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RESUMEN

Con la finalidad de evaluar cuatro aditivos antimicotoxinas (Klin Sil, Mycofix Plus,
Mycoad o Toxisorb) en dietas sorgo+soya de pollitos de engorda en crecimiento
contaminadas con ocratoxinas, se realizaron dos experimentos in vivo y una
prueba in vitro.

En el Experimento 1, con 240 pollitos Ross 308, de 1 a 28 dias de edad, divididos
en 6 tratamientos:1.-Testigo negativo, 2.-Testigo positivo (500 ug ocratoxinas
totales kg'), y 3, 4, 5y 6 testigo positivo con cada aditivo antimicotoxina. Cada
tratamiento tuvo 4 réplicas de 10 aves cada una. El Experimento 2 con 168 pollos
Ross 308 de 7 a 21 dias de edad, se utilizaron los mismos tratamientos que en el
experimento anterior, pero con 7pollitos por réplica, y que las dietas se
contaminaron con 507g ocratoxina A (OTA) kg'. Se evalué el peso corporal,
consumo de alimento, conversion alimenticia, pigmentacién amarilla en piel,
consumo de agua y lesiones macroscopicas en los Experimentos 1 y 2. Otras
variables fueron: inhibicion de la hemoaglutinacién (HI) para Newcastle e Influenza
aviar, proteinas totales (PT), acido urico (AU), creatinina, aspartato
aminotransferasa (AST), glutamato deshidrogenasa (GLDH) y cuantificacion de
OTA en rifdn, higado y pechuga en el Experimento 2. En la prueba in vitro se
simul6 la digestion aviar con pepsina de las dietas.

En el Experimento 1, los pollitos alimentados con ocratoxinas, no presentaron
diferencias con los que no la consumieron, en ninguna de las variables evaluadas.
Los aditivos anti-micotoxinas, no redujeron ni mejoraron las variables estudiadas.

En el experimento 2, las aves que consumieron 507ug OTA kg~', mostraron
menores valores de: peso corporal, consumo de alimento, pigmentacién amarilla y
PT; la conversién alimenticia fue deficiente comparada con los que no la
recibieron. Ademas se incremento el consumo de agua en la relacién agua-
alimento. Los indices de pesos relativos del higado, rifion, bolsa de Fabricio, bazo
fueron mayores, y el 40% de pollitos sacrificados, presenté nefromegalia. Hubo
degeneracion leve y moderada de hepatocitos, y nefrosis en todos los
tratamientos y proliferacion de conductos biliares, s6lo en las aves que
consumieron OTA. No hubo diferencias en HI de Newcastle e Influenza aviar,
indice de peso relativo del timo, asi tampoco los intestinos no presentaron
cambios. En los pollos que consumieron OTA en rifiones y pechugas no se
detectd OTA, en higados se encontré un valor promedio de 14.84 ng g™.

La prueba in vitro presenté secuestro de OTA superior al 90%, tanto en el
tratamiento testigo positivo como con los aditivos utilizados. De acuerdo a las
condiciones experimentales de esta investigacion, no se encontrd diferencia de
actividad in vivo e in vitro por el uso o no de los aditivos anti-micotoxinas. Los
resultados de la prueba in vitro no se relacionaron con los datos de los dos
experimentos in vivo.



SUMMARY

With the purpose of evaluating four detoxificant additives (Klin Sil, Mycofix Extra,
Mycoad or Toxisorb) in sorghum+soya diets for starting chicks contaminated with
ochratoxins, two experiments in vivo and one test in vitro were conducted.

In Experiment 1, with 240 brolilers chicks Ross 308, of 1 to 28 days of age, were
divided in 6 treatments:1.-Control negative, 2.-TControl, positive (500 ug total
ochratoxins kg-1), and 3, 4, 5 and 6 positive diets each one with an detoxificant
additive. Each treatment had 4 replicates of 10 birds each one. Experiment 2 with
168 broilers chicks Ross 308 of 7 to 21 days of age, treatments were used such
that in the previous experiment, but with 7 repetitions, and the diets were
contaminated with 507 ug ochratoxin A kg-1(OTA) kg-1: Data evaluated were
weigth gain, feed consumption, feed conversion, yellow pigmentation in skin, water
consumption and macrocospic injuries in Experiments 1 and 2. Other variables
were: inhibition of the hemoaglutinacion (HI) Newcastle and Influenza, total
proteins (TP), uric acid (AU), creatinine, asparate aminotransferase (AST),
glutamate deshydrogenase (GLDH) and quantification of OTA in kidney, liver and
breast in Experiment 2. In the test in vitro the bird digestion with pepsine of the
diets was simulated.

In Experiment 1, the chicks fed with ochratoxins, did not present differences
among treatments, in any of the evaluated variables. The additives detoxificant, did
not reduce nor improved the studied variables.

In Experiment 2, the birds that consumed 507ug OTA kg-1, showed decrease
values of: corporal weight, feed consumption, yellow pigmentation and TP; feed
conversion was deficient compared with which negative control. In addition
increased the water consumption in the relation water - feed. The rates of relative
weights of the liver, kidney, bursa of Fabricius, spleen were greater and 40% of
sacrificed chicks, presented nephromegaly. There was slight and moderate
degeneration of hepatocytes, and nephrosis in all the treatments and proliferation
of biliary conducts, only in the birds that consumed OTA. There were not
differences in: HI of Newcastle and Influenza, rate of relative weight of the thymus,
thus the internal did not present changes either. In the chickens that consumed
OTA in kidneys and breast did not detect OTA, in livers was found 14.84 of ng
OTA g-1.

The test in vitro presented lost of OTA superior to 90%, as much in the treatment
positive witness like with used additives. According to the experimental conditions
of this investigation, was not difference of activity in vivo and in vitro by the use or
not of additives detoxificant. The results in vitro were not related to the data of
experiments in vivo.
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1. INTRODUCCION

1.1 PRODUCCION DE MICOTOXINAS

Los hongos son los microorganismos mas ubicuos del medio ambiente. Pocos son
patdgenos para la avicultura y el ganado, resultando en micosis. Sin embargo la
mayoria tienen la habilidad de crecer saprofiticamente en un amplio rango de
sustratos y son considerados la causa mas comun de dafo en las materias

alimenticias humanas y animales’.

Todos los hongos producen metabolitos primarios para la sintesis de biomasa y
para generar energia necesaria para el metabolismo primario. En contraste, el
metabolismo secundario es usualmente restringido a un pequefio numero de
especies (pueden ser cepas especificas) y ocurrir principalmente después de una
fase de crecimiento balanceado, usualmente asociado con cambios morfo-
genéticos como esporulacion. Los metabolitos incluyen pigmentos y compuestos
activos como proteccion contra microorganismos como son los antibiéticos, contra
las plantas como es el caso de las fitotoxinas o para protegerse de los animales
y/o humanos como son las micotoxinas®. La exposicién a micotoxinas puede
producir toxicidad tanto aguda como crénica, con resultados que van desde la
muerte a efectos nocivos en los sistemas: nervioso central, cardiovascular,
respiratorio y en el aparato digestivo. Las micotoxinas pueden también ser agentes
cancerigenos, mutagenos, teratégenos e inmunodepresores®. El rol biolégico del

metabolismo secundario fingico es atn desconocido?.

Las micotoxinas son metabolitos téxicos secundarios producidos por ciertos
hongos en productos agricolas, que crecen en condiciones medio ambientales
especificas. Se estima que la contaminacion de micotoxinas puede afectar hasta
el 25% de las cosechas de grano al afio > *.



Los ingredientes alimenticios y el alimento terminado puede estar contaminado
con multiples micotoxinas por varios caminos: por un solo hongo que produce mas
de una micotoxina en un ingrediente alimenticio dado por dos ingredientes
separados que contienen diferentes micotoxinas que seran utilizados en la
manufacturacién de alimento, o por la contaminacién de un solo ingrediente con

dos hongos por separado que producen diferentes micotoxinas .

Las micotoxinas mas comunes son las Aflatoxinas, Ocratoxinas, Zearalenona, los

Tricoticenos, las Fumonisinas y Ergotaminas (alcaloides del cornezuelo) °.

Las micotoxinas son compuestos organicos que contienen diferentes grupos
funcionales. Por ejemplo zearalenona es un compuesto difenélico; Ocratoxina A
posee en su estructura un grupo carboxilo y un grupo fendlico; mientras que

Aflatoxina B1 contiene un grupo funcional B-keto-lactona °.

1.2 OCRATOXINAS

Las Ocratoxinas constituyen el segundo grupo mas importante de micotoxinas
caracterizado luego del descubrimiento de las aflatoxinas .

La ocratoxina mas significativa en términos de frecuencia y concentracion es la
Ocratoxina A (OTA)®, ésta fue descubierta en Sudafrica por Van der Merwe en
1965 ',

La OTA junto con otras micotoxinas nefrotdxicas fueron implicadas en una
nefropatia endémica que afectdé a miles de personas a mediados de los afos 20
en Europa del Este, conocida como enfermedad de los Balcanes.®



OTA es una micotoxina que ha sido demostrada por ser aproximadamente 3 veces
mas téxica que aflatoxina B1 en pollitos de engorda jévenes'® y ha sido

involucrada, en significativos brotes de campo de micotoxicosis en avicultura'".

Debido a la vida media larga de OTA acumulada en los alimentos de la cadena
alimenticia, constituye una amenaza para la salud humana y animal, ademas es
extremadamente téxica, tiene una ocurrencia generalizada y una variedad de

cosechas pueden estar contaminadas '2.

1.2.1 ESTRUCTURA QUIMICA Y CLASIFICACION

Quimicamente la OTA contiene 7-carboxi-5-cloro-8-hidroxi-3,4-dihidro-3R-
metilisocumarina (Oa) esto esta unido a través del grupo 7-carboxi a la L- B -

fenilalanina por un enlace amino.

Existen muchas formas de Ocratoxina (Figura 1), con diferentes grados de
toxicidad, entre ellas: OTA, Ocratoxina B (OTB) '*; Ocratoxina C (OTC),
Ocratoxina A metil éster, Ocratoxina B metil éster, Ocratoxina B etil éster '°;
Ocratoxina a, Ocratoxina B, 4R-hidroxiocratoxina A, 4S-Hidroxiocratoxina A, 10-
Hidroxiocratoxina A '®; OTA, andlogo de tirosina '/, Ocratoxina A, analogo de

serina, OTA, analogo de hidroxiprolina y OTA, analogo de lisina'® (Cuadro 1).

OTA tiene 2 grupos inonizables: el grupo carboxil de la fenilalanina y el grupo 8-
hidroxil; cada uno puede existir en la forma inonizada y no ionizada de acuerdo a
las condiciones fisiolégicas. La constante de disociacion (pKa) del grupo 8-hidroxil
esta influenciado por la estructura de la OTA; el valor de pKa son 7.05 para OTA,
7.10 para OTC; 8.0 para OTB, y 11.0 para ocratoxina a ™.



Cuadro 1. Clasificacion de las ocratoxinas por el aminoacido y por el tipo de sustituyente.

Nombre R1 R2 R3 R4 R5 Fuente
Ocratoxina A Fenilalanina Cl H H H Van der Merwe et al. (1965)14
Ocratoxina B Fenilalanina H H H H Van der Merwe et al. (1965)14
Ocratoxina C Fenilalanina, etil éster Cl H H H Chu (1974) °

Ocratoxina A metil éster Fenilalanina, metil éster Cl H H H Chu (1974) °

Ocratoxina B metil éster Fenilalanina, metil éster H H H H Chu (1974) °

Ocratoxina B etil éster Fenilalanina, etil éster H H H H Chu (1974) °

Ocratoxina a OH Cl H H H Starmer et al. (1983) 16
Ocratoxina 3 OH H H H H Stermer et al. (1983) 16
4R-Hidroxiccratoxina A Fenilalanina Cl H OH H Starmer et al. (1983) 16
4S-Hidroxiocratoxina A Fenilalanina Cl OH H H Starmer et al. (1983) 16
10-Hidroxiocratoxina A Fenilalanina Cl H H OH  Starmer et al. (1983) 16
Ocratoxina A, analogo de tirosina Tirosina Cl H H H Creppy et al. (1990) 17
Ocratoxina A, analogo de serina Serina Cl H H H Hadidane et al. (1991) 18
Ocratoxina A, analogo Hidroxiprolina cl H H H  Hadidane etal. (1991) '8
hidroxiprolina

Ocratoxina A, analogo de lisina Lisina Cl H H H Hadidane et al. (1991) 18




1.2.2 CEPAS DE HONGOS PRODUCTORAS DE OCRATOXINAS IN VITRO.

Actualmente se conoce que la OTA es producida por hongos de la seccion

Aspergillus y Penicilium '%-2%2!,

Muchas cepas de Aspergillus agrupados en la seccion Circumdati han sido
calificadas como productoras de Ocratoxinas, entre ellas: Aspergillus ochraceus '*,
A. melleus y A. sulphureus ; A. alliaceus, A. sclerotiorum, A. ostianus'y A.
petrakii %> 2% 2°; A. albertensis 'y A. auricomus %®; Neopetromyces muricatus *; y A.
lanosus ?8. Pero ahora A. lanosus, A. alliaceus y A. albertensis son presentados

en la seccion Flavi 2°.

A. ochraceus fue definido tradicionalmente como polifilético. Este fue
recientemente dividido en varias especies, muchas de las cuales incluyen cepas
aisladas productoras de OTA como A. cretensis, A. flocculosus, A.
pseudoelegans, A. roseoglobulosus, A. westerdijkiae, asi como A. ochraceus

sensu strictu *°,

La produccién de OTA también ha sido encontrada en A. glaucus de la seccién
Aspergillus °. Después, se encontré en A. niger var. niger 'y subsiguientemente
en otras especies de Apergillus de la seccion Nigri entre ellos: A. awamori y
A.carbonarius *;y recientemente en dos cepas aisladas de café: A. lacticoffeatus
y A. sclerotioniger .

Otros cepas de Aspergillus han sido reportadas como productoras de OTA, pero
han sido reducidas a sinénimos de las especies antes enlistadas, por ejemplo:
A. alutaceus fue reportada por producir OTA 3% pero es sinénimo con A.

ochraceus ¥.



Reportes de produccion de OTA por: A. auricomus, A. elegans, A. foetidus y A.
wentii aparentemente estan basadas en aislados erréneos *°. También han sido
reportados otras como A. terreus (sec. Terrei), A. ustus (sec. Usti); A. versicolory

A. sydowii (sec. Versicolores) *® pero no han sido confirmadas 2'.

La produccién de OTA en Penicillium, fue reportada por primera vez en P.

t 3 no confirmé este hallazgo.

viridicatum 23; sin embargo Pit
Se ha publicado también la produccién de OTA por P. chrysogenum *® 'y P.

nordicum .

Hasta el momento P. verrucosum es la Unica especie de Penicillium conocida y

A 19 37 40 | as cepas diferentes de P.

confirmada como productora de OT
verrucosum han sido identificadas: P. verrucosum quimiotipo | que produce OTA,
verrucolon y citrinina; y P. verrucosum quimiotipo Il que produce sélo OTA y

verrucolon *'.

1.2.3 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA PRODUCCION DE OTA

La cantidad de OTA producida esta influenciada por muchos factores incluyendo la
actividad de agua (aw), temperatura, tipo de sustrato, presencia de microflora
competitiva, cepa de hongo contaminante e integridad del grano. El valor minimo
de ay para la produccién de OTA por A. alutaceus (A. ochraceus) y P. verrucosum
fue entre .83y .90. A 24°C; el valor 6ptimo de a, fue de .95 a .99 *2. A un éptimo
aw, el rango de temperatura para la produccién de OTA por A. alutaceus (A.
ochraceus) fue de 12 a 37° C; mientras que para P. verrucosum estuvo entre 4 y
31° C; datos que corresponden a lo observado en la contaminacion de granos

almacenados .



El sustrato utilizado por cepas de Aspergillus y Penicillium para su crecimiento
afecta significativamente la cantidad de OTA producida ** *°. Madhyastha et al. *°
demostraron que las semillas de oleaginosas (cacahuate y soya) presentaron
mayor produccién de OTA y OTB por A. alutaceus (A. ochraceus) que los granos
de cosecha (trigo y maiz); sin embargo estos granos fueron mejores sustratos
para la produccién de OTA y citrinina por P. verrucosum que dichas oleaginosas.
Ademas observaron que OTB sdélo fue producida por A. alutaceus (A. ochraceus)
en las oleaginosas pero no en los granos estudiados. Igualmente no encontraron

una asociacioén entre la masa fungal y la cantidad de micotoxina producida.

La presencia de microflora competitiva sobre un sustrato cereal afecta la
produccién de OTA por A. alutaceus (A. ochraceus), asi lo demostraron Chelack et
al. ¥’ al obtener mayores cantidades de OTA al utilizar como sustrato cebada
esterilizada comparada con cebada sin esterilizar, asimismo la produccién de OTA
por este hongo fue altamente suprimida por la reintroduccion de flora no
productora de OTA aislada de cebada.

La cepa de hongo también afecta la produccién de OTA; Roschenthaler et al. *
reportaron una cepa productora conocida como A. ochraceus NRRL 3174, cuando

fue dividida en sub-cultivos, produjo cantidades variables de OTA.

1.2.4 TOXICIDAD DE OTA

La toxicidad aguda de las ocratoxinas, se evalia como valores de dosis letal 50
(LD50), y ésta varia considerablemente de especie a especie; y en cada especie
esta influenciada por la dieta, edad, sexo, ruta de administracion, diferencias

genéticas y la forma de ocratoxina *°.



La LD50 ha sido informada en rangos de aproximadamente 5.9 y 16.5 mg Kg™' de
peso corporal en pavos y codorniz japonesa respectivamente, de 0.5 y de 2 a 4mg

Kg' de peso corporal en patos y pollos de engorda > °'.

Chu " indicé que la toxicidad de las diferentes formas de ocratoxinas varia
considerablemente, asi la LD50 de OTA para pollos de engorda es de 150ug (3 -
4 mg Kg' de peso corporal), para OTC 216pg, para OTB 1900ug; mientras que
ocratoxina a no fue toxica a 1000ug. Esta toxicidad, como indicador temprano, es
afectada por la disociacidén constante del grupo fenol hidroxilo.

Las formas de OTA y OTC que tienen similares valores de toxicidad molar, tienen
el mismo valor de pKa. OTB es aproximadamente 10 veces menos téxica que
OTA, asi también tiene una disociacidén constante acida 10 veces mayor que la de
OTA. Ocratoxina a, no es téxica y no se disocia en condiciones fisiologicas *°.

En animales de laboratorio OTA ha demostrado tener un efecto teratogénico y
cancerogénico. El IARC (Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer) la
clasifico dentro del grupo 2B como posible cancerigeno en humanos .

La JECFA (Comisiéon mixta FAO/WHOQO) establecié que la ingesta diaria admisible
(IDA) de OA para humanos sea 14ng Kg' de peso corporal (1995) *2. Mientras
que la Comisién Europea (CE) segun el reglamento N° 472/2002 dictamin6 una
IDA de 5ng OTA Kg' de peso corporal. Los cereales en grano sin transformar
deberan contener maximo 5ug OTA Kg' y los productos derivados de cereales y

granos para consumo humano 3ug OTA Kg ™ *3.



1.2.5 MECANISMO DE ACCION

Los efectos toxicos de OTA estan basados en la inhibicion y/o activacion de
enzimas, muchas de ellas usan fenilalanina como un sustrato. Esto prueba que la
molécula de fenilalanina en la molécula de OTA interactia como un sustrato
sustituto. La principal enzima blanco es la fenilalanina - tRNA sintetasa la cual es
inhibida por OTA en procariontes **, microorganismos eucariontes *°, células de

mamiferos % %’ 58,59,

, Y animales experimentales in vivo
Esta inhibicion causa una reduccién en la sintesis de proteina como un importante
efecto de la toxicidad aguda y subaguda de OTA. En adicién para inhibir la sintesis
de proteina, sintesis de RNA ® y sintesis de DNA son el blanco de la toxicidad de
OTA®'.

La fosfoenolpiruvato carboxinasa, enzima clave en la ruta de la gluconeogénesis,
es afectada agudamente por la OTA. El mecanismo parece ser la via especifica de
degradaciéon del mRNA codificado por esta enzima %% . Ademas las enzimas
glicoliticas ®* la succinato-citocromo ¢ reductasa y succinato dehidrogenasa °° son
inhibidas por OTA.

1.2.6 OCURRENCIA NATURAL DE OTA

A inicios de la década de los 60s OTA fue mencionada en cebada, trigo, centeno,
maiz y arroz ®®. Mas recientemente, OTA ha sido localizada en legumbres, uvas,

%. 87 ‘en cerveza, cacao y en especies .

pasas y vinos
OTA se ha encontrado también en productos animales como leche de vaca vy
cerdo, particularmente rifiones de cerdo, higado y embutidos " 7. Esta lista de

alimentos contaminados con OTA ira creciendo en el futuro 2'.



La ocurrencia natural de OTA en los alimentos y materia prima de alimentos de

origen animal y vegetal es comin'2.

Los Penicillium, especificamente P. verrucosum es el mayor productor de OTA en
cereales de zonas climaticas frias; tal como se ha visto en Escandinava y Canada.
En contraste la produccion de OTA en cereales de zonas climaticas calientes,

como Yugoslavia y Australia, es principalmente por cepas de A. ochraceus **.

La presencia de OTA en las diferentes regiones geogréficas, el lugar de
contaminacion por estas micotoxinas toma mas importancia en condiciones de
pos-cosecha y raramente en pre-cosecha de cereales como trigo, maiz, centeno,
cebada y avena. Esto también ocurre en cacahuate, grano de café, pan, arroz y
frutas secas. Ademas la presencia de OTA en productos alimenticios como café,
vino, cerveza, jugo de uva, carne y productos carnicos es debido a su relativa

estabilidad quimica durante el procesamiento industrial /" 72 73 74,

De acuerdo a la revisién realizada por Danicke 8, el nivel maximo reportado en
ingredientes alimenticios de paises europeos fue de 0.2 mg Kg'; la concentracion
de OTA en 630 muestras de alimentos balanceados de Alemania (1982 a 1987)
presentaron un rango de 0.0002 a 0.012 mg Kg™'. En Egipto, 3 de 35 muestras de
alimentos balanceados para aves, contuvieron mas de 1.0 mg Kg™.

Las concentraciones de OTA notificadas en trigo y cebada en Canada, oscilan
entre cantidades infimas y concentraciones de hasta 6000 mg Kg' (trigo). En el
Reino Unido, se han notificado concentraciones comprendidas entre menos de 25
y 5000 mg Kg' y entre menos de 25 y 2700 mg Kg', en cebada y trigo

respectivamente *2.

Segun Béhm ® el nivel maximo tolerable en dietas para aves es 0.5 mg kg

para pollos de engorda y 1.0 mg kg "' para gallinas de postura.
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1.2.7 OCRATOXICOSIS NATURAL

El primer reporte de Ocratoxicosis en avicultura fue resultado de un incremento
elevado de mortalidad en una caseta que alojaba 6000 pavos jévenes; hasta la
edad de sacrificio se contabilizd 58% de mortalidad; mientras que los
sobrevivientes presentaron una conversion alimenticia pobre, bajos indices de

crecimiento y rechazo a la comida '".

Se han reportado cinco casos independientes de ocratoxicosis en alrededor de
970 mil pavos; dos en 70 mil gallinas ponedoras y dos en 12 millones de pollos de
engorda en Estados Unidos que fueron estudiados por Hamilton et al. '*, donde los
niveles téxicos de las dietas estuvieron entre 0.3 y 16 mg Kg'; los mismos que
produjeron una disminucion en la eficiencia de utilizacion del alimento e
incremento de la mortalidad a valores entre el 21 y 58%. En ocho de los casos, fue
por utilizacion de maiz contaminado y uno por incluir en la dieta gluten de maiz

contaminado con ocratoxinas.
1.2.8 OCRATOXICOSIS EXPERIMENTAL
1.2.8.1 PARAMETROS PRODUCTIVOS

OTA causa significativas pérdidas a la industria avicola, debido a sus efectos
sobre la salud y produccién; caracterizados por una reducciéon de la tasa de
crecimiento y del consumo alimenticio; asi como también conversiones

alimenticias pobres e incremento de la mortalidad >% >'- 76,

En una ocratoxicosis aguda, los pollitos presentan sintomas de apatia, languidez,

amontonamiento, diarreas ocasionales, ataxia y postracion ”’.
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1.2.8.2 INMUNIDAD

Durante una ocratoxicosis la respuesta inmune humoral se encuentra disminuida.
La reduccion de los titulos fue mas drastica a niveles mas altos de OTA; y sin
importar el nivel de OTA, los titulos de anticuerpos se incrementaron, alcanzando
su maximo al séptimo dia post inmunizacion y luego disminuyd al décimo dia post

inmunizacion 8.

La respuesta inmune mediada por células, también se encuentra disminuida;
reflejado por una disminucién del numero de leucocitos, debido a la regresion de

los 6rganos linfaticos como el bazo, la bolsa de Fabricio y timo 8.
1.2.8.3 BIOQUIMICA SANGUINEA

Durante una ocratoxicosis se ha observado nefrotoxicidad y hepatotoxicidad. Esta
ultima ha sido demostrada por una reduccién significativa en los niveles séricos de
proteina total, albumina, globulina, colesterol, triglicéridos y nitrégeno ureico
sanguineo, asi también por un aumento en la actividad de la gama-glutamil
transferasa y colinesterasa. La nefrotoxicidad ha sido reflejada por un incremento

significativo en la cantidad de &cido Urico sérico y los niveles de creatinina ”°.
1.2.8.4 LESIONES EN ORGANOS

Huff et al. ®' informaron agrandamiento del rifién, higado, buche, proventriculo y
molleja, con una regresién de la bolsa de Fabricio durante una ocratoxicosis;
mientras que el corazoén, pancreas y el bazo no presentaron alteraciones.

8. 81 confirmaron dichos hallazgos, reportando que OTA induce

Stoev et al.
cambios degenerativos y aumento en el peso de riidn e higado; asi como una

disminucion en los pesos de los érganos linfaticos.
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1.2.8.5 PIGMENTACION AMARILLA DE PIEL

La pigmentacién de las canales es un factor que contribuye a la aceptacion para
consumir productos avicolas. Huff y Hamilton ® demostraron que la presencia de
OTA en el alimento disminuy6 la concentracion de carotenoides plasmaticos en
aves, considerandose un buen indicador de la pigmentacién por su correlacién
con la coloracién de la piel; sugiriendo que la OTA produce hipocarotenemia en
pollos de engorda. Esta disminucién de la pigmentacion es responsable de la falta
de coloracion, econémicamente importante, de las carcasas y de las yemas de los
huevos; que sugiere una posible mala absorcién del tracto gastrointesinal.

8 ratificaron dichos resultados; reportando ademas un mayor

Osborne et al.
porcentaje de depresion de carotenoides plasmaticos por parte de ocratoxina

comparada con aflatoxina.

Schaeffer et al. 3 encontraron cinco mecanismos de accién de Ocratoxina que
afectan el metabolismo de los carotenoides, estos son: dilucibn de los
carotenoides en el contenido intestinal, disminucién de la entrada por la mucosa
intestinal, disminucidén del transporte en el suero, alteraciones en la acumulacién

del higado y alteraciones en los pasos de fijacion en la piel.

1.2.9 INTERACIONES ENCONTRADAS ENTRE OTA Y OTRAS MICOTOXINAS

1.2.9.2 OTAYy Aflatoxina

Las aflatoxinas y OTA son extremadamente téxicas para la avicultura, sin embargo
estas dos micotoxinas interactian sinérgicamente, cuando se encuentran como

contaminantes de manera simultanea en la avicultura & 5 87:88
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1.2.9.3 OTAy Toxina T-2

La OTAy T-2 presentaron efectos aditivos al reducir el peso corporal, la ganancia
de peso, los niveles de proteina total en suero, la actividad de lactato
deshidrogenasa; asi como también presenté una correlacion significativa entre
OTA y T-2 elevando los niveles de triglicéridos séricos y disminuyendo la actividad
de la gama glutamil transferasa; demostrando que los efectos de dicha
combinacién pueden ser mas toxicos que las micotoxinas individuales, y puede ser

un gran problema para la industria avicola .

Garcia et al. ® también notaron un efecto aditivo entre OTA y T-2 en los

parametros productivos de pollitos.
1.2.9.4 OTA y Diacetoxiscirpenol (DAS)

Kubena et al. ®" observaron una toxicidad aditiva entre OTA y DAS, donde la
presencia de estas disminuyé la eficiencia alimenticia y el peso corporal,
incrementd el peso relativo de los higados y mollejas, disminuyd la concentracion
de las proteinas totales en suero y la hemoglobina. Ademas el 90% de los casos
presentaron lesiones orales; demostrando que la combinacion OTA-DAS, pueden
afectar la produccién y salud de los pollos de engorda.

1.2.9.5 OTA y Deoxinivalenol (DON)

La combinacion OTA-DON redujo los parametros productivos en pollitos
alimentados con dichas micotoxinas; incremento el peso relativo de rifidn, higado y
proventriculo. Histolégicamente se encontraron lesiones difusas y ligeras de
lipidosis en el higado y ligera inflamacion en el epitelio del tubulo renal tanto en
OTA sola, como en la combinacién OTA-DON. Por lo tanto OTA y DON parecen
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tener un efecto de interaccién aditiva. Sin embargo, muchos de los parametros
como peso corporal, ganancia de peso corporal, proteina total, AST y nitrégeno
ureico sanguineo presentaron interaccién significativa, la cual puede ser descrita

mejor como menos que aditiva o en algunos casos antagonismo %.
1.2.9.6 OTAy Acido ciclopiazonico (ACP)

Gentles et al. * tuvieron una disminucién del peso relativo del higado, rifién,
pancreas y proventriculo de pollitos alimentados con OTA — ACP; asi como la
disminucidén de la concentracién sérica de albumina, proteina total y colesterol.
Concluyeron que OTA, ACP, solas y en combinacién pueden limitar la produccién
y afectar la salud de pollos de engorda; asi como la interaccién de estas dos
micotoxinas es primariamente aditiva 0 menos que aditiva en los parametros en

los que la interaccién ocurre.
1.2.9.7 OTA Yy Citrinina

La disminucién del crecimiento de pollitos de engorda como resultado del efecto
de OTA y el incremento del consumo de agua asociado con Citrinina, fue
aminorado cuando estas dos micotoxinas fueron administradas en combinacion;

demostrando asi un efecto antagénico, entre dichas micotoxinas *.
El pre-tratamiento con OTA atenua los efectos de Citrinina, debido posiblemente a

la compensacion renal de la hemoconcentracion inducida por OTA; manifestando
que Citrinina y OTA no parecen tener efectos aditivos diuréticos *°.
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1.3 PRINCIPALES ADSORBENTES O INACTIVADORES DE OCRATOXINAS

1.3.1 SILICATOS

Los silicatos estan clasificados de acuerdo a sus caracteristicas estructurales en
subclases, entre ellas tenemos los neosilicatos, con tetraedros simples; los
sorosilicatos, con tetraedros dobles; los inosilicatos, con cadenas simples y
dobles; los ciclosilicatos, que son anillos; los filosilicatos, que son hojas; y los
tectosilicatos, estructurales. Los silicatos investigados como materiales
absorbentes son clasificados basicamente como filosilicatos y tectosilicatos; de
estos los mas estudiados son los denominados “Aluminosilicatos de sodio y calcio
hidratados” (HSCAS). Este es sugerido como un silicato mineral especifico que
puede unirse a la aflatoxina para quelatar la molécula B-dicarbonil en aflatoxina

con iones de metal incoordinados en el material de la arcilla %°.

Un numero de estudios han examinado las modificaciones quimicas de los
silicatos. Déll et al. ¥ reconocieron un alumninosilicato quimicamente modificado
que presento un buen secuestro in vitro de zearalenona. Dakovic et al. *
demostraron la absorcion de aflatoxina, ocratoxina y zearalenona por una zeolita

tratada con octa-decil-dimetil-bencil amonio.

1.3.2 POLIMEROS ORGANICOS

Algunos carbohidratos indigestibles complejos como la celulosa, polisacaridos de
las paredes celulares de las levaduras y bacterias, como son los glucomananos y
los peptidoglicanos, entre otros: asi como polimeros sintéticos como colestiramina

y polivinilpirrolidona, pueden absorber micotoxinas .

Procesos recientes biotecnolégicos han encontrado que Saccharomyces

100, 101

cerevisiae tiene efectos benéficos durante micotoxicosis avicolas Los
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mananos oligosacaridos presentes en las paredes celulares; se cree que son los
responsables de este efecto favorable observado con S. cerevisiae; esto fue
realizado en estudios in vitro donde los manamos extraidos de las paredes

celulares de Saccharomyces cerevisiae'**

y esterificados con glucanos
presentaron una considerable habilidad de secuestro para varias micotoxinas

cominmente presentes '%.

1.3.3 EVALUACION DE SECUESTRANTES

1.3.3.1 Pruebas in vitro

Las pruebas in vitro han sido utilizadas como un método potencial de monitoreo de
productos secuestrantes, porque dan una idea de la afinidad y capacidad de
secuestro. Los métodos in vitro no estan estandarizados y por lo tanto no son

comparables entre los laboratorios .

Las técnicas in vitro no han producido resultados que correlacionen bien con los
resultados in vivo con todas las micotoxinas. Por consiguiente, las pruebas in vitro
no podrian ser usadas para tomar decisiones sobre el uso de productos en la

practica % 97193,

1.3.3.2 Estudios in vivo
Los estudios in vivo dan resultados en la respuesta de la produccién, indican si
hay residuos en tejidos o cambios en los pardmetros bioquimicos y permiten

determinar la eficacia de los secuestrantes '%*.

Estas mediciones sélo pueden estimar el secuestro de manera indirecta; porque

muchos factores y condiciones del estudio pueden afectar los resultados; los
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secuestrantes necesitan ser evaluados con diferentes rangos de inclusion; con
diferentes micotoxinas, especies animales, edades y géneros; asi también, sobre
las diferentes condiciones medioambientales. Sin embargo, si las comparaciones
son consideradas, el criterio experimental podria ser estandarizado. Aun con la
estandarizacion, los productos pueden variar mucho significativamente, reflejando

diferentes resultados in vitro o in vivo y de estudio en estudio .

1.3.4 CARACTERISTICAS DESEABLES DE UN SECUESTRANTE

Whitlow  considera que un aditivo detoxificante, debe ser efectivo secuestrando
las micotoxinas de interés. En muchos casos, éste debe ser un secuestrante de
valor para una micotoxina y cierta capacidad de secuestro para varias
micotoxinas. Un secuestrante debe prevenir significativamente la toxicidad en los
animales. Estos no deben tener efectos dafinos serios sobre los animales, o la
disminucién de dichos efectos no deben pesar mas que los beneficios. Los costos

de estos deben prestarse para un uso practico y rentable.

Los residuos en los productos animales no deben incrementarse. Estos no deben
tener efectos perjudiciales sobre los productos alimenticios de origen animal. Las
micotoxinas en los alimentos no deben ser enmascaradas porque la

contaminacion en los alimentos no podria ser verificada.
Los secuestrantes deben ser fisicamente usables en los procesos de

manufacturacion comercial de alimentos. El uso y la eficacia de los secuestrantes

deben ser verificables.
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2. JUSTIFICACION

Las toxinas producidas por hongos o micotoxinas se pueden encontrar de
modo natural en un gran numero de productos agricolas, utilizados como
materias primas para la preparacién de alimentos balanceados para animales,
0 como contaminantes o residuos téxicos de los productos de las explotaciones
zootécnicas (leche, huevos y carnes). Son numerosos los factores que pueden
influir para la contaminacién con hongos productores de micotoxinas, entre
estos estan la resistencia genética del cultivo, las condiciones climatolégicas
caracterizadas por temperaturas y humedades relativas altas, condiciones de
transporte y almacenamiento inadecuado y un secado deficiente '%.

Por tanto, la contaminacion del producto puede ocurrir en cualquier punto de la
cadena alimenticia, desde la cosecha, pasando por la recoleccion, almacenaje,
transporte, elaboracién y conservacion. La incidencia de micotoxinas en la
produccién de animales, especialmente aves y cerdos, representa uno de los
mayores problemas que preocupa a estos importantes sectores agro-
productivos %,

Para la salud humana estas también representan una amenaza latente pues
pueden actuar como un "asesino silencioso", ya que su consumo en dosis muy
pequenas no induce sintomas clinicos evidentes, pero con el tiempo puede
traer graves consecuencias sobre la calidad y durabilidad de la vida '%.

Una variedad de métodos fisicos, quimicos y biolégicos se han usado para la
descontaminacion de micotoxinas de las cosechas agricolas, pero han tenido
un éxito limitado '’

Una de las practicas mas apropiadas, es el uso de adsorbentes no nutritivos,
como los secuestrantes de micotoxinas, y éstos inhiben la absorcion en el

tracto gastrointestinal, minimizando de esta manera los efectos toxicos .
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3. OBJETIVO GENERAL

- Evaluar la capacidad de desactivacién y/o adsorcion de Ocratoxina A
(OTA) de cuatro productos comerciales, utilizados en México en

avicultura; tanto in vivo como in vitro en pollo de engorda.

4. OBJETIVOS PARTICULARES

- Determinar la capacidad de adsorcion y/o inactivacion in vitro de OTA,
por los productos en estudio.

- Evaluar el comportamiento productivo de pollitos en crecimiento
alimentados con cuatro dietas contaminadas con OTA (500ug Kg™') por
15 dias utilizando cuatro diferentes detoxificantes de micotoxinas.

- Establecer la concentracion de OTA en riidon, higado y musculo,
mediante HPLC.

- Obtener el peso relativo de rindn e higado, como indicador de dano
ocasionado por OTA.

- Describir los cambios macroscopicos y microscépicos en higado, rifién e
intestino por la exposicion a OTA.

- Medir la inmunidad para Newcastle e Influenza Aviar.

- Cuantificar en sangre: Glucosa, Creatinina, Acido Urico, proteinas
totales, AST y GLDH como indicadores de dafo hepatico y renal.

- Evaluar intensidad de la pigmentacion amarilla de la piel de las aves en
los diferentes tratamientos.

- Establecer si los resultados de las pruebas in vitro se relacionan con los

resultados de las pruebas in vivo.
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5. HIPOTESIS

1. Los pollitos quedan protegidos de los efectos perjudiciales ocasionados
por OTA (500pg Kg'') al consumir alimento que contenga cualquiera de

los productos en estudio.

2. La pigmentacién amarilla de la piel no presenta variacion.

3. Las Proteinas Totales, Creatinina, Acido Urico, AST y GLDH, no se ven

afectados ante la presencia de OTA (500ug Kg™') en el alimento.
4. A dosis de 500ug Kg' de OTA en el alimento; el rifién, el higado y los
intestinos presentan la misma estructura, tanto en los tratamientos que

contienen adsorbentes como en el grupo testigo.

5. La concentracién de OTA en rifdn, higado y musculo es menor a 5 ug

Kg™

6. La respuesta inmune frente a la vacunacién de Newcastle e Influenza

Aviar, es igual en todos los tratamientos.

7. El poder de adsorcién y/o desactivacion de OTA in vitro, de los

productos valorados es superior al 70%.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 PRODUCCION DE OCRATOXINAS

En el Laboratorio de Micologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO, se procedio a cultivar
en Agar Dextrosa Sabouraud una cepa de Aspergillus ochraceus, por 10 dias a
30° C para producir esporas. Pasado ese tiempo, las esporas fueron recolectadas
con solucién salina fisiologica estéril al 0.5% de Tween 80, se procedié con la

cuantificacion y posterior inoculacién.

Como sustrato se uso trigo, a razén de 200g por botella de vidrio de 1L de
capacidad con tapones de algodon, a la cual se le afiadié agua (500ml) y a los 30
minutos se retiro, esto con el objetivo de aumentar su humedad relativa; a
continuacién se esterilizé6 en autoclave a 121° C con 15Lb de presion y por 20

minutos.

Se procedi6 a la inoculacion utilizando 6 x 10° esporas de Aspergillus ochraceus
por cada botellas con sustrato. Luego de una agitacion rigurosa, se cultivaron a
temperatura ambiente protegidos de la luz durante 28 dias. Los tres primeros dias
se dej6o en reposo, y a partir del cuarto se agité diariamente, para evitar

apelmazamiento y conseguir un crecimiento uniforme.

Cumplido este tiempo se procedi6 a la inactivacién del hongo, mediante
esterilizacion en autoclave (121° C, 15Lb de presién por 20 min.), luego se
mantuvo a 45° C durante 48h para disminuir la humedad, se procedié con la
molienda y luego a la cuantificacién de Ocratoxina A mediante el método descrito
por Stoloff et al. '%°.
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6.2 EVALUACION IN VIVO

Las pruebas in vivo se llevaron a cabo en el Centro de Ensefianza, Investigacion y
Extensién en Produccién Avicola (CEIEPAv), perteneciente a la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM). El centro esta ubicado en Santiago Zapotitlan, Delegacion Tlahuac,
México D. F. A una Altitud Promedio: 2250msnm. Latitud Norte: 19°17° 30,
Longitud Oeste: 99900°30”. Con un clima templado sub-humedo. Una
precipitacion media: 747 mm; y una temperatura media anual de 16° C. Se
realizaron dos experimentos, ambos en jaulas de calefaccion automatica

(Petersime), y consistieron en:

6.2.1 EXPERIMENTO 1

Se utilizaron 240 pollitos mixtos Ross 308 de un dia de edad, distribuidos en seis
tratamientos (Cuadro 2), con cuatro repeticiones de diez aves cada uno, los

tratamientos consistieron en:

Tratamiento 1: Testigo Negativo

Tratamiento 2: Testigo Positivo (con 500ug Kg™' de ocratoxinas totales)
Tratamiento 3: Como el 2 + Klinsil® (5kg ton™)

Tratamiento 4: Como el 2 + Mycofix Plus® (1kg ton™)

Tratamiento 5: Como el 2 + Mycosorb® (2kg ton™)

Tratamiento 6: Como el 2 + Toxisorb® (4kg ton™)

Todos los tratamientos fueron alimentados con dietas sorgo soya (Cuadro 3) que
cubre los requerimientos de la linea genética (22% de proteina cruda y 3000
kilocalorias de EM Kg), y se adicioné 30g ton™ de xantofilas amarillas de flor de

cempasuchil.
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Para llegar a las concentraciones de Ocratoxinas antes mencionadas, se afadio el
trigo contaminado, en cantidades necesarias hasta alcanzar dicha concentracién
(500pg Kg'de Ocratoxinas totales 6 500ppb de ocratoxinas) esto gracias a un
andlisis previo de cuantificacién mediante ELISA, tanto del trigo contaminado asi

como de los alimentos preparados.

Las dosis de los aditivos detoxificantes fueron las recomendadas por las casas
comercializadoras y corresponden al nivel maximo de inclusién en el alimento

balanceado.

Al décimo dia las aves fueron vacunadas contra la enfermedad de Newcastle por

via ocular (Sepa La Sota) y por via subcutanea contra Influenza Aviar.

6.2.1.1 Parametros productivos

La alimentacién fue a libre acceso durante los 31 dias que dur6 el tratamiento,
ofertando a los pollitos el alimento correspondiente a cada grupo experimental.
Semanalmente fueron calculados: peso corporal, consumo de alimento vy

conversion alimenticia.

6.2.1.2 Consumo de agua

Durante toda la fase experimental, las aves tuvieron acceso libre al agua; sin

embargo se midié su consumo diariamente.

24



6.2.1.3 Lesiones macroscopicas

En busca de lesiones macroscopicas, al dia 31 de edad se sacrificaron cuatro
aves de cada tratamiento (1 por cada réplica) en el Departamento de Aves de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO.

6.2.1.4 Pigmentacion amarilla de la piel

A los 21 y 28 dias de edad se tomaron al azar tres aves por cada réplica (12 por
tratamiento) y utilizando el Colorimetro de Reflectancia Minolta R-400, se procedi6
a evaluar la pigmentacion amarilla (b) de la piel en la zona conocida como vena de

la grasa del lado derecho.

6.2.2 EXPERIMENTO 2

Este experimento contd con 168 pollitos mixtos de siete dias de edad de la linea
genética Ross 308, que fueron divididos en seis tratamientos (Cuadro 4) con

cuatro repeticiones cada uno con siete pollitos:

Tratamiento 1: Testigo Negativo

Tratamiento 2: Testigo Positivo (con 500ug Kg.! de OTA)
Tratamiento 3: Como el 2 + Klinsil® (5Kg. ton™)
Tratamiento 4: Como el 2 + Mycofix Plus® (1Kg. ton™)
Tratamiento 5: Como el 2 + Mycosorb® (2Kg. ton™")

Tratamiento 6: Como el 2 + Toxisorb® (4Kg. ton™)
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Al igual que en el Experimento 1 las dietas fueron contaminadas con trigo pero su
cuantificacion previa se realizo mediante HPLC, se utilizaron las cantidades
necesarias del trigo contaminado para alcanzar la concentracion antes indicada
(500pg Kg' de OTA o 500ppb de OTA). La dieta base fue sorgo soya (Cuadro 3).

Las aves fueron vacunadas al décimo dia contra la enfermedad de Newcastle por

via ocular (Sepa La Sota) y por via subcutanea contra Influenza Aviar.

6.2.2.1 Parametros productivos

Durante los 14 dias que duré el experimento, la alimentacion fue a libre acceso,
brindando a las aves el alimento correspondiente a cada tratamiento. El peso
corporal, consumo de alimento y conversién alimenticia fueron calculados

semanalmente.

6.2.2.2 Consumo de agua

Las aves tuvieron agua ad libitum durante toda la fase experimental, y su consumo

fue medido diariamente.

6.2.2.3 Pigmentacion amarilla de la piel y tarsos

Al concluir el Experimento (21 dias de edad), se tomaron al azar tres aves por
cada réplica (12 por tratamiento) y utilizando el Colorimetro de Reflectancia
Minolta R-400 se evalué la pigmentacion amarilla (b) en la zona conocida como
vena de la grasa y en la cara interna, parte media del tarso, en ambos casos del
lado derecho .
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6.2.2.4 Quimica sanguinea

Mediante puncién cardiaca, a los 21 dias de edad, se tomé 3 mL de sangre de
cada pollito, 8 por tratamiento; la sangre fue colocada en tubos de ensayo de 5 mL
sin anticoagulante para de esta manera obtener el suero sanguineo y evaluar el
funcionamiento renal y hepéatico, mediante la medicién de: Creatinina, Acido Urico,
Aspartato Aminotransferasa (AST), Glutamato deshidrogenada (GLDH) vy

Proteinas Totales, mediante un sistema automatizado.

Para la Creatinina se realizé a través de la reaccion dada entre la creatinina y el
picrato de sodio; en base al siguiente principio:

Creatinina + picrato alcalino — complejo de creatina — picrato

Con un pH alcalino, la creatinina reacciona con el picrato formando un complejo
de Janousky. El indice de aumento en absorbancia a 510nm debido a la formacién
del complejo de creatinina-picrato, es directamente proporcional a la concentracion

de creatinina en la muestra.

Mediante la prueba de ureasa se determind la cantidad de &cido urico el cual tiene
como fundamento que el &cido Urico presente en la muestra es oxidado
enzimaticamente por la accion de la uricasa (UOD) y transformado en alantoina y
peroxido de hidrégeno. El perdxido de hidrogeno formado reacciona con el acido
3,5-dicloro-2 hidroxibenceno sulfénico y la 4- aminofenazona, en presencia de
peroxidasa (POD), para formar un complejo de quinoneimina de color rojo. La
intensidad de color medida fotocolorimétricamente a 510nm permite cuantificar el

acido urico presente en las muestras.
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uoD
Acido Urico + O, + 2H,.O —  Alantoina + CO, + H,O»

POD
2H-0, + 4AF + 3,5-DCBS — Quinoneimina + 4 H>0

- Reactivo 4AF/Enzimas: Polvo conteniendo 4AF y enzimas para las
siguientes concentraciones finales: 4AF 0.7 mmol/l,UOD (90 U/l), POD
(1000 U/).

- Reactivo 3,5 DCBS: Solucién de 3,5 DCBS 4 mmol/l en buffer de fosfatos
50 mmol/l, pH = 7.0.

La determinacién de AST, antes llamada Glutamato Oxaloacético Transaminas
(GOT) se realiz6 mediante la siguiente reaccién: el AST cataliza la reaccién del
a - cetoglutarato con el L- espartato a L- glutamato y oxalacetato, luego la
deshidrogenada malica (MDH) cataliza la oxidacién del NADH a NAD. El indice de
reduccion en absorbancia de la mezcla de la reaccién a 340nm, debido a la

oxidacién de HANDH es proporcional a la actividad AST.

AST

a — cetoglutarato + L- espartato — L- glutamato + oxalacetato

MDH
Oxalacetato + NADH + H* — Malato + NAD"

Para la valoracién de la GLDH en suero se utilizd6 un método estandar optimizado
de acuerdo a las recomendaciones del Deutsche Gesellschaft fir Klinische
Chemie. Este procedimiento mide la reaccién de arrastre no especifica en base al

siguiente principio:
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GLDH
a- oxoglutarato + NADH + NH;* — Glutamato + NAD"+H,0

Las proteinas totales fueron determinadas mediante la reaccion de Biuret en la
cual la proteina reacciona con el reactivo a un pH alcalino, formando un complejo

azul-violeta:
Proteina + Cobre™ — Complejo azul-violeta

En un pH alcalino, la proteina reacciona con el cobre del reactivo de Biuret
causando un aumento en la absorbancia. El indice de incremento en absorbancia
a 540nm debido a la formacion del complejo azul-violeta es directamente

proporcional a la concentracion de proteina en la reaccion.

6.2.2.5 Necropsias y obtencidn del indice de pesos relativos de érganos

A los 21 dias de edad, se tomé al azar un ave de cada réplica, es decir 4 por
tratamiento y en el Departamento de Aves de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia de la UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO, fueron
identificadas, pesadas individualmente y sacrificadas mediante dislocacién
cervical. Se procedié con la necropsia y a través de una evaluacién visual se
procedié a identificar los principales cambios patolégicos macroscépicos en los

organos internos.

El I6bulo intermedio del timo, el higado con vesicula biliar, bazo, rifén y bolsa de
Fabricio de cada ave fueron pesadas, para posteriormente obtener su indice de
peso relativo. Este se obtuvo considerando el peso corporal del ave como el valor
total (1).
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6.2.2.6 Histopatologia

Con la finalidad de buscar posibles cambios celulares, se hicieron cortes
histolégicos de higado, rifidn e intestino de cada ave sacrificada; para lo cual se
tomo6 un pedazo del I6bulo izquierdo del higado; del rindbn se tomo una muestra
del mesonefro y del intestino una muestra del yeyuno; estas muestras fueron
colocadas en una solucién de formol al 10% por 24 horas para fijar las muestras.

Pasado este tiempo se lavdé con agua corriente por 20 minutos, se deshidraté con
alcoholes de concentracién ascendente (30, 50, 70, 80, 96 y absoluto) para

suprimir el agua tisular y se aclaré con xilol.

Se dejo6 en aceite de cedro por 24 horas, se lavé con xilol y se incluyd en parafina
fundida. Una vez solidificada la parafina, se procedid hacer los cortes de 3 micras

utilizando un microtomo.

Antes de la tincion, se procedié a desparafinar e hidratar los cortes ya que los
colorantes actian en medio acuoso. Se utilizd el método de Hematoxilina-Eosina

(hematoxilina de Harris-eosina alcohélica) '™°.

Finalmente se observaron los cortes en microscopio a 40x, 100x, 300x y 400x.

6.2.2.7 Cuantificacion de OTA en érganos

A los 21 dias de edad, los rifiones, el higado y la pechuga del Experimento 2,
fueron conservados para determinar la presencia de micotoxinas. La

l. 111

determinacién se realizé mediante la técnica descrita por Nesheim et a , que

consiste en una extraccion acido-base (acido fosférico 0.1 M y bicarbonato de

30



sodio al 3%), utilizando una columna de extraccion en fase sélida C18 (SEP-PACK
de Waters).

La fase movil consistié en Agua : Acetonitrilo : Acido acético (99 : 99 : 2), el flujo
de inyeccién fue de 1mL por minuto. Se utilizé una columna C18 de 250x46mm y
5um. El detector de fluorescencia fue calibrado a una longitud de onda de

excitacion de 333nm y una longitud de onda de emisién de 460nm.

Se inyectaron 25uL de muestra, que corrieron en cinco minutos cada una. Se
utilizaron 3 soluciones de estandares que contenia: 0.1, 0.05 y 0.025 ng de OTA

por cada 25 L, y luego se inyectaron cada una de las muestras.

Mediante la ecuacion: y = a + bx

Siendo:

a = valor del eje de interseccion

b = valor de la pendiente

X = variable independiente, que corresponde al area bajo la curva.
y = variable dependiente, que corresponde al valor estimado.

Se procedié a la cuantificacion; utilizando las areas de los estandares para
establecer los valores de a y b, mediante el método de minimos cuadrados;

considerando a x como el valor del area de cada muestra. Luego se hicieron los

célculos respectivos para establecer la concentracién final (ug Kg') de OTA.

6.2.2.8 Serologia

Mediante puncion cardiaca, a los 21 dias de edad, se tomd muestras de sangre de

8 pollitos por tratamiento, para realizar la prueba de Inhibicion de la
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Hemoaglutinacién (HI) para las enfermedades de Newcastle e Influenza Aviar,

como parametros para la evaluacién de la inmunidad en las aves.

Para HI de Newcastle se utilizé una mezcla de 29.883mL de solucion buffer fosfato
(PBS) con 117ul de antigeno con 1:256 de concentracion. Esta solucion se
distribuy6 50ul en cada pocillo, de las 8 placas utilizadas.

Se colocé 50 pl de cada suero en el primer pocillo de cada fila; se homogenizd con
la ayuda de una micropipeta; y se retird 50ul de esta soluciéon, la misma que fue
depositada en el segundo pocillo, se homogeniz6 y se retiraron 50ul de solucioén;
se procedié de la misma manera con el resto de pocillos; esto con la finalidad de

reducir la concentracién a la mitad.

Se incub6 por 30 minutos a 25° C; luego se colocd 50ul de una solucién de

glébulos rojos de pollo al 0.7%. Luego de 30 minutos se procedié a la lectura.

La técnica para HI para Influenza Aviar, fue similar a la anterior, pero en este caso
se utilizé una mezcla de 29,766mL de PBS con 234ul de antigeno con 1:128 de

concentracion.

6.3 EVALUACION IN VITRO

Se evalubé la capacidad de secuestro y/o inactivacion in vitro de los cuatro
productos comerciales (Klins Sil®, Mycofix Plus®, Mycosorb® y Toxisorb®);
mediante la medicién de la OTA no absorbida (libre) por cromatografia de liquidos
de alta resolucién (HPLC) luego de simular lo que sucede durante la digestion en

aves.

32



Se consider6 la misma concentracion de OTA del alimento balanceado utilizado
para la prueba in vivo; asi como las dosis maximas de inclusién de dichos aditivos
detoxificantes, recomendados por las casas comercializadoras; se procedioé con

la prueba in vitro. Primero se cuantifico la cantidad de OTA de cada alimento para

corroborar que fueran semejantes.

Luego se colocd 10g de cada alimento balanceado en matraces de 250mL; esto
incluyé los cuatro productos experimentales y un testigo que contenia la misma
cantidad de OTA, pero no secuestrantes y/o inactivadores de micotoxinas; luego
se afadié 60mL de una solucién de pepsina al 0.2% (actividad 1:10000) en acido
clorhidrico 0.075 N (solucion para determinacion de digestibilidad de la proteina en
pepsina, Método AOAC "'2; con lo que se llegd a un pH de 1.61 y 1200 unidades
de pepsina; esto en base al concepto que el pH del jugo gastrico de las aves esta
entre 0.5 a 2.5 y que la actividad de pepsina en unidades de pepsina por cada
kilogramo (Kg) de peso corporal por hora para las aves, es de aproximadamente
2430 '3; esto fue calculado para aves con un peso de 0.5kg.

Los matraces fueron cubiertos con papel aluminio, para asi mantenerlos en
oscuridad; se llevo a bafo maria a 41° C durante una hora con agitacion
constante. Cumplido este tiempo, se paso la solucién por un filtro y utilizando el
filtrado se procedié a cuantificar la cantidad de OTA remanente (no adsorbida y/o
inactivada), utilizando el procedimiento descrito por Nesheim et al. ',

anteriormente detallada en cuantificacion de OTA en érganos.

Para el céalculo se consideraron las cantidades iniciales de OTA en el alimento
como el 100%, y por diferencia entre esta cantidad de OTA y la obtenida del
remanente se determino el porcentaje de secuestro y/o inactivacidn de cada
secuestrante. El testigo fue utilizado para verificar el efecto de la pepsina sobre
OTA.
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6.4 ANALISIS ESTADISTICO

Al final del experimento se procedié a calcular las medidas de tendencia central y
dispersion para cada una de las variables del estudio.

Se aplicé la prueba de Anderson-Darling para verificar la normalidad de las
observaciones de las variables cuantitativas, como son: peso corporal, consumo
de alimento, indice de conversion alimenticia, consumo de agua, pigmentacion
amarrilla de la piel y tarso, indices de pesos relativos de 6rganos, y los resultados
de bioquimica sanguinea y serologia’*“.

En donde la prueba de Anderson-Darling mostré que las variables presentan una
distribucién normal, se realizd un analisis de varianza conforme a un disefio
completamente aleatorizado; para inferir sobre la igualdad de los efectos de los
tratamientos, en los casos donde la hipotesis nula se rechazd, se realizd una
comparacién de medias empleando la prueba de Tukey ' del paquete
estadistico SAS™">.

Las variables peso corporal, consumo de alimento, ganancia de peso,
pigmentacion amarilla de la piel y tarso, peso relativo del timo, acido urico
sanguineo, GLDH, AST, creatinina y los resultados serologia del Experimento 2,
no presentaron una distribucién normal de acuerdo a la prueba de Anderson -
Darling, por lo que se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis ''°, del
paquete estadistico JMP 5.0.1 '"7.

Los resultados de serologia (HI de Newcastle e Influenza Aviar) fueron

previamente transformados a logs.
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7. RESULTADOS

7.1 EVALUACION IN VIVO

7.1.1 EXPERIMENTO 1

A continuacién se describen los resultados del analisis de ocratoxinas por el
método de inmuno ensayo ligado a enzimas (ELISA) y el de cromatografia de
liquidos de alta resolucion (HPLC),

Los alimentos balanceados utilizados para los tratamientos 2, 3,4, 5y 6 fueron
previamente analizados a través de ELISA que reporto 455 pg Kg' de OTA en
promedio; cantidad aproximada a las 500 pg Kg"' de OTA calculadas; debido tal
vez a la imposibilidad de conseguir una distribucibn homogénea del grano
contaminado con ocratoxinas. En el tratamiento 1 no se detectaron cantidades de
OTA (Cuadro 5).

Los mismos alimentos fueron analizados por HPLC, donde no se encontraron
cantidades detectables de OTA (figura 2).

7.1.1.1 Parametros Productivos

Los parametros productivos de pollitos alimentados con 500 pg Kg' ocratoxinas
no presentaron diferencias significativas (P > 0.05) durante las cuatro semanas de
evaluacion. Estos resultados se pueden observar en el Cuadro 6, que corresponde
a los pesos corporales; en el Cuadro 7 los consumos de alimentos; y en el Cuadro
8 los indices de conversion alimenticia calculados en cada semana de estudio.
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Por lo que se podria sugerir que 500 pg Kg' ocratoxinas en el alimento no fueron
suficientes para afectar los parametros productivos, ya que el testigo negativo, que
se esperaba que tuviera mejores resultados, presentd similares respuestas con el
resto de tratamientos.

De la misma manera se puede indicar que la adicién de los aditivos detoxificantes
al alimento, no mejoraron ni perjudicaron los parametros productivos de los

pollitos en estudio.

7.1.1.2 Consumo de agua

El consumo de agua de los pollitos de todos los tratamientos (Cuadro 9), no se vio
afectado, encontrandose dentro de los rangos establecidos como de referencia
para la linea genética; asi como tampoco se encontraron diferencias estadisticas
(P > 0.05) entre ellos.

7.1.1.3 Pigmentacion amarilla de la piel

Los resultados de la valoracion de la pigmentacién amarilla de la piel, se
presentan en el Cuadro 10. Los tratamientos no presentaron diferencias
estadisticas (P > 0.05) entre ellos, ni con el grupo testigo negativo, tanto en las

evaluaciones realizadas en la semana 3 como en la semana 4.

Por lo que se sefiala que con 500 pg Kg." ocratoxinas en el alimento no fueron
suficientes para afectar la pigmentacion amarilla de los pollos. Asi también la
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presencia de los secuestrantes y/o inactivadores de micotoxinas no mejor6 ni

perjudicé dicha variable.

7.1.1.4 Lesiones macroscopicas

En todas las aves sacrificadas, no se observaron cambios macroscépicos
significativos, salvo dos pollos; uno correspondiente al testigo positivo (tratamiento
2) y el otro perteneciente al tratamiento 6, que en ambos casos presenté ligera

nefromegalia.

Estos resultados confirman que con 500 pg Kg' ocratoxinas en el alimento, no
fueron suficientes para alterar el comportamiento productivo, ni la salud de los

animales.

7.1.2 EXPERIMENTO 2

En el Experimento 2 se calcularon 500 ug OTA Kg', y para confirmar la
concentracion de OTA en las dietas, se analiz6 mediante HPLC, el mismo que
mostrd cantidades no detectables en el alimento del tratamiento 1 (testigo
negativo), mientras que los alimentos de los tratamientos 2, 3, 4, 5 y 6 presentaron
507 pg OTA Kg' en promedio (Cuadro 11).

7.1.2.1 Parametros productivos

Los resultados de los parametros productivos de los pollitos alimentados con 507
ng Kg™' de OTA se pueden observan en los cuadros 12, 13, 14 y 15.
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En cuanto al peso corporal (cuadro 12), se indica que los tratamientos
presentaron diferencias estadisticas, asi se puede ver que el peso del grupo
testigo positivo (tratamiento 2) en la segunda semana corresponde al 65.87% del
peso corporal del grupo testigo negativo, mientras que en la tercera semana tan
solo alcanz6 un 47.65% del mismo. El resto de tratamientos presentaron similares
respuestas (69.31%, 65.08%, 66.67% y 66.14% para los tratamiento 3, 4, 5y 6
respectivamente en la semana dos y 48.93%, 47.94%, 46.66% y 47.08% en la

semana tres).

La ganancia de peso de los pollitos que se alimentaron con 507 pg Kg' de OTA,
fue significativamente menor que la ganancia calculada para el grupo testigo
negativo. No se observd diferencia entre el testigo positivo contra el resto de
tratamientos que contenian aditivos detoxificantes (cuadro 13). También se noté
que la disminucion fue mas drastica en la semana 3, donde la ganancia de peso
fue menor en los tratamientos que contenian 507 ug Kg' de OTA; mientras que el

testigo negativo mantuvo su ritmo de crecimiento.

El consumo de alimento de las aves se vio afectado, siendo mayor el de las aves
que fueron alimentadas sin OTA, al compararse al resto de tratamientos, donde se
observé una notable disminucién del consumo (Cuadro 14). El resto de

tratamientos (2, 3, 4, 5 y 6) no presentaron diferencias entre si.

Al igual que los pardmetros anteriores, la conversion alimenticia (cuadro 15),
durante las dos semanas de estudio, presento diferencias entre el grupo testigo
negativo contra el resto de tratamientos, demostrando superioridad. La conversion
alimenticia del testigo positivo fue deficiente, y no present6 diferencias con los
tratamientos 3, 4, 5y 6. Por lo que se considera que a esta dosis de OTA (507 ug
Kg™) los productos comerciales en estudio, no ayudaron a contrarrestar los efectos
perjudiciales de estas micotoxinas en parametros productivos de pollitos de

engorda.
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7.1.2.2 Consumo de agua

En la segunda semana el consumo de agua en los tratamientos presento
diferencia estadistica altamente significativa (P < 0.01). El tratamiento testigo
negativo fue diferente a los tratamientos 2, 3, 4, 5 y 6. El testigo positivo no

presenté diferencias (Cuadro 16).

En la semana tres, esta diferencia fue mas drastica, siendo el testigo negativo el
que mayor consumo de agua presento y fue diferente al resto de tratamientos (P <
0.01). Durante esta semana el consumo de agua del testigo positivo fue similar a
los tratamientos 3, 4, 5y 6.

La relacién consumo de agua (ml) — alimento (g), en el grupo testigo negativo fue
de 2.62 y 3.22 para la segunda y tercera semana; mientras que para el resto de
tratamientos presenté valores similares en estas semanas, variando desde 3.26 a

3.55 en la segunda semana, y de 4.59 a 5.02 en la tercera semana.

7.1.2.3 Pigmentaciéon amarilla de la piel y tarsos

Los resultados de la pigmentacion amarilla de piel y tarsos se puede observar en
el Cuadro 17.

La pigmentacion amarilla de la piel en la tercera semana, indicd diferencias
estadisticas (P = 0.01); se encontrdé que el grupo testigo negativo tuvo la mejor
pigmentacién, mientras que en el resto (tratamientos 2, 3, 4, 5 y 6) la coloracion

amarilla en piel fue menor.
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En cuanto a la coloracion de los tarsos, el grupo testigo negativo, al igual que en la
coloracion amarilla de la piel, presenté valores mas altos en la coloracion amarilla
de los tarsos que el resto de tratamientos. El resto de tratamientos demostraron
ser estadisticamente iguales (P > 0.05).

7.1.2.4 Quimica sanguinea

Los resultados de estas variables estdn en el Cuadro 18. Los valores de la
creatinina sanguinea, demostraron ser diferentes estadisticamente (P < 0.001); asi
los valores encontrados en el grupo testigo negativo fueron inferiores al resto de

tratamientos que presentaron valores mas altos.

En cuanto a los valores de acido Urico sérico, se encontrd que el testigo negativo

fue inferior, y diferente al resto de tratamientos (P < 0.001).

Los valores de AST, fueron estadisticamente iguales (P = 0.09) al igual que los
valores de GLDH, que no presentaron diferencias entre los tratamientos (P =
0.43).

Los resultados de proteina total sérica presentaron diferencias estadisticas (P <

0.001); el testigo negativo fue diferente al resto de los tratamientos, al exhibir

mayores valores de proteina en suero.

7.1.2.5 Necropsias e indice de pesos relativos de 6rganos

Los higados e intestinos de los pollitos de los 6 tratamientos, a la inspecciéon no
presentaron lesiones macroscopicas; en los rifiones si se observaron éstas. En los

tratamiento 3 y 4, se encontr6 que 2 de los 4 pollitos de cada tratamiento,
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presentaron nefromegalia. En el tratamiento 5 se observé nefromegalia en 1 de los
4 rinones; mientras que en el tratamiento 6 fueron 3 los pollitos que presentaron

nefromegalia; ademas un rindn de éstos se encontraba palido.

Salvo que en los tratamientos 4 y 6 se encontrd aerosaculitis, en un pollo de cada

grupo, en el resto de érganos no se identificaron cambios macroscépicos.

Los resultados obtenidos de los indices de pesos relativos de higado, riidn, bazo,
bolsa de Fabricio y timo se encuentran en el Cuadro 19. El indice del higado del
tratamiento 1 fue diferente al tratamiento 5 (P < 0.05); el mismo que demostr6 ser
el mas grande; los tratamientos 2, 3, 4 y 6 estadisticamente no presentaron

diferencia con ningun tratamiento (P = 0.07).

El indice de peso relativo de rindn presentd diferencias estadisticas significativas
(P = 0.009); el peso relativo de rifidn del tratamiento 1 fue menor, mientras que
los tratamientos 3 y 6 obtuvieron los mayores pesos relativos de rifién. Los

tratamientos 2, 4 y 5, demostraron ser iguales a todos los tratamientos.
El indice del peso relativo del bazo mostrd diferencias estadisticas (P = 0.03) y
resulté que los tratamientos 1 y 4 tuvieron los valores mas bajos, y el tratamiento 3

el mas alto. Los tratamientos 2, 5 y 6 mostraron ser iguales al resto.

En cuanto a los indices de los pesos relativos de bolsa de Fabricio (P = 0.35) y
timo (P = 0.0479) no presentaron diferencias estadisticas.

7.1.2.6 Histopatologia

El resumen de las lesiones microscopicas encontradas en higados, se puede ver

en los Cuadros 20 y 21.
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En los higados del grupo testigo no se observé proliferacién de conductos biliares;
pero 2 higados presentaron degeneracion hidropica leve, y 1 degeneracion
moderada, de los 4 higados evaluados.

En el tratamiento 2 y 3 se encontr6 en cada grupo, que 2 de los 4 higados
presentaban proliferacion de conductos biliares, con degeneracion hidrépica
moderada de los hepatocitos.

Los higados del tratamiento 4 presentaron degeneracion leve, y en 3 de ellos se
observo una proliferacién leve de los conductos biliares.

En el tratamiento 5 no se observaron lesiones; mientras que en el tratamiento 6; 3
de los 4 higados evaluados presentaron degeneracion hidrépica con proliferacién
leve de los conductos biliares.

Las lesiones encontradas en los rinones se encuentran resumidas en el Cuadro
22.

En el tratamiento 1, se observé 1 de los 4 rifiones con nefrosis moderada. Dos
rifiones del tratamiento 2, presentaron nefrosis moderada; mientras que en los
tratamientos 3, 4 y 5 se observaron 2 de los 4 rifiones con nefrosis leve, en cada

grupo. El tratamiento 6 mostré 1 rindn con nefrosis leve.

7.1.2.7 Cuantificacion de OTA en 6rganos

La cuantificacién de residuos de OTA en pechuga, higado y rifidn se encuentra en
el Cuadro 23. En el higado del tratamiento testigo negativo, no se encontraron
residuos de OTA, mientras que el resto de tratamientos presentaron cantidades
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superiores a 5ng g"'. En las pechugas y rifiones de todos los tratamientos no se
detectd OTA.

7.1.2.8 Serologia

Los analisis de HI (Inhibicién de la hemoaglutinacién) para Newcastle (Figura 3)
no presentaron diferencias estadisticas en ningun tratamiento (P = 0.29); al igual
que los de HI para Influenza aviar (P = 0.30) (Figura 4).

7.2 EVALUACION IN VITRO

La evaluacion de la actividad secuestrante in vitro se describe en el Cuadro 24. Se
observa la desaparicion de OTA, tanto en el grupo que no contenia secuestrante
y/o inactivadores de micotoxinas, como en las que si los tenian. Cuando se
compar6 la actividad secuestrante entre el tratamiento positivo sin secuestrante

con los que si contenian, la diferencia fue sé6lo del 2.52%.
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8. DISCUSION

8.1 EVALUACIONES IN VIVO

En el Experimento 1, no se encontré efecto negativo en el comportamiento
productivo de los pollitos a la adicion de OTA. Se realiz6 analisis de ocratoxinas
por el sistema de inmuno ensayo ligado a enzimas (ELISA) y cromatografia de
liquidos de alta resoluciéon (HPLC), en las mismas muestras de alimento de los
distintos tratamientos. Ante la posibilidad de que ELISA puede presentar
reacciones cruzadas de OTA con otras ocratoxinas, es probable que se haya
cuantificado el total de ocratoxinas en el alimento y por ende los resultados

positivos por esta prueba.

Este mismo alimento al analizarse por HPLC, los resultados fueron negativos,
contradiciendo las 455 pg Kg' de OTA reportadas con ELISA. Por lo que el
método implementado de HPLC fue especifico para la cuantificacién de OTA. En
este método se compara el tiempo de retencion del estdndar de OTA con el
tiempo de retencidon del compuesto identificado en el extracto del alimento; esta
respuesta es lo que confiere especificidad al método de HPLC.

Al comparar los resultados del analisis de ocratoxinas entre los métodos de ELISA
con el uso de la columna de inmunoafinidad para la limpieza de la muestra y el
método de HPLC, los resultados fueron similares. La misma muestra analizada
por el método de ELISA con la columna de inmunoafinidad fue de 490 ug OTA
Kg™y el resultado por el método de HPLC fue de 507 pg OTA Kg™'. Esto sin duda
indica que estos dos métodos son coincidentes, pues describen la concentracién
exclusiva de OTA.
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8.1.1 Parametros Productivos

La disminucién de los parametros productivos observada en los pollitos
alimentados con 507 pg OTA Kg'(Experimento 2), coincide con lo sefialado por

. ”® quienes al adicionar 400 y 800 pg OTA Kg', encontraron una

Elaroussi et a
disminucion significativa del peso corporal de los pollitos; asi como, la conversién
alimenticia que también se vio afectada. Garcia et al. * también encontraron
disminucion de los parametros productivos en pollitos al alimentarlos con 567 ug

OTAKg™.

Verma et al. “® probaron dosis de 1, 2 y 4 mg OTA Kg"' (1000, 2000 y 4000 ug
Kg") y observaron una reduccién significativa del crecimiento y del consumo de
alimento, asi como una pobre conversion alimenticia en pollitos que recibieron 2 y
4 mg OTA Kg' (4000 pg Kg'). Sin embargo con 1 mg OTA Kg™' (1000 ug Kg™') no
identificaron reduccién de los parametros productivos. Morehouse '8, y Osborne
et al. 3 indicaron que la concentracién minima de OTA para afectar el crecimiento
de pollitos es de 2 ug OTA g (2000 pg Kg™).

En los presentes experimentos, se utilizd trigo contaminado con A. ochraceus de
forma natural, por lo que es posible que se encuentren otros tipos de ocratoxinas,
asi como metabolitos menores no identificados; que a pesar de ser menos tdéxicos
tengan un efecto negativo. Esto se puede confirmar con lo observado en el
Experimento 1, donde las dietas analizadas con ELISA, se encontraron resultados
altos de OTA, mientras que a través de HPLC fueron cantidades no detectables;
esto posiblemente se deba a la reaccién cruzada que pueden presentar los kits de

ELISA ante ocratoxina B, ocratoxina C y ocratoxina a.
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8.1.2 Efecto de los secuestrantes y/o inactivadores

Los secuestrantes y/o inactivadores de micotoxinas utilizados en los tratamientos
3, 4, 6 contienen aluminosilicatos modificados; glucomananos modificados
obtenidos de la pared celular de la levadura Saccharomyces cerevisiae en el 5;
Trichosporon mycotoxinivorans, Eubacterium BBSH 797 y extractos vegetales y

de algas en el 6, carbdn activado y enzimas hidroliticas en el 3.

En el Experimento 1 la adicién de los secuestrantes y/o inactivadores de
micotoxinas a las dietas no disminuyeron ni mejoraron: los parametros
productivos, el consumo de agua y la pigmentacion amarilla de la piel de los
pollitos alimentados con bajo contenido de OTA (menor de 5 pg OTA Kg™'). Con lo
que se demuestra que la adicién de éstos en las dietas, no alterd el metabolismo

de las aves. Estos resultados confirman lo encontrado por Garcia ''° y Huff et
al. %,

Al probar los mismos secuestrantes y/o inactivadores en dietas con mayor
contenido de ocratoxinas (Experimento 2, con 507 pug OTA Kg™), no mostraron
diferencias con el tratamiento que contenia ocratoxinas y no secuestrantes y/o
inactivadores; tanto en parametros productivos, consumo de agua, pigmentacion
amarilla de la piel y tarsos, proteinas totales, creatinina asi como &cido Urico
Sérico.

Estos resultados coinciden con: Politis et al. 2!

quienes no encontraron diferencias
en parametros productivos de pollitos alimentados con Trichosporon
mycotoxinivorans (10*, 10° y 10° CFU g’ de alimento) para contrarrestar los
efectos dafiinos de 500 pg OTA Kg”' (500 ug OTA Kg™'). Estos resultados se
mantuvieron hasta los 42 dias. Sin embargo varias publicaciones sefialan que la
levadura, denominada Trichosporon mycotoxinivorans tiene la capacidad de

degradar micotoxinas como OTA y zearalenona '?% 123124,
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25 encontraron sélo una mejora marginal

Sin embargo, Raju y Devegowda
(2.63%) en peso corporal al agregar 1g Kg"' de glucomamanos esterificados a
dietas con 2mg OTA Kg™' (2000 pg OTA Kg™), luego de 5 semanas de exposicion.
Aranvind et al. '?® al adicionar glucomanos esterificados a dietas de pollitos
contaminadas con micotoxinas en forma natural (168 pg aflatoxinas Kg', 8.4 ug
OTA Kg™', 5.4 ug zearalenona Kg''y 32 ug T-2 Kg™') mejoré el crecimiento de los

pollitos.

Santin et al. ' al utilizar aluminosilicatos no observaron una mejoria durante una
ocratoxicosis; al contrario de lo que ocurre con las aflatoxinas. Esto
probablemente se deba a una diferencia de la estructura molecular entre los dos
tipos de micotoxinas. Sin embargo Huff et al. '*°
reduccién de la toxicidad de 2ug g”' (2000 ug Kg') de OTA utilizar 0.5% de un

aluminosilicato de sodio y calcio hidratado (HSCAS) en el alimento de pollitos.

encontraron una pequeiia

0

Al igual que los resultados de la presente investigacion, Garcia *® no encontré

mejoria en pollos, al utilizar secuestrantes de micotoxinas con 567 pg OTA Kg™.

8.1.3 Consumo de agua

En el Experimento 1, las cantidades de OTA no fueron suficientes para afectar el

consumo de agua.

En el Experimento 2, a pesar que los consumos de agua de los pollitos
alimentados con OTA, cuantitativamente, fueron menores comparados con el
tratamiento que no contenia OTA; la relacion consumo de agua — alimento fue

mayor, a favor del agua. Esto demuestra que dichas aves tomaron mas agua;
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tanto a los siete y mas aun a los catorce dias de experimentacion, donde la

relacién consumo de agua — alimento aumenté.

Este incremento del consumo de agua, es posible que esté asociado con la fase

inicial de la insuficiencia renal.

Los resultados coinciden con experimentos anteriores ** ¥’ donde también se

observé un incremento en el consumo de agua.

Glahn et al. '?® encontraron que OTA incrementé: la miccién, la excrecién de iones
(Na, K, Ca, P) y la humedad en heces (este sindrome en medicina veterinaria, es
conocido como “camas humedas”); asi como la disminucion de la osmolaridad de
la orina. Explicaron que los efectos de OTA pueden causar una diuresis osmotica
por inhibicién de la reabsorcién tubular de electrolitos; ademas que el efecto de
OTA puede ser reversible al discontinuar la administracién de la toxina, siempre y
cuando no se halla llegado a una nefrosis.

8.1.4 Pigmentacién amarilla de la piel y tarso

La menor pigmentacion amarilla encontrada en la piel y los tarsos de los pollitos
alimentados con 507 ug OTA Kg™, coincide con lo observado por: Santin et al. '?’
quienes utilizaron 2000 pg OTA Kg'; con Osborne et al. 3 quienes encontraron
una hipocarotenemia al alimentar pollitos con 1,2, 4y 8 ug g (1000, 2000, 4000 y

8000 pg OTA Kg') de OTA, y con Huff y Hamilton .

Los resultados del presente también coinciden parcialmente con Gibson et al. '#
quienes describieron el “Sindrome de ave palida”, asi llamado por la falta de
pigmentacién de: piel, musculo, pico y patas durante una ocratoxicosis (4000 pg
OTAKg ™.
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La menor pigmentacion puede ser atribuida a una disminucién en la absorcion de
carotenoides, y en particular, debido a una baja disponibilidad de enzimas

digestivas .
8.1.5 Quimica sanguinea

Los valores de proteinas séricas totales encontrados en la presente investigacion
coinciden con publicaciones anteriores, donde los pollos que fueron alimentados
con OTA presentaron valores menores de proteinas totales, comparados con los

que no consumieron 3" 132133, 134

Los niveles bajos de proteina total sérica, pueden ser atribuidos a la inhibicién de
la sintesis de proteina por OTA, a la inhibicion competitiva de la fenilalanina-t-RNA

5

sintetasa con la fenilalanina > y a la salida de albumina ocasionado por la

nefrotoxicidad inducida por OTA °.

El incremento en los valores de acido Urico sérico en los tratamientos alimentados
con OTA demuestra que la funcién renal fue significativamente afectada;

resultados que coinciden con varias investigaciones de toxicidad de OTA 30 3%

133, 134

Las aves alimentadas con OTA, presentaron un aumento significativo en los
valores séricos de creatinina. El incremento de la concentracion de creatinina en
suero en aves alimentadas con micotoxinas, puede ser debida a la accion
nefrotoxica de OTA, que causa falla renal por destruccién de las células epiteliales
de los tUbulos contorneados proximales y distales, y por dafio tubular '*3. Estos
resultados coinciden con los de Stoev et al. '** que utilizaron 5000 pg OTA Kg™;

."3* que trabajaron con 2000 pg OTA Kg'; y con

Gupta et al. "2 y Kumar et a
Agawane y Lonkar ' que observaron incremento en los valores de creatinina con

500 pg OTA Kg™.
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Segln Stoev et al. '*®

, el aumento significativo en los niveles de acido Urico y
creatinina demuestran que la funcion renal esta severamente deteriorada como
resultado del consumo de OTA; adicionalmente puede atribuirse la disminucién de

las proteinas totales séricas por el incremento de la excrecidn urinaria.

Los valores de Aspartato amino transferasa (AST) no presentaron diferencias
entre los tratamientos. Koynarski et al. '*' coinciden con estos resultados, al no
encontrar diferencias en la actividad de AST en pollitos alimentados con y sin OTA
(4000 pg OTA Kg'') durante 2 semanas, sin embargo estos autores observaron un
incremento cuando combinaron OTA con Eimeria acervulina, y en menor valor

cuando solo afadieron E. acervulina. Al contrario, Kubena et al. %2

observaron que
la actividad enzimatica de AST disminuyé en pollitos alimentados por tres
semanas con OTA (2000 pg OTA Kg™). Es posible que las alteraciones de AST

estén ligadas al tiempo de exposicion de OTA y a su concentracion en las dietas.

Los valores de la enzima Glutamato deshidrogenasa (GLDH), no presentaron
diferencia entre los tratamientos. No se encontraron trabajos donde evalien la
actividad de esta enzima durante una ocratoxicosis en pollos. Sin embargo
Goyarts et al. "*® encontraron una disminucién en la actividad de GLDH en fetos
de cerdas, cuando éstas consumieron Zearalenona y deoxinivalenol (DON)
durante la gestacién; asi también D&l et al. ' también observaron una

disminucién de GLDH en lechones alimentados con las mismas fusario-toxinas.

Los resultados de quimica sanguinea realizados en el Experimento 2 sugieren que
la funcion renal fue mas afectada. Datos que confirman estudios anteriores de

138

Dwivedi y Burns °°, que senalan que OTA, en pollitos jévenes, es mas

nefrotoxica que hepatotdxica.
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8.1.6 Necropsias y pesos relativos de érganos.

En la evaluacién macroscépica de las aves del Experimento 2, se observé que el
40% de los pollitos alimentados con 507 pg OTA Kg™', presentaron nefromegalia;

resultados que coinciden con varias publicaciones %% 127 131:

pero a diferencia de
éstos, no presentaron palidez. El resto de 6rganos de las aves, no presentaron

cambios macroscopicos.

Varias publicaciones indican la presencia de higados con hepatomegalia,
amarillentos y friables a la palpacion, asi como alteraciones en los érganos
linfaticos °' 2713 Koynarski et al. '*" encontraron que las paredes intestinales del
duodeno a menudo estaban delgadas y el contenido fue mayormente agua,
durante una ocratoxicosis. En el Experimento 2, no se observaron ninguno de

estos cambios.

El indice de peso relativo de higado y rindn de pollitos, fueron ligeramente
incrementados al consumir dietas con 507 pg OTA Kg'. Estos resultados

coinciden con estudios anteriores, 77 125 135 138, 140.

Stoev et al. ', sugieren que estos incrementos en el peso relativo del higado y
rindn se deben al agrandamiento del epitelio y por la hiperemia en estos 6rganos,

los cuales estan involucrados en la detoxificacion y eliminacién de OTA.

Los indices de peso relativo de bazo se encontraron ligeramente incrementados,
estos resultados coinciden con los encontrados con Stoev et al. 8" 3% 10 gjn
embargo, Verma et al. “® no encontraron variacién en el peso relativo del bazo.

Se ha descrito una disminucién en el peso relativo de la bolsa de Fabricio °' 76 13>

138 En el Experimento 2 no se encontraron diferencias.
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Segln Stoev et al. 813

el incremento del peso relativo de la bolsa de Fabricio,
timo y bazo son posibles consecuencias de los cambios degenerativos y aumento

del tejido linfoide en los érganos linfaticos de pollitos alimentados con OTA.

El indice del peso relativo del timo tampoco presento diferencias entre los pollitos
alimentados con y sin OTA. A diferencia de Stoev et al. '*°; y Dwivedi y Burns '®

que encontraron una disminucién en el peso relativo de este érgano.

Los efectos de OTA sobre los diferentes érganos son dependientes del tiempo de
exposicién y de la dosis *°, y dado que la concentracién de OTA en éste estudio
no fue tan alta como la empleada por los autores antes mencionados, puede ser la
razén por la cual las aves no mostraron lesiones macroscopicas, ni mayores

cambios en los indices de los pesos relativos de los 6rganos estudiados.

8.1.7 Histopatologia

En el Experimento 2, los cambios histopatolégicos encontrados en higado y
rifones se relacionan con el ligero incremento en el indice de los pesos relativos
de estos érganos y con las alteraciones encontradas en los parametros evaluados

en quimica sanguinea.

Los cambios degenerativos de hepatocitos; la proliferacion de conductos biliares,
asi como la nefrosis encontrada en pollitos alimentados con OTA, concuerda con

publicaciones anteriores 9 127: 135,138

Fuchs '

sugiere que los cambios degenerativos en las células epiteliales del
rindn e higado, se deben probablemente a la ruta de eliminaciéon de OTA via renal

y en parte por el higado (debido a la excrecion de OTA a través de la recirculacién
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entero-hepatica y por la ruta hepato-biliar) y por la accién téxica directa de OTA en

estos tejidos &' 13°.

Debido a los signos clinicos y lesiones no especificas, el diagndstico de una
micotoxicosis es siempre una tarea dificil. Ademas, para la demostracion
cualitativa y cuantitativa de la presencia de toxinas, debe ser considerada la
presencia de enfermedades infecciosa, desérdenes y deficiencias alimenticias '*°.
Es posible que por alguna de estas razones se hayan encontrado cambios

histopatolégicos en los 6rganos del grupo testigo que no consumié OTA.

8.1.8 Cuantificacion de OTA en dérganos

Los pollitos del Experimento 2, alimentados con 507 pg OTA Kg', durante 15 dias,
no presentaron residuos de OTA en musculo (pechuga) y rifidn al andlisis a través
de HPLC. El higado presento un promedio de 14.84 pg OTA Kg™.

Estos resultados coinciden con Bir6 et al. '*? quienes tampoco encontraron OTA
en musculo de pechuga durante las tres primeras semanas de la administracion
de 0.354 mg OTA Kg' de peso vivo. En el musculo de pierna, la toxina apareci6
en la tercera semana con bajas cantidades (0.06pg OTA Kg™) cuantificadas por
HPLC; en la cuarta semana no encontraron OTA en ninguno de los dos tipos de
musculo. En la segunda semana no detectaron OTA en el riidn, mientras que en
el higado encontraron 0.335 ug OTA Kg'; en la tercera y cuarta semana no
detectaron OTA ni en higado ni en rifdn.

143

Kozaczynski no encontr6 OTA en rifién, musculo ni en higado al administrar

200 pg OTA Kg ' en el alimento por 20 semanas. Sin embargo Micco et al. '*

encontraron 11 pg OTA Kg' en higado, 0.8 pg OTA Kg' en rifién, mientras que en
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el musculo de pechuga no detectaron OTA, en pollitos alimentados con 50 ppb (50
ng OTA Kg'') durante 64 dias al analizar mediante HPLC.

Estos resultados pueden deberse a que los pollitos pueden eliminar o metabolizar
rapidamente la toxina, debido a los valores altos de depuracién de OTA en

plasma '

; 0 a la rapida disminucién de la concentracién de OTA en tejidos
durante un periodo de ausencia de alimento antes del sacrificio '*°. Por tanto para
disminuir la potencial exposicion OTA en humanos; el periodo de privacion de
alimento antes del sacrificio de las aves podria ser prolongado, o se podria
cambiar el alimento varios dias antes del sacrificio de las aves '*°, o descartar

éstos érganos .

8.1.9 Serologia

En el Experimento 2, los resultados de Inhibicién de la hemoaglutinacion (HI) para
Newcastle e Influenza aviar, no presentaron diferencias entre los pollitos
alimentados con y sin 507 pg OTA Kg™, lo que coincide con los indices de pesos
relativos de la bolsa de Fabricio, timo y bazo, que no presentaron diferencias entre

los tratamientos.

Estudios previos sefialan que la inmunidad de las aves es afectada durante una
ocratoxicosis, reduciendo la respuesta inmune humoral o celular, o ambas, e
inhibiendo la fagocitosis . Santin et al. '¥” encontraron disminucién de los titulos

de Hl para Newcastle al alimentar a las aves con 2000 pg OTA Kg™.
Elaroussi et al. ”® también encontraron una disminucién en la respuesta inmune

celular y humoral, en pollitos alimentados con 400 y 800 pg OTA Kg™'; lo mismo
fue observado con 5000 pg OTA Kg ™' #'%*y con 2000 ug OTA Kg ' 2%,
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Es posible que el tiempo de exposicibn a OTA de tan solo 15 dias en el
Experimento 2, haya sido insuficiente para reproducir un cuadro de

inmunotoxicidad por ocratoxicosis.

8.2 EVALUACION IN VITRO

La evaluacion in vitro de los aditvos detoxificantes, presentd resultados muy
interesantes, al mostrar que el alimento testigo (con OTA, y sin secuestrantes y/o
inactivadores) mostrd resultados similares que el resto de tratamientos. Lo que
sugiere que en un pH acido, la pepsina utilizada en la prueba in vitro, puede
reconocer a OTA como un péptido y la hidrolice. Estos resultados podrian ser la
base para desarrollar nuevas alternativas en el control de micotoxinas.

8 utilizaron un producto (carbén y aluminosilicatos) para

Avantaggiato et al. '
disminuir la absorcion de varias micotoxinas; para lo cual simularon la digestion in
vivo del cerdo, encontrando un 29% de disminucién en la absorcion de OTA.
Schatzmayr et al. '?? indican beneficios al utilizar Trichosporon mycotoxinivorans,
Eubacterium BBSH 797, tanto in vivo como in vitro, por su capacidad de inactivar y
degradar micotoxinas como OTA y zearalenona. Galvano et al. '*® encontraron

que OTA fue adsorbida por carbén activado, pero no por HSCAS.

Dado que las técnicas in vitro no estadn estandarizadas para todas las micotoxinas;
y que en el presente experimento no se encontré una relacion entre los resultados
in vitro con los in vivo, se sugiere que la metodologia utilizada en este estudio,
sobreestima la capacidad de secuestro y/o inactivaciébn por los aditivos
detoxificantes, por lo que es necesario considerar las condiciones experimentales
utilizadas y proponer nuevas alternativas, como el uso de una solucién de pepsina
0.0002% que actualmente utilizan para la determinacién de proteina digestible en

pepsina de harinas de origen animal '*°.
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Los resultados de la prueba in vitro coinciden con estudios anteriores donde se ha
observado que las pruebas in vitro en laboratorio, no siempre coinciden con lo que
se ha observado en campo % % 1% Con base en lo anterior se hace evidente la
necesidad de estandarizar una prueba de laboratorio que refleje de manera
adecuada las condiciones de digestién y de absorcidon de micotoxinas en los
organismos, de manera que sus resultados sean de utilidad para la seleccién de
materias primas y materiales empleados en el manejo de la contaminacion con

micotoxinas.
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9. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos, y bajo las condiciones experimentales empleadas se
puede inferir que:

Los parametros productivos de 1 a 28 dias de edad, consumo de agua y
pigmentacién de la piel de pollitos, no se afectaron al consumir 500ug ocratoxinas
totales Kg™' durante 28 dias.

En dietas contaminadas con 507 pg OTA Kg™', la adicién de aditivos detoxificantes
no presentaron beneficios, en ningin parametro evaluado, comparados con el

testigo positivo (con OTA y sin aditivos).

Los aditivos detoxificantes utilizados en dietas sorgo-soya, con bajo contenido de
OTA (menor de 0.5ug OTA Kg™'), no redujeron ni mejoraron los parametros
productivos de los pollitos, asi tampoco se vio afectada la pigmentacién amarilla
de la piel, ni el consumo de agua.

Los pollitos alimentados con 507ug OTA Kg™' de 7 a 21 dias, presentaron menor
crecimiento, pobre conversidon, mayor consumo de agua, menor coloracion
amarilla (b) en piel y tarsos, incremento en la cantidad de acido urico y en la
actividad de creatinina; asi como una disminuciéon en la cantidad de proteinas

totales plasmasticas. Las actividades de AST y GLDH no se vieron afectadas.
La concentracién de OTA en riidn y musculo de pechuga fue no detectable por

HPLC; con sensibilidad de 5 pg OTA Kg'. En higado las cantidades de OTA

encontradas fueron desde 5.13 (tratamiento 3) a 36.58 pg Kg™ (tratamiento 4).
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El 40% de los pollitos alimentados con 507ug OTA Kg™' en el alimento presentaron
nefromegalia, en higados e intestinos no se observaron cambios macroscépicos.
Los higados y rifiones presentaron cambios histopatoldgicos leves y moderados;

mientras que en los intestinos no se detectaron.

La respuesta inmune de pollitos frente a la vacunacion de Newcastle e Influenza
Aviar fue igual en todos los tratamientos

El poder de adsorcién y/o desactivacibn de OTA in vitro, por los productos
valorados fue superior al 90%. El tratamiento control (con OTA y sin secuestrantes

y/o inactivadores) presento similar respuesta que el resto de tratamientos.

No se encontrd relacion entre los resultados de las pruebas in vitro con los de la

prueba in vivo.
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11. CUADROS

Cuadro 1. Clasificaciéon de las ocratoxinas por el aminoacido y por el tipo de sustituyente.

Nombre R1 R2 | R3 R4 RS Fuente
Ocratoxina A Fenilalanina Cl |H H H Van der Merwe et al. (1965)14
Ocratoxina B Fenilalanina H H H H Van der Merwe et al. (1965)14
Ocratoxina C Fenilalanina, etil éster Cl | H H H Chu (1974) °

Ocratoxina A metil éster Fenilalanina, metil éster Cl |H H H Chu (1974) '°

Ocratoxina B metil éster Fenilalanina, metil éster H |H H H Chu (1974) '°

Ocratoxina B etil éster Fenilalanina, etil éster H |H H H Chu (1974) °

Ocratoxina a OH Cl |H H H Stormer et al. (1983) 16
Ocratoxina 3 OH H |H H H Stermer et al. (1983) 16
4R-Hidroxiccratoxina A Fenilalanina Cl |[H |OH |H |Stormeretal (1983)°
4S-Hidroxiocratoxina A Fenilalanina Cl |OH H H Starmer et al. (1983) 16
10-Hidroxiocratoxina A Fenilalanina Cl |H H OH | Stgrmer et al. (1983) 16
Ocratoxina A, analogo de tirosina Tirosina Cl |H H H Creppy et al. (1990) 17
Ocratoxina A, analogo de serina Serina Cl |H H H Hadidane et al. (1991) 18
Ocratoxina A, analogo  de | yigroxiprolina cl | H H |H | Hadidane etal. (1991) '8
hidroxiprolina

Ocratoxina A, analogo de lisina Lisina Cl |H H H Hadidane et al. (1991) 18
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Cuadro 2. Experimento 1. Distribucion de los tratamientos para los
pollitos alimentados con 500 pg Kg™' ocratoxinas.

, Ocratoxinas Producto , - L
Tratamientos p _ Dosis utilizada Identificacion
(hg Kg.™) Comercial §
(Kg. ton™)

1 0 Ninguno - Testigo Negativo

2 500 Ninguno - Testigo Positivo

3 500 Klin sil® 5 Producto A

4 500 Toxisorb® 1 Producto B

5 500 Micofyx Plus® 2 Producto C

6 500 Mycosorb® 4 Producto D
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Cuadro 3. Composicion y Analisis Calculado de nutrientes de la dieta

basal

NGREDIENTE Cantidad Kg Ton™
Sorgo 543.848
Pasta de soya 359.203
Aceite de soya 49.474
Ortofosfato 18.673
Carbonato de calcio 15.350
Cloruro de sodio 4.399
DL-Metionina 99% 2.124
Avelut Liquido 2.000
L-Lisina HCL 1.078
Premezcla de minerales 1.000
Premezcla de vitaminas 1.000
Cloruro Colina 60% 1.000
Nicarbacina 0.500
Bacitracina 100% 0.300
Antioxidante 0.050
ANALISIS CALCULADO DE NUTRIENTES

Energia Metabolizable (Kcal ton™) 3000
Proteina Cruda (%) 22
Lisina (%) 1.30
Metionina+Cistina (%) 0.90
Metionina (%) 0.50
Treonina (%) 0.80
Calcio (%) 0.95
Fosforo disponible (%) 0.48
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Cuadro 4. Experimento 2. Distribucion de los tratamientos para los

pollitos alimentados con 507 pug Kg™' OTA.

Dosis
. OTA Producto .
Tratamientos p _ utilizada ldentificacion
(ug Kg.™) Comercial p
(Kg. ton™)
1 0 Ninguno - Testigo Negativo
2 500 Ninguno - Testigo Positivo
3 500 Klin sil® 5 Producto A
4 500 Toxisorb® 1 Producto B
5 500 Micofyx Plus® 2 Producto C
6 500 Mycosorb® 4 Producto D

Cuadro 5. Experimento 1. Concentracion de Ocratoxinas en alimento.

Tratamiento

Elisa (ug/kg)*

Elisa (ug kg™)**

HPLC (pg kg™)

OTA*
1 0 NSD NSD
2 500 478 NSD
3 500 463 NSD
4 500 427 NSD
5 500 466 NSD
6 500 438 NSD

* Calculada a partir del trigo contaminado

** Determinados en las dietas.
NSD = No se detecto.
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alimentados con 500 pg Kg™' ocratoxinas.

Cuadro 6. Experimento 1. Peso corporal (gramos) de pollitos

Tratamiento 1°Semana 2°Semana  3°Semana  4°Semana

(media+EE) (media +EE) (media +EE) (media +EE)
1 155 +3.342 369 £6.657 724 £12.892 1214 +£27.162
2 153 +4.672 367 +2.80% 718+12.76% 1226 +16.922
3 155 +3.492 373 +12.28% 739 +19.212 1298 * 34.502
4 147 +8.072 364 +15.182 651 £37.882 1113 +£15.182
5 150 +5.812 367 £13.14% 710+26.71% 1174 £ 16.882
6 151 £4.382 365+8.722 697 +£15.352 1296 + 47.82°2

Probabilidad de F 0.87 0.99 0.16 0.87

Literales diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (P > 0.05)
EE = Error estandar de la media.

Cuadro 7. Experimento 1. Consumo semanal (gramos) de alimento de
pollitos alimentados con 500 pg Kg™ ocratoxinas.

Tratamiento 1°Semana 2°Semana  3°Semana  4°Semana
(media+EE) (media +EE) (media +EE) (media +EE)

1 126 +4.972 316 +7.56% 567 £24.362 805+17.71%

2 128 +4.552 312+8.82% 574 +27.30® 819 +10.292

3 128 £4.412 318 +15.752 574 £39.76% 826 +21.422

4 119+7.562 316+9.032 511+£34.79% 728 +17.78%2

5 121 £6.722 316 +11.552 546 £40.112 798 £ 44.872

6 124 £ 6.652 317 +7.772 567 £16.872 784 +6.06°

Probabilidad de F 0.83 0.99 0.60 0.83

Literales diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (P > 0.05)
EE = Error estandar de la media.
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con 500 pg Kg™ ocratoxinas.

Cuadro 8. Experimento 1. Conversion alimenticia de pollitos alimentados

Tratamiento 1°Semana  2°Semana 3°Semana  4°Semana
(media+EE)  (media+EE) (media+EE) (media+EE)

1 1.14+0.012 1.35+0.022 1.48+0.012 1.54+0.02¢

2 1.17+0.022 1.36+0.032 1.50+0.012% 1.55+0.022

3 1.15+0.022 1.36+0.022 1.47+0.022 1.47+0.06

4 1.17+0.082 1.37+0.03%2 1.57+0.05% 1.66*0.022

5 1.14+0.032 1.35+0.042 1.52+0.032 1.65%0.012

6 1.15+0.022 1.35+0.022 1.53+0.05% 1.43+0.052

Probabilidad de F 0.96 0.99 0.27 0.96

Literales diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (P > 0.05)
EE = Error estandar de la media.

Cuadro 9. Experimento 1. Consumo diario de agua (ml) de pollitos
alimentados con 500 pg Kg™ ocratoxinas.

Tratamiento 1°Semana 2°Semana 3°Semana  4°Semana
(media+EE) (media +EE) (media +EE) (media +EE)

1 64 +1.032 116 £2.402 193 £3.242 212 +4.372

2 67 £2.142 120 £2.902 197 £6.592 226 +7.47°

3 67 £ 2.352 126 +1.892 201 £4.612 226 +8.51°2

4 67 +4.342 117 £4.38% 174 £17.472 201 +4.55%

5 66 +2.482 117 £3.012 188 £6.862 207 +7.222

6 64 +1.782 117 £2.402 201 £11.12% 221 +6.28?2

Probabilidad de F 0.85 0.24 0.37 0.85

Literales diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (P > 0.05)
EE = Error estandar de la media.
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alimentados con 500 pg Kg™ ocratoxinas.

Cuadro 10. Experimento 1. Pigmentacion amarilla (b) de piel de pollitos

Tratamiento 3°Semana 4°Semana

(media +EE) (media +EE)
1 6.98 £ 0.54¢ 13.27 £ 1.172
2 6.85+0.572 14.66 +0.792
3 6.66 +0.792 13.86 + 0.992
4 6.36 + 0.542 13.42 +1.032
5 6.53 + 0.84%2 13.89 £ 0.872
6 6.79 £ 0.302 14.12 £ 0.992

Probabilidad de F 0.98 0.93

Literales diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (P > 0.05)
EE = Error estandar de la media.

Cuadro 11. Experimento 2. Concentracion de OTA en alimento

Tratamiento OTA calculada OTA*
ngg’ ngg’
1 0 NSD
2 500 447 .98
3 500 434.81
4 500 408.43
5 500 739.49
6 500 503.56

* Determinados en las dietas a través de HPLC
NSD = No se detecto.
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Cuadro 12. Experimento 2. Peso corporal (gramos) de pollitos alimentados con 507 ug Kg' OTA de 7 a 21 dias de

edad.
Porcentaje Porcentaje
. Semana 2 respecto al Semana 2* Semana 3 respecto al Semana 3*
Tratamiento _ _ _ _ _ _
(media+EE) testigo (mediana) (media +EE) testigo (mediana)
negativo negativo

1 378 £ 3.47 100% 376.5a 703 £ 14.97 100% 690a

2 249 +10.26 65.87% 247.5b 335 +14.25 47.65% 335b

3 262 + 6.22 69.31% 262b 344 £ 16.52 48.93% 346b

4 246 £ 8.96 65.08% 243.5b 337 £12.02 47.94% 336b

5 252 +£7.93 66.67% 250.5b 328 £12.16 46.66% 334b

6 250 +7.27 66.14% 251.5b 331 £13.16 47.08% 330b

Probabilidad de F 0.0398 < 0.001

Literales diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (P < 0.05)
EE = Error estandar de la media.
* = Kruskal Wallis
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Cuadro 13. Experimento 2. Ganancia de peso semanal (gramos) de

pollitos alimentados con 507 pg kg™ OTA de 7 a 21 dias.

Semana 2 Semana 2* Semana 3 Semana 3*
Tratamiento (media +EE)  (mediana) (media +EE) (mediana)
1 230 + 3.28 230.5a 329 £ 6.72 331.42¢2
2 100 £ 8.98 93b 76 £11.37 66.43b
3 113 £6.34 115b 92 +20.98 88.71b
4 99 +£5.24 99.5b 91+ 7.96 86.86b
5 106 £ 3.32 105.5b 79 + 8.56 73.36b
6 102 £ 4.02 103.5b 86 £ 10.25 85.96b
Probabilidad de F 0.03 < 0.001

Literales diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (P < 0.05)
EE = Error estandar de la media.

* = Kruskal Wallis

Cuadro 14. Experimento 2. Consumo de alimento semanal (gramos) de

pollitos alimentados con 507 pg Kg™' OTA de 7 a 21 dias de edad.

Tratamiento Semana 2 Semana 2* Semana 3 Semana 3*
(media +EE) (mediana) (media +EE) (mediana)

1 315+1.03 314.5a 522 +1.54 341.422

2 203 £5.15 201.5b 274 +2.20 266.43b

3 218 £6.98 217b 285 +2.45 288.71b

4 211 £6.02 208.5b 266 +1.19 286.86b

5 205 +6.14 204.5b 262 £ 0.76 273.36b

6 208 +7.32 209b 273 £ 0.69 285.96b

Probabilidad de F 0.0373 0.0564

Literales diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (P < 0.05)
EE = Error estandar de la media.

* = Kruskal Wallis
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Cuadro 15. Experimento 2. Conversion alimenticia de pollitos alimentados
con 507 ug Kg™' OTA de 7 a 21 dias de edad.

Semana 2 Semana 3
Tratamiento (media +EE) (media +EE)
1 1.37 £ 0.01 1.59 + 0.05
2 2.06 £0.11 3.76 £ 0.31
3 1.93 £0.06 3.57+£0.72
4 2.15+0.07 3.00 £ 0.26
5 1.95 +£0.02 3.40+0.32
6 2.04 +0.07 3.33+0.45
Probabilidad de F 0.0179 0.0171

Literales diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (P < 0.05)
EE = Error estandar de la media.

Cuadro 16. Experimento 2. Consumo de agua diario (ml) y relacion agua-

alimento de pollitos alimentados con 507 pg Kg' OTA de 7 a 21 dias de

edad.
Semana 2 Relacion Semana 3 Relacion
Tratamiento (media +EE) agua-alimento (media +EE) agua-alimento
ml ml

1 118 £ 2.75a 262 240 £7.20a 3.22

2 103 £ 3.58b 3.55 194 +9.35b 4.97

3 101 £2.29b 3.26 187 +8.00b 4.59

4 100 + 6.06b 3.34 178 +6.87b 4.67

5 96 +1.47b 3.26 180 +7.27b 4.81

6 101 +£3.50b 3.41 196 + 8.28b 5.02
Probabilidad de F 0.0099 0.0003

Literales diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (P < 0.05)
EE = Error estandar de la media.

* = Kruskal Wallis
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Cuadro 17. Experimento 2. Pigmentacion amarilla (b) de la piel y tarsos de
pollitos alimentados con 507 pg Kg™' OTA de 7 a 21 dias de edad.

Piel Piel Tarso Tarso
Tratamiento _ _ _ _
(media +EE)  (mediana) (media +EE) (mediana)

1 6.62 £ 0.76a 7.11a 28.86 £ 0.81a 29.35a
2 2.34 £ 0.59b 1.92b 16.58 + 1.46b 17.80b
3 3.89 £ 0.98b 3.01b 20.49£2.17b 19.08b
4 2.18 £ 0.46b 2.16b 16.34 £ 1.40b 16.25b
5 2.48 + 0.55b 2.02b 14.20 £ 1.19b 14.10b
6 3.27 £ 0.89b 1.96b 14.70 £ 0.93b 15.20b
Probabilidad de F 0.0146 0.0003

Literales diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (P < 0.05)
EE = Error estandar de la media.
* = Kruskal Wallis
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Cuadro 18. Experimento 2. Bioquimica sanguinea de pollitos alimentados con 507 pg Kg™ OTA de 7 a 21 dias de
edad.

Creatinina  Creatinina* Proteinas totales Acido arico Acido trico* GLDH GLDH* AST AST*
Tratamiento pmol I” pmol I gl pmol I” pmol I” ur' utr' ur' utr'
(media +EE)  (mediana) (media +EE) (media +EE) (mediana) (media +EE) (mediana) (media +EE) (mediana)
1 6.83 + 0.01 6.83b 32.25+1.06a 298.38 + 46.87 269b 3.88+0.69 3.5a 205.25+7.38 204a
2 1250+2.13 10.84a 21.00+1.02b 1101.13+80.51 1095.5a  3.88+0.74 3a 255.00£57.29  200.5a
3 19.68+4.41 18.27a 23.38 £0.08b 1241.00+285.07 968a 6.31+£1.20 6a 224.75+15.74  213.5a
4 17.92+259 16.47a 23.75+1.67b 1419.00+182.75  1455a 6.00+3.16 3a 236.88+16.48 241.4a
5 22.29+223 23.50a 24.63+1.12b 2109.63+300.20 2065a 3.41+0.91 3a 238.38+ 9.26 234a
6 16.47£1.82 17.67a 24.00 £1.07b 1734.25+425.32  1386a 5.25+1.25 4.5a 246.38x11.80  247.5a
Pro%aebilﬂdad 0.0002 < 0.0001 < 0.0001 0.4301 0.0880

Literales diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (P < 0.05)
EE = Error estandar de la media.
* = Kruskal Wallis
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Cuadro 19. Experimento 2. indice de Pesos relativos de érganos de pollitos alimentados con 507 ug Kg' OTAde 7 a
21 dias de edad.

Tratamiento Higado RifAon Bolsa de Fabricio Bazo Timo Timo®
(media +EE) (media +EE) (media +EE) (media +EE) (media +EE) (mediana)

1 0.0286 + 0.0007° 0.0103 +0.0003° 0.0028 +0.00022 0.0007 +0.0001° 0.0008 + 0.0001  0.00082
2 0.0320 + 0.0014 2° 0.0183% 0.0008%° 0.0024 +0.00052 0.0008 + 0.0001 2° 0.0007 +0.0002  0.0008?
3 0.0327 £0.0018 #° 0.0200 + 0.00312  0.0023 +0.00032 0.0011 +0.0001*  0.0003 +0.0001  0.00042
4 0.0312 £ 0.0007 ° 0.0146+0.0006 ° 0.0020 + 0.0004 2 0.0007+0.00004° 0.0011 +0.0005  0.00072
5 0.0343 £0.00092 0.0181+0.0021 2° 0.0020 +0.0002 ¢ 0.0009 + 0.0001 ° 0.0002 + 0.0001  0.00022
6 0.0317 £0.0010 2° 0.0196 + 0.0018 % 0.0020 + 0.00022 0.0008 + 0.00012° 0.0004 + 0.0001 0.00042

Frobaplidad 0.07 0.009 0.35 0.0257 0.048

Literales diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (P < 0.05)
EE = Error estandar de la media.

* = Kruskal Wallis
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Cuadro 20. Experimento 2. Degeneracion hidropica de hepatocitos en
pollitos alimentados con 507 pg Kg™' OTA de 7 a 21 dias de edad.

Tratamiento Sin lesiones Leve Moderada Total
1 1 2 1 4
2 2 - 2 4
3 2 - 2 4
4 - 4 - 4
5 4 - - 4
6 3 - 4

Cuadro 21. Experimento 2. Proliferacion de conductos biliares en pollitos
alimentados con 507 pg Kg™' OTA de 7 a 21 dias de edad.

Tratamiento Sin lesiones Leve Moderada Total
1 4 - - 4
2 2 - 2 4
3 2 - 2 4
4 1 3 - 4
5 4 - - 4
6 1 3 - 4

Cuadro 22. Experimento 2. Nefrosis en pollitos alimentados con
507 pg Kg™' OTA de 7 a 21 dias de edad.

Tratamiento Sin lesiones Leve Moderada Total

1 3 - 1 4
- 2

[o220N¢ 2 IR - % IR \V)
W DD DD NN
- DD NN

1
A~ A B B
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Cuadro 23. Experimento 2. Residuos de OTA ng g-1 en 6rganos de
pollitos alimentados con 507 pg Kg™' OTA de 7 a 21 dias de edad.

Tratamiento Pechuga Higado Rifnon
1 NSD NSD NSD
2 NSD 6.95 NSD
3 NSD 5.13 NSD
4 NSD 36.58 NSD
5 NSD 15.00 NSD
6 NSD 10.55 NSD

NSD = No se detecto.

Cuadro 24. Experimento 2. Desafio in vitro de cuatro secuestrantes de
micotoxinas frente a OTA.

Tratamiento OTA in_i?ial OTA fi_r11al % de desaparicion
ngg ngg
2 447.98 11.36 97.48
3 434.81 NSD 100
4 408.43 NSD 100
5 739.49 0.86 99.88
6 503.56 0.56 99.89
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12. FIGURAS

Figura 1. Estructura general de ocratoxina *°.

Figura 2. Experimento 1. Cromatogramas (HPLC) de trigo contaminado y
alimentos balanceados.
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Figura 3. Experimento 2. Hl para Newcastle de pollitos alimentados con
507 ug Kg' OTA de 7 a 21 dias de edad (log .2).
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Figura 4. Experimento 2. HI para Influenza Aviar de pollitos alimentados
con 507 ug Kg™ OTA de 7 a 21 dias de edad (log .5).
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