sobre
profidlidas que salen de la vesicula (biseriadas). Sobre
éstas estructuras se encueéntran colocadas las esporas (Fig.
1)

La coloracidn de 1la colonia y la estructura de las
cabezas conidiales son de gran importancia para la
diferenciacién de las especies. los datos necesarios para la
identificacidn de un aislamiento deben incluir textura de la
colonia, color y velocidad de crecimiento, morfologla de los
conididforos incluyendo el nimero de filas de las fidlidas,
su arreglo columnar o radial y el tamafic y forma de las
esporas. El libro "The genus Aspergillus" de Raper y Fennell
(1970) facilita en _gran medida la diferenciacidn de las
especies.

En condiciones naturales, Aspergilius crece sobre
materia orgAnica y su crecimirento y esporulacidn se ven
favorecidos por un exceso de calor y humedad en el medio
ambiente, aunado a ‘una abundancia de materia organica
(Ghazilkanian, 1982). Este género puede ‘desarrollarse
adecuadamente en un amplio rago de temperatura, entre 5.5 v
45 oC, las esporas no pueden germinar a temperaturas de 4.4
oC, aunque no mueren, Yy son destruldas con temperaturas de
75-100 eC |(Ghazilkanian, 1982). E1 intervalo de pH adecuado

para su crecimiento va de 5.4 a 8.0 (Raper y Fennell, 1970),

—
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TIPOS DE HONGOS PRODUCTORES DE AFLATOXINAS

Aparentemente existe un gran grupo de cepas de
Aspergillus flavus y de Aspergillus parasiticus que producen
aflatoxinas (Cavalheiro, 1983} y aproximadamente cerca de la
mitad de las cepas pueden ser toxigénicas bajo condiciones
ambientales dptimas (Pier,1981). La literatura especializada
{Goldblatt, 1969) cita a otros hongos que también pueden ser
capaces de producir aflatoxinas, coms Aspergillus niger, A.
oryzae, A. ostionus, A. ruber, Penicillum citrium, P,
frequentans, P. puberulum, P. variable y Rhizopus spp.

La temperatura bptima para el desarrollo de A. flavus es
de 36 a 38 oC, y para A. parasitius es entre 30 y 35 oC,
temperaturas diferentes hacen cambiar la cantidad =« el tipo
de aflatoxinas producidas. A, flavus es el dnico acndo que
requiere de un minime de 18.3 a 18.5% de hiinedad 2r base a
peso fresco cuando crece en maiz (el sustrato debe estar en
equilibrio con una himedad relativa de) 83%) y puede crecer a
&sta baja cantidad de agua sin competencia con otros homngos

(Mirocha, 1982).

AFLATOXINAS

Como se ha mencionado, las aflatoxinas son metabollitos
producidos por cepas de Aspergillus flavus v de Aspergillus
parasiticus. Son clasificadas como metabolitos secundarios,
va que, seghbn Dutton (1988) "son productos naturales que

tienen una distribucidn taxondmica restringida, no poseen una
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funcidn obvia en el crecimiento celular ¥ son sintetizados
por células que han terminado su crecimiento”. Las
aflatoxinas son compuestos heterociclicos altamente
oxigenados, quimicamente considerados bisfuranoisoéunurinns.
compuestos con elevada actividad farmacolégica (Wogan, 1966;
Goldblatt,1969). Algunas aflatoxinas se producen naturalmente
en el sustrato contaminado por los hongos, mientras que otras
son metabolitos formados en el organismo animal después de la
ingestidn del alimento contaminado (Hsieh y col. 1977).

La posibilidad de extraccidn de las toxinas por medio de
solventes orgdnicos, asl como su capacidad de ser separadas
por cromatografia en capa fina y de ser detectadas por
fluorescencia bajo 1luz ultravioleta, proporciona en gran

medida facilidades para su aislamiento y caracterizacién .

- CLASIFICACION

Originalmente 1las aflatoxinas fueron divididas en dos
grandes grupos, B v G, llamados asl por el color fluorescente
que emiten cuando son observados bajo luz ultravioleta. Las
aflatoxinas B (blue) fluorescen en color azul brillante y
las aflatoxinas G {green) fluorescen en color verde (Wogan,
1966; Goldblatt, 1969), Hartley y col. en 1866, fueron los
primeros en separar las toxinas por cromatografia,
designandolas Bl, B2, Gl y G2 de acuerdo a su valor
decreciente de Resistencia al flujo (Rf) (Moreno y Hernindez,

1988)



Tres variaciones estructurales de las moléculas de
aflatoxinas dan a la familia 8 tiros diferentes de
aflatoxinas: (1) La serie B tiene en su estructura un anillo
ciclo pentano, sustituido en la serie G por una lactona. {2}
la serie 1 tiene un doble enlace en el anillo furanc terminal
de de una porcidn bisfurano, ausente en la serie 2, y (3) la
serie M tiene un grupo hidroxilo en el carbonc terciario por
la fusidn de dos anillos furanc. Con estas caracteristicas
Jjuntas en todas las combinacicnes posibles, resulten los
siguientes metabolitos ({(Dutton, 1998): aflatoxina Bl (AFB1),

aflatoxina B2 {AFB2), aflatoxina Gl {AFGl), aflatoxina G2

(AFG2), aflatoxina M1 (AFM1), aflatoxina MZ (AFM2),
aflatoxina GM1 ¥ aflatoxina GM2. Los metabolitos
relacionados son aflatoxina B2a (AFB2a), aflatoxina G2a

(AFG2a), aflatoxicol y parasiticol (aflatoxina B3} (Figura
2).

La mayoria de las aflatoxinas se encuentran en la
fraccidn llpidica de los alimentos, asl como en 1la fraceidn
insaponificable del sustrato; algunas de sus caracteristicas
importantes son su resistencia a temperaturas muy altas
{arriba de 300 oC) y a los procesos de peleteado y enlatado;
son insolubles en agua ¥y en disolventes no pclares pero muy
solubles en disolventes polares como metancl, eter,
cloroformo ¥y benceno; son estables en cloroformc y son muy
sensibles al contacto con el alre y el oxigeno; son

destruidas por Alcalis, Acidos fuertes y agentes oxidantes y
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son inactivadas éon soluciones de hipoclorite de sodio,
también hay degradacidén cuando son expuestas a la luz visible
¥ a 1la luz ultravioleta (Wogan, 1966; Goldblatt, 1969).

Algunas caracteristicas fisicoquimicas de éstos
éompuestos son resumidas en el Cuadro 1.

La aflatoxina principal'es la AFBl, es la mAs téxica del
grupo y tiene un punto de fusidn de 268-269 oC. Su peso
molecular, detectado por espectrofotometria de masas es de
362, y su composicidn resumida es C17 H12 06, es una molécula
altamente insaturada (Goldblatt, 1969)." La AFBl presenta
reacciones de adicidn con un grupo hidroxilo bajo condiciones
fuertemente icidas, alterdndose enormemente sus propiedades
cromatogrdficas. Ozonolisis resulta de la fragmentacidén de la
AFB1 y 1los productos de ésta reaccidn incluyen Acidos
leucinico, succlnico y glutidrico (Wogan, 1966).

La AFGl fluorece en color verde y posee un Rf
ligeramente menor al de 1a AFBl, su férmula mnmolecular
resumida es C17 Hi2 07, y se diferencia de la AFB1 porque el
anillo pentanona es sustituldo por una lactona (Goldblatt,
1969). La presencia del anillo 1lactona determina 1la
posibilidad de hidrdlisis alcalina, y ha sido reportada la
reciclizacidn parcial de 1los productos de 1la hidrélisis
alcalina despuds de una posterior acidificacidn (Wogan,
1966).

La AfBZ ¥ la AFG2 son dihidroderivados de las dos

anteriores {(Wogan, 1966). La AFB2a es de fluorescencia azul y

z1



Cuadra 1.~ Caracteristicas fisicoquinicas de las aflatoxinas
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la AFG2a es verde bajo radiacidn ultravicleta, ambas son mis
polares que la AFB1 y son derivados hidroxilos de AFB2 y de
AFG2, son inestables y se descomponen en productos amarillos
en presencia de aire y en condiciones alcalinas {Mirocha,
1982}).

La AFM1 es un producto del metabolismo animal y fué
descubierta por primera vez en la leche (M=milk), también se
encuentra en la mayoria de 1los animales intoxicados con
aflatoxinas; la AFM1 es mAs polar que la AFBl, por 1lo que su
valor Rf es mi&s pequefio cuando se resuelve en cromatografla
en capa fina sobre sllica gel (Mirocha, 1982).

El aflatoxicol fud originalmente descrito como un
producto de transformacudn de la AFB1 por el hongo Dactylium
dendroides, y por preparaciones de higado de humano vy de
pescado; tiene el mismo valor Rf que la AFB2 y al parecer, es
carcinogénico; se forma por reduccidn enzimAtica de la AFBl1 y
la reaccidn puede ser invertida y entonces el aflatoxicol

puede actuar como reservorio de AFB1 (Mirocha, 1982).

BIOSINTESIS

Basados en numeroso experimentos c¢on C 14, Biollaz y
col. (1970), establecieron que la AFBl puede ser sintetizada
completamente a partir del grupo acetato, ¥y el origen de los
Atomos de carbono individuales puede ser atribulde al
metabolismo del acetato (Mirocha, 1982).

Las investigaciones mis recientes indican gque la AFB1
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proviene de un compuesto de 18 carbonos, el
polihidroxinaftaleno endoperdxido derivado de una sola cadena .
de vpolicetona. El endoperdxido, a través de una serie de
arreglos, da lugar a una antragquinona intermedia con una
cadena lateral de bisfurano, el versicolorino A; la pérdida
oxidativa posterior de 1los dos compuestos derivados del
acetato, puede llevar primero a la esteregmatocistina, y
posteriormente a la AFB1 (Dutton, 1988) (Fig. 3).

Este metabolismo secundario de;ivn del metabolismo
primario del hongo y 1a produccién de aflatoxinas puede ser
afectada por 1la actividad metabdlica, un nivel reducido de
coenzimas, 1la presencia de iones metdlicos y la carga
genédtica de la cepa productora (Dutton, 1963).

En general la presencia de zinc, wmagnesio, asparsgina,
prolina ‘y altas concentraciones de sacarosa estimulan la
produccidn de aflatoxinas, mientras que niveles elevados de
nitrégeno inorg‘nico y de fosfatos - inhiben la produccidn
(Reddy y col, 1971; Dutton, 1988).

Bﬁ¢hannn y col. {1987) sugieren que el efecto de los
carbohidratos como 1la glucosa ({induccidn carbon catabdlica)
es mediada a través de una disminucidén en la formacidn de
NADPH por represidn de las enzimas del clclo del Acido
tricarboxilico. La disminucidn de la actividad del ciclo del
Acido tricarboxilico minimiza la oxidacidn del acetato,
quedando &ste disponible para la sintesis de aflatoxinas.

Estos investigadores sugieren gue la sIntesis de aflatoxinas
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ocurre en asociacidén con una inactivacién glucosa-mediada de
la mitocondria y que la sintesis de aflatoxinas no estd
regulada por el estado general energético de la cédlula, pero
puede ser controlada por el estado energético de

compartimientos subcelulares (Buchanan y col, 1987).

PRODUCCION DE AFLATOXINAS EN CONDICIONES NATURALES
Y EPIZOOTIOLOGIA DE LA AFLATOXICOSIS

Aspergillus flavus es un constituyente de la microflora
del aire y del suelo en todo el amundo ¥y es una causa
importante del deteriodo de los alimentos almacenados
(Goldblatt, 1969; ~Purchase. 1974)., Las fuentes de las
aflatoxinas que la literatura menciona incluyen a todo tipo
de productos que contengan carbohidratos o grasas, y cita a
granocs (malz, trigo, avena, centeno, sorgo, cacahuate,
cebada, mijo, arbeja, frijol, nuez, copra y semilla de soya),
fdrrajes (ensilado de malz, heno de grama comin y pasto
bermuda) y alimentos derivados (alimentos concentrados, pasta
¥ harina de soya, harina de pescado, harinolina, polvo de
chile indio, harina y semilla de algoddn y harina y
mantequilla de cacahuate (Pier, 1981; Mirocha, 1982;
Cavalheiro, 1983; Rosiles, 1987; Nibbclink, 1987).

La distribucidn de las fuentes de aflatoxinas es
variable y no parece haber un lugar donde. hubiere mayor o
menor frecuencia de contaminacidn, aunque las muestras

provenientes de clima cAlido parecen contener niveles nas
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altos que las procedentes de climas hidmedos y frieos (Rosiles,
1977). Se ha observado, por ejemple, que l!os problemas
causados por el consumo de pasta Yy harina de cacahuate se
presentan casi siempre en el veranoc (Pier, 1981). En México
han sido reportados aislamientos de cepas de Aspergillus spp
productoras de aflatoxinas ificluso en alimentos de consuac
humano {Sandoval y col.,, 1876).

Aunque existen muchos factores que mwmodifican la
formacidn de aflatoxinas (cepa del honge involucradas,
sustrato, humedad relativa del ambiente y del sustrato,
tenpert.tura y tiempo del crecimiento del .honga, grado de
madurez del sustrato, estado fisico del sustratoe,
concentracién de oxigeno y de C02_en el medio ambiente y la
presencia de otros microrganismos en el sustrato} (Goldblatt,
1969). Los hallazgos de laboratorio indican que los cuatro
factores principalesa que dete£ninan la. formacién de
aflatoxinas son humedad, temperaturs, aereacién y sustrato
(Nibbclink, 1987).

Las cepas de campo de A. flavus y A. parasiticus pueden
variar enormemehte en su capacidad para producir aflatoxinas,
tanto en sustratos' naturales como in vitro, la capacidad
genédtica de la cepa en particular es determinante para la
produccidn de los metabolitos téxicos (Goldblatt, 1969; Pier,
1981), aproximadamente cerca de la mitad de las cepas de A,
flavus y A. parasiticus son toxigénicas bajo condiciones

ambientales éptimas (Pier, 1981).
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El sustrato sobre el cual creceé el hongo es un facter
importante a considerar pars evaluar la cantidad y el tipo de
aflatoxinas producidas, los sustratos con gran cantidad de
carbohidratos (malz, trige, arroz) generalmente producen
mayor cantidad de aflatoxinas que las semillas de oleaginosas
{cacahuate, s0ya, algoddn), probablemente porque e¢stas
contienen elevadas proporciones de 1lipidos gque no son
rapidamente metabolizados por Aspergillus (Goldblatt, 1969).

Varios autores han demostrado que el factor mas
importante para la produccidén de aflatoxinas por A. flavus es
la humedad relativa alrededor del sustrato natural
(Goldblatt, 1973}. La humedad relativa optima para 1la
produccién de aflatoxinas es, en el aubiente alrededor del
sustrato, del 80-98% ¥ 1la humedad del sustrato superior al
15% (Nibbclink, 1987).

La temperatura éptima para el crecimiento de A. flavus
es de 36-38 oC, mientras gque la, temperatura dptima para la
produccidén de aflatoxinas es de 25 oC (Nibbclink, 1987), La
cantidad relativa de AFBl y AFGl producidas también es
modificada por 1la temperatura (Purchase, 1974). Rabie ¥y
Smalley reportan una temperatura dptima de 24 oC para AFBL y
de 30 oC para AFGl . West. y col. (1973) demostraron que
cuando AFB1 y AFGl son producidas en arroz, un incremento
gradual de 1la temperatura de 13 a 21 y a 28 oC produce una
mayor cantidad de aflatoxinas y aumenta la proporcion de AFB1

en relacidn a AFG1.
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La composicidn del ambiente gaseoso influye en las
reacciones fisioldgicas de los hongos ¥ por lo tanto en la
sintesis de =sus metabolitds; 1a reduccidn de la cantided de
oxigeno al 1% reduce drAsticamenté 1la produccidn de las
tédxinas (Cavalheiro, 19B3).

La wmayoria de los productos agricolas, exceptuando al
maiz, las nueces y las semillas de algoddn, estdn libres de
aflatoxinas al momento de 1la cosecha, y se contaminan durante
su almacenamiento. E1l maiz es contaminado en el campo, en
aguellas regiones donde las mazorcas de las plantas son
atacadas por insectos; la ruptura de los granos y el daho
causado por los insectos puede facilitar la invasidn de
hongos toxigénicos y 1la formacidn de las toxinas puede
requerir solo de algunas horas cuando existen condiciones
favorables (Pier, 1981},

Como principales ’ factores predisponentes para 1la
formacién de aflatoxinas se hace especial menciédn a la
negligencia en la preparacidn de los silos donde hay
actividad micética en la superficie, el deficiente almacenaje
de los granos en las bodegas y el insuficientc secado de los
granos en el campo. Un punto comdn de contaminacidn del
_alimento y Bus ingredientes e¢s el 4rea circundante a los
silos vy a los transportadores expuestos a cambios de
temperatura que causan traséasos de humedad (Hamilton, s.a.).
PRODUCCION DE AFLATOXINAS IN VITRO

Las investigaciones sobre las aflatoxinas han estimulado
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el desarrollo de procedimientos para la produccidn de las
mismas bajo condicicnes controladas, para contar as! con
material disponible para investigaciones posteriores
{Shotwell y col. 1966) y se han hecho intentos para la
produccidn de estas toxinas en cultivos liguidos y sdlidos,
en medios artificiasles vy en sustratos naturales. La
produccidén de aflatoxinas en medios 1liquidos tiene .una
eficiencia menor que la realizada en medios sdélidos 1y en
sustratos naturales.

Reddy y col. (1971) lograron una produccién de 28-30 mg
de aflatoxina por 100 ml de medic liquido a base de sacarosa,
asparagina y sales minerales, en condiciones estacionarias y
rotatorias, La ausencia de asparagina en el medio redujo
drdsticamente la produccidn de las toxinas; el pH inicial fué
critico en la produccién, siendo de 4.5 el valor éptimo. En
estudios realizados en México, Osorio {1976) utilizando
varios medios, reporta una, produccidn mdxima de 24.53 ug/ml
aflatoxinas en un medio de fitona, a 1las 168 horas de
incubacidn, con agitacidn constante.

Obihoya ¥ col. (1983) utilizando Sabouraud dextrosa agar
coma medio base, encontraron que altas concentraciones de
nitritos inhiben el crecimiento de A. parasiticus vy la
produccién de aflatoxinas.

El zinc e3s el micromineral mAs importante para la
produccidn de aflatoxinas, a una concentracidén de 0.8-2.0 ppm

{Goldblatt, 1969) induce la formaciédn de policetonas en lugar
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de Acidos grasos, al inhibir la formacidén de NADPH (Dutton,
1988).

La wutilizacidn de sustratos sélidos naturales en la
produccién de aflatoxinas es  muy importante para efectos de
1a reproduccion experimental de enfermedades en animales, ya
que se puede lograr la obtencién de un material con una
concentracién conocida de las toxinas, que puede ser
utilizado directamente en experimentos controlades,
incorporandolos directamente en las dietas (Shotwell y col.,
1966).

Los sustratos preferidos para la produccidn de grandes
cantidades de aflatoxinas son arroz y trigo desmenuzado; las
cepas de A. flavus recomendadas son NRRL 29549, NRRL 3145 y
NRRL A-13794 (Goldblatt, 1969).

Una humedad elevada del sustrato y una atmésfera con un
99-100 %X himedad relativa son reconendadas para el
crecimiento de A. flavus en cultivo puro. Temperaturas de 28-
30 oC son las mds recomendables, un periodo de incubacidn de
una semana es usualmente satisfactorio, sin embargo, el
periodé de incubacidn puede variar de acuerdo a la
temperatura, humedad, cepa utilizada y sustrato: la cantidad
de aflatoxinaa' en el sustrato puede disminuir
considerablemente durante un periodo prolongado de incubacién
posterior al tiempo mAximo de produccidn de 1la toxina
(Goldblatt, 1969).

Shotwell y col., (1966) utilizando una cepa de A. flavus
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NRRL 2999 lograron una produccidn de AFBI de 1 mg por gramo
de material inoculado, utilizando una fermentacidn sdlida en
arroz, a 28 oC, por 5 dlas., West y col (lS?Bi tomando como
base el pfocedimiento de Shotwell y col. (1966}, con
incrementos graduales de temperatura cada 48 horas (15 oC, 21
of ¥y 28 oC) lograron una produccidn de 1.85 mg de AFB! por

gramo de material inoculado.

METABOLISMO Y PATOGENIA

Las aflatoxinas son toxinas que tienen actividad
mutagénica, teratogénica ¥y carcinogénica comprobada (Pier y
Mc Loghlin, 1985). Estas propiedades téxicas varian
dependiendo de la dosis ingerida, el tiempg de exposicién, la
especie, la raza, la edad y el aoxé de los animales afectados
(Reddy y col., 1984f Defalla y col., 1987)

El grado de susceptibilidad es extremadamente variable
entre las diferentes especies (Pier, 1982). (Cuadro 2). Las
aves sonh especialmente susceptibles a las aflatoxinas y én
las especies domésticas el orden decreciente de
susceptibilidad es de patos recién nacidos, pavos, gansos,
faisanes jovenes y pollos. Los pollos jovenes se afectan mas
severamente que los adultos, y existen ciertas razas y
estirpes que son mds susceptibles, por ej. la Newhampshire es
susceptible a dietas con 0.5 ppm, mientras que esta
concentracidn no afecta a la White Leghorn (Nibbeclink, 1987).

La susceptibilidad por edad es especialmente importante en
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Ciadre 2.- Susceptibilidnd por expesic a has aflatexinn

| ]9 ”u r.' BTN
Pate 8.3 Carnahan 1963
to 0,55 Neuberne {949
Serde 6.62 Paterson 1973
Perro 1.00 Newberne 1969
Pavo 136 Pier 1980
vine 2.80  Arebrecht 1978
Pollo 6,50 Smith 1970
Rata 5.5-17.9  Uogan 1966

»* Dosis unica mg/kg

Pier 1960
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animales muy Jjovenes, por ej. la DL 50 en patos de dos dlas
de edad es el doble de la DL 50 en patos de un dla (Pier,
1981).

Cuando animales de ia misma edad ¥ raza son
experimentalmente alimentados con aflatoxinas, frecuentemente
existen variaciones marcadas en los efectos entre los
individuos del mismo grupo experimental (Pier, 1981); un
hallazgo reciente indica que por lo menos una parte de la
resistencia dentro de la misma edad y raza puede ser
hereditaria (Pier, 1981) y se han tratado de seleccionar
lineas de aves aflatoxina-resistentes (Edds y Bortell, 1983).

Se han realizado gran cantidad de estudios para definir
los efectos bioquimicos criticos resultantes de 1la
interaccidn de las aflatoxinas con los constituyentes
celulares, utilizando diversos wodelos biolégicos como
inoculacidén a animales, cultivos celulares y .cultivos
bacterianos. Los cawmbjios bioquimicos ocurren inmediatamente
despuds de la exposicidn de los animales o de los cultivos
celulares y revelan un patrdn general de respuesta sobre
ciertas vias metabdlicas especificas; las reacciones
involucran alteraciones en el metabolismo de los dcidos
nucleicos y de las proteinas (Wogan, 1966; Goldblatt, 1969).

La interaccién de las aflatoxinas con el Acido
desoxirribonucleico (DNA) es el evento crucial y critico en
ésta secuencia. Esta interaccidn interfiere la transcripcion

del DNA y provoca una alteracidn en la sintesis, tanto de DNA

3a



)

como;de, 4cido ribonucleico (RNA}, por inlibicidn de las
polimerasas respectivas, ' con el resultado final de 1la
inhibicién de 1la sintesis de proteluas, jparticularmente en
los casos en los que la sintesis proteiéﬁ es mediada por la
sintesis de RNA DNA-dependiente (Wogan, 1966).

Estudios realizados utilizando diversos criterios como
alteraciones en el espectro de absorcidn de las aflatoxinas y
por d;Alisis de equilibrio indican que la AFBl es capag de
unirse a un filamento de DNA simple (Goldblatt, 1969).

Essigmann y col, (i977) aislaron e identiéicaroq el
producto principal DNA-derivado formado por la interaccidn de
la AFB1 con DNA aislado de timo de becerro, en presencia de
microsomas de higado de rata. El1l producto principal fué
identificado como 2,5-dihidro-2(N7-guan11)3hidroxiAFBl. con
las funciones guanina e hidroxile tenierndo una
transfiguracidn, el niQeI de unidn resulta?te fud igual a un
residuo de aflatoxina para 60 nucledtidos de DNA. ‘ )

Wang ¥y Cerutti em 1980 estudiaron las reaccione;
bioquimicas involucradas y los productos resultantes de la
unién expontdnea entre la AFBl y el DNA, bajo condiciones in
vitro similares a las anteriores, demostrando también la
formacién de 2,3-dihidro-2(N7-guanil)3hidroxiAFBl
(AFB1-N7-gua). Estos investigadores indican gque la AFBI1-NT7-
gua puede descomponerse, bajo condiciones fisioldgicas, por
tres vias: (1) 1liberacidn de DNA y de 2,3,dihidro-2-3-

dihidroaflatoxina Bl (AFB-dhd), (2) liberacidn de DNA y de
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AFB1-N7-gua, con el resultado de sitios aguaninicos en DNA,
de evidente estabilidad quimica, y (3) 1a formacidn de
2,3,dihidro-2-(N5-formil-2',5",6',-triamino-4"'-oxo-N5-
pirimidil)=3-hidroxiaflatoxina Bl (AFBl-triamino-0-Py¥), que
es un producto secundario que permanece unido al DNA.

La relativa abundancia de é&stas lesiones secundarias
sobre el DNA varian en los diferentes tejidos de acuerdo al
PH ¥y a la disponibilidad de enzimas catalizadoras, y son la
base de las 1lesiones observadas en 1las células de los
mamiferos (Wang y col. 1980).

Esta unidn de la AFBl1 con el DNA demostrada in vitro no
tiene adin evidencias clara que denuestren que tambidn ocurre
in vivo, no estd claro sl las reacciones in vivo estdn
determinadas por una molécula intacta de AFBl1 o sl ésta
requiere una conversidn metabdlica previa, por ej. un;
algquilacidn, ya que la literatura reporta que en el organismo
animal el sistema de oxidasas mixtas (MFO) de los microsomas
hepdticos convierte a las moléculas de aflatoxinas en una
estructura mAs polar, que es 1la que reacciona con el DNA
{Pier, 1981).

La mayoria de 1la informacidn disponible sobre los
efectos de 1la AFBlL en el metabolismo del DNA in vivo se han
obtenido en experimentos en los cuales se estimula la
silntesis de DNA por hepatectomia subtotal en ratas. Las
aflatoxinas inhiben 1la sintesis de DNA, RNA total vy de

fosfollipidos., Recando y col (1965) (citados por Goldblatt,
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1969) en base a la captacidn de timidina-H3, indican que la
sintesis de DNA se inhibe en un 65% después de una hora ¥y en
un 95% después de 12 horas' del tratamiento con 100 ug de
AFB1, aungue las enzimas responsables de la sintesis de DNA
( fosfoquinasa, polimerasas, factor activador native de DNA)
permanecen totalmente activas. Asd, ~la AFB1 actda
directamente in vivo en la molédcula de DNA e inhibe su
capacidad de actuar como molde para la sintesis de mAs DNA.

Ademds de inhibir la sintesis de ﬁNA. las aflatoxinas
inhiben drasticamente la incorperacidén de nucledsidos
precursores del RNA nuclear, inhibiem';lo ag]l la sintesis del
RNA nuclear (Goldbj‘lat.t, 1969), aparentemente por inhibicidn
de la actividad de la RNA polimerasa. Le ‘interferencia’en la
transeripcidn gendtica estd determinada por la inhibicidn de
la RNA polimerasa y estd relacionada a la interaccidn de la
tdxina con el DNA, de tal manera que se inhibe la sintesis de
RNA DNA-dependiente (RNA mensajero), waunque también se ha
demostrado una inhibicidn directa de la enzima por efectos de
la aflatoxina (Goldblatt, 1969). La supresidn en la sintesis
de RNA.persiste en la rata hasta por 72 horas y eventualmente
se asocia a una disminucidn del RNA ribosomal.

La consecuencia final de la inhibicidn de la slatesis de
RHA mensajero es la reduccidén en la sintesis de protelnas.
Estudios realizados in vitro demuestran que la presencia de
AFBl inhibe 1la incorporacidn de leucina y alanina & la

sintesis de  proteinras (Goldblatt, 1969). En contraste con
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é¢stos hallazgos, los resultados de estudios in vivo indican
que la incorporacién de aminoAcidos a 1la sintesis de
proteinas no es significativamente inhibida por las
aflatoxinas; aparentemente in vivo 1la inhibicién de 1la
sintesis de protelnas se observa en protelnas especificas y
es secundaria a 1la inhibicidn de la sintesis de DNA y de
enzimas especificas (Goldblatt, 1969).

En los cultivos celulares y bacterianos, el primer
efecto bioldgice detectable por la adicidén de aflatoxinas es
la supresidn de la sintesis de DNA y de 1la mitosis. Este
efecto es detectado poco tiempo después de la exposicidén a la
toxina y lleva a la cédlula a un estadlo de disminucidn de la
actividad mitdtica para sobrevivir. La producciédn anormal de
células gigantes en 1los cultivos, parece ser de tipo no
sincitial, y estd asociada con la mitosis inhibida en
metafase (Purchase, 1974). ’

En cultivos bacterianos, Beuchat y Lechowich (1971a 'y
1971b) demostraron alteraciones bioquimicas (disminucién en
la concentracidén de DNA y de RNA), retardo en la esporulacidn
¥ alteraciones morfoldgicas {formas filamentosas ¥
disminucidén del ndmero de mesosomas) en Bnci11u5>megaterium
cuandc éste fué cultivado con 3.8 ppm (ug) de AFBl por ml de
medio.

La supresion de la mitosis, la inhibicidén de la sintesis
de DNA y la induccidn de bacteriéfagos en bacterias

lisogénicas, indican gue las aflatoxinas afectan los sistemas
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bioldgicos de una manera similar a los agentes ulquilantéif
la actinomicina D, la mitomicina vy ciertos alcaloides.
pirrolicidinicos, conocidds inductores de mutagenicidad y

carcinogenicidad (Goldblatt, 1969).

PATOGENIA

La literatura menciona que la via de entrada )nés ldgica
de las aflatoxinas al organisme animal es la via oral, a
través del alimento contaminado. Las aflatoxinas se difunden
por todos los tejidos corporales, indicando rApida absorsidn
pero lenta eliminacidn. En primer lugar, los &rganas
reproductores, el higado y los rifiones tienen una elevada
concentracién de aflatoxinas, debido al papel de las wvlas
hepAtica y renal para la eliminacidén de las mismas. La mdduia
osea concentra mads aflatoxinas que el encéfalo, el tejido
muscular y la grasa corporal, en donde la concentracidn es
menor. Las rutas biliar y fecal son las de mayor excrecidn de
las aflatoxinas puras o de sus derivados; estas vias
representan el 65% del total excretade, el resto se elimina
por orina (Rosiles y col., 1977).

Harland y Cardeilhac (1975), inyectendo intravenosamente
aflatoxinas rndiomurcadas con Cl14 a gallinas Leghorn enanas §
Rhode Island, anestesiadas y ccn los ureteres 7 losa conductos
biliares  canulados, verificaron que la ruta mds importante de
excrecidn es la bilis; la cantidad relativa de aflatoxinas

excretada ‘por bilis, orina y contenido intestinal, mantuvo
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una relacién constante de T0:15:15 respectivamente, en un
periodo de observacidn de 350 minutos. En olro experimento
hecho en pollos de engorda, las aves retuvicron el 10% de la
dosgis de aflatoxinas siendo su distribucién en el
organismo: sangre 11.,04%, higado 9.83%, corazdén 4,30%,
molleja 12.5%, misculos pectorales 31.77% y muslo 30.63%.
Experimentos similares indican que las ratas excretan
alrededor del B80% y los ratones el 90% de la dosis dnica del

compuesto dentro de 24 horas {Goldblatt, 1969).

FPISIOPATOLOGIA Y LESIONES

Los efectos bioldgicos de las aflatoxinas en los
animales domédsticos se pueden agrupar en cuatro categorlas
principales: reduccién en el rango de crecimiento, dafio
hepAtico agudo y/o crénico, interferencia con los mecanismos
de defensa naturales e inmunoldgicos y efectos teratogénicos

y mutagdnicos (Pier, 1981).

ALTERACIONES EN EL CRECIMIENTO Y DESARROLLO

Une de los hallazgos de campo mis importantes en los
casos de aflatoxicosis es la baja en los niveles de ganancia
de peso, consumo de alimento y «conversidn alimenticia
(Newberne, 19733 Huff y col., 1984; Hofstad, 1984). Diversos
autores han reproducido experimentalmente estos hallazgos.
Smith y Hamilton (1970) indican que dosis graduales de

aflatoxinas (0,625, 1.25, 2.5, 5.0 y 10.0 ppm} incorporadas
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al alimento resultan en una disminucién en el rango de
crecimiento, y aparentemente se reguiere una dosis umbral
para producir este efecto, despuds de la cual se establece
una relacién lineal entre la dosis de aflatoxinas y la
disminucidn en el rango de crecimiento, aunque estos efectos
varian dependiendoc de la edad de los animales, el tipo de
dieta y el tiempo de exposicidén a las toxinas (Edds y
Bortell, 1983}.

Reddy y col. (1984) observaron una reduccidn en la
ganancia de peso ¥y en el consumo de alimento de pollos
alimentados con . 0.75 ppm (ug/g) de aflatoxinas, durante 28
dlas. Giambrone 3y col. {1985a y 1985b) demostraron una
alteracién significativa de la conversidén alimenticia con una
dosis de 800 ppb de aflatoxinas no purificadas, y a una dosis
de 500 ppb de aflatoxinas purificadas, administradas en
cApsulas de gelatina durante en 35 dias. Huff y col. (1986}
estudiando los efectos de las aflatoxinas y la edad de los
animales, reportan disminuciones significativas de peso en
pollos alimentados con 5 ppm de aflatoxinas, del 1o al 6to
dia de edad, y con 2.5 ppm del lo al 17vo dia de edad, Ubosi
y col. {(1985a) utilizandoe 1, 2, 3 y 6 ppm de aflatoxinas en
pollos de 2 a 42 dlas de edad, observaron que las aflatoxinas
disminuyven la ganancia de peso, el consumo de alimento y
aumentan la conversién alimenticia a partir de los 14 dlas de
edad, detectundo ademAs que 1la ganacia de peso y el consumo

de alimento se afectan con niveles de aflatoxinas mas bajos
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gque los necesarios para afectar la conversidn alimenticisa,
mientras que De Falla y col. (1987) reportan hallazgos
similares con ‘dosis de 0.5 ppm por 7 semanas. Reddy y col.
{1984) y Ubosi y col. (1986a), sugieren que la disminucidn en
el consumo de alimento puede ser débida a una alteracion en
la palatabilidad del mismo o a una depresidn en el apetito, y
que la disminucidn en la ganacia de peso es consecuencia.del
menor consumc de alimento.

Cavalheiro (1983} reporta que una dieta con elevado
contenido de grasa o de proteina disminuyella severidad de
los casos de aflatoxicosis. Richarson vy col. (1987)
estudiandc la correlacion entre el nivel de proteina (10-
12.5%) y la concentracidn de aflatoxinas én la dieta {(0-2.4
PPM} reportan que una menor concentracién de proteina
dis;inuye la dosis efectiva minima aparente para afectar el
crecimiento ¥ aumenta el nivel de 1la respuesta lineal a la
concentracidn de aflatoxinas y sefialan a 1la concentracidn de
proteina como un factor bioldgico a considerar para evaluu{»
la respuesta de los pollos a la intoxicacidn. También se ha
reportadoe 1la existencia de interacciones entre las
aflatoxinas y algunas vitaminas, como la A, D, E, K,
riboflavina, biotina y tiamina. Se ha observado que 1a£
deficiencias de vitaminas A, D & riboflavina incrementan la
susceptibilidad hacia las aflatexinaa, mientras que la
deficiencia de tiamina tiene un efecto contrario (Pier,

1981}.
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Otra posible explicacidn en la disminucidn de la
eficiencia de 1la conversién. alinenticia es la falta de
absorsidn de nutrientes, representada por ua aumento en la
concentracion de lipidos fecales, aparentemente debida a una
disminucidn en la actividad de la lipasa pancredtica y en la
concentracidn de sales biliares del pollo de engorda
(Cavalheiro, 1983; Hamilton, s.a.); sin embargo, Richarson y
Hamilton, (1987) encontraron que no existe alteracidn en-la
concentracidn de enzimas pancredticas en pollos de aves
destinadas a la produccidn de huevo.

En adicidn a la disminucidn en el rangoc de crecimiento y
en la eficiencia alimenticia, existen reportes gue asocian
una disminucién en la produccién de hueves con 1la ingestidn
de aflatoxinas (Edds y Bortell, 1983; Hosftad, 1984)., Las
aflatoxinas producen una disminucidn en el peso promedio del
huevo, pero no afectan la consistencia del cascarén
(Cavalheiro, 1983). La baja produccidn de huevos puede
deberse a que la sintesis hepdtica y el transporte de los
precursores de la yema estan reducidos y se ha reportade la

eliminacién de toxinas en los mismos (Tadeu, 1979}.

LESIONES MORFOLOGICAS

Las lesiones que se presentan en los pollos durante la
aflatoxicosis también son variables y dependen de la dosis y
del tiempo de consumo.

El higado es el principal drgano afectado, y su peso
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relativo aumenta significativamente adn con dosis bajas de
aflatoxinas, el incremento en el peso relativo es debido a
una acumulacidn progresiva de llpidos (Reddy ¥ col., 1984}.
Huff y col, (1986}, mencionan que la atrofia hepiAtica y no la
fiepatomegalia, es el cambio inicial en etapas tempranas de la
intoxicacidn. Ademds de la hepatomegalia, el hlgado puede
presentar palidez, firmeza, congestidn y Areas hemorrigicas,
zonas puntiformes de color gris blanquecino, distencién de la
vesicula biliar cen edema de la pared vesical y menor
viscosidad del liquido biliar (Smith y Hamilton, 1970;
Newberne, 1973; Reddy y col., 1984; Giambrone y col., 1985b;
Defalla y col., 1987).

Histopatologicamente se ha observado tumefaccidn de los
hepatocitas en los casos agudos y variacién en el tamafio de
los hepatocitos y de sus ndcleos {micronficleos) en les casos
subagudos (Nibbclink, 1987). En los casos crdnicos se observa
degeneracidn . grasa de los hepatocitos, necrosis
centrolobulillar, fibrosis, proliferacidn irregular Y
progresiva de los conductos biliares, cAlculos biliares,
dilatacidn de vasos linfAticos, areas focales de infiltraciédn
e hiperplasia linfoide y nédulos regenerativos del parénquima
hepdtico (Newberne, 1973; Edds y Bortell, 1983). Nibbeclink
(1987) reporta que en la intoxicacidén crénica existe la
formacién de un nuevo plexo vascular alrededor de la vena
central que conduce a una necrosis extensa o a la formacidn

de infartos multifocales.
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Defalla y col. (1987) reportan en pollos alimentados con
2.5 ppm de aflntoxin;s durante 1 semanas los siguientes
cambios patolégicos en Higado: en la primera semana
congestidén de sinusoides, hemorragias focales, vacuolizacidn
¢rasa del citoplasma de los hepatocitos centrolobulillares e
infiltraciédn nodular de cédlulas linfoides; en la 2da, 3a y Aa
semanas, cambios progresivos consistentes en tumefaccidn y
vacuolizacién de los hepatocitos centrolobulillares, necrosis
de algunos hepatocitos ¥ ocacionalmente proliferacién de
conductos biliares, infiltracidn linfoide nodular ¥
congestién; en uno de los animales sacrificado durante la 3
semana se observd que la hiperplasia biliar estuvo acompsfiada
por infiltracién de flibroblastos.

Ademds del higado, otras estructuras se encuentran
alteradas, tanto en los casos de campo, como en las
reproducciones experimentales de la aflatoxicosis.

Los rifiones pueden presentar aumento de tamafio y
congestidn, o palidez y edema perirrenal (Gardiner y Oldroy,
1965; Smith y Hamilton, 1970; Reddy y col., 1984; Chen ¥
cal., 1985; Huff y col., 1986; Defalla y col., 1987).
Nibbclink (1987) menciona que la aflatoxicosis crdnica puede
provecar picnosis y dilatacidn de las células de los tdbulos
distales del rifidn, ¥y que a dosis elevadas {(mayores de 10
ppm) ademds de 1la necrosis, los tlbulos renales pueden
contener pigmentos biliares, hialinos y 1llpidos. Defalla y

col. (1887) observaron que la ingestidn de dietas con una
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dosis de 2.5 ppm por cuatro semanas praovoca vacuolizacién del
epitelio tubular renal, infiltracidn linfoide en glomérulos e
intersticio, y la presencia de un material hialino homogeneo
en la luz de algunos tdbulos.

El corazén puede observarse aumentado de tamafio, con
congestién o con excesiva cantidad de 1liquido pericardico,
Defalla y col. (1987) observaron infiltracidn linfoide entre
las fibras musculares cardincas..

Las observaciones de campo indican que 1la bolsa de
Fabricio llega a presentar reduccidn en su peso relativo y
distintos grados de atrofia, que dan la apariencia de un
incremenmto en el ndmero de follculos 1linfoides (Thaxton y
col., 1974; Morilla, 1980; Cdmpbell y col., 1983; Defalla 'y
col., 1987; Rosiles, 198), Ubosi y col. (1985 a) reportaron
que una dosis de 996 ppb durante 6 aemanas, causd una
disminucién en el tamafio de la bolsa, aunque Reddy y col.
(1984), con una dosis de 6§ ppm por 28 dlas, no encontraron
alteraciones en el peso relative del érgano.

El bazo tiende a observarse aumentado de tamafio ¥
congestionado, con reduccidn en la poblacidn de linfocitos en
la pulpa blanca {Thaxton y col., 1974; Morilla, 1980; Huff y
col. 1986; Defalla y col., 1987).

El timo puede sufrir disminucidn en su peso relativo y
deplesidn linfoide (Thaxton y col., 1974; Morilla, 1980;
Ubosi y col., 1985b; Rosiles, 1987), aunque ¢é&ste hallazgo

puede no ser observado en las reproducciones experimentales
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de la enfermedad {Reddy v col. 1984},

Se ha observado una disminucidn en la fuerza de los
huesos de las extremidades de los pollos de engorda (Huff y
col., 1984), y la médula bdsea se observa padlida (Tung y col.,
1975; Huff y col., 1986; Pegram y Wyatt, 1986).

El aparato digestivo presenta inflamacidn de
proventriculo y molleja por un efecto irritante directo de
las toxinas {Hofstad, 1984}. El paAncreas puede estar
aumentado de tamafio y edematoso (Richardson y Hamilton, 1987;
Cavalheiro, 1983} y en el intestino se observa enteritis
mucosa a nivel de duodeno. Hamilton (s.a.)} menciona un
efecto raro de las aflatoxinas durante un brote experimental,
en el que el 15% de 19s aves afectadas mostraron ruptura del
intestino grueso al pasar por la inspeccidn de rastro.

Otros hallazgos morfoldgicos observados han sido crestas
¥ piernas pAlidas, hematomas subcutdneos sobre los mfisculos
pectorales y 1los muslos (Chen y col., 1985; Defalla y col.,
1987; Rosiles y col., 1987), canales congestionadas y ligero

edema general (Hofstad, 1984).

PATOLOGIA CLINICA

Las aflatoxinas tienen un efecto depresor sobre los
tejidos hematopoydticos y esto se ve reflejado en la sangre,
tanto en el suero como en los elementos celulares (Mohiuddin
¥y col., 1986).

Los hallazgos a nivel serolédgico incluyen disminucidn
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significativa de protelnas plasmidticas, prealbémina,
albémina, ai!n globulinas, beta goblulinas, lipoproteilnas y
fraccién inmunoglobulina 1gG (1IgY) y del factor de
coagulacidn protrombina (Pier, 1973; Campbell y col., 1983;
Huff y col., 1986; Pegram y Wyatt, 1986; Defalla y col.,
1987; Rosiles, 1987). La concentraclon de gamaglobulinas esta
normal o incrementada en la mayorla de los casos (Pier,
1973). '

La hipoproteinemia es debida a una reduccidn hepdtica de
la sintesis proteica y a una mayor fragilidad capilar, lo que
peraite 1a fuga de proteinas al intersticio (Smith ¥
Hamilton, 1970; Morilla, 1980; Nibbclink, 1987),

Una consecuencia importante de la hipoproteinémia es la
hipocoagulabilidad sanguinea y la presencia de hemorrigias
expontdneas cutdneas, sobretodo en la membrana interdigital
(Tung ¥y <col., 1975; Microcha, 1982; Huff 3y col., 1984{
Rosiles, 1977). Nibbclink (1987) menciona que una de las
causas de la coagulacidn deficiente es la sustitucudn de la
molédcula de cumarina por la aflatoxina.

Con respecto a la cuantificacidn enzimdtica del suero,
adn a dosis bajas de aflatoxinas se observa un incremento en
los niveles de transaminasa glutdmico oxalacdtica (TGO),
transaminasa glutdmico pirdvica (TGP), fosfatasa alcalina
sérica (FA8), deshidrogenasa lactica (DHL) y de las lipasa ¥y
amilasa pancredtica, ¥y un aumento de la sorbitel

deshidrogenasa {DHS) y de 1a deshidrogenasa glutdmica (DHG)
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{Thaxton y col., 1874; Pegram y Wyatt, 1986; Huff vy col.,
1986; Defalla 3y col., 1987; Richardson y Hamilton, 1987).
Ubosi y col. (1985) encontraron una reduccién de 1as enzimas
microsomales y solubles de higado, lo que puede incrementar
la susceptibilidad a ciertos tdxicos que son inactivados por
estas enzimas.

Otros perfiles quimicos sangulneos que se ven alterados
son colesterol, Acido f4rico, potasio y calcio, que estadn
disminuidos (Huff y col., 1986; Pegram y Wyatt, 1986 Defalla
y col., 1987), mientras que los niveles de sodio vy Acido
glucolitico estdn aumentados (Defalla y col., 1987). Clarke y
col. {1986) mencionan que en pollos White Leghorn machos
alimentados con 10 ppm de aflatoxina los niveles plasmAticos
de testosterona y hormona luteinizante (LH) se reducen
significativamente.

En lo que respecta a los canmbios en los. elementos
celulares de la sangre varios autcres mencionan que las
aflatoxinas producen anemia caracterizada por una disminucién
en los valores de hematocrito (ht), del ndmero total de
gldbulos y de la concentracidn de hemoglobina {Hb), adn en
dosis muy bajas {(Smith y Hamilton, 1970; Tung y col., 1875;
Lanza y col., 1977; Campbell y col., 1983; Mohiuddin y col.,
1985; Huff ¥ col., 1986). Sin embargo, el oridgen de la anemia
no ha sido bién determinado.

Antes del descubrimiento de 1las aflatoxinas, Forgacs y

Carll (1962), reportan a A. flavus como el agente causal del
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Sindrome de anemia hemorrigica de los pollos, el cual se
presentaba con el consumo de alimento enmohecido y se
caracterizaba por hemorragias expontdneas en médsculos §y
drgancs internos y por anédmia apldstica; sin embargo, Tung y
col. en 1970 observaron que la dieta con aflatoxinas aumenta
la fragilidad capilar, pero no c;usa sangrado espontdAneo
{Tung ¥ col.,, 1975). La determinacién del origen de la anemia
se renliza por observaciones en el nimerc y tamaiio de los
gldbules rmajos, su concentracidn de hemoglobina y 1la
respuesta adaptativa de la médula &sea, asil, en la anemia
apldstica hay disminucidn de kt, Hb y del nimero de gl.
rojos, con aplasia de médula dsea y sustitucidn del tejido
hematopoydtico por>tejido adiposo; mientras que en una anemia
hemolitica hay wmacrocitosis leve e hiperplasia de médula dsea
{Jubb ¥ col, 1983).

Tung y ecol. (1975), utilizando dosis Jraduales de
aflatoxinas, observaran una disminucidn en los valores de ht,
Hb y del némero dé gl. rojos, con hiperplasia mieloide ¥y
disminucidn en el tejido adiposo de la médula dsea, ademds
observaron esplencmegalia y una leve respuesta macrocltica en
agquellas deosis bajas que disminuyeron el conteo de
eritrocitos pero no provocaron cambios en ht y Hb, sugiriendo
fuertemente el orlgen hemolltico de la anemia. Lanzea ¥y col.
(1977) encontraron gque la disminucidn en los valores de ht,
Hb y nfmero de gl. rojos es proporcional al nivel de

aflatoxinas administrado. La variabilidad en las respuestas
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de acuerdo a la dosis administrada sugiere un efecto
acuﬁulativo. La rapidez con 1la que ocurrer dichos cambios
postula wuna posible inhibién de la hemartovopoyesis,; una
hematopoyesis anormal, un incremento en la destruccidn de gl.
rojos, o bien una combinacidn de los tres mecanismos. Datos
recientes sugieren que la hematoporesis anormal puede jugar
un papel importante en 1la anemia inducida por aflatoxinas
debido a qgue los eritrocitos de ln; pollos intoxicadés saﬂ
mis sensibles a cambins osmdticos, su vida media se reduce o
finalmente sus anormalidades pueden ser tveconocidas y las
cdlulas eliminadas en el bhazo (Huff y col., 19886),

En cuante a la cuenta leucocitaria, las aflatoxinas
proditcen un aumento en el ndmero total de gl. blancos cuando
los niveles tdxicos son elevados, esta es otra caracterlstica
de la anemia hemolltica y se cree debida a la hiperplasia

medular de células progranulociticas. La leucocitosis esta

determinada por un incremento en la proporcién de
heterdfilos. Los trombocitos, linfocitos y baséfilos
disminuyen. La linfocitopenia indica una accidn

inmunosupresora de las aflutowina§ ¥ 1a basopenia se presenta
en el estadlo final- de la enfermedad. Los monocitos y los
eosindfilos generalmente permanecen .. cambios y, sbdlo en el
caso guec exista infeccidn secundaria. anbrd ecosinosenia (Tung

y col., 1975; Chang y Hamilton, 197%s y 1973b; Mehiuddin y

col., 1986). Se ha observado una vefpuesta similar o

leucocitos circulantes cuando los pollss zafren vna s>-uasci e
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de estres.

ALTERACIONES EN EL SISTEMA INMUNOLOGICO

El mds intenso, pero a la vez mds sut]l efecto de las
aflatoxinas es su capacidad para alterar la funcionalidad del
sistema inmunolégico (Morilla, 1980; Pier y Mc Loughlin,
1985), apareﬁtemente a trnvéé de su accidn sobre las células
mediadoras del sistema inmunoldgico, asi ccmo tambidn sobre
los mecanismos de defensa naturales del organismo.

El papel de las aflatoxinas comno agentes
inmunodepresores ha sido objeto de numerosas investigaciones,
Pier y Mc Loghlinen en una extensa revisidn sobre el tema en
1985, mencionan los siguientes 5 puntos bAsicos al respecto:
{1) Las aflatoxinas alteran la inmunogénesis sin suprimir la
formacidn de anticuerpos en la mayorla de los estudios.

(2} Las aflatoxinas deprimen la formacidn de sustancias

humcorales no especificas relacionadas con los procesos de

resistencia e inmunidad, principalmente complemento e
interferdn.
(3) Las aflatoxinas inhiben la fagocitosis por los
macréfagos.

(6) Las aflatoxinas deprimen la inmunidad mediada por
células, principalmente la hipersensibilidad retardada
cutdnea; la linfoblastogénesis y 1la migracidn leucocitaria
son deprimidas en grados variables.

Estos hallazgos son resumidos c¢n el Cuadro 3 con
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referencia a investigaciones individuales,

Sin embargo, los mecanismos exaclos de la
inmunodepresidn inducida por aflatoxinas permanecen oscuros.
Los efectos sobre interferdn, complemenio 3 protelnss séricas
son presumiblemente el resultado del dako hepAtico y de la
inhibicidn en la sintesis de proteinas. Les efectos sobre la
inmunidad mediada por células ({IMC) son inexplicados, ¥y
aparentemente son el resultado de alterizionas en -las
poblaciones de linfocitos de sangre periférica, en la funcidn
linfocitaria, en 1a produccién de 1linfocinas y/o en la
funcidén de los macrdfagos (Pier y Mc Loughlin, 1985},

Las alteraciones en los érganos del sistema inmunoldgico
ya han sido mencionad_as al hablar de LESIONES MORFOLOGICAS.
Las aflatoxinas producen deplesidn del timo con destruccién
de timocitos corticales y en algunos casos atrofia y/o
necrosis de la bolsa de Fabricio. Estos efectos son
semejantes & los que producen el virus de Marck sobre el timo
¥ 1a bholsa de Fabricio, el virus de la Infeccidn de la Bolsa
de Fabrico sobre la bolsa y las drogas radiomiméticas en el
tejido linfoide, ¥ pueden explicar algunos factores
desencadenantes de la inmunodepresidn (Morilla, 1880),

Las sustancias humorales no especificas mas afectadas
durante la aflatoxicosis son el complemento y el interferdn.
Campbell y col. (1983} demostraron una reduccidn en la
actividad del complemento en pollos alimentados con 2.5 ppm

de aflatoxinas por tres semanas, mientras que Stewart ¥y col.
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Cuadro 3.~
en

Efectos de

las aflatoxinas en

la inmunogenesis del pollo
de engorda.

ErECY S NepILS RERERENCIS
Susceptibilidad incrementads Candida alhicaas Hanilton y Hareis, 2978
Susceptibilidad merwal Salmaella gallinarem  Smith y col., 1969
Suseeptibilidad incrementada i‘r.’gng de Boanchuvit y Hamilton, 197%
Susceptidilidad incrementads Kimria tenella Edds y col,, 1973
Suscoptidilidad § d - Ragseia teaella Ryatt y col. 1978

Susceptibilidad incresentada

P‘:Bgfégia de timo y beln.dn

it o poie

BTt S Rles Rt

Fagocitosis interferida
Produccion de Ac normal
Produccion de Ac retardada

A

Salmaella pulloran

Eritrocitos de carnero

Bryden v col., 1989
Thaxton y col., 1974
Gianbrone y col., 1978

Chang y Hamilton, 197§
Adinaryanaiah y col., 1973
Nichael y col., 1973
Giambrone y col., 1979
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(1985) demuestrsn el mismo efecto con 2.5 ppn por 6 gemanas;
observaciones similares se han heche con respacto  al
interferdn {Hofstad, 1984).

l.as investigaciones para evaluar los efeciog de lag
aflatoxinas sobre la inmunidad humcral especifica han
arrojado resultados contradictorios. Alguncs autores, como
Thaxton y col. (1974) ‘mencionan que existe una marcade
depresidn en la formacidn de anticuerpos contra eritrocites
de carnero (ERC) cuado las aves consumen aflatoxinas. Fdds y
Bortell (1983} mencionan que la depresidn en la produccidn de
anticuerpos es muy evidente cuando los animales consumren las
aflatoxinas en el momento de la vacunacidn, y es moderada
cuando las consdlen_ despuéds de la misma. Sin embargo,
Giambrone y col. (1978b) utilizando vacunas de Newcastle y
Bronquitis infecciosa, Giambrone y col. (1978a) evaluando
aglutininas naturales contra eritrocitos de conejo, Campbell
y col, (1983) con ERC y Brucella abortus, Ubosi 1y col.
{1985a) con ERC y Giambrone y col., (1985a) con virus de
Newcastle y Pasteurella multocida, no lograron demostrar una
disminucidn en la formacidn de anticuerpos especificos por el
consumo de aflatoxinas, a diferentes dosis y en diferentes
tiempos. Giambrone y col. {1978a) indican que hay una
disminucidn en la concentracidn sérica total de IgG {IgY),
pero no de IgM, tras el consumo de 2.5 ppm de nflatoxinas;
durante las primeras cuatro semanas de vida de los pollos.

Los cambios que se han observado sobre la inmunidad
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celular ihespeclfica en la aflatoxicosis incluyen inhibicidn
de la actividad quimiotActica, tanto espontédnea (indirecta)
como dirigida (directa) de heterdfilos, monocitos y
macréfagos alveolares; asi como alteracidn en la capacidad
fagoclitica de heterdfilos, monocitos y macréfagos, pero no
de trombocitos (Chang y col. 1976; Chang y Hamilton, 1979a;
Chang y Hamilton 1979b; Mohiuddin y col., 1986). Se sugiere
que estos efectos sean debidos a la existencia de bajos
niveles de complemento en suero, de accidn quimiotdctica y
opsonizante y/o a una alteracion intrinseca de los fagocitos
sanguineos para salir de torrente circulatorio y llegar a los
focos inflamatorios de 1los tejidos; el hecho de que el
porcentaje de fagocitosis de los trombocitos no sea afectado,
es debido a que este procesoc es independiente del sistema del
complemento (Chang y Hamilton, 1979a}.

Mohiuddin y col. (1986) evaluando la remocién de carbdn
coloidal de la circulacidn y la fagocitosis de las células de
Kupffer demostraron que la ingestibnAde 20 ppm de aflatoxinas
por tres meses reduce drédsticamente la actividad del sistema
reticuloendotelial.

La inmunidad mediada por células {IMC) es la porcidn
del sistema inmunoldgico mas severamente afectada por la
ingestidn de aflatoxinas, y aunque el mecanismo de accidn
permanece aiin sin entender, investigaciones recientes han
aportado ﬁuevos datos al respecto. Diversos autores han

reportado que la aflatoxicosis cursa con una inhibicidn de la
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.respuesta de hipersensibilidad cutinea retardada, inhibicién
de la liberacidn del factor inhibidor de 1a migracidn de
leucocitos y en la respuesta de injerto contra hospedador
{Morilla, 1980). Giambrone y c¢ol. (1978a) reportan que 2.4
ppm de aflatoxinas durante 4 semanas disminuyen de manera
marcada la reaccidn de injerto contra hospedador, y la
ingestién por 7 semanas reduce la reaccidn cutanea de
hipersensibilidad retardada hacia la tuberculina. Giambrone y
col. (1985a y 1985b) evaluaron la IMC mediante pruebas de
hipersensibilidad retardada a fitohemaglutinina (PHA) y a
antigenos de Mycobacterium, reaccidn de injerto contra
hospedador ¥ linfoblastogénesis con  concanavalina A,
encontrando que la depresién de la IMC es dosis dependiente y
se observa a partir de 200 ppb de aflatoxinas por 5 semanas,
los efectos mas severcs fueron hacia PHA y Concanavalina A.

Las caracteristicas del hemograma de la intoxicacidn son
anemia, hipoproteinemia y leucocitosis con heterofilia y
linocitopenia (Campbell vy col. 1983; Mohiuddin y col. 1986},
sin embargo, 1los estudios scbre las subpoblaciones de
linfocitos circulantes fracasan en demostrar diferencias
entre las poblaciones absolutas de células By T {Pier y Mc
Loughlin 19865).

El dltimo factor a considerar cn la capacidad
inmunodepresora de las aflatoxinas eg8 la naturaleza de las
mismas. La AFB1 quimicamente pura es wmucho mencs

inmunodepresora que en mezcla, y el efecto inmunodepresor es
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mds intenso cuando aflatoxinas son administradas en cApsulas
de gelatina que cuando se administras puras. Giambrone y col.
(1985a) reportan que la AFB! administrada en cdpsulas no
deprime la IMC a una dosis tan alta como 1000 ppb, mientras
que si se administra junto con AFB2 la dosis requerida para
la disminucién de la IMC es de 100 ppb. Estos hallazgos abren
nuevas interrogantes sobre el mecanismo de accidn de-las
aflatoxinas, como por ej. la presencia de otra(s) téxinas
junto con 1la AFBl para poder generar la inmunosupresién o la
posibilidad de que la AFBI se pueda unir a algdn componente
de la dieta y con esto disminuir su absorcién y/o su
actividad bioldgica.

Toda esta serie de cambios inmunoldgicos se ven
reflejados en un incremento de la susceptibilidad de las aves
hacia diferentes enfermedades como coccidiosis (Edds y col.,
1973; Wyatt y Huff, 1975), tifoidea y paratifoidea
{Boonchuvit y Hamilton, 1976), candidosis (Hamilton y Harris,
‘1971), 1Infeccidn de 1la bolsa de Fabricio (Hamilton, s.a.;
Giambrone y col.,, 1978); y los casos de campo frecuentemente
se complican con algunos padecimientos infecciosos
(Giambrone y col., 1978b). Cabe sefialar que no se ha logrado
reduécidn en la resistencia contra la enfermedad de Newcastle
ni contra infecciones por Aspergillus fumigatus (Pier, 1973;
Rosilg;,. :‘1987; Rao y. col., 198§5).

. 'bAi ﬁlrecer, el dafio inmunoldgico que sufren los pollos

durante 1la aflatoxicosis es sdlo temporal, ya que sdlo ocurre
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durante el periodo _en el que las toxinas se ingirien
{Giambrone y col., 1978a; Morilla, 1980; Pier y Mc

Loughin,1985).

SIGNOLOGIA

Los signos de la aflatoxicosis aviar son muy variables,
dependiendo de los niveles tdxicos en:- el alimento y del
tiempo de ingestién (Nibbclink, 1987}.

En los casos de aflatoxicosis hiperagudas con dosis
masivas, se puede observar muerte sidbita {por falla hepAtica)
sin signos cllnicos evidenteg (Nihbclink, 1986).

Los signos de la aflatoxicosis aguda, cuando se
observan, incluyen anorexia, epistaxis, melena, y
ocacionalmente se presentan signos nerviosos como ataxia y
opistdtonos, muriendo los animales con las patas rigidas y
extendidas hacia atras, entre 10 y 14 dlas despuds de la
ingestdn de la toxina (Rosilea“1987).

En el caso de la intoxicacion crénica, los mignos que se
pueden presentar son pérdida gradual del apetito, deficiente
ganacia de peso, baja en el ritmo de crecimiento y aumento en
el rango de conversién alimenticia {(de 2.0-2.1 a 2.3-2.4).
Esta conversidn alimenticia es uno de los signos mas
relevantes porqué es comin en todas las especies ¥y tiene gran
impacto econdmico; este pardmetro representa la suma de
muchas influencias, pero en sentido prActico representa una

falla en la utilizacidn de nutrientes. También se ha
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observado un aumento en la tasa de mortalidad (Chen y col.,
1985; Edds y Bortell, 1983; Giambrone y col., 1985;
Richardson y col., 1986. Ubosi y col., 1985a).

La observacidn individual de los animales revela que el
buche no se 1llena completamente y se oye un grito de
descontento, algunos animales presentan las alas caldas y las
plumas revueltas y rotas con tendencia a la automutilacidn.
Se puede 1llegar a observar decoloracidn purpidrea de patas y
piernas, coprdfagia y esteatorrea, con particulas de alimento

sin digerir en heces (Edds y Bortell, 1983).

DIAGNOSTICO

El diagnéstico de la aflatoxicosis es dificil ya gue los
signos y 1las lesiones son poco especificos. Rl diagndstico
debe apoyarse en la historia clinica de la parvada, los
pardmetros productivos, los signos clinicos y los hallazgos
. de los estudios de necropsia e histopatologia.

Son .caracteristicas de un brote de aflatoxicosis el
incremento de los problemas veterinarios de causa
dificilmente reconocida, la falta de transmisibilidad de la
. enfermedad de un animal a otro y el poco o nulo efecto del
tratamiento con antibidticos o drogas & los animales
afectados (Goldblatt, 1973). Un estudio cuidadoso revela una
asociacién con un alimento espedifico, como harina de
cacahuate, arroz o malz contaminado, la examinacién del

alimento sospechoso suele revelar signos de actividad fungal
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{Purchase, 1974).

El diagndstico definitive de .. aflatoxicosis se
determina realizando pruebas de laboratorio, tanto quimicas
como bioldgicas, para la deteccién de les tcxinas en el
alimento y/o en los tejidos de los animales ofectades.

Los métodos de deteccidn de aflatoxines sec pueden
agrupar en 4 categorias (Romer, 1875):

1. Pruebas de campo: son aqueilas que pueden ser utilizadas
en los wmolinos y fabricas de alimento, su mavor uso estriba
en que son muy rdpidas y evitan demorad excesivas ¥ costos de
evaluacidn.

2. Pruebas de identificacidn: son pruzhas jue sirven para
identificar grandes lotes de granos que puedan estar
contaminados con aflatoxinas. Como la mayoria de las muestras
no contienen cantidades detectahbles de aflatoxinas, sc
ioquieren sdtodos que identifiquen a la mayoria de las
suestras no contaminadas con gastos wminimos de tiempo y
dinero; una prueba de identificacidn ideal no deberla dar
resultados falsos negativos.

3. Pruebas de confirsacién: son pruebas que confirsan la
presencia o ausencisa de aflatoxinas en alisentos, huevo,
heces, orina o tejidos, son wmucho mds precisas que 1as
anteriores; una prueba de confirsacidn ideal no deberd dar
resultados falsos ponitivos.

4. Pruebas cuantitativas: son pruebas que determinan la

cantidad exacta de aflatoxinas en la suestra, se utilizan



cuando los resultados de las pruebas de identificaciédn y
confirmacidn son positivas.

Algunas caracteristicas importantes de estas pruebas se
presentan en el Cuadro 4.

MUESTREO

En general me reconoce gque el muestreo es el primer paso
crItico para cualquier andlisis quimico que se desee efectuar
a un alimento. Esto es pnrticulux:mente cierto cuando se trata
de un andlisis para aflatoxinas. La razén por la cual se
deben extremar las precauciones al momento de tomar la
muestra es que las tdxinas no se encuentran uniformemente
distribuidas en el alimento. Llas aflatoxinas tienden a
concentrarse en ciertas zonas del alimento, easpecialmente en
donde existen pequefios focos de - humedad que determinan un
microambiente favorable para el desarrollo del hongo. Se
recomienda tomar ‘'varias wmuestras de diferentes ‘zonas del
alimento almacenador y que é&stas sean analizadas de manera
individual para conocer el nivel real de contaminacidn
(Wyatt, 1983a).

La muestra debe estabilizarse para evitar modificaciones
en la concentracidn de aflatoxinas por crecimiento adicional
del hongo o por degradacién bacteriana de las téxinas; la
congelacidn de:la muestra es un método adecnu‘io para la
estabilizacidn de la concentracidha de aflatoxinas en la
sisma. Se prefiere conservar la mueatra hasta su andlisis en

bolsas de papel ya que las bholsas de pldstico tienden a
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Cuadro 4.~

Hetodos analiticos para aflatoxinas
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conservar humedad,lo que favorece el crecimiento adicional de
los hongos contaminantes (Wyatt, 1983a).
PRUEBAS PRESUNTIVAS

Las pruebas presuntivas rApidas de basan en la
fluorescencia caracteristica bajo luz ultravioleta de onda
larga asociada con la presencia de A, flavus ¥y A.
parasiticus.

Lampara de luz ultravioleta (UV)

La prueba de qu ultravioleta es quizd la prueba mids
utilizada en relacidn a la deteccidén de aflatoxinas en
materias primas (Wyatt, 1983b). Su use generalizado
basicamente se debe a tres caracteristicas (1) es la prueba
mAs rdpida de todas para la deteccidn de aflatoxinas, (2)
el costo del equipo regquerido es minimo, y (3) es muy facil
de capacitar al personal para realizar e interpretar la
prueba (Wyatt, 1983b).

La fluorescencia no es debida a la presencia de
aflatoxinas, 3ino que resulta del crecimiento de los hongos
productores de las mismas. Cuando los hongos crecen sobre los
granos producen un compuesto quimico conocido como Acido
kdjico (2-hidroximetilo-5-hidroxigamapirona), ¥y ademids quizad
produzcan aflatoxinas. El 4cido kdjico reacciona con ciertos
componentes naturales de los granos teniendo come resultade
la formacidn de un complejo quimico que produce fluorescencia
azul verdosa ‘(FAVB) cuando se observa bajo 1luz UV. En

consecuencia una prueba positiva es simplemente indicativa de
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que puede haber aflatoxinas presaentes, asil esta prueba se
clasifica como preliminar, ya gque las muestras positivas
deberan someterse a un -método de andlisis mas preciso con el
objeto de confirmar los resultados (Wyatt, 1983b).

Existen varias fuentes de error en esza prueba, un error
consiste en que algunas cepas de hongos gu2 producen muy poco
o nada de aflatoxinas producen Acido kdjico y por leo tanto se
observard fluorescencia positiva; lo contrario también es
posible y una cepa en particular puede producir cantidades
cansiderables de aflatoxinas sin producir Acido kédjico, y en
una muestra positiva a aflatoxinas no se detecte FAVB.
También es necesaric considerar la presencia de varios tipos
de fluorescencil‘ visible en el maiz, de color blanco, rojo,
azul o amarillo, que no tienen relacidn directa con las
aflatoxinas y que también deberdn ser descartadas; si existe
duda de que la fluorescencia observada sea FAVB, se puede
observar entonces la =molubilidad de 1la fluorescencia. la
flucrescencia es soluble en agua, a diferencia de 1los otros
tipos de fluorescencia. La solubilidad se determina
fidcilmente mezclando algunas particulas fluorescentes con
agua ¥y volviendo a examinar la muestra bajo luz UV (Wyatt,
1983b).

Finalmente se debe tomar en cuenta que la prueba de luz
UV no siempre produce resultados satisfactorios cuando se usa
con algunos ingredientes especificos. Esto sé debe a que el

complejo formado por el 4Acidc kdjico depende de una enzima



peroxidasa que se encuentra unicamente en los granos viables;
sl la peroxidasa no se encuentra en el material a analizar o
no es funcional debido a su desnaturalizacidn por almacenaje
o tratamientos fisicos o quimicos, no habrid fluorescencia
aungue exista el crecimiento de hongos y 1la produccidn de
aflatoxinas; los granos almacenados por perlodos largos,
productos procesados como las tortas de soya o cacahuate y el
gluten de malz, y los productos de c.arlgen animal (harinas de
pescado o carne) no pueden ser analizados por esta técnica
{Wyatt, 1983b, Wyatt, 1988a).

Recientemente, Yabe y col. {1987) describieron un método
muy sensible para identificar las cepas de hongos productoras
de aflatoxinas, utilizando fotografias wultravioleta. Las
cepas a identificar son sembradas en cajas de petri con agar
GY (2% glucosa, 0.5% extracto de levadura y 2% agar) y son
incubadas a 28 oC por tres dlas, despuds de 1los cual el
reverso de las cajas es irradiado con luz ultravioleta de
onda larga y es fotografiado con una pellicula para luz uv.
Las cepas productoras de aflatoxinas aparecen en las
fotografias como colonias grises o negras, mientras gque las
cepas no productoras aparecen como colonias blancas; estos
autores reportan que la intensidad de la coloraclon colonial
es proporcional al grado de produccién de aflatoxinas y que
las aflatoxinas principalmente detectadas son AFBl y AFG1.
Con esta .prueha se pueden identificar correctamente a las

cepas productoras de toxinas sin necesidad de realizar un
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andlisis qulmico del alimento o del medio de cultivo, aunque
lleva mas tiempo que ia prueba de la fluorescencia directa
sobre la muestra sospechosa.

Minicolumna

El usoc de pequefias columnas cromatograficas
{minicolumnas) para la deteccidn de aflatoxinas en alimentos
y forrajes fue introducida por Holiday en 1968. LQ
minicolumna consiste en un tubo pequefic de vidrio (aprox. 4
mm de didmetro interior}) que es llenado con uno o varios
tipos de absorbentes, como fluorisil, sllica gel, aluminas
4cida, basica o neutra, celulosa o arena; posteriormente son
desarrolladas cop un sistema de solventes v son observadas
bajo luz UV (Shotwell y Stubblefield, 1973; Schuller y
col.,19876).

En 1972 Cucullu y col. reportaron un ﬁetodo de rastreo
para la deteccidén de aflatoxinas por minicolumna en semilla
de algoddn; en el mismo afic Velasco hizo una modificacidn a
la técnica de Holiday, sin obtener resultados falsos
negativos y aumentando la sensibilidad de 1a prueba, por lo
que fué adoptada como método oficial de la A.0.A.C. (Velasco,
1973}).

El procedimiento cromatogrdfico de minicolumna para la
deteccién de aflatoxinas ha sido de uso general en gran
nimero de laboratorices y es aplicado a varios productos
agricolas, sus principales ventajas son la disminucidn del

tiempo de desarrollo, equipo y operacidn simple y bajo costo
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por muestrh. Probablemente su desventaja mds importante es la
baja sensibilidad de la prueba. La prueba de minicolumna solo
indica la presencia de las toxinas, mas no su tipo, por otra
parte, al trabajar sobre extractos de alimento se incrementa
la sensibilidad, el manejo y el tiempo del exdmen (Velasco,
1973; Stubblefield, 1986; Romer y col., 1979).

METODOS CUANTITATIVOS

Cuando se necesita determinar con un alto grado de
seguridad la concentracion real de aflatoxinas en determinada
materia prima, alimento contaminade o tejidos animales, se
requieren técnicas mucho mAs scnsibles y especificas como la
cromatografla en capa fina (CCF) y la cromatografia de
liquidos de alta presidn (CLAP) (Stubblefield y Shotwell,
1981; Wyatt, 1983c; Stubblefield, 1986).

Para las dos técnicas! el andlisis quimico requiere de
una serie de pasos Beparados, antes de realizar la detecciédn
y cuantificacidn final {Romer, 1976) (Cuadro 5).

Una vez molida, la wmuestra debe ser extralda con un
solvente adecuado para tratar de obtener el 100X de la
téxina, evitando al mdximo la extraccidn de impurezas. La
solucién extraida debe ser separada de la muestra, lo que
generalmente se logra mediante filtracidn.

El extracto debe ser concentrado ¥ todas las impurezas
eliminadas. Esta fase de "limpieza” puede requerir de 2 a 4
pasos, como la precipitacidn de impurezas o adn, en algunos

casos, el paso del extracto a través de una celumna. Estos



Cuadro 3.~ Pasos basicos para el analisis
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pasos de limpieza en los andlisis son los que consumen mAs
tiempo, sin embargo, esta fase es la mis importante, ya gue
algunas impurezas encontradas normalmente en materias primas
pueden interferir con la metodologia de deteccidn, tanto en
CCF como en CLAP.

En la mayoria de 1los casos, el extracto semipurificado
debe ser concentrado a un volumen conocide {(usualmente 0.I-
0.2 ml!)., Despuds de completar estos pasos, el extracto estd
listo para continuar con la fase de deteccidn por cualquiera
de las dos técnicas cuantitativas.

Una lista de los métodos cuantitativos disponibles para
el nnliisi- de aflatoxinas se muestra en el Cuadro 6. La
mayoria de esos mdtodos han sido valorados por la Association
of Oficial Analytical Chemist (A.0.A.C.) en estudios
colaborativos. La wayoria de las diferencias entre los
métodos se deben al’ tipo de muestra en 1la que se utilizan
(Romer, 1978).

Los dos dltimos métodos listados en el Cuadro 6 se
aplican a la mayoria de los ingredientes y alimentos
.mezclados.

Cromatografia en capa fina

La separacidn final de las aflatoxinas por Cromatografla
en Capa Fina (CCF) se realiza por medio de cromatoplacas de
varios materiales, como alumina, sllica gel o Keisigel G,
siendo 1la sflica gel 1a wmds utilizada (Stahr, 1880},

desarrollando las placas bajo diversos sistemas de solventes,
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Cuadro 6.-

Hetodos cuantitativos usados
para aflatoxinas
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ya sca en forma unidimensional o bidimensional (Moremo ¥y
Hernandéz, 1988). La identificacidn de las toxinas se realiza
mediante la deteccidn del color de la flucrescencia emitida
bajo luz UV, determinando é] valor de resistencia al flujo
(Rf) de cada mancha fluorescente y compardndolo contra una
solucidn estandar de concentracidn conocida corrida en la
misma placa. La cuantificacidén se realiza mediante 1a
comparacidn de 1la intensidad de 1la fluorescencia de la
muestra contra concentraciones conocidas de aflatoxinas, por
medio de un densitémetro de placa que lee el drea y la
densidad optica de las manchas fluorescentea; en caso de no
contar con un densitémetro, se utiliza una comparacidn visual
de la intensidad de 1a fluorescencia, con sistesmas ae
aplicacidn antidisgonales estandarizados (Beljaars ¥y col.,
1873).

Cromatografia de li1quidos de alta presidn

E1l metodo de Cromatografia de Ligquidos de Alta Presidn
es el mbs sensible para la deteccidn de " aflatoxinas, que es
llevada a cabo bajo 1luz UV de onda larga {365 nm). Algunos -
autores hap reportado la deteccién de subpicogramos de
aflatoxinas utilizando CLAP con un fluordmetro lasser {que
consiste en la deteccién de 1la fluorescencia usando un rayo
lasser) (Diebold and Zare, 1977; Pons and Franz, 1978;
Diebold, 1979)

Una idea errdnea que se tiene con frecuencia es que la

tecnica de CLAP es sas rdpida gque la de CCP. Esto podrla ser
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cierto si se tiene en cuenta que la detecciédn de las
aflatoxinas en un extracto usando CCF tcfma varias horas,
mientras que el mismo extracto, cuando se analiza por CLAP
toma sdlo unos minutos. Sin embargo debe recordarae que los
pasos de extraccidn, limpieza y jpurificacidn se requieren
para ambas tédcnicas, y éstos rvequieren de medio a uno y medio
dias. Adicionalmente para la CCF se requierer de unos minutos
para la preparacidn del equipc, mientras que para 1a CLAP se
requiere de un perliodo largo antes de usar la mdquina, con el
objeto de que la columna y el detector electrdnico se
estabilicen. Quizd el atributo principal de la CLAP es la
fase cuantitative del anAlisis. siendo la sensibilidad de 1a
CLAP mas elevada que la de CCF, adends de que se puede
conectar al cromatdgrafo una computadora o una calculadora
electrdnica que permitirdn cuantificar instantdneamente la
cantidad de toxina de la muestrs original, finalmente hay gue
tomar en cuenta el costo de los aparatos requeridos para una
prueba de CLAP (Wyatt, 1983c). Las principales deventajas de
los métodos fisicoguimicos estriban en que requieren de una
instrumentacidn costosa, el proceso ea lento ¥y cosplicado ya
que solo se puede analizar una muestra a la vez.
Investigaciones recientes han tratado de implementar
métodos de disgnostico inmunoldgico para el ensayo de
aflatoxinas en alimentos y muestras clinicas, los mas
estudiados son el radioinpunoensayo {RIA) y el ensayo

inmunocenzimdtico (ELISA), existiendo incluso conjugados
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comerciales para las tecnicas mencionadas. 0Otra aplicacidn
del diagnéstico inmunolégico en los estudios sobre
aflatoxinas es la deteccidn del DNA modificado por las
toxinas en pacientes intoxicados por medio de anticuerpos
monoclonales, gue se obtienen con hibridomas a partir de
célilas de mieloma de ratén y celulas de bazo de ratdn

sensibilizadas con DNA modificado por la AFB1.

PRUEBAS CONFIRMATORIAS

F! paso final de cualquier andlisis que resulte positivo
a la presencia de aflatoxinas es la confirmacién. Las pruebas
qu;micas confirmatorias usadas para las aflatoxinas son 1} la
separacidn en CCF y la deteccidn de sus derivados quimicos, y
2} la espectrofotometria de masas {Romer, 1976).

La prueba de confirmacién mds utilizada es la del acido
trifluoroacético (TFA} gue se basa en tres propiedades
importantes de las aflatoxinas: 11 las aflatoxinas pueden
fornar derivados en presencia de TFA en la placa de CCF a
temperatura ambiente, bl los derivados se pueden mover a
cierta altura en la placa de CCF bajo un sistéma de solventes
adecuado ¥, )} los derivados fluorescen azul verdoso bajo luz
'V de onda lar#a {Romer, 1976).

La prueha de espectroflucrometria se basa en la medicidn
de la masa total de la molécula de aflatoxina y de la masa de
los fragmentos que se producen al romper la molécula de la

toxina, cbteniendo un patrdn de referencia de caracteristicas
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particulares (Romer, 19761,

7 El otro grupo de mAtodos confirmatorios de las
aflatoxinas incluyen la demostracidn e sus efectos tdxicos
en sistemas bioldgicos, como el usoc de cultivos bacterianos
con Bacillus megaterium {Beuchat y Lechowich, 1971ia ¥ b), los
cultivos celulares, el embridn de pollo, la trucha arcoiris o
el pato pekinds de un dia de edad (Goldblatt, 1969%; Rosiles,

18774,

TRATAMIENTO

No existe tratamiento eficaz paran  combatir a las
aflatoxinas mientras permanecen en el organismo, por lo que
el tratamiento a seguir es retirar inmediatamente el alimento
contaminado ¥ proporcionar una racidn con bajo contenido de
grésas y un alto contenido de protelnas de buena calidad; la
terapia serd paliativa para wminimizar los efectos de los
cambios patoldgicos secundarios (Nibbclink, 1987).

Chen y col. {1984) reportan la desaparicidn de todos los
cambios ypatoldgicos npsientds provocados en aves por el
consumc de 2057 ug/kg de AFBl1 en 35 dlas, 8 dlas despuds de
eliminar a la toxina de la racién.

Furtado ¥ col. {1982] reportan a# su vez una reduccidn
significativa del nivel de aflatoxinas en todos los édrganos
de cerdcs alimentados corn 355 ug/ke durante 42 dias, 24 horas
despuéds de eliminar a la toxina de la dieta, 4 dlas despuéds

de eliminar 1la toxina, no lograron detectar aflatoxinas en
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ningdn tejido. Por otra parte, Richardson y col. (1978)
demostraron en pollos de engorda, que el aumento en la
concentracidn de protelna de la racién, de 10.00 a 12.75,
aumenta significativamente la dosis efectiva minina aparente
de las aflatoxinas para producir lesiones hepAticas en las
aves.

La utilizacidn o disposicidn de alimentos que contengan
aflatoxinae presenta muchas dificultades y representa un
serio problema eccondmico; hasta ahora, todavia no parece
haber ningdn método practico y eficaz que no sea el retiro o
remostén de las aflatoxinas del alimento contaminado..Uns. .. ...
posible golucidn econdmica pedria ser ¢l desarrollc de un-
aditive no tdxico para la dieta, o alguna modificacidn a -
ésta, que pudiera hacer a las aves mas resistentes a los
efectos toxicos de las aflatoxinas.

La eficacia de varias sustancias para antagonizar los
efectos tdxicos de 1las aflatoxinas es de gran interés
terapéutiuco y existen algunas alternativas para enfrentpr
este problema (Dalvi y col. 1974).

En la terapia de adsorsidn, las wmoléculas tdéxicas se
unen a un acarreador inabsorbible que luego es eliminado del
tracto intestinal, -~ arrastrando las toxinas; el ‘carbén. -
activado ha sido reconocido como uno de los adsorbentes no
toxicos mds efectivo. Una segunda.po¥Tbilidad consiste en la
conjugacién de 1las toxinas absorbidas y sus metabolitos con

tioles como el glutatidn reducido (GSH). Evidencias
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experimentales (Degen y Neuwmann, 1978} indican que los
efectos protectores de 1la GSH contra la toxicidad de la AFB1
es debida 2 la conjugacidn de ambas mcléculed a traves ds 1=
accidn de GSH transferasas, el glutatiln es cunjugado con el
.metabolito tédxico AFB,-2,-3-epoxido, que e3 entonces
excretado como un dcido mercaptirico conjugado no Ldxico.

La tercernbpo.ibilidad de tratamiento es la induccidn de
encimas microsomales, que aceleran la transformacidn de
ciertas toxinas in vivo, aljterando 1la duracién e intensidad
..de los efectos téxicos; el fenobarbital es el inductor mds
comdn: de. enginas. micrososmales. y actda. incresentando la
cantidad de citogromo P-450, que es el sistema enzimdtico que
.metaboliza a las aflatoxines, incluso la intoxicacidn con
aflatoxinas provoca una mayor susceptibilidad de las aves a
los organofosfatos metabolizadeos por este sistéma ({Ehrich y
col., 1985),

Dalvi ¥y col. (1974), utilizando pollos de engorda por 8
semanas, con dietas hasta con 10 ppb de AFB1 1y earbon
activado {0.1X continuo en dieta}, glutation reducido {0.05%
en agua de bebida) y pentobarbital (0.08% en agua de bebida,
alternado por semara), lograron disminuir los efectos
adversos de las aflatoxinas en términos de ganancie de pesa: y
consumo  de alimento ¥, aunque los resultados son
aparentemente promisorios, no fueron estadisticamente
significativos.

Larsen ¥y col. {1985), en pollos de engorda alimentados
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con 3000 ppb de AFB! por 7 semanas, lograron contrarestar los
efectos tdxicos de 1la toxina con el uso del antioxidante
hidroxitoluencbulilado (HTB) administrado en 1la dieta
continuamente a una concentracién de 0.013%, evaluando los

efectos en términos de ganancia de peso.

'PREVENCION Y CONTROL

Es reconocido que el mejor mdtodo de control de la
aflatoxicosis es la prevencidn de la formacidn de las
aflatoxinas, pero también es cierto gque esto no siempre es
posible (Pier, 1981). Cuando las condiciones climiAticas
predisponen a las cosechas a la formacién de aflatoxinas o el
dafio realizade por insectos permiten que niveles criticos de
hongos y toxinas se desarrcllen, el control es frecuentemente
imposible.

Los procedimientos de prevencidn y control de 1la
formacidn de las aflatoxinas deben realizarse en los
diferentes pasos de las procesos de elaboracidn de alimentos.

Por ejemplo, las tolvas de almacenamiento para ingredientes

deben limpiarse periodicamente, sdlo deb prarse terias
primas de buena calidad y se deben mantener condiciones de
almacén adecundas, sin almacenar cantidades excesivas o
ingredientes con alto contenido de humedad; también es
recomendable el andlisis periddico de materias primas ¥
alimentos terminados para detectar el crecimiento de

microorganismos y la formacidn de toxinas (Wyatt, 1985).
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ESTA TESIS MO DEBE
SALR LS LA BBLIOTECH

Actualmente, las recomendaciones para mantener bajo

control a los hongos de almacén se refieren al manejo

adecuado de los volt al dos; este mancjo implica el
secado de las cosechas a niveles desfavorables para los
hongos, menos del 13,5% de humedad en cereales y del 12% en
oleaginosas. Lo anterior no es fiAcil de llevar a cabo por laa
carencias de facilidades de secado o bién por las condicicnes
climAticas de algunas regiones, donde en casi todo el afio
. prevalecen humedades relativamente altas que interfieren el
buen secado de los granos., Otra medida gue se recomienda es
el uso de temperaturas bajas de almnacenamiento, lo cual
implica un alto costo de almacenzs refrigerados (Moreno y.
Zamora, 1986).

El control de 1la invasidn de lcs granos por insectos
frecuentemcnte requiere del uso de grandes cantidades de
insecticidas y puede generar el depdsito de cantidades
importantes de otros residuoz téxicos on los granos (Pier,
1981).

El control del crecimiento de los hongos se ha realizado
con sustancias fungistdticas y fungicldas y no ha sido muy
efectivo; se han utilizado un némerc importante de sustancias
como nistatina, tiabendazol, 4cido propidnoco, viocleta de
genciana, 4cido sorbico, 4acideo acético y varias sales del
Acido propidnico (Wyatt, 1985; Moreno vy lan&ra, 1983), La
nistatina y el tiabendazol son considerados drogas y son

relativamente costosos. Los Acidos propidnico § acdtico se
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han utizado en granos con alto contenido de humedad,
destinados a 1la alimentacidn animal, pero no pueden ser
utilizados en alimentos para consumo humane ya que imparten
un olor y un sabor desagradables, ni tampoco pueden ser
utilizados para 1a preservacién de las semillas ya que

afectan la viabilidad de las mismas (Moreno y Zamora, 1986).

DETOXIFICACION

Cuando ya se tiene el alimento contaminado, una de las
d1ltimas opciones posibles antes de desecharlo es tratar de
eliminar =& las toxinas presentes en ¢1l. Numeroseos
investigadores han trabajado en este punto, pero los
resultados obtenidos estdn en fase de experimentacién, ya gue
la detoxificacidn también implica un proceso complejo y
costoso.

Cualquier método que se utilice para detoxificar un
alimento debe reducir el contenido total de micotoxinas a
niveles dentro de los mAdximos aceptados por las disposiciones
oficiales, no debe dejar residuos tdxicos y ademds no debe
afectar £l valor nutritivo del alimento tratado {(Moreno y
Zamora, 1986). Paralelamente, los aspectos econdmicos de
adquisicién y #He uso deben ser los adecuados para permitir su
aplicacidn sin grandes repercusiones de costos. Los métodos
utilizados son los siguientes.

1) Temperatura:! aunqgiue los primeros informes a este respecto

indicaban que las aflatoxinas eran altamente resistentes ‘a



los tratamientos con calor, actualmente se sabe que la
cantidad de toxinas presente puede ser reducida mediante la
aplicaciédn de calor seco o hlimedo (Gonzdles, s/a).

En el primer caso, es necesario aplicar temperaturas de
120 oC y presién de 15 psi por cuatro horas, para obtener una
reduccidn hasta del 95%., Quimicamente se demostrd que el
calor abre el anillo lactdnico por medio de hidrdlisis y
posteriormente sucede una descarboxilacién. Usando zalor seco
(roasting), ya sea por conveccidn o por radiacidn, se ha
demostrado reducir en un 70% los niveles de AFBl. El grado de
reduccidn varia ampliamente de acuerdo al tiempo de
exposicidén y a la temperatura utilizados, aunque ninguno de
estos tratamientos reduce la concentracién de aflatoxinas a
los valores mAximos permitidos por las autoridades de saléd.

Desde el punto de vista praActiceo, a menos que se¢ tengan
calentadores suficientes en cantidad y tamafo, el proceso es
poco manuable y costoso, por lo gque no es recomendable su uso
a gran escala, ademds de que existen efectos detrimentales en
el grano tratado (Gonzales, s/a).
2) Extraccidén con disolventes: este proceso utilize la
propiedad de solubilidad de 1las aflatoxinas en solventes
polares. Estos mdtodos tienen como ventajas la extraccidn
total de las toxinas, el que no se formen compusstos
derivados con actividad bioldgica » no hay efectos nocivos
notables al resto de los nu;rientes de los granos tratados.

Las desventajas estriban en la necesidad de equipo adecuado

81



para el proceso {aunque se puede utilizar el equipo utilizado
para la extraccidén del aceite de oleaginosas), algunos
carbohidratos se pierden en el proceso por efecto de lavado y
hay un incremento de los ‘costos de produccién (Gonzdlez,
s/a).

3) Agentes oxidantes:

a) Agua oxigenada.- Existen varios sistemas de oxidoreduccidn
que destruyen la actividad bioldgica de AFBl y AFGl, pero no
de AFB2 y AFG2. Sreenivasamurthy.demostrd que el tratamiento
de suspensiones acuosas de harina de cacahate con 90 ppb de
AFBl, con soluciones de perdxido de hidrdgeno al 6%, pH 9.3,
por 30 minutos, a 80 €, destruye el 97X de 1la toxina; la
harina tratada no mostrd efectos tdxicos en patos de un dia
de edad. Este procedimientc es altamente atractivo para
alimentos altamente proteicos, bebidas y lActeos (Gonzalez,
s/a).

p) Ozonjizacidn.- El tratamiento de alimentos contaminados con
ozono, puede destruir a las aflatoxinas hasta en un 100%.
Este procedimiento puede combinarse con la adicidn aire y/o
oxigeno. Desafortunadamente este procesoc disminuye
paralelamente la cantidad de lisina disponible y el PER del
alimento. Esta técnica pudiera ser atractiva para pastas de
oleaginosas, leche y algunos granos iGunzalez. {s/a}.

c) Hipoclorito de sodio.~ Puesto que es un compuesto
altemente oxidante, se ha propuestoc como inactivador de

aflatoxinas con buenos resultados. El pH y la concentracién a
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la que s8e wutiliza son determinantes para lograr una mayor
efectividad, El1 tratamiento con 0.4% de NaOCl a pH 8 reduce
hasta en un B0X% Jlos niveles de AFBl y AFBZ presentes en
pastas de oleaginosas{ el incremento del pH a 9 ¥ la
reduceidn del NaOCl a 0.3% elimina hasta el 99.5% de las
toxinas presentes. La actividad‘ del NaOCl es independiente
del tiempo y de la temperatura. El uso de este compuesto ’como
inactivador de aflatoxinas en material y mesas de laboratorio
es muy socorrido puesto que la actividad bioldgica es
completamente destruida (Gonzalez, {(s/a).

d) Acidos.- 1la presencia de Acidos fuertes destruye la
actividad bioldgica de las aflatoxinas, debido a la adicidn
catalitica de  agua en la doble ligadura del anille
furofurano; los hemiacetales forsados son AFB2a (de AFBl) y
AFG2a (de AFGl}). los Acidos débiles transforman a las
aflatoxinas en sus derivados acetoxi o aceti. En realidad,
para que se lleven a cabo estas conversiones, se reguieren
temperaturas de 90 oC, por lo gue su uso prActico tiene muy
pocas probabilidades de éxito, ademds de que los compuestos
derivados pueden tener actividad bioldgica similar a la de
las aflatoxinas (Gonzalez, s/a).

e) Bases.— El uso de bases orgdnicas e inorgdnicas es una
alternativa econdmica para la detoxificacidn de grandes
cantidades de alimentos para uso animal y humano. El refinado
de aceites es un caso tlpico durante el cual se destruyen las

aflatoxinas que pudieran tener 1las oleaginosas. El aceite
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crudo generalmente wue lava con NaOH 0.3-0.8 N para la
remosidn de gomas, Acidos grasos libres Y pignmentos
hidrosolubles; con este procesc el contenido de aflatoxinas a
cualquier concentracidn se reduce hasta menos de 1 ppb; el
hidr8xido de calcio finamente dividido se usa para eliminar
afiatoxinas en la copra, cacahuate y harina de algoddn
(Gonzalez, s/a).

Para tratar cereales, donde las aflatoxinas se
encuentran distribuldas en forma aleatoria a lo largo de todo
el lote, ¢l uac de metilamina y amoniaco ha sido de buenos
resultados. En el caso de 1la metilamina, se ha encontrado que
una concentracidn de 1.25% reduce el contenido total de
aflatoxinas hasta en & mg/kg; =min embargo el contenido de
lisina se afecta notablemente. Los aspectos econdmicos de
aplicacidn y algunos otroas efectos adversos producid;s por
compuestos derivadoa de la metilamina no hacen muy
recomendable este proceso (Gonzalez, s/a).

El tratamiento con amoniaco es a la fecha el de mayor
éxito, mAs prometedor y de relativamente bajo costo, por lo
que es el mds indicado para 1la detoxificacién de alimentos
contaminados. La inactivacidn c¢on amoniaco fud prisero
desarrollada pér Gardner y col. (1971} en cacahuate y harina
d; algoddn. Esta técnica utiliza 1a adicién de amoniaco al
grano contaminado, que 8e deja en reposo por un tiempo
relativamente corto para despuéds airearlo con el fin de

remover los residuos de amoniaco. Como resultado se observa



una pérdida drAstica del contenido de aflatoxinas en-el’
material tratado. La base de la técnica es una reaccidn
quimica entre las aflatoxinas y el amoniaco, formdndose un
compuesto conocido como aflatoxina D, que esg
considerablemente menos tdxico que la AFB1 pars la mayoria de
log animales domésticos, incluyendo aves., L.a quimica de la
reaccidn ce pregenta en la Figura 4.

El proceso de amoniacidn debe entenderse como una medida
para "salvar"” material contaminado cuando los niveles de
aflatoxinas no permiten su usc como ingredientes en la
racién. A pesar de la efectividad de este proceso, su uso adn
no ha recibido aprobacién oficial debido a que el amoniaco no
es un aditivo permitido en 4dlimentos para consumo homano
(Wyatt, 1988b).

4) Detoxificacidn microbioldgica: Existen algunos
microorganismos que tienen la capacidad de transformar las
aflatoxinas en compuestos atéxicos, entre ellos se puede
mencionar al Flavobacterium auriantiacum que elimina
completamente a la AFBl. Esta bacteris puede desarrcllarse en
leche, cacahuates y granos. La des#entnja de esta alternativa
radica en el hecho de que s8e tiene que afiadir una
contaminacidn extra para ramover una inicial y quizd esta
pudiern‘ dar lugar a otro tipo de problemas. Igualmente
efectiva es Tetrahymena pyriformis que logra degradar el 60X
de AFBlL en dos dias, aunque no se conoce si los nuevos

productos producidos tienen actividad bioldgica (Gonzalez,
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s/a).

53) Luz ultravioleta: Quimicamente se ha demostrado que la luz
'V elimina la doble ligadura del! anillo furano de la poreidn
cumarinica de 1la molécula, sin embargo, los productos
residuales producides tienen también una considerable

actividad bioldgica de tipo tdxice, por lo que esta técnica

no es recomendable (Gonzalez, s/a}.

La decisidn del destino del alimento contaminado debe de
basarse en los resultados de las pruebas de laboratoric gue
indiquen el grado de contaminacidn. Las alternativas ¥
disposiciones oficiales en E.U.A. son las siguientes (Pier,
1981). Si e] alimento es nutricicnalmente adecuado (ej. no
deterjorado por los hongos o los insectos) y contiene 20 ppb
o menns de aflatexinas (como concentracidn total), puede ser
administrade como alimentoc para animales o comercializado.
Para contenidos de aflatoxina de 20-100 ppb, el ingrediente
no puede ser comercializado 1legalmente pero puede ser
utilizado como alimento para animales sin gran riesgo (100
ppb de aflatoxinas totales frecuentemente representan aprox.
30 ppb de AFBl1}, este ingrediente no deberd administrarse a
vacas lecheras porque existe el peligro de gque AFM1 se
elimine en leche, tampoco deberA administrarse en pavos
pequefios o lechones por su extrema suceptibilidad a las

toxinas. La ntilizacidn de alimentos con mds de 100 ppb de
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aflatoxinas es peligroso en los animales domésticos. Este
alimento deberid ser mezclado con uno no contaminado para
disminuir la concentracidn total de aflatoxinas a 100 ppb o
menos y serd administrade sélo a animales menos suceptibles
como bovinos u ovinos adultos, siempre de acuerdo con la
legislacidn local existente para el caso,

Cuando existan grandes lotes de alimentos
nutricionalmente adecuados, se debe considerar econdmicamente
el uso de un método detoxificador antes de utilizar dicho
alimento {(generalmente los alimentos sometidos a procesos de
detoxificacidn no estAn aprobados para ser comercializados).

La dltima alternativa es destruir el alimento. Cuando
los niveles de aflatoxinas son suficientgnente altos para
afectar la salud humana o animal y otras alternativas no son
recomendables es preferihle destruir el alimento que correr

los riesgos que implica su utilizacidn {Pier, 1981).



2.~ ALGUNAS CONSIDERACIONES SOBRE LA INFECCION DE LA BOLSA
DE FABRICIO (IBF}

La Infeccidn de la Bolsa de Fabricio (IBF) o Enfermedad
de Gumboro, es una enfermedad viral aguda de pollos jdvenes,
altamente contagiosa, que se caracteriza por aparicidn
rdpida, corta duracidn y destruccidn severa de los linfocitos
de la Bolsa de Fabricio y de otrés érganos linfoides (Gordon,
1985).

El Virus de la Infeccién de la Bolsa de Fabricio {VIBF)
es probablemente el virus inmunodepresor de mayor importancia
en la industria avicola, ya sea por sus efectos patoldgicos
directos como por su activided insuncdepresora (Jordan,
1986). El1 VIBF es altamente contagioso y extremadamente
resistente a medidas de desinfeccidn y sanidad, por lo que es
cagi imposible mantenerlo fuera de una explotacidn avicola;
ttna vez establecido en la granja tiende a persistir por mucho
tiempo {Giambrone, 1983). Los pollos criades bajo condiciones
comerciales tienen altas probabilidades de exponerse al VIBF
desde las fases mAs tempranas de su vida, y aunque esta
infeccidn no suele producir una mortalidad elevada, los
animales afectados padecen de un estado grave de
inmunadepresidén y es precisamente este efecto inmunodepresor
el que adjudica una gran importancia a la enfermedad en la

industria avicola. lLas parvadas gue presentan innunodepreﬁién
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responden de manera deficiente a las vacunaciones de rutina y
desarrollan un incremento en la susceptibilidad a agentes
oportunistas (Sharma, 1987). Por lo tanto, la vacunacidn para
prevenir la IBF se ha convertido en una necesidad en las
zonas de mayor produccidn avicola del mundo (Giambrone,

1983).

HISTORIA

La Infeceidén de la Bolsa de Fabricio se reportd
inicialmente en 1957 en el distrito de Gumboro, Delawere,
E.U.A. Su reconocimiento como una enfermedad especifica fuéd
realizado por Cosgrove en 1962, quien la denomino nefrosis
aviar por las lesiones que se producian en rifidn y que en su
momento fuéd  necesaric diferenciar de la enfermedad producida
por una cepa del virus de la Bronquitis Infecciosa de
tendencia nefrotdxica (cepa Gray), estudios posteriores
lograron el aislamiento del agente causal de 1a IBF

"{Cosgrove, 1962; Winterfield y Hitchner, 1973}.

INCIDENCIA Y DISTRIBUCION

La IBF tiene una distribucidn mundial y se presenta
practicamente ~ en todas las regiones donde existen
explotaciones avicolas. En México fué reportada por primera
vez por Correa en 1965, quien aisld 'al virus y reprodujo la
enfermedad experimentalmente, posteriormente se realizd una

identificacidn seroldgica donde se encontrd que el 90% de las



parvadas estudiadas tenlan anticuerpos neutralizantes contra

el virus (Correa, 1981).

ETIOLOGIA

El VIBF no estd plenamente identificado en alguno de los
grupos taxondmicos de virus conocidos actualmente y
diferentes investigadores lo han clasificado previamente como
Teovirus, picornavirus o diplornavirus; algunos autores
proponen clasificarlo en una nueva familia denominada
Birnaviridae (Correa, 1981; Gillespie §y Timoney, 1983,
Sharma, 1989).

El VIBF posee una cadena doble de RNA y 6 protelnas de
superficie, es de forma icosaédrica y posee una cdpside con
32 capsdmercs arreglados en simetria §:3:2, tiene un didmetro
total de 62 nm y su morfologia es muy similar a la de los
virus de lengua azul y de necrosis pancredtica de los peces
(Gillespie y Timoney, 1983, Sharma. 1989).

El VIBF es muy resistente al eter y al cloroformo, no es
afectado por pH 2 y resiste a los desinfectantes a base de
cuaternarios de amonio. Es inhibido a pﬁ 12 y al colocarlo en
formalina al 0.5% durante 6§ horas hay una marcada reduccidn
del titulo viral; el virus es inactivado por yodo en 2
minutos a 23 oC y por compuestos derivados del <cloro, la
cloramina lo 1inactiva en 10 mninutes y el virus puede
sobrevivir a 60 oC pero no a 70 oC pof 30 minutos (Hitchner,

1978; Correa, 1981; Gillespie y Timaney, 1983}.
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CULTIVO: E1 VIBF puede ser cultivado en embriones de
pollo procedentes de parvadas que no hayan sufrido la
enfermedad y que por lo tanto no tengan anticuerpos maternos
que interfieran su multiplicacién, la mejor ruta de
inoculacidn es la membrana corioalantoidea, el mayor titulo
viral se obtiene a las 72 horas postinoculacidn;  la
inoculacién de embriones de lO-dias genera mortalidad desde
el tercer dia postinoculacidn, con expresidn midxima al quinto
dia; los embriones inoculados presentan edema y distensidn de
la regidn abdominal, congestidn cutdnea y hemorragias
petequiales generalizadas (Correa, 1981),

El wvirus también puede ser cultivado en monoestratos
celulares de bolsa de Fabricio, rifidn ¥y fibroblastos de
embridén de pollo, después de 4 o 5 pases se observa la
produccidén de efecto citopdtico, faormacidn de placas e
induccidn de interferdn (Hitchner, 1978, Correa, 1981}).

El VIBF se replica en el citoplasma celular y antigeno
viral puede ser detectado 6 horas despuéds de la inoculacidn
{Correa, 1981).

SEROTIPOS: Aparentemente existen dos grupos serofégicos
del VIBF, el serotipo 1 aislado de gallinas y pates, ¥ el
serotipo 2 aislado de pavos y gallinas; estudios de inmunidad
cruzada no han determinado sl los diferentes serotipos
producen inmunidad cruzada (Correa, 1981), aunque
aparentemente no se neutralizan (Sharma, 1989)

Durante el dltimo afic se ha reportado la aparicidn de
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cepas de campo de VIBF denominadas 'wvariantes" gue producen
atrofia severa de la beolsa de Fabricin sin la presencia de
edema, hemorragia o necrosis, como lo¢ hacen las cepas
conocidas hasta el momento, geneéralmenfte no se observan
signos clinicos aparentes y las cepas "variantes” son capaces
de generar la enfermedad en aves que tienen niveles elevados
de énticuerpos materncos o en aves vacunadas con las vacunas

comerciales existentes en el mercade (Villegas, 1986).

EPIZOOTIOLOGIA

HOSPEDADORES: las gallinas domésticas son la dnica especie en
la que la infeccidn natural ha sido reportada, aungue el
virus ha sido aislado de patos ¥y pavos; todas las razas de
gallinas pueden ser infectadas aunque se ha reportado gue 1la
raza White Leghorn muestra una reaccidn mds severa al virus
que las otras razas {Hitchner, 19878).

El efecto de la infeccidn por VIBF depende-del estado
inmunoldgico y de la edad de los animales afectados.
Dependiendo de 1la edad de los animales afectados, dos tipos
de enfermedad completamente diferentes pueden ocurrir
(Giambrone, 1983}).

sl las aves Qon infectadas en los primeros 8 dlas de
edad, ocurre una enfermedad sin =signos clinicos aparentes,
actualmente esta forma subclinica de IBF es mds comin-
econgmichmente importante (Giambrone, 1983; Luckert, 1983).

La segunda forma de IBF ocurre cuando la infeccidn se
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observa en aves mayores de 8 dlas de edad, la infeccidn es
este caso resulta en una forma clinica de IBF que puede
reducir la ganancia de peso y la eficiencia alimenticia, asi
como morbilidad y mortalidad evidentes (Giambrone, 19?3), se
piensa que los animales son mas susceptibles a la forma
clinica de la enfermedad entre la tercera y la sexta semana
de vida, aunque el cuadro clinico ha sido reportado desde la
2da hasta la 15a semanas de edad (Ley y col.,, 1883). La
presentacidon de la enfermedad en su forma clinica esta
supeditada a la presencia de la bolsa de Fabricio funcional
(Hitchner, 1978}.

La infeccidn pasa desapercibida en aves adultas (Gordon,
1985}).
TRANSMISION: El VIBF es sumamente contagioso y se difunde
rapidamente entre aves afectadas y susceptibles, el virus se
elimina en heces de las aves infectadas hasta por 2 semanas
{Gordon, 1985} y 1la in%eccibn ge transmite por contacto
directo y a través de agua y alimento contaminados {Correa,
1981), as! como por objetos intermediarios comoc cama, heces,
polvo, utencilios de gallinero, enseres y ropa del personal
(Hitchner, 1978). Experimentalmente el virus ha sido
tranamitido por via oral, subcutiAnea, intramuscular,
intravenosa, ocular, intranasal, intracerebral e intracloacal
{Correa, 1978, Gordon, 1985). Las aves susceptibles enferman
al ser introducidas a locales infectados hasta 122 dlas

después de haber eliminado aves enfermas del mismo local y se
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ha demostrade que el gusanille de la harina Alpitobius
disperinus procedente de tun local contaminade puede Lener
capacidad infectante al ser ingerido por aves susceptibles
{Correa, 19811}.

No hay evidencias de que las aves adultas actuen como
portadoras o qﬁe el agente sea transmitido a través del huevo
{Hitchner, 1978; Gordon 1985).

PERIODO DE TNCUBACION: El perlodo de incubacidn es muy corto
¥ evidencias histoldgicas de infeccidn se pueden observar 24
horas después de una inoculacidn experimental {(Hitchner,
1978). En condiciones naturales los signos clinicos aparecen
4 o 5 dlas después de poner en contacto aves susceptibles con
infectadas y 10 dlas después de poncr aves susceptibles en un

ambiente contaminado (Correa, 1981).

MORBILIDAD Y MORTALIDAD: En parvadas completamente
susceptibles 1la enfermedad aparece subitamente, con wun
elevado nivel de morbilidad, cercano al 100% y signos

evidentes; la mortalidad usualmente empieza al tercer dila
p;stinfeccibn y desaparece en un perlodo de 5§ a 7 dias,
alcanzando un nivel del 20-30%. Los brotes posteriores de la
enfermedad en la misma granja son menos severos Yy pueden
pasar desapercibidos. Probablemente esto ocurre cuando las
aves se enferman a una edad muy temprana o por la presencia
de anticuerpos maternos en el momento de la exposicidn

{Hitchner, 1978).
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SIGNOS CLINICOS

La presentacidén clinica de la enfermedad se caracteriza
por depresién marcada, erizamiento de plumas, anorexia,
diarrea acuosa blanquecina rica en uratos, deshidratacién,
tendencia al picoteo de 1la cloaca, temblores, postracién
severa y muerte; las inoculaciones experimentales evidencian
signos cllnicos 24 horas postinoculacidn {Ley y col. 1983;

Craig ¥ col., 1980a y 1980b}.

PATOGENIA

Se cree que la vla natural de infeccién es la wla oral.
Por medio de pruebas de inmunofluorescencia y aislemiento se
ha encontrado al virus en el tracto digestivo durante las 12
primeras horas postinfeccidn; a las 24 horas hay viremia
temporal, observandose una mayor concentracidén de virus en
bazo, bolsa de Fabricio y rifion. La patologla primaria de la
IBF involucra al sistéma linfoide como resultado de la
infeccidn directa del VIBF sobre los linfocitos de la bolsa
de Fabricio, que son 1a§ células blanco para la replicacidn

R A

yiralj(SantiQart v col. 1980; Ley y col. 1983). Al inocular

o pollitos directamente en la bolsa de Fabricio, las cepas muy

patdgenas producen signos a las 12 horas y muerte a las 30
horas; 1la replicacidn viral inicial ocurre en el citoplasma
de las células linfoides & de los macréfagos, a las 6 horas
va hay numerosas particulas virales de 52 a 58 nm, arregladas

en forma de cristales, sin ninguna membrana alrededor; a las
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7 horas se forma 1nna membrana gque segrega a los grumos de
virus ¥y que después forma vacuola§ que contienen particulas
virales v restos celulares. Dentro de las vacuolas ocurre
cierta degradacidén viral, aungue en la mayoria de las células
infectadas, especialmente en las linfoides, ocurre lisis
celular, liberacidn viral y difusidn de 1la infeccidn hacia
otras células de la bolsa. A 1las 18 horas los follculos
linfoides de 1la bolsa de Fabricio estidn casi sin células
linfoides. El virus también puede replicarse en heterdfilos,
_.ctlulas reticulares’ y células reticulares epiteliales de la
bolsa (Correa, 1981}, Naqi y Millar (1979}, inoculando pollos
de un dla de edad por via oral, observaron a las 48 horas
. reduccidn en el numero ¥ en el tamafio de las
microvellosidades de las células epiteliales, acompafiado de‘
imvolucién gradual de los faliculos de 1a bolsa; a las 96
horas observaron erosiones superficiales en la mucesa por
pérdida de células epiteliales, que finalmente permitieron a
los foliculos exponerse a la luz bursal, donde finalmente se
observd necrosis linfoide extensa. I
Las.cepas de VIBF muy virulentas pueden afectar ademds a
los linfocitos del timo, bezo, tonsilas cecales y glAndula de
Harder (Correa, 1981); algunos autores asocian la presencia
de lesiones’ en tejidos no linfoides a la presencia de
complejos inmunes circ?Lnntes durante la enfermedad (Ley y‘

col., 1379).
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LESIONES MACROSCOPICAS

Las lesiones macroscdpicas de las aves muertas en el
transcurso de la enfermedad incluyven deshidratacidn, misculecs
pectorales de aspecto marmoleado por congestidn v
hemorragias, hemorragias subcutdneas en alas, muslos ¥
piernas, aumento en el contenido de moco en el intestino ¥
hemorragias en el proventriculo; los rifiones estdn aumentados
de tamafioc y los tubulos renales son claramente visibles, a
causa de su distencidn por la acumulacién de uratos,los
ureteres también se encuentran distendidos Yy llenos de
uratos, estas lesiones renales sdlo se encuentran en los
dltimos estadlos de la enfermedad, s! las aves son observadas
en el transcurso de 1a enfermedad, 1los rifiones permaneces
egencialmente normales (Hitchner, 1978, Craig y col., 1980b;
Correa, 1981, Gillespie y Timoney, 1983; Ley y col., 1983)).

La bolsa de Fabricio es el érganoc blanco de la infeccién
y aqul se observan las lesiones mads evidentes. Es muy
importante que 1la secuencia de los cambios sea comprendida
cuando se examinan aves para el diagndstico de la enfermedad.
‘}En:e{‘Ser dia de la infeccidn, la bolsa empieza a aumentar su
tamafio y peso débido a hiperemia y edema, alcanza el doble de
su tamafio normal al 4to dla y despuéds tiende a reducirse;
hacia el 5to dla postinfecc}én la bolsa regresa a su tamafio
normal, y después el érgano continua atrofiandose rapidamente
y del dla 8 en adelante es de un peso aproximado de un tercio

del pesc normal (Hitchner, 1978),
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En el 2do-3er dia postinfeccidn, la bolsa posee un
trasudado gelatinoso amarillento, que cubre la superficie
serosa, Las estriaciones longitudinales de la superficie
empiezan a ser prominentes, y el color blanco normal del
6rgano se vuelve cremoso. Cuando la bolsa regresa a su tamafio
normal, el trasudado desaparece y durante. el periodo de
atrofia el drgano adquiere una apariencia grisAcea (Hitchner,
1978, Correa, 1981, Gillespie y Timoney, 1983; Ley y col.,
1983).

Las bolsas infectadas frecuentemente muestran focos
necréticos y a veces petequias y equimosis en la superficie
mucosa. Ocasionalmente se han observado hemorragias extensas
en todo el d4rgano, en esos casos las aves pueden evacuar
sangre en sus deyecciones (Hitchner, 1978; Craig vy col.,
1980b).

El bazo puede estar aumentado de tamafio, con focos
grisAceos pequefios en la superficie, y se pueden observar

hemorragias y atrofia del timo {Gillespie y Timoney, 1983).

LESTONES MICROSCOPICAS

El padecimiento se considera una enfermedad infecciosa
linfocida y las legsiones histoldgicas aparecen en el tejido
linfoide de la bolsa de Fabricio, donde son mds severas, asli
como en el bazo, timo, glAndula de Harder y tonsilas cecales
{Nagi y col. 1979};

La secuencia en la variacién de las lesiones
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microscdpicas permite ubicarlas en tempranas ({2-3 dias
postinfeccidn}, inte;medias {entre 6§ ¥y 11 dias) y tardlas o
crdnicas {mAs de 12 dias} (Paasch, 1983).

Los cambios histopatoldgicos en la bolsa son detectables
36 horas postinfeccidn como negrosis individual de linfocitos
en la zona medular de los follculos linfoides; a las 48 horas
hay en algunos foliculos necrosis }infoide medular y en otros
proliferacidn marcada de células reticulares palidas. Entre
el 3er y 4o dia postinfeccidn hay edema en el tejido
conjuntive interfolicular ¢ infiltracidn heterdfila; en el
bazo también hay necrosis de las vainas linfoides
periarteriolares. A los 8 dlas en la bolsa de Fabricio hay
formacién de vacuclas en la zona medular y proliferacidén de
tejido conjuntivo interfolicular. A los 9 dias se aprecia
cuboidalizacidn del epitelio corticomedular y en el bazo se
observa regeneracidn linfoide de las vainas periarteriolares.
A partir de los 12 dias e¢pitelio corticomedular de la bolsa .
adquiere forma columnar dando al drganc un aspecto glandular
{Paasch, 1983).

Las lesiones de la bolsa de Fabricio no son exclusivas
de la IBF, se puede observar reduccidn de la poblacidn
linfoide y atrafia folicular en la enfermedad de Marek, en la
reticuloendoteliosis, en la enfermedad de Newcastle, en la
deficiencia de Acido pantéténico, en la intoxicacidn por
nitrofurazona y en la intoxicacidn por aflatoxinas {Paasch,

1983; Rosiles, 1987}.
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Diferentes autores han agrupado las lesiones
microscdpicas de la IBF en un sistéma Gnico de clasificacién
de acuerdo a su grado de severidad (Nagi y Miller 1979; Craig

y col., 1980b; Ley y col., 1983},

LA INFECCION SUBCLINICA Y EL ESTADO DE INMUNODEPRESION

Como ya se menciond, sI las aves son infectadas durante
la primera semana de vida, la enfermedad clinica no ocurre y
el cuadro subclinico que se presenta es mis comdn ¥y
economicamente importante que la forma clinica (Giambrone,
1983). Aunque los animales aparentemente no presentan
alteraciones, tiemnen un dafio extenso en la bolsa de Fabricio,
1o que genera un dafio permanente en el sistema de produccidn
de anticuerpos (Giambrone, 1983; Luckert, 1983),

La inmunodepresisén producida por el VIBF constituye un
problema particularmente seric en parvadas jovenes, sobre
todo con bajos niveles de anticuerpos maternocs, que llegan a
exponerse tempranamente al virus {Sharma, 1989); 1la
replicacién viral se 1lleva a cabo selectivamente en los
linfocitos B de la bolsa de Fabricio durante los primeros
dlas despuéds del nacimiento, resultando en una lesidn
permanente en.el sistema inmune del animal (Nagi ¥ col.,
19791).

La respuesta inmune humoral es la mAs severamente
afectada, la infecciédn reduce 1la concentracidn de IgG {(IgY)

sérica y la IgM se produce sdlo en su forma monomérica y
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carece del marcador halotdpico MIa que normalmente se
presenta en la IgM de los pollos (Sharma, 1987},

La inmunodeficiencia resultante y permanente es el
resultado de la siembra periférica de células B defectuosas
(Gillespie y Timoney, 1983).

Aparentemente la inmunidad celular también pluede
afectarse, aunque en menor intensidad; experimentalmente se
ha demostrado que el VIBF reduce la respuesta de
fitohemaglutinina en linfocitos de bazo a les 5 y B8 dlas
postinfeccidn, pero no a los 14, 2B o 42; tambiédn se ha
demostrado que se interfiere con la respuesta hacia el virus
herpes del pavo para proteger contra la enfermedad de Marek,
que depende de la inmunidad celular. Se requieren todavia
muchos estudios para comprender la inmunodepresidn resultante
por la IBF (Hitchner, 1978; Sharma, 1989).

La inmuncdepresidn resultante de la exposicidn temprana
al VIBF interfiere con el desarrclloc de una respuesta inmune
adecuada con las vacunas utilizadas rutinariamente en
pollites recién nacidos (Olbers, 1983; Sharma, 1987), ademds
de quese incrementa la susceptibilidad a diversos agentes
como Clostridiym'*’app, Staphilococcus spp, hepatitis con
cuerpugﬁdéminglusién,, enfermedad de Marek (Santivart y col.,
1980?'Ca1nek, 1983), Eimeria spp {Mc Douglad y col., 1980),
Salmonella spp y E. coli (Wyeth, 1975;.

Las parvadas que padecen el cuadro subclinico de IBF

generalmente tienen un rango de conversidn alimenticia mayor
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que las no infectadas y en las plantas procesadoras son
llamadas ‘"parvadas desastrosas”. Eastas parvadas desastrosas

tienen una alta incidencia de enfermedades normalmente "no
comunes” como dermatitis gangrenosa, enteritis necrdtica y
ulcerativa, aerecsaculitis y coccidiosis, asl como sIadrome

de baja absorsidn {(Giambrone, 1983).

RESPUESTA INMUNE CONTRA EL VIBF

Resulta interesante el hecho de que, ain cuando el VIBF
produce una inmunocdepresidn generalizada, las aves infectadas
desarrollan una respuesta de anticuerpos muy marcada contra
el mismo virus. Los . anticuerpos antiIBF pueden ser medidos
mediante diversas pruecbas seroldgicas, entre lam cuales se
encuentran las de virus neutralizacidn, inmunsensayo ligado a
enzimas (ELISA) e inmunodifusidn en agar (Correa, 1981;
Gillespie y Timoney, 1983; Castelld y cocl., 1987).

Los anticuerpos son detectables 3-4 dias después de la
infeccidn, alcanzan sus niveles mdximos en una o dos sSemanas
¥y pueden persistir por muches meses. Las pruebas de virus
neutralizacidn y ELISA detectan considerablemente niveles de
anticuerpos mis altos que la prueba de precipitacidn en agar,
'a prueba de ELISA detecta niveles de anticuerpos mds
clevados antes que la prueba de virus neutralizacidn, sin
embargo, la prueba de virus neutralizacidn detecta niveles
elevados de anticuerpos por mas tiempo (GarcIa, 1985;

Castelld y col., 1987},



DIAGNOSTICO

pesde el punto de vista clinico-patoldgico, para el
diagndstico de la IBF se debe tomar en cuenta que 'las aves se
enferman y se recuperan réApidamente, ¥y que la mortalidad
ocurre en un periodo muy corto, o sea que que Se eleva y
disminuye subitamente. Las lesiones de la bolsa de fabricio
son bastante caracteristicas. En los casos subclinicos, al
hacer necropsias tambiédn se pueden encontrar lesiones en la
bolsa de Fabricio de animales que no tuvieron signos
manifiestos (Correa, 1981; Hitchner, 1978}.

Para confirmar el diagnéstico se procede a aiaslar al
virus a partir de rifidén o bolsa de Fabricio, inoculando
embriones de pollo SPF de 9-11 dlas de edad, en la membrana
corioalantoidea, dando varios pases ciegos seriadous (Correa,
1981).

El diagnostico también puede ser confirmado mediante las

técnicas serologicas que se mencionaron anteriormente.

PREVENCION Y CONTROL
AdemAs de las medidas usuales de desinfeccién e higiene
de las granjas localizadas en Areas enzooticas de la
enfermedad, la° proteccion de las parvadas comerciales se
logra mediante programas de vacunacién (Sharma, 1987}.
Existen en 1la actualidad dos metodos para el control de
la IBF. 1)} vacunacién a las gallinas reproductoras para

generar niveles altos de inmunidad materna, gque sea
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transmitida a la descendencia, para proteger a los pollitos
durante las dos primeras semanas @e edad, o 2) vacunacién a
la progenie de las gallinas al primer dia de edad para
prevenir- la infeccidn primaria {(Giambrone, 1983; Olbers,
1983)., ‘

La estrategia mAs popular en el control de la infeccidn
en pollo de engorda consiste en vacunar a las gallinas
reproductoras, asl los pollitos serdn capaces de resistir a
1a infeccidn con cepas de campo durante los primeros dias de
su vida y, cuando 1los anticuerpos maternos disminuyan a
niveles subprotectores, se vacuna a los animales con vacunas
de virus activo (Olbers, 1983; Sharma, 1989}.

El establecimiento de un calendario de vacunacidn con
fechas adecuadas es critico para establecer una proteccidn
dptima de la parvada. SI 1la vacunacidén se efectda con la
presencia de anticuerpos maternos, é&stos interfileren con la
eficacia de la vacuna. Sin embargo, sl por el contrario, la
vacuna;ién se retrasa hasta después de que los anticuerpos
maternos llegan a niveles demasiado bajos, existe el riesgo
de que se presente un brote de enfermedad antes de que la
proteccidn conferida por la vacuna llegue a ser efectiva
(Giambrone, 1983; Sharma, 1989}.

Se deben establecer calendarios de vacunacién
especlficos para cada granja, dependiendo de los calendarios
de‘v;cunacibn de las gallinas reproductoras, asl como de la

verificacidn sercldgica de la parvada; se considera que los
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anticuerpos detectados por - virus seroneutralizacidn con un
titulo de 1100 tienen un efeclo protector en el 40% de la
parvada y que titulos superiocres a 1:600 protegen al 100% de
la parvada {(Garcla, 1985), Estos factores hacen muy
complicado el establecimiento de un programa de vacunacidn
para pollo de engorda y polla de reemplazo {(Olbers, 1983).

En las ¢gallinas reproductoras se usa una serie de
vacunaciones con vacunas de virus vivo seguida de
vacunaciones con productos inactivados, antes de romper
postura; este  calendario asegura un nivel alto y uniforme de
anticuerpos, que es transferido a le progenie, protegiendola
durante las primeras semanas de vida (Giambrone, 1983;
Olbers, 1983).

Cuando los titulos de anticuerpos son bajos (menores de
1:64 por virus neutralizacién) o disparejos entre las
gallinas reproductoras, se debe aplicar vacunacidn a los
pollitos lo mAs temprano posible, con el fin de proteger
activamente a la mayoria de la parvada. Esto se logra con el
uso de vacunas de virus vivo modificado, que son capaces de
estimular rapidamente al °sistema inmunoldlgice (Garcla,
1985).

Existen diferentes cepas vacunales de virus vivo, las
cuales por su virulencia se han clasificado de la siguiente
manera ‘(Lukert, 1983): cepas altamente atenuadas no
inmunodepresoras, cepas intermedias que pueden causar algunas

lesiones en los animales que son vacunados, pero gue en
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presencia de anticuerpogs maternns no producen lesiones ni

inmunodepresibn, y cepas virulentas aue s utilizan con
escasa frecuencia porque producen lesiones bursales e
inmunodepresidn.

Lukert (1983) menciona que las vacunas "suaves" de IBF
tienen escasa invasividad hacia la bolsa de Fabricio, pero
pueden ser neutralizadas por niveles elevados de anticuerpos
maternos. las vacunas altamente patdgenas de IBF (calientes)
sog'sumémente invasivas, aunque no interfieren con ellas los
anticuerpos maternos. Una vacuna altamente deseable es
aquel la que tenga propiedades de invasividad intermedia y que
no se interfiera por ., los anticuerpos maternos; siempre se
debe tomar en cuenta gque algunas vacunas de virus vivo pueden
producir efectos detrimentales en los animales vacunados
(Garcla, 1985}).

La vacunacidn no es sindnimo de inmunizacidén, cuando se
usan vacunas vivas a edad temprana, algunas aves no responden
adecuadamente por factores de estres medicambiental,
deficiencias nutricionales, consumo de micotoxinas,
enfermedad de Marek o bién porque fueron aplicadas cuando
estaba presente un brote subclinico de IBF. El virus vacunal
generalménte desaparece de la parvada en un perlodo muy corto
¥ algunas de las aves permanecen susceptibles a 1la infeccidn

(Giambrone, 1983; Lukert, 1983).
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0O B J ET I V. O

Evaluacidn de los efectos del consumo de 2.5 ppm (ug/g)
de aflatoxinas totales, en el comportamiento productivo,
clinico, hematoldgico, patnldgico y en la capacidad
inmunolédgica del pollo de engorda, sometido a un programa de
vacunacidén con una cepa comercial de virus vivo de la

Infeccidn de la bolsa de Fabricio a los § dias de edad.
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MATERIAL Y METODOS

1.- ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para el presente estudio fueron utilizados 200 pollos de
engorda de un dia de edad de extirpe comercial Pilch existente en
el mercado, no sexados, sin antecedentes conocidos del estado
inmunolédgico de sus progenitores,

Los animales fueron distribuldos al azar en cuatro grupos de
50 aves y fueron alojados en corraletas separadas de 2.0 m x 2.0
m en una caseta aislada del Centro de Produccidn Agropecuaria de
la F.E.S. Cuautitlén.

Los animales fueron mantenidos con agua y alimento a libre
accéso en bebederos invertidos y comederos de tolva. La dieta
consistidé en alimento comercial balanceado para pollo de engorda
de iniciacidn* con 22% de proteilna, hasta la tercera semana, y en
alimento camercial para pollo de engorda de finalizacidn¥* con
20% de proteina, hasta el final del experimento; los alimentos
utilizados fueron certificados libres de micotoxinas en el
Laboratorio de Micologla de 1la Unidad de Posgrade de la F.E.S.
Cuautitldn. E1 andlisis bromatoldgico de los alimentos utilizados

se muestra en el Cuadro 7.

% Caporina -1, La Hacienda, M.R.

% Caporina 2, La Hacienda, M.R.



Cuadro 7.-

ALIMENTO DI INICIACION

ALIMENTO DI FIMLIZACION

Humedad max,
Proteina min,
Fibra max,
Grasa min,
E.LoH, max.

Cenizas max,

12 X Humedad max,
22 Protetna nin,
5 Fidra max,
k4 Grasa min,
5% EL.N max,
b Cenizas max,

&

.

5%

4.3

5154

4
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Los animales fueron mantenidos durante 7 semanas. La
temperatura de las corraletas se mantuvo constante con el uso de
criadoras de gas; la temperétura inicial de cada corraleta fué de
28 oC y fue reducida gradualmente cada semana; el piso de las
corraletas fue cubierto con cama de paja de avena de 20 cm de

grosor.

2.~ PRODUCCION DE LAS AFLATOXINAS
A).- Cultivo e inéculo.- Para el presente estudio se utilizd una
cepa de Aspergillus flavus J.,M.I., 91018, caracterizada por
producir AFBl1 en el sustrato adecuado., La cepa utilizada fué
amablemente proporcionada por la Dra. Irma Tejada, del
I.N.I.F.A.P., S.A.R.H., México.

La cepa de A, flavus fué cultivada en tubos inclinados con
10 m]l de!agat!désttésa papa {ADP)* por el mdtodo convencional en
picadura; los tubos fueron incubados a 28 oC -por 5 dias. La
identificacién de la cepa se realizd por las técnicas
convencionales descritas en la literatura {(Raper y Fennell, 1970}
y los subcultivos frescos fueron usados en todo el experimento

La preparacidn del indéculo se realizd sembrando la cepa por
el método ‘convencional de estria en tubos con 10 ml de ADP que
fueron incubados a 28 oC por 5 dias en una estufa bacterioldgica.
La recoleccién de esporas se realizd con una solucidn de medio
Tween B0 al 1% en soluciém salina fisiolédgica. El conteo de
esporas se realizd por el método de hemocitdmetro utilizando una

camara de Neubauer y una pipeta de Thoma para glébulos blancos,
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como ha sido descrito previamente (Valladares, 1986). La
suspensidén de esporas fué ajustada a una concentracidn de 1 x 10
6 esporas/ ml y la viabilidad de las esporas fué determinada por
el cultivo de 0.5 ml de 19 suspensién en placas con ADP, que
fueron incubadas a 37 oC por 24 horas.
* Lab. Bioxdn, México, M.R.
B).- Produccidn de aflatoxinas.- El método utilizado para la
produccidn de aflatoxinas fué una adaptacién al método descrito
'por Shotwell y col. (1966) para la produccidn de aflatoxinas por
fermentacidn sélida en arroz (Fig. §).

El cultivo del hongo se realizdé en matraces erlenmeyer de
500 ml. En cada matraz fueron colocados 50 g de arroz pulido* y
25 ml de una solucidn de glucosa al 5% en agua destilada,
permaneciendo en un pericde de mezcla de dos horas, después del
cual fueron esterilizados en autoclave a 121 oC y 15 1bs por 15
minutos, y finalmente enfriados a temperatura ambiente.

Posteriormente cada matraz fué inoculado con 3 ml de la
suspensidén de esporas, agitando suavemente. Los matraces
inoculados fueron incubados a 28 oC en una estufa
bacterioldgica. A las 24 y 48 horas de incubacidn, cada matraz
fuéd agitado suavemente y fue adicionade c¢con 25 ml de agua
destilada estéril.

La fermentacién fué terminada después del periodo de
incubacién por esterilizacidn de los matraces en autoclave a 121
oC y 15 1lbs, por 15 minutos.

* Valle Verde, México, M.R.
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FIGUYRA 5.- Diagrama de producci6n de aflatoxinas in vitro
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C).~- Preparacién de las muestras para la cuantificacidn de
aflatoxinas.- El contenido de cada matraz inactivado fué colocado
en charolas de aluminio y secado en un horno de convecciédn
forzada a peso constante a 60 oC por 24 horas. Posteriormente el

material obtenido fué molide y homogeneizado en una licuadora

convencional de tres velocidades.

D).~ Extraccidn de las aflatoxinas.~ La tecnica de extraccién de
las aflatoxinas utilizada fué una adaptacidén a los métodos
descritos por Pons (1973) y por Stahr (1980) en experimentos
anteriores.

Se seleccionaron 50 g del material molido y homogeneizado
procedente de los matraces inoculados, que fueron molidos dos
veces con 150 ml del solvente de extraccidn acetonitrilo:agua
{8:2) y 10 g de ayuda filtro (tierras diatomeas), por 3 minutos a
alta velocidad, en una licuadora convencional; la mezcla obtenida
fué entonces filtrada a través de un embudo de cristal con papel
filtro Whatman # 4; el filtrado obtenido fué colectado en
matraces erlenmeyer de 500 ml.

Posteriormente a cada filtrado se le adicionaron 20 ml de
acetato de plomo al 20X y 130 nl de agua destilada; la mezcla se
dejbé reposar por tres minutos, se adicionaron 10 g de ayuda
filtro y se agitd y filtrd nuevamente a través de papel filtro
Whatman # 4.

El filtrado recolectads se colocd en un embudo de separacidn

de 500 ml vy se realizd una extraccidn secuencial con 50 ml de
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cloroformo, tres veces, colectando las fases clorofdrmicas en un
sdlo matraz., Finalmente el extradto clorofdraico se lavd con 160
ml de agua destilada en un embudo de separacidn, invirtiendolo
suavemente por 10 veces, colectando la fase clorofdrmica en un
vaso de precipitado; se adiciond al extracto final 1 g de sulfato
de sodio anhidro, para eliminar cualquier residuo de agua.

El extracto clorofdrmico fué evaporado casi a sequedad en un
rotavapor en bafio Maria a 70 oC y fué redisuelto en un volumen
final de 5 ml de cloroformo. El extracto purificado y concentrado

fué utilizado para la cuantificacidn de las aflatoxinas.

E).~ Cuantificacién de las aflatoxinas. - Las aflatoxinas
producidas fueron separadas y cuantificadas por cromatografia en
capa fina, de acuerdo al método de Goldblatt (1969) utilizando
placas cromatogrdficas preparadas con 30 g de sllica Gel 60 G
disueltos en 64 ml de agua destilada, obteniendo un grosor de
0.25 mm; las placas fueron activadas a 100 oC por una hora y
posteriormente enfriadas a temperatura ambiente.

En cada placa se aplicaron 3 ul de una solucidén de 10 ug/ml
de AFB1* y 3 ul de una serie de diluciones dobles del extracto
muestra, de 1:1 hasta 1:260.

Las placas fueron desarrolladas en una cAmara de desarrollo
previaﬁente saturada con el sovente desarrollador
cloroformo:acetona:agua; {88:12:1.5), de acuerdo a lo descrito
previamente por -Moreno y Herndndez (1887); el tiempo de

* Sigma Chemical Co. N.Y., M.R.
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desarrollo de las placas fué de 30 minutos.

Una vez desarrolladas, las placas fueron reveladas bajo luz
UV de onda larga; la concentracidn de aflatoxinas de los
extractos muestras se realizd por comparacidn visual de la
intensidad de la fluorescencia de la solucién estandar con la
intensidad de 1a fluorescencia de las diluciones del extracto
muestra colocadas en la misma placa.

Finalmente las placas fueron rociadas con una solucidn
acuosa de hidrdxido de potasio al 20X, para comprobar 1la
presencia de aflatoxinas, de acuerdo a 1lo descrito por Stahr

(1980).

F).- Ensayo bioldgico de 1las aflatoxinas producidas.- Para el
ensayo de la actividad bioldgica de las aflatoxinas se utilizd el
mdtodo reportado por Rosiles (1977), utilizando patos de raza
Pekines de 5 dlas de edad, que fueron mantenidos en jaulas
convencionales con agua y alimento a libre acceso. 5e utilizd
alimento comercial balanceado para pollo de engorda® certificado
como libre de ﬁicotoxinas en el Laboratorio de Micologla de la
Unidad de Estudios de Posgrado de la F.E.S. Cuautitldn. la dieta
basal de los patos fué adicionada con un 10% del material
obtenido despuéds de la fermentacidn del cultivo de A. flavus en
arroz. Los animales fueron observados hasta la presentacidn de

los signos clinicos y muerte de los mismos; posteriormente se

* Caporina 1, La Hacienda, México, M.R.
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realizaron estudios de nFcrapsia e histopatologia de higado y
rifidn para detectar la presencia de lesiones compatibles con
intoxicacidén por aflatoxinas.
F).- Determinacidn de la cinética de produccién de las
aflatoxinas in vitro: Para determinar la cinética de produccidn
de las aflatoxinas y el tiempo dptimo de producciédn de las mismas
se procedid al cultivo de la cepa de A. flavus en arroz, comc se
describid previamente, finalizando la fermentacidn a las 24, 48,
72, 96, 120, 144, 168, 192, 216 y 268 horas después del cultivo.
Para cada uno de los tiempos de evaluacidn de la produccidn los
matraces fueron sembrados por triplicado. Todas las muestras de
los matraces inoculados fueron extraldas y cuantificadas como se
describié previamente )
Una vez que fué conocida la cindtica de produccidn de las
aflatoxinas y la concentracidn de las mismas en el material
cosechado, se procedid a su produccidn masiva para ser utilizade
en los experimentos porteriores.

El material obtenido fué almacenado a -20 oC hasta su uso.

3.- PREPARACION DE LA DIETA DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

El material obtenido de la fermentacidn, secado ¥
homogeneizado, fud afiadido a la dieta basal de los animales de
experimentacidn, hasta obtener una concentracidn final de 2.5 ppm

(ug/g) de aflatoxinas, y fud administrado a los lotes segdn el
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disefio experimental que se presenta en el Cuadro 8. El alimento
de los lotes que consumieron aflatoxinas fué adicionado
aproximadamente con un 10% del material cosechado. El1 alimento de
los lotes que no consumieron aflatoxinas fuéd adicionado con la
misma cantidad de arroz pr&cesado de manera similar para la

produccidn de las tdxinas, pero sin el indculo del hongo.

4.~ VACUNAS

Para el presente estudioc se utilizaron las siguientes
vacunas comerciales, que fueron aplicadas segin el disefio
experimental que se presenta en el Cuadro 8, de acuerdo & las
indicaciones recomendadas por el fabricante:
A) Newcavac nobilis®: vacuna de virus in.cLivado.‘elab&rnda con
la cepa Clone 30 del wvirus de 1la enfermedad de Newcastle,
inactivada con formol y suspendida en una emulsidn oleosa, a una
dosis de 0.5 ml/ave por via subcutdnes.
B} Vacuna Newcastle La Sota¥*#: Vacuna a virus activo cepa La Sota
de la enfermedad de Newcastle, 1iofiliza&a, con un estabilizador,
elaborada en embriones de polle SPF, <con un titulo de 1 x 10 7
DIE 50, a una dosis de'gna gota/ave por instilacidn ocular.

C) Gumboro VAC D 78 Nobilis*%¥: Vacuna a virus vivo, cepa clonada
* Lab. Intervet; México Reg SARH No B-0273-012

*% Lab., Intervet, México Reg. SARH No B-0273-013

*x¥ Lab, Intervet, Méxice Reg SARH No B-0273-036
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D 78 del virus de 1la Infeccidn de 1la bolsa -de Fabricio,
liofilizada, con un estabilizador, elaborada en embriones de
pollo SPF, con un titulo de 1 x 10 4 DICT 50, a una dosis de una

gota/ave por instilacidn ocular.

5.- PARAMETROS PRODUCTIVOS

Los pardmetros productives que fueron evaluados en los
animales de experimentacién fueron la mortalidad natural, el
consumo de alimento, la ganancia de peso y la conversidn
alimenticia. )

La mortalidad natural por semana y la mortalidad acumulada
fueron registradas para cada uno de los lotes.

Los animales fueron pesados individualmente en uns balanza
granataria los diss 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43 y 50 del
experimento, por 1la mafiana, antes de llenar los cosederos de
alimento.

El consumo de alimento fué medido semanalmente, con base en
el 1lote, por la diferencia entre 1la cantidad de alimento
administrada en la semana, menos la cantidad de alimentec restante
al final de la semana.

La conversidén alimenticia (alimento/ganacia de pesc) fud
calculada semanslmente y para todo el periodo (1-50 dlas) y fuéd
ajustada tomando en cuenta las pérdidas de peso de la mortalidad

natural y el peso de los animales sacrificados experimentalmente.
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6.~ PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Para las pruebas hematoldgicas, cuatro animales de cada uno
de los lotes, tomados Ql azar, fueron sagrados por puncidn
intracardiaca, los dias 8; 15, 22, 29, 36, 42 y 49 del
experimento, colectékdése 1 ml de sangre en viales con EDTA como
anticoagulante. En cada una de las muestfas se realizaron las
pruebas de hematocrito (como micrghematocrito), hemoglobina {como
oxihemoglobina), ndmero de gldbulos rojos por cm, nimero de
gldbulos blancos por cm, conteo diferencial de gldbulos blancos y
proteinas totales, segin las técnicas descritas por Natt y

Harrick (1952), Olson (1959} y Tello (1987).

7.- PARAMETROS INMUNOLOGICOS

Para evaluar la capacidad del sistéma inmunolédgico de las’
aves, se realizaron las siguientes pruebas:
A).- Inmunidad humoral
- Anticuerpos anti newcastle: los anticuerpos séricos contra el
virus de la enfermedad de Newcastle fueron cuantificados a partir
del suero obtenido de tres ml de sangre que fue colectada en
tubos de ensaye sin anticoagulante, a partir de 1los cuatro
animales tomados al azar de cada uno de los lotes, para las
pruebas hematoldgicas, los dlas 15, 22, 29, 36, 43 y 50 del
experimento. Una vez obtenido el suero, se procedid a su
titulacidn por la técnica de inhibicidén de la hemaglutinacién

(HI), utilizando el procedimiento Beta en microcajas con fondo en
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V, usando 10 unidades hemaglutinantes, de acuerdo a8 lo descrito
por Morilla y Bautista (1986).

-Anticuerpos antilBF: Jlos anticuerpos séricos contra el virus de
la Infeccidn de la bolsa de Fabricio fueron cuantificados a
partir del suero de los 4 animales seleccionadas al azar para las
pruebas hematoldgicas, los dlas 15, 22, 29, 36, 43 y 50 del
experimento, Por la técnica de ELISA, segin el Sistema comercial
Agritech, dilucidn 1:500,

B).~ Inmunidad celular

- Intradermoreaccidn (DH)}: la cuantificacién de 1la respuesta
inmune celular fud realizada nediante una prueba de
intradermoreaccidn inespecifica con fitohemaglutinina (PHA)
adaptada del procedimiento descrito por Giambrene y col. (1985b)
en experimentos anteriores.

La prueba de DH se realizd en 8 animales de cada lote,
tomados al azar, el dla 50 del experimento.

El dia 50 se midid el grosor de la cresta de cada uno de los
animales seleccionados, con un vernier, considerando la medida
como dato basal; posteriormente se @noculé en el Area 0.05 ml de

- buffer salino de fosfatos (PBS) como control & 0.05 ml de
fitohemaglutinina (PHA)*; en ambos casos se midid el grado de
induracidn de la cresta 24 horas después. El Indice DH fuéd
calculado en base a 1la diferencia del grosor de la cresta entre

los animales inoculados con PHA ¥ con PBS.

* Difco Labs., N.Y., M.R.
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C).~ Resistencia inespecifica

- Fagocitosis: 1la evaluacidn de 1la capacidad fagocitaria se
realizé con leucocitos adherentes de sangre periférica, en 4
animales de cada lote, tomados al azar, el dla 50 del
experimento, utilizando levaduras de Candida albicans inactivadas
como partlculas a fagocitar, segin 1la técnica descrita por

Palomar (1988) en experimentos anteriores,

8.- ESTUDIO PATOLOGICO

Para el exémen patoldgico, los cuatro animales tomados al
azar para los muestreos hematoldgicos y seroldgicos, fueron
sacrificados por inhalacidn de cloroformo en una cAmara
previamente saturada, los dias 8, 15, 22, 29, 36, 43 y 50 del
experimento.

Los animales sacrificados fueron pesados y‘qecropsiados para
la observacidn y registro de los cambios patoldgicos aparentes;
el hlgade, la bolsa de fabricio, el bazo y el timo de cada animal
fueron disecados y fueron pesados individualmente para obtener
los pesos absolutos y relativos, en relacidn al peso del animal.
Posteriormente se seleccionaron muestras representativas de cada
uno de los érganos mencionados, que fueron fijadas en formalina
amortiguada al 10% por 24 horas, incluldas en parafina, cortadas
& 4 u de espesor y coloreadas con 1la vtécnica convencionai de
hematoxilina-eosina, para la observacién y registro de los

cambios microscépicos de los tejidos.



9.- DISENO EXPERIMENTAL

En el presente experimento se utilizd un disefio experimental
completamente al azar 2 x 2 factorial, con cuatro lotes de 50
animales cada uno, realizandose el siguiente manejo {(Cuadro 8).
- El1 1lote 1 fué el lote Testigo: los animales recibieron una
dieta basal sin aflatoxinas y fueron vacunados contra la
enfermedad de Newcastle el dia 8 por via ocular y subcutdnea, y
el dia 28 por via ocular y subcutdnea.

- El lote 2 recibid una dieta con 2.5 ug/g de aflatoxinas y fuéd
vacunado contra la enfermedad de Newcastle el dia‘8 por via
ocular ¥y subcutdnea, y el dia 28 por vla ccular y subcutinea.

- El lote 3 recibid. una dieta basal sin aflatoxinas y fué
vacunado contra la infeccidn de- la bolsa de Fabricio el dia 6 por
via ocdlar, v contra la enfermedad de Newcastle el dia B8 por via
ocular y subcutdnea y el dla 28 por via ocular y subcutdnea.

- El lote 4 recibid una dieta con 2.5 ug/g de aflatoxinas y fué
vacunado contra la infeccidn de la bolsa de Fabricio el dia 5 por
via ocular y contra 1la enfermedad de Newcastle el dia 8 por via

ocular y subcutdnea v el dla 28 por via ocular y subcutdnea.



10.- ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos de los experimentos con repeticiones
fueron analizados en la Unidad de Procesamiento Electréniceo del
Centro de Estadistica y Cadlculo del Colegio de Posgraduados de
la Universidad Auténoma de Chapingo, México, mediante andlisis de
varianza y las diferencias entre las medias fueron evaluadas

mediante la prueba de Tukey con p<= .05
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-Cuadro 8.— Diseno Experimental

! HUNERD DE + AFLATOXINAS! ':vac UIBFE 10a¢ NENCASTLE?
1 ] 1]

0BJETIVG » LOTE

" ANIMALES 1 2.5 ppm ] ]
) ] i 1 ]
[ 1
twestig'  t 0 %8 4 - Loe 0
L 1 ] 1 1
LS 2 s . s e
l ] i t ]
] i I 1] ]

I8¢ | 30 58 t - [ 1 +
] i 1 t !
GLIBT L 40 s 0 P
i ' i ' [

] Ll ] 1

{0 Conswio de 2,5 P (2.5 ug/g) de aflatoxinas durante 7 semanas

2, Uacyna ¢on virus vivo de [BFt Gumboro Uac D 78, titulo 1 x {8'DICT 56,
dosis 1 gota’ave por instilacion ocular, aplicacton dia 5.

3. Yacuna con virus de 3 Enf, de Newcastle: Newcavac Nobilis virys inac-
$1vado, dos,s 8,5 nl/ave wia subcutanea y Vacuna Newsastie La Sota, ti-
tule 4 x 107 DIE 58, dosis { gota/ave por instilacion ocular, aplica-
cion dias 8 y 26, :

4, Lote testigo, observacion de respuesta normal,

5. Lote AFLA, abservacion del efecto de las afiatoxinas,

6. Lote IBF, observacion de] efecto de la cepa vacunal de UIBF

7. Lote AFLA-IBF, o&uﬁvssicn del efecto simultaneo de Jas aflatoxinas y de
1a cepa vacunal de 01
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RESULTADOS

A)- PRODUCCION DE LAS AFLATOXINAS

l.- CINETICA DE PRODUCCION.- La cinética de la produccidn de
aflatoxinas por fermentacidn sélida de arroz inoculade con A.
flavus JMI 91019 se observa en el Cuadro 9.

La AFBl se empezd a producir en cantidades detectables p;r
CCF a partir de las 72 horas de fermentacidn, incrementandose con
el tiempo haste un pico maximo a las 192 horas, obteniendose una
produccién promedio de 26.6 ppm (ug/g) de material cosechado;
después de este periode de fermentacidn, la concentracidén de AFBL
fué disminuyendo gradualmente con el tiempo.

La AFGl se empezd a producir a las 192 horas de
fermentacién, y su concentracidn se incrementd gradualmente con
el tiempo. Cantidades traza de AFB2 Y AFG2 se emezaron a detectar
a partir de las 216 horas de fermentacidn.
2.~ COMPROBACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS AFLATOXINAS.-
Para la comprobacidn de la actividad bioldgica de las toxinas
producidas se -utilizé un total de B patos de raza Pekines de 5
dias de edad.

Los animales inoculados presentaron un desarrollo corporal
muy pobre durante el perlodo de observacidn., Todos los animales
murieron entre 6 y 20 dlas después del inic;o de la ingestidn del

alimento contaminado, con un tiempo promedioc de sobrevivencia de
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Cuadro 9.~ Resultados de la cinetica de
produccion de aflatoxinas
in vitro

.

" mmlt_‘y)mmcm AFBL 14 (1)1 S AFG2
24 - - - -
“ - - - -
7 %.43pp0 - - -
5% 2,53 - -- -
f28 " 1. 58ppn - - -
144 7,00 - - --
168 18, 68pen - == -
192 26.68ppn 8, 59ppm -~ -
246 9.38ppm 4.00ppm trazas . trazas
268 10,60pp 13,381 trazes Atrazas

Promedio de 4res extraceiones de 505 de material cosechado y secads a
peso constante,
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-

14.6 dlias.

Los estudios de necropsia e histopatologla de los animales
intoxicados mostraron un pobre estado de carnes, deformacién de
los huesos del tarso, hemorragias subcutdneas en las patas,
enteritis mucosa con hémorrdgias en duodeno y yeyuno,
degeneracidn grasa difusa, necrosis multifocal, hiperplasia
biliar y hemorragias en higado, degeneracidn tubular renal y
congestién de bazo. Todas estas lesiones son compatibles con un
cuadro de intoxicacién aguda por aflatoxinas.

Los animales utilizados como grupo TESTIGO (4 animales) no
presentaron signologlia clinica y en los estudios postmortem no
mostraron cambios patoldgicos.

3.- PRODUCCION.- La produccidn masiva de AFBl se realizd por
fermentacidn sélida de arroz usando un perlodo de fermentacidn de
192 horas.

Se obtuvo un total de 28 kg de material cosechado, secado a
peso constante, molido y homogeneizado, corR una concentracidn
final de 24.6 ppm (ug/g) de AFBl.

Para los lotes que no consumieron aflatoxinas se obtuvo un
total de 31 kg de arroz sin inocular, =secado a peso“ZOnstante,

mclido y homogeneizado.

B).- PARAMETROS PRODUCTIVOS
1.~ MORTALIDAD NATURAL.- El registro de la mortalidad natural
bbuérvﬁda‘durante el perlodo de ingestidén de las aflatoxinas se

observa en el Cuadro 10. El lote donde se observd un mayor lndice

128



de mortalidad fué el 2, seguido por el 4, el 1 y el 3,
2.~ PESO CORPQORAL.- Los promedics de peso corporal semanal de los
animales de experimentacidn se observan en el Cuadro 11 y el
comportamiento de 1la ganancia de peso en la Figura 6. Los
animales del lote 3 fueron los que tuvieron una mayor ganancia de
peso. Los animales del lote 4 presentaron un promedio de peso
menor durante las dos primeras semanas del experimento, mientras
que los animales del lote 2 fueron los de menor peso en las
dltimas semanas del mismo.
3.- CONSUMO DE ALIMENTO.- El consume de alimento semanal
acumulado de los animales de experimnentacién se observa en el
Cuadro 12 y en 1la Figura 7. Lo8 animales de 1los lotes 2 y 4
tuvieron un consumo de alimento/lote menor que los animales de
los lotes ! y 3.
4.- CONVERSION ALIMENTICIA. - Los indices de conversidn
alimenticia semanal y total, de los animales de experimentacién
se observan en el Cuadroc 13. Los animales del lote 3 presentaron
el menor indice de conversidn alimenticia.

La Figura B8 muestra el comportamiento productivo general de

los animaleé de experimentacidn durante todo el estudio.

C).~ PARAMETROS HEMATOLOGICOS
1.~ HEMATOCRITO.- Los resultados de la eveluacidn del hematocrito
de los animales de experimentacidn se observan en el Cuadro 14 y

en la Figura 9. Los valores obtenidos en los animales de los
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Cuadro 1@.- Efecto del consumo de aflatoxinas
W de la vacunacion con IBF en la
mortalidad natural del pollo de
engorda

! ! ! MORTALIMD SOWIL
wir ! ATLATOXIMAS « IB? : H H 3 3 100L
)
1] ] 1
f - [T 2 1 L 12
t 1 H
] 1 1
I t = 13 H] [1 i 19
1 | ] -
T P S S B 8 4
t ) '
1 1
4 + 1: TR R S 8 %
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Cuadro 14.- Efecto del! consumoc de aflatoxinas
W de la vacunacion con !BF en el
peso corporal (o) del pollo de engorda

WK diat dias diald dial2 dia dia 3 dia @3 dia 50

39,708 qps.2b 202,30 gaL0M3 en.0M Y 1031000 1410,003 (945,840
39,07 103,20 201, imet 623.0" 948, 2! 1289.9? 1592,7?
49,64 LN Y N [T L 720,64 1435, 00 1506,9% 1929,
38,80 97,67 2004 3390 C et M s 1368,9¢ 1734,6%:3

- W e -

gg%iag oon la misma letra en 1a misma colunna no son significativamente diferentes
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Cuadro 12.- Efecto del consumo de aflataxinas y
de la wacunacion can IBF en el
consumo de alimento del pollo
de engorda

101 diag dials  dia22 dial9 a3 diad3 dia W0

{ 6%00,0  1200%,5  23812.4 306744 SUSR2,.4 72061,9  889%L,9
2 65000 420445 219459 22490,  45030,9  %e2ee.9 781959
3 6500.0  14108,7  24638.7  42873.%  67038.7  96664.4  L19769.4

4 6500.0 B875.4  16689.8  29408.8  44829.8  §896%.8  74759.9

gramos acuulades/senana
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Cuadro 43.- Efecto del consumo de aflatoxinas y
de la vacunacion con IBF en la
conversion alimenticia del
del pollo de engorda

L 1-13 16-22 23-39 -3 -4 “-39 TOML 1-W

1 [ 1,46 194 3.25 2.27 4,50 2.2
2 1.88 32 1,69 2,70 2,27 5.7 2.4
3 1.7% 1.4 1,68 1,98 2,67 g .0
4 452 .9 1,66 2,04 L5 4,24 218

Conversion premedio del periodo (dias),
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CONVERSION ALIMENTICIA

(lote) (Kg alimento/kg)

120 — : _
—_—— 110 2.
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™ 2.1

l ‘ 7° ‘l—‘[ 2.0 l '
) 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

Figura &.- Efecta ol zonsumo G2 2fiatokinas v de 1s

YACLNACION COn 167 en lon erg

cipales

PAar&meTras orgsuttivos nel oc. il a2 Sngorda,
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lotes 2 y 4 fueron menores a los obtenidos en 1los lotes 1 y 3,
sin embargo, en la mayoria de las ohservaciocnes las diferencias
no son estadisticamente significativas.

2.- HEMOGLOBINA.- Los resultados de la evaluacién de la
concentracidn sanguinea de hemoglonira de los animales de
experimentacidn se observan en el Cuadre 15 y en la Pigura 10.
Los valores obtenidos en 1los animalcs del lote 4 son menores a
los obtenidos en los animales de lo3 otros lotes, sin embargo
diferencias estadisticamente significativax 33]Ju se observaron en
la tercera semana del experimento

3.-No. DE GLOBULOS ROJOS.- Los resultados de lu determinacién deil
ndmero de gldbulos rojos de las animales de experimentacidn se
observan en el Cuadro.16 y en la Figura il. Los animales de los
lotes 4 y 2 presentarcn un menor ndmero de células que los
animales de los lates .1 ¥ 3, observindose diferencias
estadlisticamente significativas en la 3a, da, 5a y 7a semanas; no
hubo diferencias estadisticamente significativas entre los lotés
2 ¥ 4 ni entre los lotes 1 y 3.

4.- No DE GLOBULOS BLANCOS.~- Los resultados de la determinacidn
del nﬁméro de gldbulos blancos de los animales de»experinentacibn
se observan en el Cuadro 17 y en la Figura 12. El ndmero de
gldbulos blancos observado en los lotes, salvo en 1la 3a y en la
7a semanas del lote 4, est#n dentro del rango gue se considera
normal para el pollo de engorda, aunque se observan algunas
diferencias estadlisticamente significativas en la la y en la 6a

semanas.
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5.~ PROTEINAS PLASMATICAS.- Los resultados de la determinacidn de
las protelnas plasmAticas de 1los animales e experimentacidn se
observan en el Cuadro 18 y en la Figura 13. Los animales del lote
4 tuvieron una menor concentracidn de proteinas plasmdticas,
estadisticamente significativa, en 1la 3Ja y T7a semanas del
experimento.

6.- CONTEO DIFERENCIAL DE GLOBULOS BLANCOS.~ El comportamiento
del nimero relativo de leucocitos circulantes se observa en la
Figura 14 (linfocitos), Figura 15 (heterdfilos}), Figura 16
{monocitos), Figura 17 (eosindfilos) y Figura 18 (basdfilos). El
comportamiento de los leucocitos circulantes fué similar en los
cuatro lotes, observandose un incremento en la proporcidn de
linfocitos en las dos primeras semanas y un incremento en la
proporcidn de hetrdfilos en las semanas restantes, en el lote 4

los cambios en la proporcidn de células circulantes fué mas

evidente, sin ser las diferencias estadlisticamente
significativas. La proporcidn de monocitos, eosindfilos ¥
basdfilos circulantes de los cuatro lotes permanecid

esencialmente constante.

D}.~- PARAMETROS INMUNOLOGICOS

1.- INMUNIDAD HUMORAL

a) Anticuerpos antinewcastle.- Los resultados de la titulaciédn de
los anticuerpos séricon contra la enfermedad de Newcastle en los
animales de experimentacidn se observan en el Cuadro 19 y en la

Figura 19. No se observaron diferencias estadisticamente
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Cuadra 14.- Efecto del consumo de aflatoxinas
y de la wacinacion con IBF en.el
Hematocrito (%) del! pollo de
engorda.

* DE HEMATOCRITO !
dials  fial a2 diad% dia k) dia %

e B, 3028 35870 39,80 20,47%

29.8et 33,000 355 350t LI L N
36,40 7,50 35.eeh a2k NE - angt

BN E 28125 30.87% 3% ge,sed 32.se‘i

e letra en 1o misma coluana no son signifizativamente
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Cuadro 15.- Efecto del consumo de aflatoxinas
W de la vacunacion con IBFf en la
concentracion de Hemoglobina
(g/710@ ml) del polloc de engorda.

NDMGLOZIMNG (g /180 1)
1711 dal dald dia 22 diagd dia36  da 83 dia %0
1 6,635 2.0} 2.9%8% 8,778%  9.482%  g.4mb 10, a0t
H 6,795 2,259} 756003 g3e1h 75t gp18t 9,33t
3 6,580  ¢,949* 8.020% 9.488%  9.209%  18.5%*  9.¢e8®
4 £.765%  7,838%  g,2480 8,29 27,3644 7,97 g.675°

Nedias con la misma letra en la misma columna no son significativamente
diferentes P=0.03
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Cuadro 16.- Efecto del consumo de aflatoxinas
y de la vacunacion con IBF en el
No de globulos roJjos (millones/mm 3)
del pollo de engorda.

No DI GLOBULOS ROJOS
OE diad  diall dia22 dia 29 dia 36 dia gl dia ¥

{ fa520 20044 2t 29648 32,2444 2,270 3,140
2 1,653% 2,590 2,380MY 2,680 2,748 2,590 2.492%)
3 L5 L9 2,0 2,463 a2 epet 2,980

4 LY Lu 20! 24648 2493 247 2,498°

edias con la misma letra en Ia misma columna no can significativamente
diferentes P=@,05
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Cuadro 17.~ Efecto del consumo de aflatoxinas
W de la vacunacion ocan 1Bf en el
No de Globulos Blancos (miless/mm 3}
del pollo de engorda.

to DR GLOBULOS BLAMCES
Wi diat dials diall da® diad M dia®

1 250 20.89% 26,950 33700 de38b 20.48MY 20,60
2 2.7 PINCISI TR LAV IV T U KT LI TN 27,58
9 16,40¢ 29,600 24,68" 26,000 31,450 17.%9) 26,52
4 9000 29400 @art g% a8t e 32,60

fedias con ;a n&gm letra en la misma colunna no son significativanente
diferentes =0,
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Cuadro 18.~ Efecto del consumo de aflatoxinas
IBF en 1las
concentracion de Proteinas Plas—

w de

maticas (7188 ml)

engorda.

la vacunaecion con

del pollo de

PROTEIMS PLASMATICAS
wi dia8 dials dia22 dia 2y diade dia 3 diase
1 3.948%  4.190°  3,95°  4.@25%  3,973%%  4.1e8*  5.57%%
2 © 36080 3,448 4,275 3,675%  a3,687%%  3,525%  3,750%°%
3 4,400%  4.160% 4,425 4.475* 4,450 1,1080 64,3750
4 3.728"  4.489*  3.975%  3.95¢0  3.450° 4,208* 3,475

edias con 13 nigna letra en 12 misma columna no son significativamerte

iferentes P=0.9
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significativas en el titulo de anticuerpos entre los lotes, salvo
en la primera semana, en la que el lote 1 tuvo un mayor titulo de
anticuerpos.

b) Anticuerpos antiIBF.- Los titulos de los anticuerpos séricos
anti IBF no pudieron ser medidos debido a fallas técnicas en
método de titulacidn y a la contaminacién bacteriana de las
muestras.

2.~ INMUNIDAD CELULAR

Intradermoreaccién.- Los resultados de la prueba de
intradermoreaccidn inespecifica en los- animales de
experimentacidn se observan en el Cuadro 20. El1 {ndice de
intradermorreaccidn (DH) fué menor para el lote 4, seguido del 2,
1 y 3, siendo estadisticamente direrepte entre los lotes 3 y 4 ¥y
estadisticamente similar entre los 1lotes l, 2y 3 y entre los
lotes 1, 2 y 4.

3.- RESISTENCIA INESPECIFICA

Fagocitosis,- Los resultados de la prueba de fagocitosis de
leucocitos adherentes de sangre periférica con Candida albicans
en los animales de experimentacidn se observa en el Cuadro 21. El
porcentaje de células fagocitarias fué menor en el lote 4,
scguldo del 2, 1 y3. El indice fagocitico (# levaduras/célula)

fue similar entre los cuatro lotes.

E).- ESTUDIO PATOLOGICO
1.- PESO DE LOS ORGANOS.- El promedio semanal de peso del higado,

bolsa de Fabricio, bazo y timo se observan en el Cuadre 22,
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Cuadro 19.— Efecto del]l consumoc de aflatoxinas
y de la vacunacion con 1BF en la
Produccion de Ac gontra el virus de
la enfermedad de Newcastle <inmhibi-
cion de la hemaglutinacion).

TN M ANTICUERPOS
1K dia 15 dia 22 dia 29 dia 36 dia 43 dia 38
! 2.000 4,000° 3,750% <.500° 6.508°  .5.008%
2 0,500° 4.259° 2.250% 5.250% 5.250% 2.750%
k] 1, 4000 5.200* 5. 5004 4,75p% 5.759% 5.258°
4 1,984 * 3250 4.008% 6.250% 5.258% 2.25¢*
aggggnggz }galgm letra en la misma columna no son significativaments
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Cuadro 20.- Efecto de)l consumo de aflatoxines
y de la vacunacion con IBF en la
respuesta de intradermoreaccion a
a PHA del pollo de engorda.

1 1,425% 0
2 8.875%: 7
3 1.875*
[} 8.58"

aits cinls e etrL L
vanente xmnn ) ’:0.“
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Cuadro 2 .- Efeoto del consumo de aflatoxinas
'] de la vacunacion con IBF en el
porcentaJje de fagocitosis y en el
indice fagocitico del polla de
engorda.

L A5 rodR1eteo

1 43,7%% 1,30
2 34,4550 1,18
3 4, 4k £.449
4 30, 9x® 1,244

MOt LR S TR ool v r
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Cuadro 23, Cuadro 24 y Cuadro 25 respectivamente.

El peso relativo del higado de los animales de los lotes 4 y
2 fué ligeramente mayor al de los lotes 1 y 3, siendo las
diferencias estadlsticamente significativas tinicamente en la 3a
semana.

No se observaron diferencias de peso estadisticamente
significativas en 1a bolsa de Fabricio y en el bazo de los
animales de experimentacidn.

El peso relativo del timo de los animales de los lotes 4 y 2
fué gradualmente menor al de 1los lotes 1 y 3, siendo las
diferencias estadlsticamente significativas para el lote 4 en las

dos tdltimas semanas del experimento.

2.~ CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LOS ORGANOS

a} HIGADOD

Lote 1.- En el dia 8 del experimento, 1os animales del lote 1
presentaron el higado de color café amarillento, de consistencia
firme y bordes biscelados; microscdpicamente se observaron
pequ;ﬁas vacuolas én el citoplasma de los hepatocitos; en uno de
los animales muestreados se observd un foco dée tejido mieloide en
el pardnquima hepAtico. En el dia 15 1los animales tenlan el
higado de color café amarillento y de <consistencia firme;
permaneciendo sin cambios patoldgicos hasta el dla 35. En los
dlas 43 ¥y 50 del experimento, el drgano se observd café rojizo y
de consistencia firme; histoldégicamente presentd proliferacidn

discreta de tejido conjuntivo alrededor de la vena central.
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Cuadrno 22.— Efecto del consumo de aflatoxinas
w de l1a vacunacion con IBF en el
Peso relativo (%> del higado del -
del pollo de engorda.

4 DL PESO CORPORAL

1724 das  diadS  dia2  dad) diad da 3 dia e
e 4460 a.02Mt 3450 4t oS3t 3,930 ALt
2 3.0 5,3% 8.2t ERTOEN R A
3 4,53 4,647 a.52hC 4704  4.45f 3730 3324
4 .04 429 3.64° 5.08%  4.53% 4,34 393"

!Q?iu con la afgna letra en la misma columna no son significativamente
1terentes P=0,
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Cuadro 23.— Efecto del consumo de aflatoxinas
U de la vacunacion con IBF en el
peso relativo (X)) de la bolsa de
Fabricio del pollo de engorda.

X JEL PESO CORPOMAL

wis dia® diats a2 41y da¥  diald dia %0
1 a.21*  8.24" 8.29* 0.24*  8.28" 0,460 8.22°
2 8.2 e.22* o.42* 8,13% 2,32 8.2%*  e.22*
3 8.48% 0.28% 0.27% 8.32% 8.23% .47 0.16%
4 8.18* 0.18% 2,15% a.18" a.26* 8.18% 0.47*

ﬁ?iu on &l né!m jetra en 1a misma columna no son significativamente
erentes P=O.
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Cuadro 24.— Efecto del consumo de aflatoxinas
v de la vacunacion con {BF en el
peso relativo del bazo del poillo
de engorda.

% DAL PRSO COMNRAL §
L1E tie @ $ia1) dis22 diadd GwaN Had b ﬂ{
i 1 2.8 [ X1 3,9° 3.87% [RY [N o 3114 '

H L8 a1é° 8.29° [N [ By . 2,18
KIS RTUREEN N Rty Q1¥ st ea®t L

.. RV X SR WL RELINNE- ¥ ¢ L ¥ U X1

fled1as con P AL LeCPd oA 13 miSd COlumna NE son SigniilCaTIvaNNtE
Giferentes rid.



Cuadro 25.— Efecto del consumo de aflatoxinas
¥ de la vaocunacion con iBF en el
Pes0o relativo del timo () del
Pollo de engorda.

(7.1 $al @2l a2 dadd dnM ¢ @ s 90
i 1 0.4%  3.8% 806 At [ 25447 3,588
i 2 LI G789t daehd s
! 3 35° &S5 AT Bl 06t 2.9 0.5¢*
) 2.3i% A3 2t 1. Bt 2.3 0.1
m:g“au'\ Ll'nwn 10292 o8 18 m1S13 CRLUME NG SOR SIPNITICATIVEMNTS



Lote 2.- En el dia 8 del experimento, los animales del lote 2
presentaron el higado de color café amarillento, de consistencia
firme y con salida de sangre al corte; microscdpicamente se
observd congestidn moderada, presencia de pequefias vacuolas en el
citoplasma de los hepatocitos y varios néddulos de tejido mieloide
entre el perénguima hepdtico. En el dla 15, el higado era
amarillo pdlido y tenla consistencia- suave, con los bordes
levemente redondeados; microscépicamente se observd congestidn
moderada y pequefias areas focales de degeneracidn y necrosis de
los hepatocites, con infiltraciédn biscreta de heteréfilos en
algunas vénulas, observAndose ademds algunos focos de tejido
mieloide entre el perénquima. Para el dila 21 del experimento, el
higado de ‘los animales muestreados era de color amarillento y de
consistencia suave, con gzonas rojizas de congestidn y pequefias
heaorrdgias; microscdpicamente los hepatocitos presentaron
degeneracién vacuolar de moderada a severa, a nivel
centrolobulillar. En el dia 28 el higado era café amarillento y
de consistencia suave; microscdpicamente se observd degeneracidn
vacuolar difusa moderada de los hepatocitos, con algunos focos de
degeneracidn severa ¥ necrosis centrolobulillar, con
Proliferacién de tejido conjuntivo ¥y células mononucleares
alrededor de las vénulas; en uno de los animales se obaervd un
foco de tejido mieloide en un egpacio portal. En los dias 35 y 43
del experimento, el higado se observd de color café amarillento y
de consistencia firme, con los 1lobulillos wuy aparentes;

microscdpicamente se observd congestién moderada y en los
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hepatocitos Areas irregulares de degeneracidn y necrosis, también
se observd infiltracidn de heterdédfilos y células mononucleares en
algunas vénulas. En gl dia 50 el &rgano continuaba emarillento y
de consistencia firme; microscédpicamente se cbservd degeneracién
vacuolar difusa moderada de los hepatocitos, uno de los animales
presentd hiperplasia moderada de 1los conductos biliares y otro,
un foco de tejido mieloide entre el parénquima hepAtico.

Lote 3.- En el dia 8 del experimento, los animales del lote 3
presentaron el higado de color cafe amarillento, de consistencia
firme y bordes biscelados, microscdpicamente se observd 1la
presencia de pequeiias vacuolas en los hepatocitos; en uno de los
animales se ;bservd un nddulo de tejido mieloide en el
parénquima. En el dia 15, el higado presentd un color café rojizo
¥y consistencia firme, wsicroscdpicamente se observaron vacuolas
pequefias en el citoplasma de los hepatocitos. A partir del dla 22
¥y hasta el final del experimento, no se observaron cambios
patoldgicos en el higado de ningdn animal del lote 3.

Lote 4 .- En el dia 8 del experimento, los animales del lote 4
presentaron el higado de color café amarillento, con zonas
. rojizas en la superficie, la consistencia del érgano era firme y
los bordes biscelados; microscdpicamente se observd congestidn
difusa moderada y vacuolizacidn discreta de los hepatocitos; en
todos los animales muestreados se observarchn varios focos de
tejido mieloide en el parénguima hepltico. Para el dia 15 del
experimento,el higado tenla una coloracidn café muy palida con

2onas rojizes de distribucidn irregular, 1la consistencia del
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drgano era suave; microscdpicamente se observaron zonas de
congestidn moderada y en los hepatocités degeneracidn vacuolar de
moderada a severa, con infiltracidn discreta de heterdfilos y
células mononucleares alrededor de las vénulas, asi como algunos
focos de tejido mieloide en el parénquima hepdtico.En el dla 21
del experimento, el higado era de color amarillento y de
consistencia suave; microscépicamente los hepatocitos presentaron
degeneracién vacuolar Severa a nivel centrolobulillar,
observadndose ademds infiltracidn heterdfila y proliferacidn de
tejido conjuntivo alrededor de las venas centrales. En el dia 28
el 4A4rgano continuaba de color amarillento y de consistencia
suave; microscdpicamente se observd degeneracidn vacuolar difusa
de moderada a severa en los hepatocitos, con zonas irregulares de
necrosis y desorganizacidn de los cordones, de hepatocitos, asi
como proliferacidn de tejido conjuntivo alrededor de las venas.
En los dias 36 y 43 del experimento, el higado se observd de
color amarillento, de consistencia moderadamente firme y con los
lobulillos muy aparentes; microscdpicamente se observaron zonas
de degeneracidn y necrosis severas a nivel centrolobulillar y
periportal; en dos animales se observaron ademds varios focos de
tejido mieloide entre el parénquima hepdtico. En el dla 50 del
experimento, 1 higado presentd una coloracidn café amarillenta y
consistencia firme; microscdpicamente se observd degeneracidn
vacuolar difusa moderada de los hepatocites, asil como de
degeneracidén Severa ¥y necrosis hepatoclitica, de distribucidn

centrolobulillar, con proliferacidn de tejido conjuntivo
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alrededor de las venas c?ntrales; uno de los animales muestreados ~
presentd un foco de tejido mieloide entre el parénquima hepatico.
b) Bolsa de Fabricio

Lote 1.~ En el dia 8 del experimento, los animales del lote 1
presentaron la bolsa de Fabricio de color amarillo pAlideo, de
forma redondeada y de consistencia suave; microscépicamente se
observé que lps foliculos 1linfoides estaban compuestos por
células grandes, basdfilas, con nicleo central de cara abierta,
sin distribucidn clara entre las zonas cortical v medular. Hacia
el dia 15 del experimento, la bolsa era redondeada y amarillenta,
de consistencia suave; microscépicamente se observd que las zonas
cortical y medular de los foliculos linfoides empezaban a ser
aparentes. Entre los.dlas 22 y 36 del experimento, los animales
del lote 1 no presentaron cambics patoldgicos en 1la bolsa de
Fabricio; en el dia 43, uno de los animanles muestreados presentd
en la bolsa congestién moderada y deplesidn linfoi&e discreta en
algunos foliculos. En el dia 50 del experimento, la bolsa de
Fabricio era de color rosa claroc y de consistencia firme;
microscdpicamente se observd que los folliculos linfoides estaban
levemente disminuldos de tamafio y habla un aumento moderado en el
grosor de las travéculas interfoliculares de tejido conjuntivo.
Lote 2.~ En el dia 8 del experimento, los animales del lote 2
presentaron la bolsa de Fabricio de forma redondeada, de color
amarillo pilidov Yy de consistencia suave; microscdpicamente gse
observd que los foliculos linfoides estaban compuestos por

células grandes, baséfilas, con ndcleo central de cara abierta;
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la ldmina propia de la mucosa bursal presentd edema discreto y
en uno de los animales nuestreados se obsarvd infiltracidn
heterdfila moderada, En el dia 15 del experimento, la bolsa de
Fabricio se observd ligeramente disminuida de tamafo, redondeada,
de color rosa clare Yy consistencia suave; microscépicamente se
observé falta de diferenciacién entre las zonas cortical y
medular de los follculos linfoides, asl como deplesidn linfoide
central discreta en algunos follculos; unc de 1los animales
muestreados presentd necrosis linfoide multifocal discreta. Hacla
el dla 22 del experimento, la bolsa continuabha pequefia, rosa
pdlido y de consistencia suave; mnicroscépicamente presentaba
deplesidn y necrosis linfoide moderada de los follculos, ¥ en uno
de 1los animales se - observd infiltracidn heterdfila moderada
alrededor de algunos foliculos, Entre los dilas 29 y 43 del
experimento, el érgano era redondeado, de color rosado Yy de
consistencia suave; microscdpicamente se observd edema discreto,
deplesidén y necrosis linfoides de leves a moderadas, 'y
enngrosamiento moderado de las travéculas por tejido conjuntivo.
En el dia 50 del experimento, la bolsa era redondeada, rosada y
suave, con deplesién linfoide de leve a moderada en los foliculos
¥ con engrosamiento travecular por tejido conjuntivo.

Lote 3.- En el dia 8 del experimento, Jlos animales del lote 3
presentaron la bolsa de Fabricio de color rosa claro, de forma
redondeada y de consistencia suave; microscdpicamente se observéd
que los folicules linfoides estaban compuestcs por células

basdfilas, grandes, con ndcleo central de iara abierta; se
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observaron claras evidencias de diferenciacidn entre las zonas

cortical y medular de los foliculos. En el dla 22 del
experimento, la bolsa continuaba rosada, redondeada y de
consistencia suave; microscédpicamente se cbservd clara
diferenciacidn entre las 2zonas cortical y medular de los

follcules linfoides, en algunos follculos linfoides las zonas
centrales mostraron una leve reduccidn en la densidad celular; un
animal presentd exudado serofibrinoso en la luz bursal. A partir
del dia 29 y hasta el final del experimentp, la bolsa de Fabricio
no presentd cambios patoldgicos, observdndose rosada, redonda y
suave, con foliculos linfoides de aspecto homogeneo con
definicidn de las zonas cortical y medular,

Lote 4.- En el dia 8 del experimento, los animales del lote 4
presentaron la bolsa de Fabricio de color rosa, de forma
redondeada, de consistencia suave y ligeramente disminulda de
tamafio; microscdpicamente se observd falta de diferenciacidn
entre las zonas cortical .y medular de los follculos linfoides,
con necrosis moderada de los linfocitos centrales de los
foliculos; en dos de los animales se observd infiltracidn
heterdfila moderada en los foliculos. En el dia 15 del
experimento, la b9lsa era rosa pAlido, pequefia y de consistencia
firme, con congestidn moderada; microscdépicamente se ohservd en
“los follculos deplesidn linfoide moderada y necrosis linfoide de
moderada a severa. Hacia el dla 22 la bolsa era de color rosa
intenso, de consistencia firme y presentaba congestidn moderada;

microscédpicamente en los foliculos linfoides se cbservd deplesién
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moderada; uno de los animales muestreados presentd deplesién
linfoide severa, edema interfolicular y vacuolizaciédn del
epitelio superficial. Entre los dlas 29 y 36 del experimento, la
bolsa fué observada de color rosa, con congestién moderada;
microscdpicamente se observd en los foliculos deplesidn linfoide
de leve a moderada. En las observaciones realizadas en los dias
43 y 50, la bolsa era rosa pidlido, pequefia y de consistencia
firme; microscépicamente se observd deplesidn linfoide severa en
los follculeos vy engrosamiento severo de las travéculas
interfoliculares por tejido conjun&ivo; en tres de los cuatro
animales muestreados en el dla 49 se observd ademds infiltracién
heterdfila moderada.

c) Timo

Lote 1l.- Los animales del lote 1 no presentaron cambios
patolédgicos en el timo durante el experimento.

Lote 2.~ Los animales del 1lote 2 neo presentaron cambios
patoldgicos aparentes en la observacidn macroscdpica del timo
durante el experimento; microscépicamente se observd gue a partir
del dla 29 y hasta el dla 50, habla una ligera reduccidn en el
grosor de la zona cortical del drgano, con una menor densidad de
las células linfoides del tejido.

Lote 3.- Los animales del 1lote 3 no presentaron cambios
patoldgicos en el timo durante el experimento.

Lote 4.- Los animales del lote 4 no presentaron cambios
patoldgicos aparentes en la observacidn macroscdpica del timo

durante el experimento. Microscdpicamente se observd que uno de
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los animales muestreados el dla 15 presentd infiltracidn
heterdfila leve en la zona cortical; a partir del dia 22 y hasta
el dia {3 se observd ligeia reducecidn en el grosor de lea zZona
cortical del timo, con disminucidén de la densidad celular de los
linfocitos corticales. La observacidén wicroscdpica del dia 50
reveld que la zona cortical del timo estaba disminulda de grosor,
con baja poblacién de células linfoides y proliferacidn abundante
de tejido conjuntivo (atrofia).

d) Bazo

Lote 1.- Los animales del lote 1 no presentaron cambios
patcldgicos en el bazo durante el experimento.

Lote 2.- En el dla 8 del experimento, los animales del lote 2 no
presentaron cambios patoldgicos macroscdpicos en el bazo; en la
observacidn microscépica se detecto que las zonas linfoides
estaban mal definidas; uno de los animales presentd infiltracidn
heterdfila multifocal. En el dla 15 del experimento el bazo era
redondeado y de color rojizo; microscdpicamente se observd
congestién difusa leve, nddulos linfoides aparentes pero con
escaso ndmero de células y con algunos linfocitos en necrosis. A
partir del dia 21 y hasta el final del experimento el bazo era de
color rojizo; microscdpicamente presentd congestidn 1leve y los
nddulos linfoides aparentes pero con reduccidn en el nimero de
células en Areas mal definidas.

Lote 3.- Los animales del 1lote 3 no presentaron cambios
patoldgicos en el bazo durante el'experimento.

Lote 4 .- En el dia 8 del experimento, los animales del lote 4



preéentaron el bazo de color rojize; microscépicamente se observéd
congestidn difusa moderada y las zonas linfoides mal definidas. A
partir del dla 15 y hasta el final del experimento, el bazo
presentd congestidén leve y 1los nddulos linfoides mal definidos,
en algunos casos con una menor densidad celular y necrosis

linfoide discreta.

3.~ CARACTERISTICAS CLINICAS

El comportamiento clinico de los animales de experimentacidn
fué diferente entre los 1lotes 1 y 3, que no presentaron
signologlia clinica evidente, del observado en los lotes 2 y 4,
que presentaron reduccidn en el consumo de alimento y en la
velocidad de crecimiento, apatia, estornudos ocacionales,
erizamiento de plumas y deformacién de los tarsos en algunos
animales.

En el 1lote 1 1la mortalidad natural fué baja y constante,
muriendo un total de 11 animales; la mortalidad natural se asocid
principalmente a Sindrome Ascitico.

E£n el lote 2 la mortalidad natural fué de 19 animales, y se
observd principalmente en las tres primeras semanas del
experimento; en las dos primeras semanas las muertes fueron
debidas a infeccidn del saco vitelino, en las dos siguientes se
asocié a Enfermedad Crénica Respiratoria, y al final del
experimento se presentaron casos de Sindrome Ascltico.

En el lote 3 la mortalidad natural fué muy baja, 4 animales,

presentdndose Enfermedad Crdnica Respiratoria y Sindrome Ascitico
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al final del experimento.
En el lote 4 la mortalidad natural fué de 16 animales,

presentidndose principalmente en la primera semana, donde murieron

10 animales de infeccidn del saco vitelino; los casos observados_

posteriormente correspondieron a Enfermedad Crénica Respiratoria

¥ a Sindrome Ascitico.
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Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

20.-

21.-

22.-

23.-

24.-

25.-

Foco de metaplasia mieloide y degeneraci6n grasa dis-
creta en hepatocitos. Lote 4 (AFLA-IBF), 2% semana
(x100).

Degeneracién grasa hepatocftica con gotas hialinas
en el citoplasma (flecha). Lote 4 (AFLA-1BF), 30‘se-
mana (X400).

Hiperplasia biliar (flecha) y degeneracién grasa he-
patocftica. Lote 4 (AFLA-1BF), 7! semana (X400).
Necrosis linfoide central en n6dulo de Bolsa de Fa-
bricio. Lote 2 (AFLA), 2% semana (X400).

Deplesién linfoide central en n6dulo de Bolsa de
Fabricio. Lote 4 (AFLA-IBF), 29 semana (X400).
Deplesioén linfoide central e infiltracion heteré-
fila (flecha) en nédulo linfoide de Bolsa de Fabri
cio. Lote 4 (AFLA-IBF), 3® semana (X400).



DISCUSION

OBTENCION DE AFLATOXINAS

La produccidn de aflatoxinas in vitro es variable segféin la
cepa utilizada, el sustrato, la temperatura, la hdmedad y el
sistema de fermentacidn utilizado (Reddy y col., 1971; Osorio,
1976).

En el presente estudio, utilizando una fermentacidn sdlida
en arroz a 28 oC, la cindtica de produccidn mostrd que las
aflatoxinas se empiezan a producir en cantidades detectables por
cromatografia en capa fina a las 72 horas da incubacidn, y gque la
produccién mAxima de AFBl fué a las 192 horas, con una produccidn
de 26.6 ppm (ug/g), utilizando una cepa de A. flavus JMI 91019.
La eficiencia en la produccidn de aflatoxinas por é&ste sistema
fué menor a  la reportada por Shotwell y col. (1966) bajo
condiciones de rotacidn constante, utilizando una cepa de A,
flavus NRRL-2999 logrando obtener una produccidn mdxima de 1 mg
de AFBl1 por g;a-o de material cosechado, encontrando ademas,
cantidades detectables de aflatoxinas a las 48 horas de
incubacidn.

Las cepas de A, (flavus b4 A. paragiticus pueden variar
enormemente en su capacidad para producir aflatoxinas, y la
capacidad genédtica de una cepa en particular es determinante para

el nivel de produccidn y el tipo de metabolitos téxicos
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Producidos (Goldblatt, 1969; Pier, 1981). La diferencia entre los
niveles de produccién obtenidos en este estudio con los
reportados en la literatura puede deberse, en gran medida, al
tipo de cepa utilizada, la cepa NRRL-2999 utilizada por Shotwell
Yy col. (1966) es una cepa que fué seleccionada cuidadosamente y
es una cepa de referencia recomendada por 1l1la 1literatura
internacional para 1la produccién de aflatoxinas in vitro
(Goldblatt, 1969), y al sistema d¢ fermentacidn utilizado, donde
la agitacidn constante del cultivo favorece 1la aireacidén de las

colonias y la formacién de las toxinas.

El paso final en un procedimiento de identificacidn de
aflatoxinas es la comprobacidn de su actividad bioldgica, y en
este sentido, el pato pekinés recién nacido es el animal de
eleccidn para 1a reproduccidn de 1las lesjones; las lesiones
‘hephticas mds caracterlaticas incluyen degeneracidn grasa de los
hepatocitos, hiperplasia biliar y necrosis multifocal (Rosiles,
1977); todos estos cambios fueron observados en los animales
utilizados en el presente estudio para la comprobacidn de la
actividad bioldgica de las aflatoxinas producidas, presentdndose
1a muerte de los animales utilizados a los 14.6 dlas promedio

después del inicio de la ingestidn de las toxinas.
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EFECTOS DEL CONSUMO DE AFLATOXINAS Y DE LA VACUNACION CON IBF EN
EL POLLO DE ENGORDA

La productividad de 1a industria avicola depende en gran
‘medida del estado de saldd y del manejo sanitario que se lleve a
cabo en las parvadas comerciales y en este sentido la presencia
de un sistema inmunoldgico funcional es esencial. Modificaciones
en los mecanismos de resistencia natural y de inmunidad pueden
ser causados por un ndmero importante de factores que se
encuentran en el medio ambiente, lo que incrementa 1la
susceptibilidad hacia las enfermedades infecciosas y el desempeiio
productivo de los ?ni-nles disminuye (Tizard, 1982; Stites y
cal., 1983); entre los factores con capacidad inmunodepresora
comprobada se incluyen a las micotoxinas y a algunos virus
aviarea (Sharma, 1987).

Las aflatoxinas son las micotoxinas mas difundidas en la
naturaleza y las condiciones de almacenamiento y comercialisacidn
de alimentos y productos destinados a consumo avicola en nuestro
pals favorecen en gran medida su produccidn; la aflatoxicosis
aviar es uno de los problemas mas graves que incide sobre la
produccidn avicola {Rosiles, 1977).

Asimismo, existen algunos virus aviares en los que se ha
demostrado actividad inmunodepresora, tal es el caso del virus de
1a Infeccidn de la bolsa de Fabricio, cuya presencia es enzodtica
en las zonas productoras de aves ¥y las parvadas comerciales se
exponen de manera temprana a ambientes contaminados (Sharma,

1987), incluso, algunas cepas vacunales del VIBF son capaces de
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producir efectos detrimentales en el sistema inmunoldgico de las
aves {Garcla, 1985),

La posibjilidad de que estos factores inmunodepresores se
presenten de manera simultdnea en el polloc de engorda es
considerable y existen reportes en la literatura que indican un
incremento importante en las pérdidas producidas por el VIFB
cuando se presenta contaminacidn por aflatoxinas en la dieta
(Chang y Hamilton, 1982}. Giambrone vy col., (1978b) demostraron
experimentalmente estos efectos utilizando una cepa patdgena del
VIBF y 2.5 ug/g de aflatoxinas en la dieta.

No exiltgn estudios que analicen los efectos de las cepas
vacunales del VIBF cuando son inoculadas en animales que consumen
aflafoxinas. situacidn que es muy probable bajo las condiciones
de produccidn nacional y que puede incidir negativamente en el
comportamiento productive y en el desarrollo de 1la capacidad
inmunolégica del pollo de engorda. E1l planteamiento del presente
estudio esta apoyado en la premisa de que el consumo de
aflatoxinas modifica la respuesta del pollo de engorda hacia los

efectos de una cepa vacunal del VIBF.

Los efectos del consumo de aflatoxinas en la mortalidad
natural del 'ﬁollo de engorda dependen de la dosis ingerida y del
tiempo de ingestidn de las toxinas, asl come de la raza, edad y
sexo de los animales afectados (Reddy y col., 1984; Defalla y
col., 1987). Smith y Hamilton {(1970) reportan que una dosis de

2.5 ug/g8 de aflatoxinas afecta la mortalidad natural, mientras
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que Pier {1981} afirma que dsta dosis no afecta
significativamente la mortalidad.

Por otra parte, la vacunacién de las aves en la primera
semana de vida con una cepa atenuada de IBF, pusde bener“efectos.
detrimentales en los animales vacunados, depauﬂiendo de la cepa
vacunal utilizada y del nivel de inmunidad materna pre;ente en
los animales (Garcla, 1985), sin embargo, no existen reportes en
la 1it‘;eratura que mencionen que la vacunacidn <con IBF a edad
temprana incida sobre los indices de mortalidad natural del pollo
de engorda.

Chang y Hamilton {1982) reportaron que una cepa de campo del
VIBF que bajo condiciones experimentales no producla la muerte de
los animales causd cerca de un 50X de pérdidas cuando se presentd
contaminacién con aflatoxinas en la dieta. Giambrone y col.
({1978b) estudiaron el sinergismo de las aflatoxinas y wuns cepa
patdgena del VIBF, encontrando un significativo aumento de la
mortalidad y una menor ganancia de peso corporal, en comparacién
con los animales que recibieron tratamientos individuales de
aflatoxinas o VIBF.

La mortalidad natural de los animales de experimentacidn del
presente estudio fué mayor en los lotes 2 y 4, que consumieron
aflatoxinas, a la observada en los lotes 1 y 3, que no las
consumieron. lLos animales del lote 4, gue2 consumieron aflatoxinas
y fueron vacunados contra IBF, tuvieron una mortalidad mas
elevada durante la primera semana oae vida (Cuadro 10)

disminuyendo el nivel de mortalidad posteriormente, en cambio,
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les animales del 1lote 2, que sdlo consumieron aflatoxinas,
tuvieron una mortalidad constante sobtre todo en las primeras
tres semanas.

Aparentemente los animales de los lotes que consumieron
aflatoxinas tuvieron una mortalidad méAs elevada porque las
aflatoxinas alteran los mecanismos de defensa de las aves. La
inmunodepresidn es uno de los aspectos mds importantes de las
aflatoxinas ya que producen una dismipucién en la capacidad de
respuesta contra agentes externos (Hamilton, s.a.; Pier, 1981;
Giambrone 1985a}) y la mortalidad observada puede explicarse por
el incremento en la susceptibilidad a microorganismos
medicambientales en los animales intoxicados. la mortalidad
observada en los animales del lote 4 en la primera semana de edad
es. muy sugestiva de gque existe un efecto aditivo en la intensidad
de los efectos detrimentales de las aflatoxinas y de la cepa
vacunal del VIBF utilizada, estos hallazgos son compatibles con
los obtenidos por Giambrone y col. (1987b) y por Chang y én-ilton
{1982} con cepas de campo, aparentemente el efecto de la cepa
vacunal s8dlo se observa en un lapso muy breve, de unos cuantos
dias después de recibir la cepa vacunal, ya que el nivel de
mortalidad disminuye posteriormente. Desafortunadamente el
desconocimiento del origen de 1los animales utilizados y de su

.estado inmunoldgico con respecto al VIBF no nos pernmite
considerar la influencia de la inmunidad materna en este efecto.

Uno de los hallazgos de campo mads importante de 1la

aflatoxicosis es la reduccidn en los niveles de ganancia de peso
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{Newberne, 1973) ¥y .diversos autores han reproducido
experimentalmente este efecto (Sm.ith y Hamilton, 1970; Reddy ¥y
col., 1984; Giambrone y <col., 1985a; Huff y col., 1986)
utilizando dosis que van de 0.7 a 10 ug/g de aflatoxinas,

En el presente experimento, los ‘animales de los lotes 2 y 4
tuvieron una ganancia de peso significativamente inferior a la de
los animales de los lotes 1 y 3; estos hallazgos son similares a
los reportados anteriormente por Reddy y col. (1984) y por Ubosi
¥y col., (1985a}.

Los animales del lote 4 tuvieron un promedio de peso
ligeramente menor a los del lote 2 en las dos primeras semanas
del experimento y posteriormente los pesos del 1lote 2 fueron
ligeramente menores a los del lote 4, sin embargo, no exiaten
diferencias estadisticamente significativas entre ambos lotes,
que sugiriera un efecto sindrgico entre las aflatoxinas y la cepa
vacunal del VIBF para deprimir 1a ganancia de peso, como lo

Amencionado por Giambrone y col. (1978b) en sus hallazgos con una
cepa patdgena del VIBF, posiblementa las diferencias entre estos
resultados sean debidas a las diferencias en la virulencia de las
cepas utilizadas.

Al igual que para la ganancia de peso, las observaciones de
campo y los estudios experimentales indican que la ingestidn de
aflatoxinas disminuye el consumo de alimento (Edds y Bortell,
1983; Ubosi y col. 1385a). En el presente estudio, los lotes 2 y
4 tuvieron un consumo de alimento/lote menor al de loz lotes 1 y

3, siende el lote 4 el que consumid menor cantidad de alimento
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hasta la 5a semana (Cuadro 12). En este experimento, el consumo
de alimento fué medido en base al lote, por lo que se debe
considerar que los lotes 2 y» 4, al tener una mortalidad natural
mayor, tuvieron menos animales para consumir alimento, y en gran
medida las diferencias entre los lotes pueden explicarse. por este
factor.

El dltimo de los pardmetros productivos a considerar fué la
conversidn alimenticia, que indica el grado de eficiencia en la
utilizacién del alimento para producir ganancia de peso. La
literatura también reporta que la ingestidn de aflatoxinas incide
negativamente en la conversidn alimenticia {Smith y Hamilton,
1970), incluso a partir de los 14 dias de edad, y se ha oservado
que la ganancia de pesoc y el consumo de alimento se afectan con
niveles de aflatoxinas mds bajos que los necesarios para afectar
la conversidn alimenticia (Ubosi y col., 1985a; Defalla y col.,
1987). En el presente estudio, el mejor indice de conversidn
alimenticia fué obtenido en el lote 3, segudo del lote 4, lote 1
y lote 2. La conversidén alimenticia del lote 2 (2.45) es similar
a la reportada por Smith y Hamilton {1970) para los casos de
aflatoxicosis crénica. El 1lote 4 presentd una conversién
alimenticia similar (2.18) a 1a de los lotes 3 y 1 (2.07 y 2.26
respectivamente), este efecto es posiblemente debido a la marcada
disminucidn en el consume de alimento del lote 4 y .-no a una
realmente eficiente conversidn alimenticia. La afeccién de los
pardmetrom productivos es de gran importancia econdmice y es

necesario evaluar en conjunto a todos 1los pardmetros existentes,
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ya que el nivel de conversidén alimenticia puede ser modificado
por un bajo consumoc de alimento lsi no se toma en cuenta la
ganancia de peso, como lo observado en el lote 4, que a pesar de
tener muy buen nivel de conversidn alimenticia, tuvo un consumo
de alimento muy bajo y una ganacia de peso muy pobre, sin llegar
a obtener un promedio de peso requerido para salir al mercado
{2.1 kg a las 7 semanas}).

La conversidn alimenticia deficiente representa la suma de
muchas influencias, pero en sentido prActico representa una falla
en la utilizacidn de los nutrientes de la dieta (Richardson y
col., 1987}. Cava}heiro (1983) menciona como una posible
explicacidén en 1la disminucidn de la eficiencia de la conversidn
alimenticia la falta de absorsidn de nutrientes, representada por
un aumento en la concentracidn de llpidos fecales, aparentemente
debida a una disminucidn en 1la 1lipasa pancredtica y en 1a
concentracién de sales biliares necesarias para la absorsidn de
nutrientes. 5e debe tomar en cuenta que la composicién de la
dieta es un factor determinante para la observacidn de los
efectos de las aflatoxinas, la concentracidn de proteinas de la
racidén es un factor bioldgico a considerar, asl comc 1la
interaccidn de las aflatoxinas con algunas vitaminas (Pier,
1981).

Asimismo, se ha reportadoc que las aflatoxinas tienen un
;fecto depresor sobre los tejidos hematopoyéticoes y esto se ve
reflejado en 1la sangre, tanto en el suero como en sus elementos

celulares {Mohiuddin y col., 1986). Las aflatoxinas producen
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anemia caracterizada por disminucidn en los valores del
hematocrito (ht), del ndmero total de gldbulocs rojos (GR) y de la
concentracidn de hemoglobina {Hb), atn en dosis muy bajas (Tung y
col., 1975; Lanza y col., 1877; Campbell y col., 1883; Mohiuddin
¥y col., 1985; Huff ¥y col., 1986), sin embargo, el origen de la
anemia no ha sido bién determinado.

Por otra parte, no existen reportes que indiquen que el
VIBF, ni con cepas de campo o© vacunales, alteren las
caracteristicas de la serie roja del hemograma del pollio de
engorda.

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que
el porcentaje de ht y la concentracidn de Hb fueron menores en
los lotes 2-y 4, en comparacidn con los lotes 1 y 3, sin ser las
diferencias estadlsticamente significativas. El ndmeroc de GR fué
menor en los lotes 2 y 4 en comparacidn con los lotes 1 y 3,
observandose diferengins estadisticamente significativag en la
3a, 4a, 5a y 7a semanas; no huboc diferencias estadlsticamente
significativas entre los lotes 1 y 3 ni entre los lotes 2 y 4.

Aungue los valores de la serie roja de los lotes 2 y 4 muestran
una tendencia a la anemia, estos resultados no son completamente
concluyentes para la generacidn de un cuadro de anemia detectado
por procedimientos rutinarios de hematologia clinica,
posiblenenté porque la dosis de aflatoxinas utilizada no fué lo
suficientemente elevada para generar el cuadro; por otro lado,
los animales de los lotes 2 y 4 presentaron lesiones en higado y

en rifidn (ver resultados) indicativos de anemia y de una
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respuesta de adaptacidn por parte del animal.

Tung y col. {1975) observaron una disminucidn en los valores
de ht, Hb y GR, con hipe;plasia mieloide y disminucidn de la
cantidad de tejido adiposo de la médula dsea, observandd ademds
esplenomegalia y una leve respuesta macrocltica en dosis bajas de
aflatoxinas que no mofificaron el ht ni la Hb, pero que si
reducen el némero de GR, sugierende fuertemente el origen
hemolitico de ;u anemia. Los resultados obtenidos en el presente
estudio son muy similares a los anteriores.

La vacunacién con VIBF no tuvo ningdn efecto detectable en
los valores de la gerie roja de los animales de experimentacidn,
presentandose un comportamiento muy similar entre el lote 1
(testigo) v el 3 {(vacunado con VIBF} y entre el 1lote 2 (sdlo
aflatoxinas) y el lote 4 (Aflatoxinas + VIBF).

También estd reportado que dosis elevadas de aflatoxinas
producen un aumento en el ndmero total de gldbulos blancos (GB},
que se cree es3 debido a hiperplasia medular de células
progranulociticas, la leucocitosis estd determinada por un
incremento en la proporcidn de heterdfilos, cursande con
linfocitopenia que indica ademAs efecto inmunosupresor (Tung y
col., 1975; Chang y Hamilton, 1979a; Chang y Hamilton, 1979b:
Mohiuddin Y col., 1986). Los casos de 1IBY cursan con
linfocitopenia al ser los linfocitos B las células blanco para la
replicacidn viral {Luckert, 1983; Giambrone, 1983). Estos
cambios, sin embargo, son transitorios y 1la cuenta linfocitaria

regresa a niveles normales en una semana. No existen reportes que
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mencionen que las cepas vacunales del VIBF produscan cambios en
la cuenta leucocitaria del pollo de engorda.

Los resultados de la determinacidn del nimero de GB de los
animales de experimentacidn tienen un comportamiento similar
entre los lotes y estdn incluldos dentro de los niveles
reportados como normales para el pollo de engorda (Olson, 1959),
salvo en los valores de la 3a semana del lote 4 y de la 3a semana
del lote 2, donde hay una marcada leucocitosis estadlsticamente
significativa.

£l camportamiento de la proporcidn de leucocitos
circulantes también fué similar entre los 4 lotes durante el
estudio, observandose un incremento en la proporcidén de
linfocitos en las dos primeras semanas, ¥ un incremento en la
porporcidn de heterdfilos en las semanas restantes, sin embargo,
los cambios mids drdsticos en el tipo celular predominante en la
serie blanca se observaron en el lote 4 en la 3a semana con
intensa leucocitosis neutrofilica y linfocitopenia marcada, 'y en
los lotes 2 y 4 con neutrofilia moderada en las semanas
restantes.

La evaluacidn de los cambios en el contec total de GB y en
el conteo diferencial de Jlos mismos es dificil ya que existen
muchos otrocs factores que pucden modificar el ndmero y el tipo de
leucocitos circulantes en las aves, comc por ejemplo infecciones
intercurrentes o estres medioasmbiental; los cambios observados en
el lote 4 sugieren que la poblacidn de linfocitos fué la mds

afectada por el efecto combinade de las aflatoxinas y la cepa
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vacunal del VIBF; 1a heterofilia quec se observd en los lotes 2 ¥
4 pudiera ser explicada por efecto directo de las aflatoxinas o
porque el estado inmunodepresor quec éstas generan incrementa la
la frecuencia de presentacidn de infecciones secundarias,
provocando una consecuente respuesta leucocitaria, sin embargo,
no existe un respaldo estadistico adecuade que apoye estas
observacziones.

Los hallazgos de quimica sangulnea incluyen una disminucidn
significativa de las protelnas plasmdticas totales, prealbdmina,
albdmina, alfa ¥ beta globulinas {Campbell y col., 1983; Pegram y
Wyatt, 1986; Huff ¥y col., 1986; Defalla y col., 1987); los
estudios sobre los efectos del VIBF pno mencionan cambios en la
concentracién de proteinas plasmAticas en la enfermedad natural o
por efectos de la vacunacidn con cepas de virus atenuado.

En los resultados de 1la cuantificacidn de las protelnas
plasmAdticas de los animales de experimentacidn, se observd una
tendencia a una menor concentracién de las mismas en los animales
de-los lotes 2 ¥ 4, en comparacidén con los valores de los lotes 1
¥y 3, s8in embargo, en la mayorla de las observaciones no hay
diferencias estadlsticamente significativas entre 1los lotes.
Posiblemente la dosis de aflatoxinas wutilizadas no fué 1lo
suficientemente elevada como para provocar los cambios que otros
autores mencionan para los valores de proteinas plasmidticas; la
vacunacién con VIBF no afectd la concentracidn de protelnas
plasmidticas en el presente estudio.

El mds intenso, pero a la vez mids sutil efecto de las
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aflatoxinas es su capacidad para alterar la funcionalidad del
sistéma inmunolédgico (Morilla, 1980; Pier y Mc Loughlin, 1985};
se menciona que las aflatoxinas alteran la inmunogénesis sin
suprimir la formacidn de anticuerpos, deprimen la formacidn de
complemento e interferdn, la fagocitosis de los macréfages y la
. hipersensibilidad retardada cutdnea (Pier y Mc Loughlin, 1985)
sin embargo, los mecanismos exdctos de la inmunodepresidn
permencen oscuros.

Las investigaciones para evaluar la inmunidad humoral
especifica arrojan resultados contradictorios, Thaxton ¥y col.
(1984) mencionan que existe una marcada depresién em la formacidn
de anticuerpos (Ac) contra eritrocitos de carnero (ERC), sin
embargo, Campbell y col., (1983) con ERC ¥ Brucella abortus,
Giambrone y <col. (1978b) utilizando vacunas de Newcastle y
Bronquitis infecciosa, Tadeu (1982) con vacuna de Newcastle,
Ubosi y col. (1985b) con ERC y Giambrone y col. (1985a) con
Newcastle y Pasteurella multocida, no lograron demostrar una
disminucidn en la produccidn de Ac especificos por el consumo de
aflatoxinas, a diferentes dosis y en diferentes periodos.

Por otra parte, la infeccidn por el VIBF, sobre todo a edad
temprana y con niveles bajos de Ac maternos, genera un dafo
permanente en el sistema de produccién de Ac del animal
{Giambrone, 1983; Luckert. 1983). La inmunodepresidn resultante
interfiere con el desarrollo de una respuesta inmune adecuada con
las vacunas utilizadas rutinariamente en pollitos reciédn nacidos

{Olbers, 1983; Sharma, 1989). Las cepas vacunales atenuadas del
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VIBF también pueden  ser capaces de producir lesiones
considerables en los animales vacunados, y aunque no generen un
cuadro de enfermedad clinica, los animales vacunados pueden
persistir con lesiones en 1la bolsa de Fabricio que afecten la
capacidad del sistema inmune humoral {(Garcla, 1985); la gravedad
de las lesiones producidas y la intensidad de la inmunodepresidn
resul tante dependen de la virulencia de 1la cepa utilizada, del
titulo de Ac maternos y de la edad de los animales vacunados
(Sharma, 1987},

En el estudio realizado por Giambrone y col. (1978b) para
demostrar el sinergismo entre el consumo de 2.5 ug/g de
aflatoxinas y una cépa patdégena de VIBF inoculada en la 3a semana
de edad, a pesar de que se observd un significativo aumento de la
mortalidad y una menor ganancia de peso corporal, no se
obser;aron modificaciones en la produccidn de Ac contra una cepa
vacunal del virus de la enfermedad de Newcastle, ¥y los animales
tratados resistieron la exposicidn a una cepa patégena del virus
de la enfermedéd de Newcastle.

En el presente estudio no se encontraron diferencias en la
produccidn de Ac contra la enfermedad de Newcastle entre los
lotes de los animales de experimentacidn, los animales alcanzaron
titulos que se consideran protectores (Tadeu, 1982) después de la
3a semana de edad.

Estos resultados son colncidentes con la mayoria de los
experimentas anteriores donde no se demostrd la disminucidn en la

produccidn de Ac utilizando cepas vacunales del virus de

191



Newcastle, aparentemente ila inmunogenicidad de las cepas
vacunales utilizadas, asl como los calendarios de vacunacidn
establecidos, son lo suficientemente efectivos come para
estimular un nivel adecuado de proteccidn adn en presencia de
factores inmunodepresores en el animal, como el consumo de
aflatoxinas o la vgcunncién con VIBF a edad temprana, sin embargo
hay que considerar que la prueba de inhibicidn de 1la
hemaglutinacién para la deteccidn de anticuerpos contra el virus
de Newcastle es una prueba poco gensible para detectar
diferencias en los niveles de produccidn de anticuerpos.

Debido a que las pruebas seroldgicas para evaluar la
produccidn de Ac estimulada por la cepa vacunal de VIBF utilizada
no fueron realizadas adecuadamente, en el presente estudio no se
pudo determinar el eiectc‘ que el consumo de aflatoxinas, o la
propia cepa vacunal, tuvieron sobre el desarrollo de una
respuesta de Ac anti VIBF. Estos datos son muy importantes para
poder evaluar las modificaciones en el comportamiento de una cepa
vacunal de VIBF cuando es inoculada en animales gue estan bajo
los efectos de algdn agente inmunodepresor, como la ingestidn de
aflatoxinas, por lo tanto, se requieren estudios posteriores
sobre este punto para dilucidar 1los posibles efectos de una
interaccidn entra las aflatoxinas y las cepas vacunales dei VIBF.

La Inmunidad Mediada por Células {(IMC) es el componente del
sistenma inmunoibgico mAds severamente afectado por la ingestidn de
aflatoxinas; éiversos autores han reportade que la ingestidn de

aflatoxinas cursa con una inhibicidn de la respuesta de
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hipersensibilidad cutdnea retardada, con una inhibicién de 1a
liberacidn de interleucina II y con une disminucidn de la
respuesta de injerto contra hospedador (Morilla, 1880; Giambrone
y col, 1978a). Giambrone ¥y col. (1985a y 1985b) encontraron que
la depresioé en la IMC es dosis dependiente y se observa a partir
de la ingestién de 200 ppb por 5 semanas, encontrando que los
efectos mids severos se observan en las pruebas de hipersensibilad
cutdnea retardada con fitohemaglutinina y de lifoblastogénesis
con concanavalina A.

La relacidn del VIBF con una disminucidn en la actividad de
la IMC es mucho menos clara, experimentalmente se hea demostrado
que el VIBF reduce ia respuesta a fitchemaglutinina en linfocitos
de bazo a los 5 y 8 dias de la infeccidn, pero no a los 14, 28 o
42 dlas (Sharma, 1989), también se ha demostrado que el VIBF
interfiere en la respuesta hacia el virus Herpes del pavo para
proteger contra la enfermedad de Marek, que depende de la
inmunidad celular (Calnek, 1983), s8in embargo, se requierem mis
estudios para comprender la relacidn entre el VIBF y la IMC.

No existen reportes que analicen los posibles efectos de las
cepas vacunales del VIBF sobre la capacidad del sistéma inmune
celular del pollo de engorda.

En el presente estudio, la capacidad de respuesta de la
inmunidad celular se realizd con una prueba de hipersensibilidad
cutAnea retardada inespecifica con fitohemaglutinina. El indice
de intradermoreaccidn fué menor para el lote 4, seguido del 2, 1

¥ 3, siendo estadisticamente diferente entre los lotes 4y 3 ¥
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estadlsticamente gimilar entre los lotes 1, 2 y 3 y entre los
lotes 1, 2 y 4. Estos datos indican gque el efecto depresor mis
severo se observd en el lote 4, que recibié aflatoxinas y VIBF al
mismo tiempo; las aflatoxinas solas tienen un efecto menos severo
que el anterior, sin ser la diferencia estadisticamente
significativa; el VIBF sdle no tuvo ningin efecto sobre la
capacidad de la IMC de los animales de experimentacidn.

Estos resultados son coincidentes <con los datos que apoyan
que la inmunidad celular se ve seriamente afectada por las
aflatoxinas, el efecto del VIBF vacunal mno es muy claro, aungue
el hecho de que existan diferencias significativas entre los
lotes 3 y 4 sugiere que en presencia de aflatoxinas, una cepa
vacunal de VIBF puede afectar de manera importante la capacidad
de respuesta del sistema de IMC, sin embargo, Be requierqn
estudios mds prufundos para dilucidar este efecto.

Al igual que para la IMC, ha sido demostrado que la
ingestidn de aflatoxinas reduce 1la capacidad fagocitaria de
heterdfilos, monocitos y macréfagos, pero no de trombocitos, con
efecto dosis dependiente {Chang y col., 1976; Chang y Hamilton
1978a y 1978b; Mohiuddin y col., 1986), mientras gque los efectos
del VIBF sobre el sistema de fagocitosis no han sido estudiados,
aunque se sabe que las cepas patdgenas del VIBF se pueden
replicar en heterdfilos y células reticulares (Correa, 1981).

En el presente estudio, la capacidad de fagocitosis fué
evaluada en un ensayo in vitrc a partir de células adherentes de

sangre periférica, los resultados obtenidos indican que los
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animales del lote 4 tienen un menor porcenteje de células
adherentes con capacidad fagocitaria, seguidos por los animales
de los lotes 2, 1 y 3, sin embargo, el nimero de particulas
ingeridas por cada célula con capacidad fagocitaria ~(1ndice
fagocitico) es muy similar entre los cuatro lotes.

Estos resultadoé, como en el caso de la IMC, tambi&n indican
un efecto evidente de 1las aflatoxinas sobre el sistema de
fagocitosis sobre los leucocitos adherentes de sangre periférica,
colncidiendo con reportes anteriores, y aunque el efecto de la
cepa vacunal del VIBF no es muy claro, las diferencias entre loa
lotes 3 y 4 pudéeran indicar un efecto simultdneo de las
aflatoxinas y el VIBF wvacunal para deprimir la capacidad
fagocitaria de los leucocitos. El hecho de que el 1ndice
fagocitico observado haya sido similar entre los cuatro lotes es
incierto, aunque pudiera sugerir que los fagocitos no afectados

mantiene todavia una resp ta d d en su capacidad

fagocitaria. Tfmbién en este punto se requieren estudios nis
profundos para determinar los efectos de las aflatoxinas y las
cepas vacunales del VIBF en el sistema de resistencia
inespecifica del pollo de engorda.

Las lesiones que se presentan en los pollos durante la
aflatoxicosis son variableé y dependen de 1la dosis y del tiempo
de ingestidn de las tdxinas; el higado es el principal &rgano
afectado {Pier, 1981). En el caso de la IBF, la bolsa de Fabricio
es el d4rgano blanco para la repiicacién viral y aqul es donde se

desarrollan las lesiones mé&s evidentes (Lukert, 1983); las cepas
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vacunales del VIBF producen lesiones bursales que sélo pueden ser
detectadas por histopatologia {Garcia, 1985).

El consumo de aflatoxinas incrementa significativamente el
peso relativo del higado, adin con dosis bajas, y éste incremento
es debide a una acumulacién progresiva de llpidos (Reddy y col.,
1984), sin embargo, Huff y col. (1586) mencionan que la atrofia
hepAtica y no la hepatomegalia, es el cambio inicial en las
etapas tempranas de la intoxicaciédn. En el presente estudio, los
animales de los lotes 2 y 4 presentaron un ligero incremento en
el peso relativo del higado, con significancia estadistica
dnicamente en la 3a semana, comparado con el peso relativo del
higado de los animales de los lotes 1 y 3; la incapacidad para
generar hepatomegalia en los lotes 2 y 4 posiblemente se debid a
que la dosis de aflatoxinas ingerida no fué lo suficientemente
elevada; aparentemente la vacunacidn con VIFB a edad temprana no
modifica el peso relativo del higado.

Las lesiones hepdticas por 1la ingestidn de aflatoxinas
consisten en congestidn, coloracidn amarillenta por degeneracidn
grasa de los hepatocitos, puntilleo blanquecino por necrosis
centrolobulillar, fibrosis y proliferacién de conductos biliares,
éstas lesiones se incrementan en intensidad segdn la dosis y el
tiempo de ingestidn (Edds y Bortell, 1983; Giambrone ¥y col.,
1985a; Nibbclinck, 1987; Defalla y col., 1987). El VIBF no
produce directamente cambios patoldgicos en el higado.

En el presente estudio, los animales de los 1lotes 1 y 3 no

presentaron cambios patolégicos importantes durante el
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experimento, mientras gque los animales de los lotes 2 y 4
presentaron cambiocs patoldgicos compatibles con los reportados en
la literatura en los cascs de aflatoxicosis leve ¥ subaguda; en
ambos lotes los cambios fueron incrementandose en geveridad
conforme transcurrié el experimento; un hallazgo importante que
no es reportado con frecuencia es la presencia de focos de tejido
mieloide en el higado .de los animales intoxicados, ¥y
probablemente refleja un intento del organismo animal de
compensar un estado de anemia (Jubb y col., 1985},

La vacunacién con VIBF a edad temprana, aparentemente no
tuvo influencia en'el desarrollc de las lesiones hepdticas, ya
que los cambios observados fueron muy similares en los loteas 2 y
4.

En el caso de 1la bolsa de Fabricio,, algunos autores
mencionan que el consumo de aflatoxinas puede generar reduccidn
en el peso relative y diversocs grados de atrofia, con necrosis
linfoide leve {Campbell y col,, 1983; Defalla y col., 1887;
Rosiles, 1987); Ubosi y col. {1985b) reportaron que una dosis de
996 ppb durante 6 semanas causd disminucidn en el tamaho de la
bolsa, aunque Reddy y col. (1984) con una dosis de 9 ppm por 28
dias, no encontraron alteraciones en ¢l peso relativo del drgano.
Las cepas padgenas claramente afectan el tamafio y la morfologla
de la bolsa de Fabricio, aumentando al doble de su tamafic normal
al 40 dla de 1la infeccidn y atrofiandose rdpidemente despuds de
éste tiempo, presentandoe necrosis linfoide e infiltracidn

heterdfila al principio, y atrofia fibrosa al final (Hitchner,
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1978; Nagi y col., 1879; Craig y col. 1980a y 1980b; Ley y col.,
1983; Paasch, 1983}, Las cepas vacunales del VIBF no producen
cambjos patoldgicos aparentes en 1la bolsa de Fabricio, sin
emi:argo, han sido descritos diversos grados de lesiones
microscdpicas que incluyen necrosis linfoide, deplesidn linfoide,
fibrosis, infiltracidn heterdfila y quistes epiteliales; 1la
intensidad de éstas lesiones depende de la virulencia de la cepa
vacunal, la edad vy el grado de inmunidad materna que posean los
animales vacunados (Giambrone, 1983; Lukert, 1983; Garcla, 1985}.

En el presente estudio, no se observaron diferencias en el
peso relativo de la bolsa de Fabricio en ninguno de los lotes de
los animales de experimentacién. Los animales de los lotes I y 3
no presentaron cambios patoldgicos importantes en la bolsa de
fabricio durante el experimento, lo gque es indicativo de que la
cepa vacunal del VIBF utilizada (D 78) no es capaz de producir
lesiones bursales en los animales vacunados. En los animales del
lote 2 =se presentaron lesiones bursales leves consistentes
principalmente en deplesién linfoide leve y necrosis linfoide
leve, hallazgos similares a los reportados por Cambell y col.
{1983) y por Defalla y col. {(1987).

En los animales del lote 4 1la bolsa de Fabricio presentd
lesiones microscépicas que incluyeron deplesidn lintfoide de leve
a moderada, necrosis linfoide de moderada a severa, infiltracién
heterdfila de leve a moderada y tendencia a la fibrosis moderada
al final del estudio, Estos datos sugieren que la susceptibilidad

de los animales vacunadas hacia 1la cepa vacunal del VIBF se
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incrementd cuando consumieron aflatoxinns en la racién durante el
periode de crecimiento, adin con una dosis relativamente baja; no
existen reportes previos que analicen uvsta sikuncidn, Se requiere
de una serie de investigaciones posteriores scbre este punto, ya
que la posibilidad de que mas de uno de los factores
inmunodepresores del pollo de engorda se presenten al mismo
tiempo en el medio ambiente de los animales es considerable, ¥y
eventualmente una medida de proteccidn hacia la parvada como lo
es la vacunacidén contra la IBF, puede generar efectos
detrimentales en las aves. Los mecanismos por medio de los cuales
dos factores con tendencias inmunodepresoras puedan tener
sinergismo permanecen desconocidos y su importancia justifica la
realizacidn de estudios mds profundos.

En el caso del bazo, la ingestidn de aflatoxinas se puede
asociar con aumento de tamafio, congestidn y reduccidén de la
poblacidn de linfocitos de la pulpa blanca (Morilla, 1980; Huff ¥y
col., 1986; Defalla y col., 1987). El virus patégeno de IBF puede‘
causar también congestidn, infiltracidn heterdfila y necrosis
linfoide en los centros germinales {(Nagi vy col., 1979; Craig v
cel., 1980a; Ley y col., 1983}, por otra parte, no se ha
reportado que las cepas vacunales del VIBF generen lesiones
esplénicas.

En el presente estudio, no se encontraron diferencias entre
el peso relativoe del bazo entre los lotes de los animales de
experimentacidn. Los animales de los lotes 1 y 3 no presentaron

cambios patoldégicos en el bazo, mientras que en los animales de
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los lotes 2 y 4 se observaron cambios patoldgicos muy discretos,
como congestidn ¥y ocacionalmente disminucidén leve en la densidad
de la poblacidn linfoide de la pulpa blanca; los cambios en ambos
lotes fueron muy similares en intensidad y, aparentemente fueron
debidos al efecto del consumo de aflatoxinas, como. ha sido
descrito previamente, sin que la vacunacidn con el VIBF haya
influido en la presentacién o en 1la intensidad de las lesiones
espléniéas.

Finalmente, el consumo de aflatoxinas se ha asociado a una
disminucidn en el peso relativo del timo, con deplesidn linfoide
(Morilla, 1980; Ubosi ¥y col. 1985b; Rosiles, 1987), aunque este
hallazgo puede no ser observado en las reproducciones
experimentales de la enfermedad (Reddy y col., 1984). Las cepas
patdgenas muy virulentas del VIBF pueden generar hiperemia del
timo, asl como necrosis linfoide y una definitiva disminucidn de
la densidad de los timocitos corticales {Nagi y col., 1979; Craig
y col. 1980b; Ley y col., 1983), No ha sido reportado que las
cepas vacunales del VIBF generen lesiones morfolégicas en el timo
de los animales vacunados.

El peso relativo del timo de los animales de experimentacién
fué ligeramente menor en los lotes 2 v 4, en comparacién con los
lotes 1 y 3, aunque dnicamente se detectaron diferencias
estadlsticamente significativas en los animales del 1lote 4
durante las dos dltimas semanas del estudio., Los animales de los
lotes 1 y 3 no presentaron cambios patoldgicos en el érganc

durante el experimento; los animales del lote 2 presentaron una
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disminucidn muy discreta de la densidad da  ios timocitos
corticales a partir de la -la semanz de e¢dnd; en los animales del
lote 1 se observd una reduccidn en la densidad de los timocitos
corticales a vpartir de la 3a semana de edad, mientras que en la
dltima semana el é&rgano mostraba una marcada tendencia a la
atrofia. Estos resultados sugieren que la ingestidn de
aflatoxinas incrementa 1la susceptibilidad del time para ser
lesionadc por una cepa vacunal del VIBF, por lo que se requieren
estudios posteriores para detectar la significancia de estos
hallazgos.

Los cuadros qe la aflatoxicosis suelen cgrsar con una
inmunodepresidn que se manifiesta por un incremento en la
susceptibilidad a microorganismcs que en condiciones normales son
de escasa virulencia en el pollo de engorda, 1las infecciones que
se asocian con mayor frecuencia son enfermedad crdnica
respiratoria, enteritis inespeclfica y coccidiosis (Giambrone y
col., 1978a; Pier y Mc Loughlin, 1985). Al parecer, el dafio
inmunoldgico es sdlo temporal y dnicamente ocurre durante el
periodo en el cual las toxinas se estdn ingiriendo (Morilla,
1980; Pier y Mc Loughlin, 1983).

La infeccidn por VIFB, sobre todo cuando es subcllnica,
también genera un problema particularmente serio de
inmunodepresidn en las parvadas afectadas, y también se asocia a
un incremento en la suceptibilidad hacia diversos agentes del
medio como Clostridium spp, Salmonella spp, Eimeria spp, » E.

coli, (Wyeth y col., 1975; Santivart y col., 1980; Olbers, 1983;
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Sharma, 1987).

No estAd muy bién aclarado el hecho de que las cepas
vacunales del VIBF puedan generar también inmunodepresidn; aunque
particularmente las cepas poco atenuadas pueden generar lesiones
bursales que producen dafios permanentes en el- sistéma
inmunoldgico de los animales (Lucketr, 1983; Giambrone, 192. ).

En el presente estudic, el comportamiento clinico de los
animales de experimentacidn fué diferente entre los cuatro lotes
utilizados.

El lote 3, vacunado con VIBF a log 5 dlas de edad y sin

consumo de aflatoxinas, fué el gque tuvo el mejor comportamiento

productivoe durante el experimento, observandose una mayor
ganancia de peso y un mayor consumc de alimento, con una
conversidn alimenticia muy eficiente; sus parametros productivos

estdn incluidos dentro de los rangos normales que la literatura
reporta para el pollo de engorda (Gordon, 1985), no presentd
ninguna signologia y la mortalidad fud muy baja, sugierendo un
efecto protector de las vacunas utilizadas (IBF y Newcastle), sus
pardmetros hematoldgicos fueron normales ¥y los pardmetros
inmunoldgicos evaluados fueron los mejores de 1los cuatro lotes,
no presentaron lesiones morfoldgicas importantes durante el
experimento.

El lote 1, que fud el 1lote Testigo, no recibid ni
aflatoxinas ni vacunacidn con VIBF; su comportamiento productivo
fué adecuado, aunque menor al del 1lote 3. La mortalidad natural

fué moderada y constante, asociandose principalmente a Sindrome
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Ascitico, sindrome patolédgico asaciado a la capacidad
respiratoria del pollo de engorda, presentd parametros
hematoldgicos normales y ' pardmetros inmunoldgzicos ligeramente
menores a los del lote 1, no presento lesiones morfoldgicas
importantes durante el experimento.

El lote 2 recibid 2.5 ug/g de aflatoxinas en la racidn
durante todo el experimento. Fud el lote que tuvo una mortalidad
natural acumulada mayor durante el estudio {19 animales)
observidndose principalmente en las tres primeras semanas del
mismo; los animales presentaron reduccién marcada en el consumo
de alimento vy en 1:3 velocidad de crecimiento, apatla, estornudos
ocacionaleg, erizamiento de plumas y deformacién de los tarsos en
algunes casos. Estos animales tuvieron evidencias quimico
clinicas e histolégicas de anemia leve Yy lesiones histoldgicas
moderadas en higado y 1leves en la bolsa de Fabricio; los
parAmetros inmunoldgicos evaluados fueron menores a los de los
lotes anteriores y la mortalidad natural se asocid a infeccidn
del saco vitelino en la 1la semana, a enfermedad crénica
respiratoria en el periodo intermedio y a sindrome ascitico al
final del estudio. Todos estos hallazgos son compatibles con un
cuadro de aflatoxicosis moderado.

Los animales del lote .4, gque recibieron 2.5 ug/g de
aflatoxinas en el alimento durante todo el estudio, §y fueron
vacunados con VIBF al 5 dla de edad, tuvieron un comportamiento
productivo muy deficiente con un menor consumo de alimento y una

velocidad de crecimiento muy lenta, situacidn que fué
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particularmente evidente en las dos primeras semanas del estudio;
la mortalidad natural tambidn fué elevada (16 animales) y se
observd sobre todo en la la semana del estudio (10 muertes),
asociada a infeccidn del saco vitelino, posteriormente se
presentd enfermedad crédnica respiratoria y sindrome ascitico. Los
animales de este lote también presentaron apatia, » * -'n=
ocacionales, erizamiento de plumas y deformacidn de los tarsov: e
algunos casos; los pardmetros quimico clinicos y hematoldgicos
evidenciaron anemia leve; los paradmetros de inmunidad humoral
fueron similares a los de los otros lotes, pero los pardmetros de
inmunidad celular y de resistencia inespecifica fueron menores a
los de los otros 1lotes. Estos animales presentaron lesiones
hepdticas compatibles con un cuadro de aflatoxicosis moderado y
presentaron ademds lesidnes histoldgicas moderadas en la bolsa de
Fabricio y cierta tendencia a la atrofia del timo. Estos
hallazgos son sugestivos de que el consumo de aflatoxinas en el
pollo de engorda incrementa la susceptibilidad de los animales
hacia las cepas vacunales de virus vivo de IBF utilizadas
rutinariamente en la industria avlcola, lo que puede incidir de
manera negativa en el comportamiento productive y en el
desarrollo de la capacidad inmunolédgica del pollo de engorda.
Aparentemente este efecto es muy severo durante los primeros dias
de vida de 1los animales, cuando son vacunados contra IBF,
disminuyendo posteriormente con el tiempo, aunque las lesiones
producidas en los d&rganos del sistema inmunolégico producidas

pueden ser persistentes.
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Se requieren estudios posteriores que profundicen sobre los
efectos simultdneos de las aflatoxinas y de las cepas vacunales
atenuadas del VIBF en el sistema inmunolédgico del pollo. de
engorda, para detectar la significancia de 1los hallazgos del

presente estudio,
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