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RESUMEN

En las granjas porcinas ocasionalmente 1los animales se
intoxican con aflatoxina Bl al consumir - alimento contaminado. El
efecto que se ha reportado ha sido el de baja de peso y probablemente
falla vacunal. En esta tesis se evalué el efecto de dos
concentraciones de aflatoxina Bl 0.6 y 1.6 ppm, dadas en el alimento
por 31 dias a dos 1lotes de 3 cerdos cada uno Yy 2 cerdos fueron
dejados como control. Durante este <tiempo se determiné la
concentracién de leucocitos = totales, neutrofilos, eosinofilos,
monocitos, linfoclitos, baséfilos y las subpoblaciones de linfocitos
por medio de la téénica de  rosetas que fueron los linfocitos T

ﬁ autélogos, B con receptor para Fc, B con

totales, T alta ;afir:t'it'i
receptor para compieméﬁto y null.

Para determinar la funcionalidad del sistema inmune a los 21
dias de intoxicacidn todos los cerdos fueron vacunados con una vacuna
de virus vivo modificado de la Fiebre Porcina Cldsica y a los 31 dias
fueron desafiados, incluyendo un grupo de 2 cerdos qgue no fueron
vacunados. Los resultados obtenidos fueron los siguientes : el grupo
que recibid 1.0 ppm de aflatoxina tuvo una ganancia de peso de 3.1 +
1.7 Kg en comparacién con el de 0.6 ppm de 8.2 + 1.1 Kg vy el control
de 7.5 % 1.5 Kg mostrando gque la concentracion de 1.0 ppnm de
aflatoxina produjo una marcada pérdida de peso. No se observarcn
alteraciones en 1la concentracidén ni en el porcentaje en ninguna de

las células sanguineas por lo que se concluyd que las aflatoxinas no

10



- afectan su ndimero. Ninguno de los cerdos después de la vacunacién a
estas dosis desarrollaron signos clinicos sugerentes de una
reactivacidén de la cepa vacunal por inmunosupresién y al desafio
todos los cerdos vacunados estuvieron protegidos, indicando que no
hubo una falla vacunal.

Los resultados del efecto de las aflatoxinas sobre el sistema
inmune del cerdo obtenidos en este experimento fueron semejantes a
los reportados en otras especies, en los que no fue posible demostrar
una clara relacién entre la intoxicacidén e inmunosupresién, a pesar

de la pérdida de peso en todas las especies animales.

11



Los
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atacar y por esto
defensa, cuya
evolutivo de
se les llama

serie de

seres vivos

gran variedad de

eficiencia
los animales.
sistema inmune que

érganos y varios tipos

INTRODUCCION

habitamos

se han desarrollado una

Estos

agentes infecciosos
serie de
y complejidad depende
mecanismos de
en los vertebrados

diferentes de

un munde potencialmente hostil,

que nos pueden

mecanismos de
del desarrollo
defensa en conjunto

consiste en una

células, que actuan

para evitar ser invadidos por los microorganismos patégenos & agentes

extranos. Los animales poseen la

flora normal que evita

(6, 7, 26,

32, 61, 62).

piel y las mucosas habitada por una

la colonizacidn por microorganismos patégenos

En la tabla 1 se presentan algunas barreras

de defensa de la piel y ' las mucosas de los animales.

TABLA 1

‘Barreras inespecificas de los animales

+

FISICAS

QUIMICAS

MICROBIOLOGICAS

=Movimiento ciliar de
las células epite-
liales en faringe
-Tos, estornudo
-Movimientos peristdl-
ticos de intestino
-Parpadeo, lagrimeo
-Descamacién de piel
-Impermeabilidad bac-
teriana de la piel

-Presencia de &cidos
grasos insaturados
-pH estomacal
Espermina

-Lisozima en la mayo-
ria de las secrecio-
nes

-Secrecién de glandu-
las sebdceas

cédndida albicans
Escherichia coli
Entamoeba coli
Lactobacillus spp
otros

Cuando el
externas,

destruirlo. Esta

agente
entonces el

defensa del organismo

extrano logra

organismo se
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destruirlo. Esta defensa del organlsmo es llevada ' a cabo por dos

mecanismos generales. ,~uno es lnespecifico constituido por la

fagoc1t051s de sustanc1as Y materiales extraﬁos al organismo, asi

come la 1nf1amac16n, Or los monocitos, macréfagos y

polimorfonucleares, y otro especific en-ge1 'qué hay una reaccioén

inmune celular y humoral, n ="inte 6ieﬁéﬁ los linfocitos T, B,
macréfagos activados y anﬁicuerpos' que interactuan dentro de un
complejo de sehales dirigiendo'y regulando la respuesta del organismo
hacia el agente extrafio o antigeno.La inmunidad especifica es la base
de la vacunacién. (6, 7, 61, 62)

Es de fundamental importancia el Jptimo funcionamiento de
éstos mecanismos de defensa, ya que son los que impiden gque los
animales enfermen y mueran. Se han encontrado substancias téxicas que
afectan a los animales y debilitan, siendo una de ellas las
aflatoxinas producidas por hongos y que contaminan los alimentos. En
este trabajo se determiné el efecto de las aflatoxinas sobre la
ganancia de peso, las subpoblaciones de linfocitos y 1la respuesta
inmune protectora de una vacuna contra la Fiebre Porcina Cldsica en
cerdos.

Los linfocitos y otras leucocitos expresan un gran nimero de
moléculas en su superficie, algunos dé "los cuales aparecen en
determinados estadios de la diferenciacidén celular durante breves
periodos de tiempo, mientras que“btrps son caracteristicos de
distintas lineas celulares.

Uno de los métodos para diferencigr las células T y B se basa
en la capacidad de unirse a eritrocitos de carnero y es empleado en

el presente trabajo por ser un buen método para separar un gran

13



numero de linfocitos y las ﬁubpoblacionesj especificas en corto
tiempo. La cuantificacidn de llnfocitos y éﬁbpdblaciénes de ellos
representa una serie de parametros de interés diagnéstico para

evaluar parcialmente la funcionalldad del sistema inmune.

1. Origen de las aflatoxinas.

Las aflatoxinas representan un grupo de metabolitos téxicos
secundarios producidos en mayor proporcién por ciertas cepas de
aAspergillus  flavus y erqi s iti ’ estas fueron
descubiertas como contaminantes de los alimentos de consumo animal,
aungque posteriormente se han encontrade en alimentos de consumo
humano (50, 51, 64). Los factores que influyen en el desarrollo de
los hongos, son: humedad, temperatura, aereacién y tipo de sustrato,
entre otros, de los cuales al parecer el mas importante es la
humedad. En este caso, al favorecer el crecimiento de hongos, se
favorece la produccidn de toxinas, ya gque se ha observado que
frecuentemente, en el caso de granos, la contaminacién proviene
porgque son almacenados en forma deficiente; por ejemple cuando
tienen un alto contenido de humedad, falta de aereacidén, o cuando hay
un deficiente prensado vegetal en los ensilados; en estos casos, la
temperatura que se llega a mantener en su interior puede ser entre 40
y 500C de esta manera los hongos se reproducen en zonas conocidas
como bandas de crecimiento o manchas calientes en 1las cudles se
libera la aflatoxina Bl (63, 64). Si en el almacenamiento de granos
hay 13 a 15% de humedad se favorece el crecimiento de Asperxgillus
£lavus, Asperqgillus ochraceus y Aspergillus versicolor. En regiones

14



donde el clima es humedo y las condicicnes y facilidades de secado
en el almacén son pobres, los problemas de aflatoxinas pueden ser
elevados (13, 35, 64).

Las aflatoxinas son producidas por los hohgos como mezclas
complejas que pueden separarse por medio de extraccién con solventes
y técnicas cromatogrdficas; cuando se observan con luz ultravioleta
presentan cuatro componentes fluorescentes; dos de ellos emiten luz
visible azul, por lo que se les denomina Bl y B2 (Blue), y los otros
dos emiten luz amarillo verdosa llamados Gl y G2 (Green). La cantidad
Y proporcién de éstos cuatro compeonentes en los extractos varia de
acuerdo a los factores tales como el tipo de hongo, composicidén del
sustrato y condiciones de cultive. La aflatoxina mas abundante es la
' Bl en comparacién con las demds. Las aflatoxinas By G tienen una
estrecha relacidén estructural entre si ya que mantienen un sistema de
anillo bisfurano unido a un nucleo cumarinico sustituide (9, 31, 40,

86).

15



Punto de

fusién

oC
BL 268~ 260%
B2- THL ; 286- 289%
aL C17H1207 328 244- 246%
Gz - ‘CL7H1407- 330 237~ 240%
*Descompdaic#én

Los métodos que se han empleado para la identificacién vy
cuantificacién de las aflatoxinas son diversos y dependen sobre todo
del tipo de muestra a procesar, pero en general son extraidas,
desengrasadas y decoloradas, del material contaminade aprovechando
propiedades fisicas y quimicas de estas toxinas, tales como su

solubilidad en solventes de baja polaridad y su fluorescencia. Los

16




extractos son separados por cromatogrdfia;nén,'capa fina y los
componentes visualizados por luz ultravioléﬁa’(ﬁ, 56,%50); V

Se ha reportado que el méximo’ de eﬁisiéﬁ',de fluorescencia

para aflatoxinas Bl y B2 es de 42 Gl y G2 es 450 um, y el
valor del Rf para cada una';ée‘ei;aSVeréﬁde.Ael sistema de solventes
para revelar las placaé qféhaﬁéggéfiﬁas; Estas toxinas pueden ser
degradadas bajo algunhs'condicionés como exposiciones prolongadas a
luz visible o calor (4, 30).

Cuando los animales consumen aflatoxinas, éstas se metabolizan
y se forman la aflatoxina P presente en la orina, el aflatoxicol el
cual es obtenido de extractos de higado humano, y entre otras, las

aflatoxinas Ml y M2 detectables en la leche, por lo que constituyen

un posible peligro a la salud publica (40, 60).

2. Importancia de las aflatoxinas en la produccidén animal.

Los alimentos contaminados con aflatoxinas constituyen un
importante problema para las explotaciones pecuarias debido al efecto
téxico que tienen sobre algunas especies animales.

Las aflatoxinas se encuentran en una amplia gama de productos
de consumo tales como cereales (maiz, sorgo, tfigo, avena, centeno y
arroz), cacahuates, mantequilla de cacahuate, nuez de Brasil,
pistaches, almendras, nueces, copra, semilla de algoddn, avellana y
polvo de chile indio entre otros, lo cual ilustra la amplia variacidén
de ingredientes sujetos a contaminacidn (27, 40, 46, 63).

En los alimentos para aves, bovinos y cerdos, que contienen
sorgo, pasta de soya, maiz, harina de cdrtamo, harina de pescado,

harinolina y mafz ensilado, se ha reportado gque se pueden encontrar
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niveles de aflétcxiha» Bi'due fluctian entre 0.025 y 2.0 ppm, en un

34%,  36%, fﬁy _19%‘7en .+ alimentos para aves, bovinos 'y cerdos

respecﬁivaﬁehﬁe resultados indican que la contaminacién’de los

nas’es’ comin y . se encuent

bioi@éico;y» sobre;él sistema
inmuné : 7 i S '

7_ El:efecto _téxico de 1a§ 'afiatdkinés Vdepende_de la especie
animal, dosis, tiempo de exposicién, edad, éexo y estado nutricional.
Los animales ‘jévenes son mds susceptibles gue los adultos 'y los
machos mucho mds que las hembras (9, 19, 63, 70, 86). La lista de
especies animales afectados, ha sido expandida incluyendo 1los
domésticos, de campo y de laboratorio. Debe mencionarse ademds que no
existe un.tratamiento especifico para contrarrestar la aflatoxicosis;
la mejor medida es retirar inmediatamente el alimento contaminado,
proveer de una dieta elevada de proteinas, lipides, y evitar el
estrés (70, 75)

a. Aflatoxicosis aguda, subaguda y crénica.

En cerdos 'la aflatoxicosis puede ser aguda, subaguda vy
crénica. Los efectos de la aflatoxicosis aguda puede ser la muerte
del animal sin que se presenten signos clinicos apreciables; en
algunos animales puede haber anorexia, depresién, ataxia, disnea y
anemia acompanada de hepatitis y heces tefiidas con sangre (20, 21,
39, 41, 53, 71, 85). En casos subagudos, los animales viven mas
tiempo y pueden presentar ictericia, hematomas, hipoprotombinemia y

enteritis hemorrdgica (50).
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La aflatox1c051s crénlca provoca en los cerdos - disminucidén en

la conversién hirsuto, anemia,

distensié

cirrosis hepatica fdliferaclén‘de ‘los conductos biliares y fibrosis

periportal i oéa,‘désarrollo .de hepatoma benigno o

) colangiocarcinoma Lgunés especies de animales se ha reportado

poder qgrcinoggni o’ de’la‘aflatoxina Bl (15, 16, 19, 29, 47, 49, 58,
65, 85). B '

Es potorioque_ gl>érincipal efecto téxico de las aflatoxinas
sea sobre el higado, pues’eé el primer sitio del metabolismo de éstas
toxinas ingeridas:; en este Srgano se han observado lesiones severas
en células hepdticas, fundamentalmente necrosis y acumulacién de
lipidos, ocasionando cambios bioquimicos apreciables, a partir de los
cuales se ha planteadb un posible modo de accidn de las aflatoxinas,
enfocando la atencidén a la aflatoxina Bl, ya dque es la que presenta
mayor poder patogénico. . :

Inicialmente la aflatoxina BL iﬁteffiere con la transcripcion
del ADN , causando sintesis deficiente de ADN. Por medio de estudios
en higado de rata se encontrd una rdpida inhibicidén de la actividad
de la ARN polimerasa repercutiendo en la sintesis de ARN nuclear.
Existe poca duda sobre este mecanismo, ya dque se reporta el
aislamiento de aflatoxina Bl unida a 60 nucledtidos de ADN microsomal
de higado de rata ( 54 ).

Por otro lade, se ha reportado que la aflatoxina Bl, reguiere
activacién metabélica para ejercer su actividad bioldgica, ya que se
han aislado posibles moléculas intermediarias, a partir de

hapatocitos de rata, por ejemplo, éxido de AFB1-2,3 del que se ha
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sugerido cilerta actividad - carcinogénica,’ademés de ser. un posible

intermediario en la unién covalente de las aflatox1nas Bl y B2 al ADN

como efecto . dismlnuclén de las

proteinas plasméticas’ totales; por d;presién, en la sintesis de ARN
mensajero (53, 55). &

b, Aflatoxinas y sistema inmune,

Las aflatoxinas afectan al sistema inmune. En aves se ha
reportado dafio en la bolsa de Fabricio donde se observé reduccién de
tamafio de los foliculos y destruccién de timocitos corticales. En
cerdos, cobayos y pavos, las aflatoxinas provocan disminucidén de
proteinas séricas excepto gamaglobulinas. En aves, como consecuencia
del dario hepdtico los niveles del complemento disminuyen, afectando a
su vez la actividad fagocitica (41, 45, 53, 54, 55, 88).

Por la alteracidn de érganos y células gque participan en los
mecanismos de inmunidad, a causa del efecto tdéxico de las aflatoxinas
se puede presentar mayor suscebﬁibilidad a enfermedades infecciosas.

Debido a que frecuentemente las aflatoxinas se encuentran como
contaminantes del alimento para anlmales, se considerd importante en
este caso, establecer la posiblEvrelac16n entre el consumo de
alimento contaminado ' por aflétoxiné’Bl,_ y la falla de 1la vacuna

contra la fiebre porcina clédsica, en estos animales (45).

4. Fiebre porcina cldsica (FPC)
La FPC es una enfermedad altamente contagiosa, gque ocasiona
grandes pérdidas a la porcicultura nacional. La infeccién es causada

por un virus del género Pestivirus, que corresponde a la familia de
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los Togavirus; contiene una cadena de ARN  envuelta. en una

nucleocdpside icosahédrica; posee envoltura lipidicé (23,28, 33,

60).

La FPC tlene va ias manlfestaclones en los cerd

FPC aggd \ e 2! a 6 dias de la exposicién al virus se
presenta fiebrelmay }t - ‘norex1a, incoordinacidn de
movimientos, ‘ 1 éstofhudo, - deficiencia
respiratoria, y)o’_ ) siones - relacionadas con dafio al sistema
nervioso centiéi;;ﬁpbja 1 gﬁd& de la FPC, la mortalidad se puede

presentar en un beriods bfe?e':de tiempo, y aungue algunos animales
pueden sobrevivir -después ‘de 10 a 14 dfas de la exposicién, la
mortalidad puede llegar al 100% (23, 28, 34, 38, 76).

FPC crénica: En la Eual"se puede provocar un cuadro clinico
con duracidén aproximada ‘de 30 dfas: usualmente cursa lentamente con
algunos de los signos clinicbs' mencionados presentandd después
aparente recuperacién,‘regaida y mnuerte. El cuadro‘ patolégico se
intensifica por infecciones bacterianas secundarias - (26, 28, 34,
76). .

FPC clinicamente inaparente. Se refiere al caso de cerdas
gestantes infectadas con alguna cepa de baja virulencia, gque no
ocasiona manifestacidnes clinicas aparentes pero, frecuentemente el
feto se afecta, debido a que el virus de 1la FPC es capaz de
atravezar la barrera placentaria, ocasionando infeccidn congénita
(28, 34, 76}. Dependiendo de la edaa fetal, su competencia
inmunoldgica y de la patogenicidad del virus, la infeccién puede
conducir a muerte fetal, malformaciones, tolerancia al virus, viremia

persistente en la vida postnatal.
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T

En el- . examen postmortem . se.. han ) encontrado' lesiones

vasos sanguineos

hemorrégicas predomihantes, por\” dano; en los

ocasionando ulceras y necrosis

Los cambios hematol glcOS palmente

leucopenia que puede’ 11egar de 9000 a 3000 1eucoc1tos/mm3, ademas de

que précticamente desaparecen los eosznéfilos y bbéséfilos de la
sangre, probablemente vdepida a la migracicn de é;tgs»cé}ulas hacia
tejidos. Puede ocurrir - anemia con anisocitosis y poiquilocitosis,
ademds de una considerable trombocitopenia, relacionada con
alteraciones en el sistema de coagulacién’(34).

El virus . de 'la FPC ejerce su gféqto patogénico sobre
diferentes tipos de e¢élulas incluyendo células éndoteliales, del

sistema reticuloendotellal, macrdfagos, clertas células epiteliales y

linfocitos. Estas .son.’ las células blanco ara la replicacién del

virus, lo éual suglere'quevcbn la in alterac1ones a nivel
5 22). Ejenplos de estos

! fdtico por la destruccisn de
linfocitdévyg Vséa péf z _; 6 por 1la liberacién de
glucocorticoides desaef 1 adrenéi hiperpldsica (60, 61),
ocasionando linfoéitoﬁé' 'yzbolaboradores encontraron

gue los linfocitos B de sangg » Hd'y bazo no responden a suero

de cabra antli Ig, ni a proteina A itéqenos especificos de células

B, hecho que posxblemente se expl 'a'causa de un defecto en los

receptores de membrana de linfocitos, a-causa de la viremia alterando

los patrones de mlgraciénf ya ~que_se encontré una acumulacién de
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11nfocitos B en tejldo llnfolde.,Por otro lado también los macrofagos

alveolares son 1nvadidos sxendo disminULda su capacidad bactericida,

mientras que ‘en la prueba de transformaCLé blasto;de, utilizando

fitohemaglutinina, se encontrd una respuesta dismxnuida (46, 48, 56,
82, 83). ‘ -

Se ha encontrado gue los cerdos inféctados con el virus de la
FPC pueden responder inmunolégicamente de manera muy variable,
dependiendo de diversos factores como son la cepa viral, dosis y via
de infeccidn, asi como de la edad ¥y condicién de cada cerdo, aunque
la inmunogenicidad parece relacionarse mds con el grado de virulencia
de la cepa involucrada (28). Las alteraciones inmunoldgicas mds
impresionantes se han observado despugs de infecciones con virus de
FPC de baja virulencia en lechones infectados en periodos prenatal y
necnatal (76, 77, 78, 79, 80, 81}.

Tanbién los animales persistentemente infectados parecen ser
mnds susceptibles a infecciones secundarias respiratorias
bacterianas, 1o cudl no sorprende considerando la linfocitopenia,
baja sintesis de inmunoglobu;inas u otros efectos inmunosupresivos
(46).

b. Vacunacién cohtf; 15>F§C y ~fallas vacunales.

Para el control de la . enfermedad se vacuna a los cerdos. Los
resultados han sido buenos, ya .que la incidencia ha ido disminuyendo
a través de los afios. Un gran numero de vacunas han sido empleadas en
el control de la enfermedad, pero en 1la actualidad se emplean las
elaboradas a partir de virus wvivo modificado por medio de cultivos
celulares, éstas vacunas son inocuas para los animales Yy

proporcionan sélida inmunidad (5, 32). Sin embargo , en condiciones
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de campo, se ha reportado que en ocasiones las vacunas no
proporcionan la proteccion adecuada.

En un reporte se encontrd gque sin importar la cepa o marca
de la vacuna hubo un 23% de probabilidades de que los animales
después de la inmunizacién no guedaran protegidos Sptimamente (42,
43). Se ha sugerido gque una posible causa de la falla vacunal pueda
ser debido a que 1los animales no respondan a la vacuna por
encontrarse inmunosuprimidos debidc a la ingestién de aflatoxinas en
el alimento (42, 44). Cysewsky y colaboradores (18) reportaron que en
cerdos, que recibieron aflatoxina Bl y luego fueron inmunizados con
una bacteria contra erisipela, al desafio con la bacteria patdgena
los animales enfermaron indicando que hubo falla vacunal.

Es por este motivo gque es necesario determinar si 1la
aflatoxina Bl es capaz de inmunosuprimir a los cerdos, Y si los
animales cuando son vacunados contra la fiebre porcina clasica, son

capaces de montar una respuesta inmune protectora.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

¢El consumo de alimento contaminade con aflatoxina ' Bl es

capaz de alterar la respuesta inmune de los cerdos?

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de dos concentraciones de aflatoxina Bl
sobre la ganancia de peso, las subpoblaciones de linfocitos y la
respuesta inmune protectora de una vacuna contra la Fiebre Porcina

Cldsica en cerdos.

OBJETIVQOS PARTICULARES

1. Produccidén, identificacidén y cuantificacién de aflatoxina Bi.

2. Determinar el efecto del consﬁmo de alimento contaminado con
aflatoxina sobre la variacién de peso de los animales.

3. Determinar el efecto del consumo de alimento contaminado con
aflatoxina sobre 1los leucocitos y subpoblaciones de linfocitos por
medio de la técnica de formacién de rosetas

4, BEvaluar la respuesta inmune protectora de una vacuna contra

la F.P.C.
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MATERIAL' ¥ METODOS

ali’sé  dividid en tres partes. En la
primera se 6btuvie;dn‘las aflatoxinas, ' en la segunda, se determind

cémo afecté = la.aflatoxi Bl las subpoblaciones de linfocitos de los

cerdos y en ~la ‘ﬁercgf; se traté de determinar si los cerdos
intoxicados - se inmunizéban cuando se les aplicd una vacuna contra
la Fiebre Porcina Cldsica y posteriormente fueron desafiados con
virus patégeno.

A partir de una cepa de Aspergillus flavus se indujo la
produccion de aflatoxinas usando como sustrato 1500 gramos de arroz,
distribuidos en 15 matraces Erlenmeyer, los cuales contenfan 100
gramos de dicho sustrato y 50 ml de agua. Los matraces se dejaron a
tenperatura ambiente durante 2 horas y luego se esterilizaron a 15
1bs de presién durante 20 minutos. Posteriormente, cada uno de ellos
fue inoculado con una cepa de A, flavus productora de aflatoxinas
(previamente identificada) amablemente suministrada por el doctor
René Rosiles, jefe del Departamento de Toxicologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Se incubé por 8 semanas
en la oscuridad a temperatura ambiente, con agitacién manual
constante y cuidadosa, obteniéndose un mdximo de crecimiento en éste
tiempo. E1 hongo se inactivo por medio de 1la esterilizacidén a 15
libras de presién durante 15 minutos, posteriormente se secd en
estufa a una temperatura de 54 a 560C durante dos dias y se obtuvo la

base seca que se molidé y se reunid en un sélo lote.
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a.l. Extraccién y cuantificacién de aflatoxinas. Se siguié la
técnica descrita por Stoloff (73). De 1la base seca y molida de arroz
contaminado se tomaron muestras de 25 grs a las que se les adicioné

90 ml de acetonitrilo y 10 ml ‘de plqruré‘ dgiﬁotasiok.al 4%y se

“un’" embudo de
9 extrajo con
1 ‘(sﬁéio. La fase
acuosa se decolord con gél (fécléﬁ1§i;;0%~a“ ‘5,‘£ézclado usando
un agitador - magnético. La mezcia 1se ‘Eiigré'direéﬁdi al embudo de
separacién se extrajo dos veces con 50 ml‘déréidréfdrﬁo, el volumen
total se deshidraté con sulfato de sodio 'anhidro; El cloroformo
decantado a otro matraz se evapord usando un rotavapor.

La muestra desecada se resuspendid en 500 ul de benceno-
acetonitrilo 98:2. Para la deteccidén de 1las aflatoxinas, en una
placa de cromatografia en capa fina, se colocaron muestras de 5 y 10
ul de estandares de aflatoxinas, a 2 cm de distancia y de la muestra

se colocaron alicuotas de 10, 30 y 50 ul.

a.2. Preparacién de placas para cromatografia en capa fina
e_micotoxi . En un mortero se colocaron 30

gramos de silica del 60H para cromatografia en capa fina (Labs.
Merck) y 70 ml de agua destilada y desionizada y se mezclaron hasta
eliminar los grumos. La mezcla se colocd en la camara del corredor
de placas, previamente ajustado a 0.25 mm de grosor. Se colocaron 6
placas de vidrio de 20 X 20 cm y 0.5 cm de grosor, previamente
lavadas, secadas Yy desengrasadas con alcohol etilico absoluto. Al

abrir la cdmara, se corrié instantdneamente la silica gel ¥y en la
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base de pldstico con una ' secadora de - pelo se secaron 1las placas y
posteriormente se activaron en’estufa a 1000C (4; 30; 73).

. Las cdmaras

cromatograficas se saturaron previamente - con el sistema de solventes

durante una hora;:sé | [ ne: la de Xileno /alcohol iscamilico/

névil llegd a 2 cm de’ fiﬁv1*~de la placa, se secaron las placas y se
observarbn bajo i&z:ultfévigleta {(onda larga) comparando tanto el RE
como la magnifud'VAQiylas manchas de la muestra problema con los
estdndares intern&&iéhales. En caso de duda se procedié a atomizar la
placa con acidd féulfurico ¥ se observé el cambio de fluorescencia a
amarillo. De ésta manera se establecié la concentracién de aflatoxina
B contenida en 15 base seca producida (4, 30, 73 ) .

Se adquirié alimento para cerdos marca comercial, libre de
aflatoxinas (previamente analizado en el departamento de Toxicologia
de la F.M.V.Z., U.N.A.M.). El alimento adquirido se mezcldé con base
seca suninistrando dos diferentes concentraciones de aflatoxina Bl:

0.6 y 1.0 ppm.

Animales: se utilizaron 8 cerdos.convencionales de

aproximadamente 10 Kg de peso recién destetados, de ambos sexos,
distribuidos aleatoriamente en tres grupos , de tres cada uno :

control, 0.6 y 1.0 ppm de contenido de aflatoxina en su dieta.
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Parametros:

1. Los animales sé:pesaron»él 'inibib.y,aly :ina; para determinar la

ganancia de peso.

‘2 veces .~ por semana (lunes y

juevéé);:du:éntei aifa de 31 ‘dias; que consistié en:

cuenta ;qtai:de‘ c 7t5idiferéhciéi; cuenta de linfocitos

T totalesf (TT);V linfpditos'T' autélogos - (Taut), linfocitos T alta
afinidad (Taa). linfocitos B con receptor fc (BFc) y linfocitos B con
receptor péra el complemento(BC), por medio de la técnica de

formacidén de roseta con glébulos rojos (69).

b.1l Separacidén_de linfocitos de sangre periférica .de cerdo y
ién d et : De cada cerdo se obtuvieron 10 ml de

sangre por puncién yugular, la gque se virtio a un matraz Erlenmeyer
conteniendo perlas de vidrio suficientes para desfibrinar y luego
vertirla a tubos de ensayo sobre un gradiente de Ficoll- Hypaque (d=
1.077, preparado con 10 partes de Hypaque al 34% y 24 partes de
Ficoll al 9%), en proporcién &e 2 partes de sangre a una de Ficoll-

Hypaque, para centrifugaf:i

1600-rpm durante 45 minutes. Por medio de
una pipeta Pasteur se retirs nterfase de mononucleares, la que se

lavé dos veces con.5'm 1 1éﬂ'¢é'ganks, se centrifugd a 1600

rpm durante 10 .miﬁﬁtosi doc;Péfai;elimihar los gldébulos rojos

contaminantes se ,adiciéno “agua. ‘destilada en agitacicn con

vértex durante 15 segundﬁélr y sé éd;éioné inmediatamente 6 ml de
Hanks enriguecido con suefo feéél :bovino, se centrifugé durante 10
minutos a 1600 rpm. El botdnrde.linfocitos se reconstituyd en 1 ml de
Hanks enriquecido con 2% de sueroc fetal bovino; dos gotas de esta

suspension se mezclaron con dos gotas de azul de tripan para contar
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las células vivas ‘en cdmara de Neubauer y determinaf’la ﬁiabilidad,
que deberd ser mayor del 95% Finalmeﬁte ‘se”ajus£§f1§~cénéeﬁtraciéﬁ
de 1infocitos a 4=’ 5 X 106 células /ml.‘ W

mmjmmmmummm ‘se Obtuvieron 5 ml de

sangfe de carnero en- 5 ml de solucién de Alsever

se’ 1avaron los

eritrécitbs con solucién PBS pH 7.2, durante 10 minutos” a 1690 rpm, Yy
del paguete se prepararon dos suspensiones de eritrocitos, uﬁa al 2%
y otra al 5% con solucidén de Hanks.
(Taa). Se tomaron 0.2 ml de suspensién de eritrocitos de carnerc al
2% adicionando 0.2 ml de 1la suspensién de linfocitos (4-5 X 106),
incubando 30 minutos a 370C, inmediatamente después se centrifugé a
1000 rpm. Cuidadosamente se resuspendié la mezcla para llenar la
cdmara de Neubauer, contando 200 células, se anotd el porcentaje de
rosetas, considerando éstas, todos aquellos linfocitos que enlacen 3
6 mds glébulos rojos de carnere (GRC). Estas determinan lo linfocitos
T aa.

La suspensidén remanente se incubd durante toda la noche a 4oC
y se afiadié al tubo una gota de azul de Tripdn (0.3%) vy se
resuspendieron suavemente las células sedimentadas. Con una pipeta
Pasteur se tomé una alicuota de la mezcla para ceontar en cdmara de
Neubauer 200 linfocitos | se »anoté el porcentaje de rosetas que
correspondidé a linfocitos Tt.

Determinacidn de linfocjtos ( T aut). Se mezclaron 0.2 ml de
linfocitos 4- 5 X 10 6, con 0.2 ml de GRC de cerdo al 2%. Se incubd
durante 18 horas a 4oC y se siguieron los mismos pasos que con los

linfocitos Tt.
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Sensibilizacion de eritrocitos de carnero. Se mezclaron 5 ml
de GRC al 5% con 5 ml de hemolisina (1:1.024) y se incubaron 30
minutos a 40C, la mezcla se lavd dos veces con Hanks Y se centrifugd
durante 10 minutos a 1600 rpm; el botén se resuspendié en 5 ml de
Hanks. Estos eritrocitos quedaron  cubiertos con anticuerpos y listos
para las rosetas BFc. i

Posteriormente se tomaron 2.5 ml de los eritrocitos
sensibilizados con anticqerpos y Se mezclaron <on 2.5 ml de
complemento de cobayo (1:8 en solucidn salina fisioldgica). La mezéla
se incubd durante 20 minutos a 370C, se lavd dos veces con Hanks a
1600 rpm durante 10 minutos cada vez, después de esto los eritrocitos
quedaron cubiertos con complemento.

DReterminacion .de rosetas B.

termi i t o .

Se mezclaron 0.2 ml de la suspension de linfocitos con 0.2 ml
de GRC sensibilizados para Fc y se incubaron durante 30 minutos a
370C. Para cuantificar las rosetas se siguid el método descrito para
Taa.

i i to r to

(Be). Se mezclaron 0.2 ml de la suspensién de linfocitos, con 0.2 ml
de GRC sensibilizados con complemento, se Aincubaron durante 30
minutos a 370oC y para cuantificar las rosetas se siguié el método

para Taa.
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cldsica, FPC,

El dia 21 del experimento 1los cerdos de 1los tres grupos,
control, 0.6 ¥y 1.0 ppm de aflatoxinas se inmunizaron con una vacuna
comercial (cepa PAV-l) contra la FPC y el dia 31 se desafiaron con 2
ml de la cepa patdgena Lederle, (titulo 1 X 106 dl/ml) (37).

A cada animal se le determinaron los signos clinicos y en caso de

nmuerte se hizo la necropsia para hacer el diagnéstico de FPC.
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L;, DIAGRAMA=DE DISERO EXPERIMENTAL . f}

l .+ .Produceién

o aflatoxinas . |

. Contaminacién‘de’alimento para cerdo
o ..ocendostconcentraciones ‘para
-8 cerdos:.divididos ‘en tres grupos:

2 cerdos control (dieta sin AFBL)

3:cerdos 0.6 ppm. AFBl
'3 cerdos 1.0 ppm AFB1

', "Dia 0. registro de peso’ :
de-cada cerdo - i

kV‘D‘iar‘fl’ R ]

Determinacién del
perfil inmunoldgico:
‘| cuenta total de
leucocitos
cuenta diferencial,
cuenta de LTt,

LT aut, LTaa, LBFc,
LBe, LNull

{ . ' Dia’21 Vacuracion contra FRC = |

I " Dia 31 Desafio éepa patégena FPG |
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RESULTADOS

Prod ien d £1 s

Después de cultivado el hongo A. f£lavus se observé abundante
crecimiento sobre el arroz humedo utilizado como- sustrato, una vez
inactivado se procedid a verificar la existencia dé aflatoxinas por
medio de cromatografia en capa fina, en donde se obtuvieron valores

idénticos de Rf, para Bl ..y Bé, ‘con’' 'respecto -a estdndares

internacionales aplicadbsfcéh ?éfgfehdia' (1, B2, 61, G2 ), es

importante hacer notarrqué la ntida'”aé‘afléﬁoxina Bl se obtuvo en

mayor proporcioén a'la . de ',‘ ‘se . observé la presencia de

aflatoxinas G1 y G2. Cdnsiéérqndo*tanto»‘el Rf registrado como las
dimensiones de las diferentes idglﬁéiéhéé empleadas en las muestras
corridas cromatogrdficamente, se determinéd 1la concentracidn de
aflatoxinas presentes en todo el lote de sustrato contaminado. Ya que
se ha reportado que la toxicidad de las aflatoxinas es mayor para la
aflatoxina Bl (50, 63, 74) y considerando que fue la mds abundante en
nuestro trabajo, se decidid despreciar la presencia de la aflatoxina
B2, tomando en cuenta sélo el efecto téxico de la aflatoxina Bl.

Una vez obtenida la aflatoxina Bl se contaminé el alimento
comercial para cerdos en dos diferentes concentraciones: 0.6 y 1.0
ppm de aflatoxina Bl para su empleo en el transcurso del experimento.
Cada lote de alimento contaminado se analizdé para verificar la
correcta concentracién de aflatoxina al inicidé, durante y al final

del experimento.
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a; oxina e co iometria
1} En la tabla 1 se muestran los pesos registrados, al
inicio durante y al final del experimento.

Tabla 1. Pesos promedio en Kg de los grupos de cerdos a los que se

les administré 0.8 y 1.0.:ppm de aflatoxina Bl en el alimento

Grupo Ganancia de peso
Control B D I N 1 - 7.5 £ 1.5
Aflatoxinas o :

0.6 ppm 11.37s; 8.2 % 1.1

1.0 ppm R + 2.3 3.1 & 1.7%

* Por medio de la prueba "t Student (p < 0.05), se observé que la
concentracién de 0.6 ppm de aflatoxinas Bl no afectd la ganancia de
peso de los animales de este grupo comparada con el efecto obsexvado
en los animales del grupo de 1.0 ppm.

Los valores de la concentracién de leucocitos se presentan en
el cuadro 2, los valores relativos en porcentaje de las poblaciones
de leucocitos son presentados en los cuadros 3, 4, 5, 6 ¥y 7, Yy en los
cuadros 8, 9, 10 y 11 se presentan los valores absolutos expresados

en células por mm3 de éstas poblaciones. En los cuadros 12, 13, 14,
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15, 36 y 17 se presentan las suﬁpoblaciqnésrde linfocitos expresados

‘en valores absolutos.

Con el objeto de determinar si. existen diferencias entre las

concentrac1ones de eucocitos Ly subpoblaclones de linfocitos los

valores absolutos fueron transformados a delta concentracién en los
que el valor : del: dia 1. corresponde al 100% Yy de ahi se pudo
determinar.si hubo ﬁn incremento o decremento de la concentracién con
relacién al valor basal. Los datos analizados representan el promedio
de grupo en cada caso Y se muestran por medio de las figuras 1, 2, 3,
4, 5, 6,7, 8, 9, 10 y 11.

Los resultados del desafio de los cerdos vacunados se

muestran en el cuadro nuimero 18.
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Tabla 2. Concentracidén de leucocitos por mm3 de-idé cerdos a los que

se les administré 0.6 y 1.0 ppm de aflatoxina Bl.en el alimento

Grupo’;
(b)
- .54

, 60
MEDIA 190501695

20800
21400

Grupo II. Aflatoxina
' 73040021900 21400
“24700 32100 23900

21000 21800 21000
25367 25267 22100

55 21600 27000 18500

56 20600 18500:21200",
- 572210015500 1720071740
MEDIA 21433 20333:18967:2293

Grupo IXX Kflafoxiha‘lgd_ppm
50 21900 17600 165b0-18900 21400 17000 21200 38000 26400 42500
58 16300 11800 15500 16500 22700 1720019100 16600 26200 29300

59 20100 22500 31200 18600 18800 21200 19000 21500 21500 23200
MEDIA 19433 17300 21067 18000 20967 1B467 19767 25367 24833 31667

(a) La aflatoxina se administrdé a partir del dia 1
{b) NUimero de animal.
(c) Dia de vacunacién contra la Fiebre Porcina Cléasica.

{d) Dia del desafio.
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—— control = 06ppm "+ 1.0 ppm

Figura 1. Concentracidén de leucocitos por mm3 de los cerdos a los que
se les administré 0.6 y 1.0 ppm de aflatoxina Bl en el alimento

Dia 1 inicio de consume de aflatoxina.

Dia 21 vacunacién contra la Fiebre Porcina Cldsica.

Dia 31 desafio.
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Tabla 3. Valores ‘relativos en porcentaje, de la, concentracidn de
linfocitos de " cerdos a los que se les administrd Q.SJy 1.0 ppm de

aflatoxina Bl en el alimento

-Dias-.(a)"

' (a)

28. 31
Grupo I control

63 . 60
61 43
62 52

61 68
66 53

70, 51
66 57
55 34 .
52 45
59 47
55 42

(a) La aflatoxina se adminiéﬁré‘h partir del-dfa 1

(b) Numero de animal.

(c) Dia de vacunacidén contra Fiebrevéorcina Clasica

(d) Dia del desafio
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Tabla 4. Valores .relativos en porcentaje de 1la concentracién de
monocitos pot mm3 de cerdos a los gque se les administrd 0.6 y 1.0 ppnm

de aflatoxina Bl en el alimento

o () ()
1. 21 24 28 31
Grupo I -“eontrol . . - -
SR ) I
54 4° 4 7 3 o
60 6 3 2 1 a
MEDIA * 4 5 2 2
Grupo II 0.6 ppm :
6 7 2 1
6 8 3 4]
2 5 3 3
5 7 3 1
4 8 2 4
3 3 (] 5
4 5 4 3
4 S 4 4

{b) Numero de. animal.

(c) Dia de vacunacidn contra 1la Eiebre Porcina Clésica.

(d) Dia del desafio

40




Tabla 5. Valores rélativos en porcentaje de 1la concentracidn de
Polimorfonucleares segmentados (PMNS) por mm3 de cerdos a los que se

les administré 0.6 y 1.0 ppm de aflatoxina Bl en el alimento.

: pias(a)-.~

2@y
31

36
53
45

29
40
46
38

. Grupo 11T 1;0-§pﬁ?7' _
e 50 21 - 28 22. 2117 .27, 6L 55 39 61
58 35 20 29 22 30 37 22 42 42 49

59 20 20 16 20 20 23 19 54 36 S0
MEDIA 25 23 22 21 22 29 34 50 39 53

(a) La aflatoxina se administré a partir del dia 1
(b) Nimero de animal.
(¢) Dia de vacunacién contra la Fiebre Porcina Clésica.

(d) pia del desafio.
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Tabla 6. Valores relativos en porcentaje de ' la concentracién de
Polimorfonucleares en banda (PMNB) por mm3. de cerdos a los que se les

administré 0.6 y 1.0 ppm de aflatoxina Bl en el alimento.

(d)

1 4 7 31
Grupo I control
54 0 0 0 .0, 0
60 3 1 .0 1370 0
MEDIA 2 1.0 Eh BERES + K o
Grupos II 0.6 ppm 'l,w'i; e
56 1 2.0 1.0 00 0o 0 o
56 2 1 o -0 0 0 -1 0 4] 0
57 0 2 1 2 0371 .70 0 4]
MEDIA 1 2 0 1 -0 I SRR § 0 0 4]
Grupo III 1.0 ppm
s 1 1 o ‘9 0
58 .0 0 0. 0.0
59° 2 ..0°0 ‘10
MEDIA 1 a- O 0 0

(a) La aflatoxina se administréfé'pq:p
(b) Numero de animal.

(c) Dia de la vacunacién contra 1a Fiebr : qrginé~crésicav

(d) Dia del desafio.
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Tabla 7. Valores relativos en porcentaje de 1la concentracidén de
eosindéfilos por mm3 de cerdos a los que se les administré 0.6 y 1.0

ppm de aflatoxina Bl en el alimento

Diasi(a)ii.

o : (d)
1 21 24 .28 31
Grupo I cqntrol . o
- (b)
54 4 2 3 4
60 1 L0 0 o0
MEDIA 3 1 2 2
Grupo II 0.6 ppm
55 0 3 3 2
56 2 0o 2 7
57 0 0 1 0
MEDIA 1 1 2 3
Grupo III 1.0 ppm S
56 o 1 1 2 2] 0 3 1
58 0O 0 0 4 . 2. 0 [¢] 1
59 2 3 3 2...::3 0.0 0
MEDIA 1 1 1 3,002 ; S0 1 1

(a) La aflatoxina se administrd a pérti: del.
{b) Numero de animal.
(c) Dia de vacunacidén contra Fiebre Porcina’Clédsica -

(d) Dia del desafio.
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Tabla 8. Valores absolu{:os de ‘la;concentracién. de linfocitos por mm3
de cerdos a los Q(;é se ' les administrd 0.6y 1.0 ‘ppn de aflatoxina Bl

en el alimento . ..

56 14472.15660" . :
S6 15656 14430 17170
57 15912°°8370°10148:10266 11115"
MEDIA 15347 12820 13881 15839 15897

GrupoIXl 1V.O»ppm .

50 16425 11792:12375 14175 156227 . 14520,
58 9780. 8850:10540 11715 °'14074:10320 14134 8632713624 13185
59 14271 16650 24648 13206 12972-.15476.14060 8385 12921 10904
MEDIA 13492 12431 15854 13032 1422312502 11730 10359 13688 12846

{a) La atlatoxina se administré a partir del aia 1
(b} Numero ‘de animal. ' o ‘
fc} Dia de vacunacién contra. Fieb:e Porcina Clasica

1d) Dia de) desafio.
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15+ ~

0 4 8 12 18 - 20 24 28 32
olaa

— control + 06ppm = 1.0 ppm

Figura 2. Valores absolutos de la concentracién de linfocitos por mm3
de cerdos a los gue se les administrd 0.6 y 1.0 ppm de aflatoxina Bl
en el alimento

pia 1 inicio de consumo de aflatoxina.

Dia 21 vacunacién contra la Fiebre Porcina Clasica.

Dia 31 desafio.
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Tabla 9. valores absolutos de la concentracicn de,polihortpnﬁclééres*
segmentados PMNS por mm3 de cerdos a los que ée 1es‘édmiﬁistré,0.6 Yy

1.0 ppm de aflatoxina Bl en el alimento.

bl = ’;'59‘;4“40‘2‘0 :
-~ |MEDIA 4775

9728:17294:

"{a) La aflatoxina se administré:a par
(b) Némero de animal.
(c) bia de vacunacién coﬁtfa’?iebté‘Pofcina Clisica "

(d) pDia del desaffo.
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—= gontrol -~ 08ppm " 1.0 ppm

Figura 3. Valores absolutos de la concentracidén de polimorfonucleares
segmentados PMNS por mm3 de cerdos a los que se les administrd 0.6 y
1.0 ppm de aflatoxina Bl en el alimento.

Dia 1 inicio de consumo de aflatoxina.

Dia 21 vacunacién contra la Fiebre Porcina Cldsica.

Dia 31 desafio.
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Tabla 10. Valores absolutos de la concentracidén de polimorfonucleares
en banda PMNB por mm3 de cerdos a los que se les administré 0.6 y 1.0

ppm de aflatoxina Bl en el alimento.

Dias(a)

1 a 700,10 0 145 17k

Grupo I Control
(b)

54 0 0 0
60 567 192 0
MEDIA 284 96 0

Grupo II 0.6 ppm

55 216 540

56 412 185

57 0 310° .;
MEDIA 209 345

[=N-R-N=]

Grupo II 1.0 ppm -

50 219 176 0
58 5] -0 o]
59 402 0 0
MEDIA 207 59 ° 0o

(a) La aflatoxina se administré:aipértir'&él‘dia 1
{b) Numero de animal. .,
(c) bia de vacunacibn contra la Fiebre Porcina Clasica.

(d) bia del desafio.
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olae

= 0.6 ppm =* 1.0 ppm

Figura 4. Valores absolutos de la concentracidén de polimorfonucleares

en banda PMNB por mm3 de cerdos a los que se les administré 0.6y 1.0

ppm de aflatoxina Bl en el alimento.

Dia 1 inicio de consumo de aflatoxina.

Dia 21 vacunacién contra la Fiebre Porcina Cldsica.

Dia 31 desafio.
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Tabla 11. Valores absolutos de la concentracién de eosindéfilos por
mm3 de cerdos a los que se les administrd 0.6 y 1.0 ppm‘de aflatoxina

Bl en el alimente

1

Grupo

(b)
54
60

MEDIA

I Control

Grupo

55

Grupo

50 ;
58 0
59°. 402 675
MEDIA 134 - ‘284’

(a) La aflatoxina se administré

{b) Nimero de animal;

(c) Dia de la vacunacién contra la Fieb

(d) Dia del desafio.
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4 X103 cels/mm3 '

o 4 8 12 18 20 24 28 32
Olas

-~ control = 0.6 ppm- "= 1.0 ppm

Figura 5. Valores absolutos c‘lél',‘lba“‘éoncent‘racyién - de eosindéfilos por
mm3 de cerdos a loé qué se ‘lesv‘;dminist'ré 6.6vy' 1.0 ppm de aflatoxina
Bl en el alimento .

Dia 1 inicio de consumo de aflatoxina.

pia 21 vacunacidn contra la Fiebre Porcina Clasica.

& Dia 31 desafio.
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Tabla ~12. Valores::

totales~(T§)'§6r‘mh dé7ée;dqs “'a los que se les administrd 0.6 y 1.0

ppm de’ aflat '1>élimehto.

éb§dlutos ‘de’ la concentracidén de linfocitos T

60"
MEDIA

Grupo

'55f¥ g ;
567438475195 2612
57 °39787:242772740
MEDIA"*'4331 "3898 2542

‘lerupo 1TT: 1.0 pom

5012319 79019281 10631 11404 -8094 2309 5202
58 5868 ‘6638, 7167 8318 - B726 6102 10459 4489
59 10132:12321719472 179376 8951 11297 10404 3270

76356
;5188

4872

7986

~7084

7623
7565

1013

643

1571

4913
5933
5125
5324

HEDIAV7944O 8953711973, . 9442 9694 8528 7724 4320

“ta) La aflatoxina se administro a oartir del dia 1
. (b)) Numexo-de animal.
‘{c) Dia de‘vacunhacion contra la. Fiebre Porcina Clasica.

(d} Dia del desafio,
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Figura 6., Valores absolutos de la concentracién de linfocitos T
totales (Tt) por mm3 de cerdos a los que se les administro ¢.6 y 1.0
ppm de aflatoxina Bl en el alimento.

Dia 1 inicio de consumo de aflatoxina.

Dia 21 vacunacidn contra la Fiebre Porcina Clésica.

‘Dia 31 desafio.
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Tabla 13. Valores absolutos de la concentracién de linfocitos T alta
afinidad (Taa) por mm3 de cerdos a los que se les administrd 0.6 y

1.0 ppm de aflatoxina Bl en el alimento

Dias {a)

14T

54
6077
MEDIA

Grﬁp9f d“

58
56

691 1984 964

57. 239,
;2221 . 1550 2210 1309

MEDIA 1723 1281

Grupo III 1.0 ppm '

50 1643 236 +.990-.. o .. +1290 840 1828 2904 2022
58 1174 1505 1265 937. 71126 .°1342 1837 - 1381 1635 3164
59 2426 1998 4930 1453 25947 4952 3656 2348 3230 2726
MEDIA 1747 1246 2395 1175 1761 2528 2511 1852 2590 2638

(a) La aflatoxina se administré a partir del dia 1
{b) Ndmero de animal.
(c) Dia de vacunacidén contra la Fiebre Porcina Cldsica

(d) Dia del desafio
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——control —— 0.8 ppm + 1.0 ppm

Figura 7. Valores absolutos de la concentracion de linfocitos T alta
afinidad (Taa) por mm3 de cerdos a los gque se les administrd 0.6 y
1.0 ppm de aflatoxina Bl en el alimento

Dia 1 inicio de consumo de aflatoxina.

Dia 21 vacunacidn contra la Fiebre Porcina Cldsica.

Dia 31 desafio.
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Tabla 14. Valores - absolutos ' de la concentracién ‘de linfocitos T

autélogosx(Taht) pbr mm3 - de cerdos . a los que se les administré 0.6 y

1.0 ppm de afiaféx;na Bl en' el alimento -

(b) Numero de animéi{

(c) Dia de vacunacién conﬁfa_

(d) Dia del desafio
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Figura 8. Valores absolutos de 1la concentracién de linfocitos T
autélogos (Taut) por mm3 de cerdos a los gue se les administrd 0.6 y
1.0 ppm de aflatoxina Bl en el alimento

Dia 1 inicio de consumec de aflatoxina.

Dia 21 vacunacién contra la Fiebre Porcina Cldsica.

Dia 31 desafio.
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Tabla 15. Valores abéolutos":de la concentracién de linfocitos B

complemento (Bc) ﬁqr\ﬁﬁjldf C a’los que se les administré 0.6 y

1.0 ppm de afiaﬁokinafﬁi‘gn el aiimento,

(d)

28 31

1336 1584

1025 805

1180 1194

85 1737 1870 1455

56, 18797274 .3813.. 1393

© " B7 25467753 --2594. 1392

MEDIA 2054 168713 2759 1414
Grupo III 1.0 ppm ..

50 2300 1179 “3194 3035

21651 848863 2180 . 4483
“4952° 1828 - '1090 4393 2181
+31797.-1032° 977 3256 3233

58 1369 1505 9491992 17
59 2711 2831 2711 3302
MEDIA 2127 1838 1509 2237

(a) La aflatoxina se administrd a partir del dfa 1
(b) Nimero de animal.
(c) Dia de vacunacién contra la Fiebre Porcina Clédsica

(d) Dia del desafio
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—== control “~ 08ppm =" 10ppm

Figura 9. Valores absolutos de la concentracién de linfocitos B
complemento (Bc) por mm3 de cerdos a los que se les administrd 0.6 vy
1.0 ppm de aflatoxina Bl en el alimento

Dia 1 inicio de consumo de aflatoxina.

Dia 21 vacunacién contra la Fiebre Porcina Cldsica.

Dia 31 desafio,
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Tabla 18. Valores a'bsolu.tos de la concentracién de 1infocitos B con
receptor : para Fc ‘

06y10ppmde

(d) Dia del’ d'esjéf:‘lo,

&0




R X103 céls. /mm3

—— control - 08ppm =" 10 ppm

Figura 10. Valores absolutos de la concentracién de linfocitas B con
receptor para Fc (BFc) por mm3 de cerdos a los que se les administré
0.6 y 1.0 ppm de aflatoxina Bl en el alimentc

Dia 1 inicio de consumo de aflatoxina.

Dia 21 vacunacién contra la Fiebre Porcina Cléasica.

Dia 31 desafio.
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Tabla 17. Valores absolutos de la concentracién de linfocitos Null

(gull)

por mm3

de aflatoxina Bl en el alimento

de cerdos a los que se les administré 0.6 y 1.0 ppm

Dias(a)
(d)
1 4 28 31
Grupo I Control
(b)
54 6267 6077 8349 8580
60 3222 2617 9992 6350
MEDIA 4745 4347 8671 7465
Grupo IXI 0.6 ppm
55 6947 9083 8149 8440
56 8611 5772 11652 9247
57 8592 5022 7783 7390
MEDIA 8050 6626 9195 8359
Grupo III 1.0 ppm S
50 8870 8254 5569 1063) 11717 516173778 8998 6970 8959
58 5770 5399 8010 9138 9711 6192 9328 5611 7493 9625
59 5851 8492 14296 7924 7524 1083 5765 3522 6461 6433
MEDIA 6830 7381 9292 9231 9650 4146 6230 6044 69574 8339

(a) La aflatoxina se administré a partir del dfa 1

{b) Ndémero de animal.

(¢) Dia de vacunacién contra la Fiebre Porcipa Cldsica

(d) Dia del desafio
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Figura 11. Valores absolutos de 1la conceq;racién de linfocitos Null
‘(Nrurll) por mm3 de cerdos a los gque se . les administré 0.6 y 1.0 ppm
de aflatoxina Bl en el alimento :

Dia 1 inicio de consumo de aflatoxina.

Dia 21 vacunacién contra la Fiebre Porcina Clédsica.

Dia 31 desafio.
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Tabla 18. Resultados del desafio de cerdos a log que se les
administré 0.6 y 1.0 ppm de aflatoxina Bl, vacunados contra la

Fiebre Porcina Clésica y desafiados 14 dias mis tarde

Namero de Muertos/total %
animal proteccién
Grupo I Control Y
) o sS4 » : ‘2/2 = 0
60 I :

. De -éste desafio se obtiene un nivel de proteccién del 100% de
los cerdos, yﬁ que todos sobrevivie@oﬁ, sin importar la dosis de

aflatoxinas consumida.
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DISCUSION

En las granjas porcinas ocasionalmente los porcicultores
compran grano baratc gque se encuentra contaminado con hongos. Al
preparar el alimento con estos granos hay una contaminacién con
micotoxinas siendo la aflatoxina Bl una de las mds frecuentes. Se ha
reportado ¢que los cerdos gue consumen el alimento contaminado pierden
yeso, pero ho se ha demostrado que desarrollen mas enfermedades o
sean propensos a fallas vacunales.

Es por este motivo que en el presente trabajo se determins el
efecto del consumo de aflatoxina Bl en dos diferentes concentraciones
0.6 ¥ 1.6 ppm, sobre la ganancia de peso, la Dbiometrfa hemética
(f6rmula blanca), 1las subpoblaciones de 1linfocitos y 1la respuesta
inmune protectora de una vacuna contra la Fiebre Porcina Clésica.

Se emplearon dos concentraciones diferentes de aflatoxina Bl,
ya gue se ha reportado que 1.0 ppm, es capaz de inducir toxicidad y
efectos patoldgicos en un periodo similar al que se empled en este
este experimento (15, 63, 64). Debido al efecto marcado sobre los
animales de 1.0 ppnm, se decidié probar también una dosis menor, 0.6
ppm, que simulara las condiciones de campo en las que no hay signos
clinicos aparentes, el veterinario no reconoce una intoxicacién y
evaluar su efecto sobre el sistema inmune asi como la respuesta
protectora hacia una vacuna de Fiebre Porcina Clésica.

Los animales que consumieron la dieta baja de aflatoxinas (0.6
ppm) y los del grupo control mostraron una mayor ganancia de peso en
comparacidn con los animales que consumieron 1.0 ppm, como habia sido

mencionado por Bueno (12}, y otros investigadores (15, 19, 20, 47).
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Fué aparente que el consumo de 0,06 ppm de aflatoxiha Bl fué
metabolizada sin afectar a la ganancia de peso (9).

Con respecto al efecto de las aflatoxinas sobre la biometria
hemdtica y subpoblaciones de linfocitos no se observan cambios en las
concentraciones en ninguna de las células evaluadas durante los 31
dias del experimento. En modelos de higadc de rata, se ha descrito
qgue la aflatoxina Bl inhibe sintesis de protefnas a través de la
unién con el ADN lo que evita la transcripcién, sin embargo, no se ha
descrito que ésto ocurra en los cerdos (40, 74, 86).

Debido a que no se observan cambios en las concentraciones de
células sanguineas de elevada multiplicacién, es probable que la
aflatoxina no las esté afectando. Quizd esto se deba a que la
aflatoxina se encuentra principalmente en el higado y no quede
disponible en wuna concentracidén gque afecte el numero de células a
nivel de otros &Srganos (49).

Con objeto de determinar el efecto de las aflatoxinas sobre la
funcionalidad del sistema inmune se vacunaron los animales con una
vacuna de virus vivo modificado contra la Fiebre Porcina Cldsica. Se
escogid este modelo porque en el campo ocasionalmente falla la vacuna
y algunos clinicos lo han atribuido a un probable efecto inmusupresor
por presencia de aflatoxinas en el alimento. Los resultados que se
obtuvieron indican claramente que en el grupo de 1.0 ppm, a pesar de
la marcada pérdida de peso, siI se estinulé una respuesta inmune
protectora., Este resultade contrasta con el obtenido por Cysewski y
colaboradores (18), en el que demostré gue los cerdos intoxicados con
aflatoxina y bacterinizados no produjeron una respuesta inmune

protectora contra Erysipelothrix rhusiopathiae. Es probable que esto
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se deba a dque Cysewski vy colaboradcrgs.;usaron una bacterina que
contenia antigeno inactivédo, mientras que éﬁ e;fé trabajo se utilizd
una vacuna con virus vivo atenuado ‘el  cuél se multiplicé en el
animal, incrementando de esta manera la masa antigénica. Este
resultado indicé que la aflatoxicosis en los cerdos probablemente no
sea una causa de falla vacunal; ademds debido a gque con 1.0 ppm los
animales pierden rdpidamente peso, deneralmente el veterinario se da
cuenta, procede a cambiar el alimento y no los vacuna.

Por otro lado una concentracién menor (0.6 ppm) que pudiera
pasar inadvertida para el veterinario, no tuvo ningun efecto sobre el
peso de los animales ni en su respuesta inmune durante el periodo del
experimento.

Los resultados del efecto las aflatoxinas sobre el sistema
inmune del cerdo obtenidos en este experimento fueron semejantes a
los reportados en otras especies (29, 40, 41, 45, 49, 53, 55, 84,
86), en los gue no fue posible demostrar una clara relacién entre la
intoxicacién e inmunosupresién, a pesar de la pérdida de peso en

todas las especles animales (19, 20, 21, 40, 41, 47, 50, 63, 70, 86).
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CONCLUSIONES

1. De acuerdo a los objetivos planteados al inicio del
presente trabajo, se pudo obtener una importante cantidad de
aflatoxinas las cudles al ser caracterizadas mostraron ser aflatoxina
Bl en mayor proporcién, con respecto a las otras aflatoxinas, en
concentracién suficiente para contaminar el alimento que fué
consumido durante el tiempo de experimentacidén, a las concentraciones
de 0.6 y 1.0 ppm de afiatoxina Bl, el cudl fué verificado al inicio,
durante y al final del experimento, encontrédndose en las
concentraciones deseadas.

2. El consumo del alimento contawinado con aflatoxina Bl
disminuyé significativamente 1la ganancia de peso de los cerdos que
recibieron 1.0 ppm de aflatoxina, sin afectar a los cerdos del grupo
que recibid 0.6 ppm de aflatoxina B1,

3. Los valores de leucocitos asi como de subpoblaciones de
linfocitos determinados en el presente trabajo, no muestran
alteraciones estadisticamente significativas, por lo cudl no se puede
atribuir efecto sobre éstas células por el consumo de alimento
contaminado con aflatoxina Bl.

4. La respuesta inmune protectora no se vié alterada con el
consumo de las aflatoxinas, al menos en las concentraciones empleadas
lo cudl es mostrado por la sobrevivencia de todos los cerdos
vacunados contra la F.P.C. y desafiados con la cepa patdgena de la

F.P.C.
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