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1.- INTRODUCCION.

1.1 SITUACION ACTUAL DE LA PRODUCCION DE CARNE DE POLLO EN MEXICO.

Las actividades pecuarias mantienen una gran importancia en € contexto socioeconémico
del paisy al igual que € resto del sector primario, han servido de base al desarrollo de la
indugtria naciona, ya que proporcionan alimentos y materias primas, divisas, empleo,
distribuyen ingresos en el sector rural y utilizan recursos naturales que no tienen cualidades
adecuadas para la agricultura u otra actividad productiva. La ganaderia, y en especifico la
produccion de carne, es la actividad productiva mas diseminada en el medio rura, pues se
realiza sin excepcion en todas las regiones ecoldgicas del pais y alin en condiciones
adversas de clima, que no permiten la practica de otras actividades productivas. (Lastra et
al, 2000), (Gallardo et al, 2004).

Se estima que en tota la superficie aprovechada por la ganaderia es superior a los 110
millones de hectéreas, representando aproximadamente el 60% de la superficie dd territorio
naciona, en donde 107.8 millones de hectareas corresponden a pastizales y mas de 2
millones son superficies agricolas cuyo producto se destina fundamentalmente al consumo

animal (granosforrajerosy forrajes de corte). (Lastra et al, 2000).

La produccién de carne, como otras actividades del subsector ganadero, se da en una
amplia gama de sistemas productivos, que van desde los atamente tecnificados e
integrados, hasta las economias de tipo campesino orientadas principalmente hacia
autoabastecimiento de lafamilia campesina. (Lastra et al, 2000), En el pais, €l desarrollo ha
implicado, ademas de un crecimiento demogréfico acelerado, la migracién y concentracién
de la poblacion en medianos y grandes centros urbanos. Lo anterior ha tenido un fuerte
impacto en la demanda y en los hébitos de consumo, requiriéndose sistemas de produccién
gue puedan generar volimenes suficientes de alimentos de origen animal para abastecer a
las grandes ciudades, situacion que ha condicionado €l diferente comportamiento de las
ramas de la produccién de carne. (Lastra et al, 2000), (Gallardo et al, 2004).



Este crecimiento en la produccién ganadera impulsd a la avicultura a alcanzar |los mayores
niveles de incremento. En paralelo alo anterior, una planta productiva avicola con elevados
niveles de productividad, logro traducir 1os bajos precios de |os insumos aimenticios como
los granos y las pastas oleaginosas, en un producto de alta calidad y con precios
decrecientes al consumidor, 1o que incrementdé en mayor medida el mercado de este
producto. (Gallardo et al, 2004).

La produccion en 2005 fue de 2,436 534 toneladas, 6.43% superior a la de 2004, en tanto
gue las importaciones, principalmente para el abasto de la industria empacadora, se
mantuvieron en el orden de las 360,750 toneladas. (Fig. 1.1) Por su parte las exportaciones
registraron un importante descenso porcentua, ya que solamente alcanzaron las 21.8
toneladas. (Coordinacion General de Ganaderia, SAGARPA, 2005).

Con base en lo anterior se determina que el Consumo Naciona Aparente (CNA) de carne
de pollo se situd en 2,797,262 toneladas, en términos generales 7.2% superior aladel afio
2004, con base en lo cual la disponibilidad por habitante al afio fue précticamente de 26.3
kg., consolidandose como la carne mas consumida en México, absorbiendo més del 43.6%
del mercado de carnes de nuestro pais. (Coordinacion General de Ganaderia, SAGARPA,
2005).

1.1.1. Tendencias histéricas de la produccion de carnes en México

Histéricamente esta tendencia a la alza se ha mantenido ya que a principios de la década de
los 90's, la composicién de la produccion de carnes en México se daba en un 37% por lade
bovino, 34% por porcino y 29% por pollo. Sin embargo por los diferentes cambios en la
produccion y en la economia del pais para el afio de 2005 la conformacion se transforma
radicalmente para congtituirse en un 46% por pollo, 27% por carne de bovino y 27% por
carne de porcino, manteniéndose a lo largo de esos 15 afios una participacién margina del
resto de las carnes en e orden del 1y e 2%. (Fig. 1.2). (Coordinacion General de
Ganaderia, SAGARPA, 2005), (Gallardo et al, 2004).



1.1.2 Insumos alimenticios

Al igual que en otras ramas de la produccion ganadera, el aumento de los volimenes de
produccién avicola conlleva a crecimiento de su consumo de alimentos balanceados y, por
tanto, de granos forrajeros y pastas oleaginosas 0 granos oleaginosos, los que conforman
parte fundamental de las dietas aplicadas para obtener los mayores niveles de
productividad, aprovechando para ello el potencial productivo que la mejora genética

confiere alas aves de engorda. (Gallardo et al, 2004).

Se estima que durante 1999 la engorda de pollo, asi como el mantenimiento del pie de cria
requiri6 de 3.5 millones de toneladas de granos forrajeros |o que implicé un crecimiento del
5.8% en esta demanda. Al comparar esta expansion con respecto a la del volumen de la
produccion, se determina que es menor, lo que es el resultado directo de un incremento en
la productividad de las aves, el cud se traduce en una menor cantidad de granos y en
términos generales de alimento ba anceado, para obtener un kilogramo de carne. (Gallardo
et al, 2004), (Coordinacion General de Ganaderia, SAGARPA, 2005).

En el caso de las pastas oleaginosas, |0s consumos durante 1999 se ubicaron en el orden de
1.2 millones de toneladas, en si 5.8% superior a del afio precedente. (Coordinacion General
de Ganaderia, SAGARPA, 2005), (Fig. 1.3)

Con estos niveles de consumo, la avicultura productora de carne se mantiene como la
primer area demandante de granos, los que representan e 24% y el 35% de los
requerimientos globales de la ganaderia por granos y pastas. (Coordinacion General de
Ganaderia, SAGARPA, 2005).

No se dispone de informacion que permita asegurar cua es la composicion en el consumo
de granos forrajeros por parte de la avicultura; sin embargo, por estimaciones propias de la
Direccion General de Ganaderia SAGARPA, México, ésta sefidla que dos son los
principales, siendo el sorgo y el maiz, los que en conjunto representaron de 1990 a 1999 €l
95% del abasto de estos insumos para la ganaderia en general. La preferencia por el

consumo de éstos se sustenta en los niveles de ofertas y precio, asi como en la calidad de la
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energia que proporcionan, entre otros. El 5% restante se encuentra compuesto por: cebada,
trigo y avenas, los cuales son incorporados en ciertas zonas del pais, debido a la oferta que
de ellas se tiene y los precios a los que se cotizan, correspondiendo en la mayoria de los
casos a excedentes sin colocacion en € mercado. Caso especifico del abasto de estos
insumos es el maiz, por la fuerte competencia que se registra con el consumo humano y la
importante produccion nacional, 1o que conlleva a controles a la importacion, negociados
en el marco de los acuerdos comerciales de México, autorizandose importaciones de este
grano para el sector ganadero en forma complementaria a la oferta de otros granos. El sorgo
se ubica como la principal fuente de abasto de granos para la ganaderia, con un promedio
del 68% de 1990 a 1999, en tanto que €l maiz ha medido € 27%. (Fig. 1.4), (Lastra et al,
2000).

Tolo lo anterior subraya la importancia de los insumos alimenticios en la produccién
avicola (Gallardo et al, 2004), por lo que es de suma prioridad, la calidad y el valor
nutritivo de estos insumos por |o que se tienen que tomar medidas preventivas y correctivas

para garantizar la calidad en los mismos.

Existen una serie de factores que modifican la calidad tanto nutritiva como organol éptica de
estos insumos alimenticios traduciéndose en deficiencias y perdidas en la produccion, son
muchos los factores que afectan a los aimentos pero de los principales rubros podemos

mencionar:

+ Contaminacion por insectos.
« Contaminacion por microorgani Smos patdégenos.
 Contaminacién por sustancias quimicas.

» Contaminacion por hongos.

La presente tesis se enfocara principalmente en el problema de contaminacién por hongos y

sus micotoxinas en los alimentos para la produccién avicola.



1.2 CONSIDERACIONES SOBRE HONGOS Y MICOLOGIA.

El diccionario de la Real Academia Espariola de la Lengua define alos hongos como: “(Del
lat. fungus). m. Planta talofita, sin clorofila, de tamafio muy variado y reproduccion
preferentemente asexual, por esporas. Es parasita o vive sobre materias organicas en
descomposicion. Su talo, ordinariamente filamentoso y ramificado y conocido con el
nombre de micelio, absorbe los principios organicos nutritivos que existen en el medio” .
(Real Academia Espariola, 2003).

Sin embargo esto no es completamente cierto ya que durante mucho tiempo se han
considerado dentro del reino vegetal, a pesar de carecer de clorofilay de presentar una serie
de caracteristicas muy diferentes a las de las plantas, ya que todos los seres vivos pueden
ser clasificados dentro de de unos de los cinco reinos de la vida (monera, protista, fungi,
animalia y platae), el termino hongo se refiere a todos los miembros del reino Fungi
(Gimeno, 1999).

Los hongos son parésitos de plantas cultivadas, productores de notables antibidticos,
fundamentales en muchos procesos de fermentacion y algunos apreciados como alimento,
estas son algunas de las multiples facetas de estos organismos. (Gimeno, 1999). Tanto
unicelulares como pluricelulares, los hongos son organismos eucariontes de los cuales se
han descrito cerca de 100,000 especies, s bien se calcula que el nimero de estas puede
acercarse a las 250,000. Se encuentran en habitas muy diversos y pueden desarrollarse en
medios acuaticos, en € suelo, en € aire, sobre particulas en suspension a expensas de las
platas y de los animales, a los que muchos de ellas parasitan; aparecen ahi donde exista
cierto grado de humedad. (Ramesh et al, 1999).

Los nucleos de todos los hongos, como el de otros organismos eucariontes, contienen un
nucleolo y varios cromosomas que son limitados por una membrana nuclear. Las células de
hifa en las hifas septadas pueden ser uninucleadas, binucleadas, o multinucleadas. Para la
mayor parte, la divisén celular y nuclear son acontecimientos independientes,

especialmente con respecto a crecimiento vegetativo. Como en otros organismos
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eucariontes, los hongos tienen mitocondrias, ribosomas 80S, y centriolos. La pared de
celular de hongos consiste en la quitina, citosanina, glucanina, y otros componentes en
varias combinaciones. Los hongos son heterétrofos del carbédn, por lo tanto requieren
compuestos organicos preformados como fuentes del carbdn, ésto hace que los hongos
necesiten un sustrato organico para desarrollarse y crecer. La carencia de clorofila hace que
los hongos presenten diferentes tonaidades a las de las plantas, a menudo blanquecinas o
pardas. (Ramesh et al, 1999), (Gimeno, 1999).

Clasicamente los hongos se dividen en dos grandes grupos. las levaduras (Fig. 1.5) y los
mohos (Fig. 1.6) mientras esta clasificacion no es mutual mente exclusiva, las esporas de los
mohos germinan para producir filamentos de ramificacion conocidos como hifas. Las
levaduras por otro lado, son formas solitarias redondeadas que se reproducen através de los
mecani smos tales como €l florecimiento o la fision formando col onias tipicamente himedas

y mucoides. (Gimeno, 1991).

Destacaremos |0s géneros de mohos 'y levaduras de més interés.

MOHOS: Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Cephalosporium, Cladosporium, Fusarium,
Helminthosporium, Monilia, Geotrichum, Gleosporium, Mucor, Penicillium, Rhizopus,
Sporotrichum, Trichotecium, Absidia, Thamnidium.

LEVADURAS: Candida, Rhodotorula, Mycoderma, Torulopsis.

La ciencia que tiene como objetivo el estudio de los hongos es la Micologia que es una

rama de la biologia. (Gimeno, 1999).

Micosis es el nombre con e que se conocen a las enfermedades ocasi onadas por 1os hongos

en el hombrey en los animales. (Gimeno, 1999).

Micotoxicosis es el nombre que se daa grupo de enfermedades y trastornos originados en

el hombre y en los animales, por unos metabolitos secundarios téxicos que son producidos
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por algunas especies fungicas, estos metabolitos son |lamados micotoxinas. (Gimeno,
1999).

1.3 HISTORIA Y GENERALIDADES SOBRE LAS MICOTOXINAS.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios téxicos producidos por algunas especies
fangicas. Las micotoxinas se forman cuando se interrumpe la reduccién de los grupos
cetonicos en la biosintesis de los &cidos grasos redlizada por estas especies fungicas.
Seguramente las micotoxinas han estado con nosotros toda nuestra existencia, ya que
existen datos sobre de enfermedades asociadas al consumo de alimento contaminado con
hongos, tal es el caso del ergotismo que es una enfermedad asociada al consumo de
alimentos contaminados con cornezuelo de centeno, que los asirios llamaban “puastula
nociva de la espiga del centeno” y que provocaba que mujeres embarazadas abortaran y
murieran en lecho del parto. (Gimeno, 1999), (D'Mello et al, 1999).

En la Edad Media también existen datos de envenenamiento por e cornezuelo del centeno.
Se registraron epidemias cuyo sintoma caracteristico era gangrena de pies, piernas, manosy
brazos; se decia que las personas eran consumidos por el fuego sagrado y se ennegrecian
como €l carbdn, por lo que la enfermedad se denomind “Fuego Sagrado” o “Fuego de San
Antonio”, en honor a beato en cuyo santuario se buscaba la curacion. Es probable que el
alivio encontrado al vigjar a santuario fuerareal, pues|0s peregrinos no consumian centeno
contaminado durante el vigie. (Gimeno, 1999), (D'Mello et al, 1999).

S6lo en 1815 fue posible determinar la naturaleza fungica del parasito del cornezuelo del
centeno y en 1875 se identificaron los componentes téxicos del hongo Claviceps purpurea,
como responsables del ergotismo. En 1940 el distrito de Orenburg antigua Union Soviética
se vio afectado por una epidemia de aleukia (leucopenia) téxica alimentaria (ATA),
enfermedad que produce leucopenia con su légica disminucion de la inmunidad y
resistencia a las enfermedades. Esta misma es causada por el consumo de mijo contaminado
con tricétesenos, o que produjo numerosas muertes, llegando hasta el 10% de la poblacion

en algunas comarcas. Se identificO como responsable la toxina T-2 (tricétecenos)
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producida por € hongo del género Fusarium. A pesar de las publicaciones de los
cientificos rusos describiendo la enfermedad y los hongos productores de la micotoxinas,

los paises occidenta es no prestaron ningun interés. (Gimeno, 1999), (D'Mello et al, 1999).

Fue solo en 1960 cuando una serie de circunstancias hizo cambiar la actitud adoptada frente
a los hongos en los alimentos:. 1a aparicién de una enfermedad en los pavos en Inglaterra,
gue llevo a la muerte a 100,000 pavipollos denominada la enfermedad X (Turkey X
disease). Al poco tiempo hubo brotes similares que afectaron a otras aves de corral. El
origen de la enfermedad se encontré en tortas de cacahuete mezclado en € alimento,
procedentes de Brasil (D'Mello et al, 1999).

Con una rapidez sorprendente se detectd el hongo responsable, € Aspergillus flavus y
también fueron aidados sus metabolitos téxicos, las aflatoxinas (acrénimo de Aspergillus
flavus toxin). (D'Mello et al, 1999).

A partir de 1961, con el aislamiento de las aflatoxinas producidas por el Aspergillus flavus
y Aspergillus parasiticus, se evidencio laimportancia de los hongos en la contaminacion de
los alimentos tanto humanos como animales y se ha desarrollado una exhaustiva
investigacion cientifica alrededor de las micotoxinas y todo lo relativo a ellas. (D'Mello et
al, 1999).

1.3.1 Generalidades.

Las micotoxinas son producidas principalmente en la estructura del micelio de los hongos
filamentosos y mas especificamente en los mohos, los que, como mencionamos
anteriormente, son metabolitos secundarios, por o que no tienen importancia biogquimica en
el crecimiento y desarrollo de los hongos. Los hongos toxigénicos pueden producir uno o
més de estos metabolitos secundarios y esta bien establecido que no todos los hongos y
mohos son toxigénicos y no todos los metabolitos secundarios de 1os hongos y mohos son
toxicos. (Gimeno, 1999), (D'Mello et al, 1999).



Algunos gjemplos de micotoxinas de importancia en la salud publica 'y en la agroeconomia
son: aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxinas tricétesenos, zeralenona, toxinas termogeénicas y
alcaloides del cornezuelo del centeno. Estas toxinas producen mundialmente millones de
dblares en pérdidas en salud humana, salud animal y deterioro de productos agricolas.
Factores que contribuyen a la presencia y la produccion de micotoxinas en alimentos
humanos y animales, incluyen el amacenge, condiciones ambientales y ecoldgicas.
Frecuentemente la mayoria de estos factores estan mas alla del control humano. (Gimeno,
A. 1999), (D'Mello et al, 1999).

Las micotoxinas producen una respuesta toxica llamada micotoxicosis cuando son
consumidas por los animales y el hombre. La ingestion de micotoxinas por el hombre y los
animales gue ocurre principalmente por e consumo de alimentos de origen vegetal y de
residuos y metabolitos presentes en productos y subproductos animales pueden provocar
deterioro de lafuncion del higado y del rifidn, otras micotoxinas son neurotoxinas, mientras
gue otras actuan interfiriendo en la sintesis de proteinas, que producen: sensibilizacién dela
piel, necrosis y inmunodeficiencia severa, otras son potentes agentes mutagénicos,

teratogénicos, cancerigenosy citotoxicos (D'Mello. et al 1999).

Los factores que influyen en la magnitud de la toxicidad en & consumo de alimentos
contaminados por micotoxinas en el hombre y los animales, incluyen: especie, raza,
mecanismos 0 modos de accién, metabolismo y mecanismos de defensa, estos dos Ultimos
son factores importantes para entender la toxicidad de las micotoxinas en especies
especificas y en individuos separados. La especificidad de estos mecanismos queda bien
demostrada en la gran diferencia de como manejan las micotoxinas los rumiantes y 10os no
rumiantes, en general los rumiantes son mas resistentes a los efectos adversos de las
micotoxinas, ya que en estudios invitro se ha demostrado que la microbiota del rumen tiene
la capacidad de degradar a las micotoxinas. Entender las vias metabdlicas de las
micotoxinas en rumiantes y en no-rumiantes puede facilitar €l desarrollo de soluciones para
este problema. (Gimeno, 1991y 1999), (D'Mello et al, 1999).



La micotoxicosis en humanos y animales se caracteriza por estar ligada a los alimentos, ser
no infecciosa, no contagiosa, no transferible y no relacionada a otros microorganismos
aparte de los hongos. Hasta la fecha se han descubierto cerca de 300 micotoxinas las cuales
se han aidado y caracterizado quimicamente, las investigaciones se ha enfocado en las
formas que causan lesiones importantes en e humano y en los animales de granja y

compahia, algunas de estas se incluyen en la (tabla 1.1). (Gimeno, 1999).

En general las micotoxinas se categorizan por especie fungica, estructura y/o modo de
accion, pero cabe notar que una sola especie de hongo puede producir una 0 muchas
micotoxinas y que una micotoxina puede ser producida por diferentes especies de hongos,
por g emplo las aflatoxinas son producidas por diversas especies fungicas, tienen diversas
variaciones estructurales, y tienen diferentes modos de accién dependiendo del animal
blanco. (Gimeno, A. 1999y 1991), (D'Mello et al, 1999).

1.4 PRODUCCION DE MICOTOXINAS EN ALIMENTOS.

Como mencionamos anteriormente la produccion de micotoxinas por las diferentes especies

fungicas es influenciada por una variedad de factores, |0s que se detallan a continuacion:

1.4.1 Factores Fisicos.
a) Humedad y Agua disponible.

La cantidad de agua existente en el ambiente y en los sustratos es uno de los factores
importantes para € desarrollo de los hongos y para la produccion de micotoxinas. Sin
embargo no solo influye la cantidad de agua sino también la forma de presentacion de la
misma, asi pues, el agua se encuentra en forma libre y en forma combinada. (Gimeno,
1999), (Ramesh et al, 1999).

e El agua libre existe dentro y arededor de los tgjidos vegetales o de las cdlulas y

puede ser eliminada sin interferir seriamente con |os procesos vitales.
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e Laforma combinada est4 presente en los tejidos vegetales y animales, formando
parte integrante de las células que los componen y en unién con las proteinas y
glucidos. Para la germinacion de las esporas de hongos, es necesario que el agua se

encuentre en formalibre.

b) Temperatura.

La temperatura Optima para € desarrollo de los hongos se encuentra entre 25° y 30°C y €l
limite maximo entre 40° y 45°C. Cabe destacar que la mayor parte de los hongos no crecen
por debgjo de 5°C y que sin embargo hay hongos como el Aspergillus flavus, Aspergillus
candidus y Aspergillus fumigatus que pueden crecer sin problemas hasta los 55°C y otros
como €l Penicillium expansumyy el Penicillium cyclopium que son capaces de crecer a 0°C.
(Gimeno, 1999), (Ramesh et al, 1999).

¢) Zonas de Microflora.

En lugares de almacengj e de |os granos pueden existir pequefias zonas del alimento con alto
contenido en humedad susceptibles de desencadenar un desarrollo fungico, lo cual puede
después provocar un aumento general de humedad en el sustrato y consecuentemente una
mayor contaminacion fungica y predisposicion para la produccion de micotoxinas.
(Gimeno, 1999), (Ramesh et al, 1999).

d) Integridad fisica de | os granos.

Los tegumentos intactos del grano dificultan e acceso del hongo al amiddn endospérmico.
Los granos partidos son mas susceptibles de invasiéon y desarrollo fangico, que los granos
enteros. Esencialmente esto es debido a un aumento de la superficie de cultivo y una mayor
predisposicion para que € hongo contacte con la parte interna del grano, la cual es mas
vulnerable que la cuticula o parte externa. (Gimeno, 1999), (Ramesh et al, 1999).
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1.4.2 Factores Quimicos.

a) pH.

Los hongos toleran un gran intervalo de pH ( 2,5 - 7,5 ), de un modo general soportan
mejor el medio &cido que € acalino. Es de destacar que ellos mismos son capaces de
alterar el pH, utilizando como fuente de energia los &cidos organicos del alimento o los
excretados por bacterias acidificantes que pueden aparecer durante el periodo de deterioro
del aimento. (Gimeno, 1999), (Ramesh et al, 1999).

b) Composicion del sustrato.

Los hongos no son exigentes desde €l punto de vista nutriciona y ellos se nutren de los
micro y macro-elementos existentes en el sustrato donde se desarrollan. Sin embargo la
composicion del sustrato estd muy ligada a la produccion de la micotoxina. (Gimeno,
1999), (Ramesh et al, 1999).

¢) Nutrientes minerales.

Estan relacionados con la composicion del sustrato y a pesar de que €l hierro y el zinc son
los elementos méas importantes para un desarrollo fungico, tanto éstos como otros pueden
ser necesarios para la produccion de micotoxinas. Un giemplo es el caso de la Aflatoxina,
en la cual son necesarios sustratos ricos en zinc y ciertos aminoécidos para que €l
Aspergillus flavus metabolice la Aflatoxina. (Gimeno, 1999), (Ramesh et al, 1999).

d) Potencia de oxi-reduccion ( 02/CO2).

La mayor parte de los hongos son aerobios y por lo tanto necesitan oxigeno para el
desarrollo de sus reacciones metabdlicas. Una carencia de oxigeno condiciona el
crecimiento de los hongos y la ausencia total puede llegar a producir la muerte de éstos. El

anhidrido carbénico puede inhibir la formacion de algunas micotoxinas, como las
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aflatoxinas. Una atmosfera con 20 a 40% de CO2 en combinacion con una temperatura
reducida (17°C) o bien una humedad relativa reducida o ambos factores, previenen la
formacion de aflatoxina. (Gimeno, 1999), (Ramesh et al, 1999).

1.4.3 Factores Biol6gicos.

a) Presencia de invertebrados

La presencia de insectos actla como agente de diseminacion de la microfloray por o tanto
contribuye al crecimiento y multiplicacion de los hongos. El propio metabolismo del
insecto eleva el contenido de humedad del sustrato y ademés la rotura del pericarpio
permite lainfeccion del interior del grano. (Gimeno, 1999), (Ramesh et al, 1999).

b) Estirpes especificas.

En una misma especie fungica, no todas las estirpes se comportan de la misma forma. Asi
pues, la estirpe NRRL 1957 de Aspergillus flavus no produce aflatoxina, sin embargo ella
es producida por otras estirpes como: NRRL 3251, NRRL 3357, NRRL 3517 y NRRL
3353. (Gimeno, 1999), (Ramesh et al, 1999).

1.4.4 Tipos ecol 6gi cos de hongos.

Existen varios tipos ecol 6gicos de hongos que afectan a los aimentos en diferente etapa de
Su procesamiento, 10 que quiere decir que se desarrollan en diferentes etapas del proceso de
produccion, Esto es de gran importancia ya que podemos saber o sospechar que especie
fungica esta atacando nuestro producto y ademas en que etapa del proceso de produccion es

en la que se contamind. (Gimeno, 1991 y 1999).

Existen tres tipos de micobiota contaminante de alimentos. La micobiota de campo, la

intermediay la de almacenamiento.
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En la (tabla 1.2) citamos los tres tipos de micobiota y algunos factores que estan

correlacionados con cada unade €llas.

1.4.5 Relacion hongo-micotoxina.

En los alimentos contaminados por hongos la presencia de éstos no implica la produccion
de la micotoxina ya que ademés de la capacidad genética del hongo es necesario que ciertos
condicionantes sean satisfechos para que el hongo produzca micotoxina. También puede
ocurrir el hecho de detectar la micotoxina sin la presencia del hongo productor, puesto que
las formas vegetativas y germinativas del moho pueden ser inactivadas por procesos
guimicos o por alteracion de los factores ecolégicos, no ocurriendo o mismo con las
micotoxinas, que permanecen en el sustrato. (Gimeno, 1999), (Ramesh et al, 1999).

1.5 CONTAMINACION POR MICOTOXINAS DE ALIMENTOS COMPUESTOS PARA ANIMALES.

En la produccién animal actual para obtener productos animales de mayor calidad en menor
tiempo y con un costo menor, se hace uso de la nutricion en la cual se formulan dietas méas
eficientes, las cuales se producen con una gran cantidad de ingredientes los que pueden ser
de diferente origen, que va desde cereales como el maiz, €l sorgo, la cebada, la avenay €l
mijo, hasta subproductos industriales como las pastas de oleaginosas y harinas de carne,
sangre y pluma. (Gimeno, 1999), (Ramesh et al, 1999).

Esta diversidad de ingredientes conlleva el problema de incluir en las dietas ingredientes
contaminados con micotoxinas, sin embargo cabe mencionar que aun después de ser
elaborado € producto o alimento compuesto, éste también es susceptible a esta
contaminacion, por 1o que un alimento compuesto puede sufrir una contaminacion fungica
y de micotoxinas por varias razones y en diferentes lugares, por 1o que la contaminacion se
puede presentar en las siguientes partes del proceso. A saber: (Gimeno, 1999), (Ramesh et
al, 1999).
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1.- Contaminacion de origen externo:

La utilizacién de aguna o algunas materias primas contaminadas, podran contaminar los
piensos en los que intervengan y a la vez las instalaciones de la fabrica. (Gimeno, 1999),
(Ramesh et al, 1999).

2.- Contaminacion en el interior de lafébrica:

En la fabrica de alimentos compuestos y a lo largo del proceso de elaboracion, el polvo de
las materias primas y de los alimentos, se queda adherido a las paredes de los silos,
transportadores, € evadores, tolvas, mezcladores, interior de las canalizacionesy en especia
los recodos y curvaturas de éstas. Este polvo puede proceder de materias primas
contaminadas en mayor o menor grado y por una falta de limpiezay desinfeccion periddica
0 bien porgque algunas partes de la instalacion de la fébrica son muy dificiles de limpiar,
este polvo se queda ali adherido durante mucho tiempo. (Gimeno, 1999), (Ramesh et al,
1999).

En condiciones de humedad y temperatura adecuadas, el crecimiento de hongosy la posible
produccion de micotoxinas pueden tener lugar en el polvo acumulado diariamente dando
lugar a un proceso de contaminacion cronico gque afecta a la calidad de las materias primas
gue pasan diariamente por estos focos contaminados. Repercutiendo todo ello en la calidad
y conservacion del alimento final. (Gimeno, 1999), (Ramesh et al, 1999).

3.- Contaminacion fuera de la fabrica:
Un alimento puede estar en perfectas condiciones a la salida de la fabrica, sin embargo se
puede contaminar durante el transporte (focos de contaminacion dentro de las cubas a

granel) o bien, estropearse en la propia granja por problemas de residuos contaminados en

el interior de los silos o infiltraciones y condensacion de agua dentro de los mismos, asi
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como por falta de higiene en los comederos y otras zonas de la explotacion. (Gimeno,
1999), (Ramesh et al, 1999).

1.6 METODOS PARA LA DETECCION DE LA PRESENCIA DE MICOTOXINAS EN ALIMENTOS.

Desde que las micotoxinas fueron reconocidas como una amenaza potencia para la salud
humana y animal a principios de los 60's y que resultan frecuentemente en perdidas
economicas, € desarrollo de métodos para su deteccion se ha congtituido en una importante
demanda. (Gimeno, 1999), (D'Mello et al, 1999). En los ultimos 15 afios las técnicas
aplicadas para la deteccion, andlisis y caracterizacion de las micotoxinas se han
diversificado, sin embargo existen métodos altamente probados y estandarizados para estos

fines, por lo cua podemos clasificarlos principalmente en:

e Métodos basados en HPLC (High Performance Liquid Cromatography).
e Métodos basados en ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

e Métodos basados en Cromatografia de columnas de inmunoafinidad.

Todos estos métodos tienen diferentes grados de deteccidn y cuantificacion, dependiendo
principamente del tipo de aimento a andlizar y el tipo de micotoxina a encontrar. Sin

embargo cada uno de ellos tiene ventajasy desventajas.

1.6.1 Métodos basados en HPLC (High Performance Liquid Cromatography).

Pocos métodos de andlisis quimico son verdad especificos a un analito particular. Se
encuentra a menudo que el andito del interés se debe separar de la miriada de los
compuestos individuales que pueden estar presentes en una muestra. Asi como proveer del
cientifico analitico mé&odos de separacién; las técnicas cromatograficas pueden también
proporcionar métodos de andlisis. La cromatografia implica una muestra (o el extracto de

muestra) que es disuelto en una fase movil (que pueda ser un gas, un liquido o un liquido
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supercritico). La fase movil entonces se fuerza con una fase inmovil e inmiscible.
(Kromidas, 2006).

Las fases se eligen tales que los componentes de la muestra tienen solubilidades que se
diferencian en cada fase. Un componente que es absolutamente soluble en la fase inmovil
llevara un recorrido més largo a través de el que un componente que no sea muy soluble en
la fase inmdvil sino muy soluble en la fase movil. Como resultado de estas diferencias en
movilidades, 10os componentes de |la muestra se separarédn de uno a uno, por que vigjan por
la fase inmovil. Técnicas tales como columnas de uso de H.P.L.C. (cromatografia liquida
del ato rendimiento), se usan tubos estrechos con la fase inmovil, con la cual la fase movil
es forzada a pasar por ellos. La muestra es transportada a través de la columna por la
adicion continua de lafase mévil. Este proceso se llama elusion. Se determinalataza media
en la cual un andito se mueve a través de la columna para e momento en que pase en la
fase movil y las diferencias de tiempo calculan y determinan €l tipo de componente que se
encuentra en la fase movil. Por este proceso se puede analizar tanto la presencia de varios
analitos en nuestro caso micotoxinas y por calculos en los picos de la grafica podemos
determinar la cantidad de estos compuestos en la muestra. (Kromidas, 2006), (Chu, 1992).

Las desventgjas principal es de este método radican en € alto costo del equipo utilizado, sin
embargo |0s reactivos usados no son tan costosos como en otras técnicas.

La ventgja principa de esta técnica es que es muy exacta para saber las diferentes
micotoxinas presentes en la muestra. Y también tiene buen grado de sensibilidad para

cuantificar cada componente.

1.6.2 Métodos basados en ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Debido que las micotoxinas no son antigénicas, |os primeros estudios que se desarrollaron
fueron en el sentido de lograr la conjugacion con proteinas o polipéptidos que pudieran
servir como transportadores en las condiciones Optimas de produccién de anticuerpos en
conejos y en otros animales. Con los avances en la tecnologia se han logrado producir

anticuerpos monoclonales contra diversas micotoxinas. (Lawellin, 1977), (Chu, 1992).
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Con estos avances se han logrado disefiar ensayos inmunol ogicos para la determinacion de

micotoxinas, tanto en métodos de ELISA como en columnas de inmunoafinidad.

En general dos sistemas de ELISA se han usado para € andlisis de micotoxinas y ambos
son ensayos competitivos heterogéneos. Un sistema es ELISA directo, se utiliza un
conjugado enzima-micotoxinay el otro sistema es ELISA indirecto, dado que se utiliza un
conjugado proteina-micotoxina y un anticuerpo secundario con € cual una enzima ha sido
conjugada. Generalmente |la peroxidasa de “horseradish” es la enzima mas comunmente
utilizada para conjugacion, otras enzimas gue también se utilizan son lafosfatasa alcalinay
la B-galactosidasa. En el ensayo competitivo directo, |os anticuerpos se inmovilizan en una
fase sOlida, esferas o tubos de poliestireno, esferas de nylon o tarjetas materia plastico, 0
bien placas para microtitulacion. (Lawellin, 1977). La muestra en solucion o el estandar de
toxina es generalmente incubada simultéaneamente con el conjugado enzimaético. Después
de los lavados apropiados, la cantidad de enzima conjugada que reacciona con el anticuerpo
se determina por incubacién con un sustrato en solucion que contiene peréxido de
hidrogeno que actta como un oxidante cromogeno. El color resultante se mide ya sea
visualmente o por medio de un espectrofotdbmetro. En este ensayo, las toxinas presentes en
el extracto de la muestra y los conjugados enzimaticos de las toxinas compiten por los
mismos sitios de enlace presentes en el anticuerpo inmovilizado en la superficie solida.
Debido a gque las concentraciones de conjugado enzimético y de anticuerpo son constantes,
la intensidad del color es un funcién inversamente proporcional a la concentracion de
toxina. (Haugen et al, 1981), (Lawellin, 1977).

En el ensayo ELISA indirecto un conjugado formado por la micotoxina enlazada a una
proteina o un polipéptido se inmoviliza en una placa de microtitulacion. La placa se incuba
con el anticuerpo especifico en presencia de las micotoxinas homologas. La cantidad de
anticuerpo enlazado a conjugado proteinico inmovilizado en la placa es determinado
después por la reaccion con un complejo enziméatico 1gG y por la subsiguiente reaccidn con
el sustrato. Asi la toxina en las muestras y la toxina en la fase solida compiten con los

mismos sitios de unién con el anticuerpo especifico en solucion. (Lawellin, 1977)
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1.6.3 Métodos basados en Cromatografia de columnas de inmunoafinidad.

Los métodos de columnas de inmunoafinidad se han popularizado enormemente en |os
ultimos afios, por su sencillez de uso y por su aceptable exactitud en la deteccion; otro
factor a su favor es que son métodos que no utilizan equipo de laboratorio especializado y

el precio por analisis en los Ultimos afios tiende ala bga.

En estos procedimientos los anticuerpos monoclona es especificos para una micotoxina en
particular, se inmovilizan formando un gel, que se empaca en una columna. Cuando €
extracto de un insumo o de un alimento terminado se hace pasar a través de la columna, la
micotoxina queda combinada con los sitios de union del anticuerpo, mientras que €l resto
de los componentes del extracto no se combinan, después de esto se procede a eliminar
cualquier compuesto que haya quedado retenido con una serie de lavados, posteriormente
se eluye la micotoxina con una solucion metandlica. La solucion resultante se pasa a través
de un sistema por cromatografia de liquidos o bien se derivatiza y se lee en un fluorémetro
especia mente disefiado. (OMA, 1999), (Gimeno, 1999), (Chu, 1992).
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1.7 EL GENERO ASPERGILLUS.

1.7.1 Clasificacion Taxondmica.
Descrito por Micheli ex Link en 1809
Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Orden: Eurotiales

Familia: Trichocomaceae

Género: Aspergillus

1.7.2 Descripcion y habitad natural.

El Aspergillus es un hongo filamentoso, cosmopolita y ubicuo encontrado en la naturaleza.
Se aida comunmente de suelo, de la raiz de las plantas, y del aire ambiental interior.
Mientras que el género teleomorfico se ha descrito solamente para algunos Aspergillus,
otros son aceptados como mitosporicos, sin ninguna produccién de espora sexua conocida.
(Raper et al, 1965), (De Hoog et al, 2000).

El género Aspergillus incluye més de 185 especies. Alrededor de 20 hasta ahora se han
reportado como agentes causales de infecciones oportunistas en el hombre y los animales.
(De Hoog et al, 2000).

De estas especies Aspergillus fumigatus es la especie més aidlada, seguida de Aspergillus
flavus y Aspergillus niger. Aspergillus clavatus, Aspergillus glaucus group, Aspergillus
nidulans, Aspergillus oryzae, Aspergillus terreus, Aspergillus ustus, and Aspergillus

versicolor son especies menos comunmente aisladas.
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Otro aspecto muy importante de este género es la capacidad para infectar tejidos vegetales

y la produccién de micotoxinas. (Moreno, 1996).

1.7.3 Produccion de Micotoxinas por Aspergillus flavus.

Como anteriormente mencionamos, las micotoxinas son metabolitos secundarios
resultantes de la oxidacion de algunos acidos grasos. Para entender claramente su
produccién tenemos que acercarnos a las teorias de los metabolitos en los procesos

celulares.

Los metabolitos en los procesos celulares se pueden dividir convenientemente en primarios

0 secundarios basados en su esensiabilidad paralavida. (Moreno, 1996).

Los metabolitos primarios como productos fundamentales en las vias del carbon y el
nitrégeno; estan involucrados en la sintesis de componentes esenciales para la vida como

azlcares, aminoacidos y lipidos. (Moreno, 1996).

En contraste, los metabolitos secundarios por su amplitud de caracteristicas los cientificos
por mucho tiempo no han podido ponerse de acuerdo en una definicién, sin embargo se ha
llegado a aceptar |a definicion de Aharonovitz, Demain y Bu'lock, que restringe €l término a
“Sustancias producidas no requeridas para el desarrollo, crecimiento y mantenimiento de un
organismo vivo” sin embargo esta definicion es muy limitante ya que estas sustancias estan
ligadas a muchos procesos metabdlicos y es necesario establecer una linea de investigacion

tanto en los aspectos genéticos, como metabdlicos para cada organismo. (Moreno, 1996).

El punto principal del estudio de los metabolitos secundarios es conocer su habilidad para
gjercer efectos en componentes especificos y la interaccion de estos componentes en
sistemas biologicos y celulares, como es el caso de las micotoxinas y especificamente las
aflatoxinas que son producidas por Aspergillus flavus Link vy Aspergillus parasiticus
Speare. Las principales aflatoxinas son cuatro. AFBl, AFB2, AFGl1 y AFG2.
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Generalmente AFB1 es encontrada en mayores concentraciones que las otras y es la més

potente, siendo carcindgena, teratégenay mutagena (Moreno, 1996).

1.7.4 Las aflatoxinas producidas por Aspergillus flavus.

Quimicamente, las aflatoxinas son difuranocumarinas (Buchi y Rae, 1969). Estos
compuestos estan formados por anillos heterociclicos, los furanos relacionados a la
toxicidad y un anillo de lactona responsable de la fluorescenciay el cual también hace que
estos metabolitos sean susceptibles ala hidrélisis alcalina (Lillehoj, 1983). LasletrasBy G
se refieren a los colores azul y verde de fluorescencia observados bajo luz ultravioleta de
onda larga; esta propiedad de fluorescencia de las aflatoxinas ha llegado a ser la base para
la cuantificacion por métodos fisicoguimicos antes mencionados (Asao et al, 1963); y los
nimeros se refieren a los patrones de separacion de estos compuestos a utilizar
cromatografia de capa fina (Bullerman, 1979). En la Figura 1.7 se muestran las estructuras

moleculares de algunas aflatoxinas.

Las aflatoxinas se generan por la via biosintética de los poliquétidos a partir de acetatos y
se condderan los contaminantes biol6gicos de los alimentos mas extendidos a nivel
mundial y los més peligrosos que se conocen debido a sus propiedades cancerigenas,
mutagenas y teratogenas (Jelinek et al, 1989). No se conoce e papel fisiologico del
metabolito en e desarrollo del hongo. Sin embargo, se ha establecido que existe una
estrecha asociacion entre la biosintesis de aflatoxinas y la de los lipidos (Townsend et al,
1984), (Cleveland y Bhatnagar, 1991) y que ademéas en algunos casos, la sintesis de
proteinas disminuye durante la fase de produccion de aflatoxinas (Maggon et al, 1977). Al
crecer inicialmente el hongo existe muy poca o ninguna produccion de aflatoxinas, pero a
reducirse los niveles de fosfatos y nitrégeno en el medio, el metabolismo primario se
desorganiza, se acumulan varios metabolitos primarios y se empiezan a producir las
aflatoxinas (Drew y Demian, 1987). Aun cuando su papel ecol6gico no esta bien
comprendido, a ser sus estructuras de resistencia (esclerocios) repelentes a ser ingeridos

por insectos, se refiere que tienen un papel defensivo (Wicklow, 1988), (Dowd, 1991).
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Existen cepas en las que no existe la produccion de estas toxinas, por 1o que se asume que
estos metabolitos no son esenciales para su desarrollo. La produccion de aflatoxinas
depende de varios factores: la cepa del hongo; el substrato; el contenido de humedad; la
temperatura y la micoflora asociada. Las aflatoxinas son producidas solo por agunas cepas
denominadas toxigenas, cuyos reguerimientos son especiales para su desarrollo, por
giemplo: una actividad de agua minima de 0.85, equivalente a 16.5% de humedad en
cereales como €l maiz, en cuanto d limite de humedad maximo, précticamente no existe;
puesto que en los laboratorios se pueden producir aflatoxinas alin en medio liquido, siempre

y cuando sean cultivos puros. (Drew y Demian, 1987).

En cuanto alatemperatura minima parala produccion de aflatoxinas es de 12°C, la
optima de 27-30°C y la maxima de 40-42°C. Aspergillus flavus crece lentamente a
temperaturas menores de 12°C, y répidamente a temperaturas hasta de 55°C; pero no
produce aflatoxinas debagjo de 12°C, ni arriba de 40-42°C (Diener y Davis, 1966).

1.7.5 Las aflatoxinas su absorcion, biotransformacion y toxicidad.

En cuanto a su importancia, se sabe que practicamente todos |0 seres vivos son
susceptibles a las aflatoxinas. Aspergillus flavus est4 adaptado a emplear un amplio
espectro de fuentes organicas. Ademéas de ser saprofito, es un organismo patégeno
oportunista en plantas, insectos y vertebrados incluyendo a hombre y animales domésticos
(Bhatnagar et al, 1994). Sus efectos pueden ser agudos o cronicos dependiendo del
organismo afectado, la dosisy frecuencia de exposicion.

La sensibilidad varia con las especies, edad y sexo en los animales, asi como la

composicion de ladietay laruta de ingestion (Krishnay Sinha, 1991).

Para que las aflatoxinas puedan causar dafio es necesario que ocurra absorcion,
distribucion, biotransformacion y la acumulacién residual dentro de un organismo (animal
o0 humano). De todas la aflatoxinas la AFB1 se considera la méas téxica y en orden
decreciente le siguen: AFG1, AFB2, AFG2, AFM1y AFQL1 (Betina, 1989).
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Absorcion.

El principa sitio de absorcion es € aparato digestivo seguido de pulmon y de la pid y ésto
se debe a que |as aflatoxinas son compuestos liposolubles (Sawhney et al, 1973), (Klaassen
y Rozman, 1990) por lo que féacilmente son absorbidas, para posteriormente llegar al
torrente circulatorio y de ahi distribuirse hacia los tejidos blandos y depdsitos de grasa en
los pollos; sin embargo la mayor acumulacion ocurre en los 6rganos involucrados en la
biotransformacion y eliminacion de los dimentos, como son el higado y el rifion, ésto fue
observado por Sawhney et al (1973), quienes administraron aflatoxina marcada con
carbono 14 en dosis Unica, detectando pocos minutos después de la toma la presencia en

higado y rifidon principalmente, asi como en otros tejidos (muscul o, tejido adiposo y piel).

Por otro lado, esta demostrado que la absorcion de AFB1 a nivel del intestino delgado es
mediante difusion pasiva y dependiente de la composicion lipidica del epitelio intestinal,
sin perder de vista que en el tracto gastrointestina puede llevarse a cabo una
biotransformacion, generando AFBl1-epdxido, dihidrodiol-AFB1 o AFB2 capaces de
interactuar con proteinas intestinales (Hsieh y Wong, 1994).

Biotransformacion.

En general, la biotransformacién es una reaccién enzimética cons stente en una oxidacion,
reduccién, hidrélisis y conjugacién con diferentes sustancias que se lleva a cabo
principalmente en € higado por la enzima citocromo P450 mitocondrial en un metabolito
hidrosoluble, dando origen ala aflatoxina M1, Q1, P1 y Ro (Figura 1.8). Otra enzima que
también se ha visto involucrada es €l citocromo 488 (Y oshisawa et al, 1982). Sin embargo,
también puede realizarse en otros tgidos u 6rganos como e rifion, los pulmones, la
placenta e incluso en sangre. Cabe mencionar que es probable que existan otras reacciones
de biotransformacion en las cuales intervienen enzimas no microsomales (Shank, 1981),
como es €l caso del afatoxicol que a diferencia de los anteriores no se origina de la accion

de enzimas microsomales, S no de enzimas localizadas en el citosol.

La presencia de aductos AFBl-albumina en sangre, es indicativo que la toxina fue

metabolizada hasta epdxido ya sea en e lumen del intestino, en la pared de éste 0 en sangre
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y SuU presencia es usada como biomarcador de exposiciéon a AFB1 (Dalezios et al, 1973),
(Luthy et al, 1980), (Hsieh y Wong, 1994). En tanto, la conversion de AFB1 a aflatoxicol
se lleva acabo mediante una reductasa citosdlica. El aflatoxicol es considerado tan toxico y
carcinogénico como la AFB1 aungue su mutagenicidad es solo del 70% de ésta. De acuerdo
con ello Wong y Hsieh (1980), propusieron la hipétesis de que el aflatoxicol puede
permanecer como “reservorio” de AFB1 in vivo. Aunado a ésto (Patterson and Roberts,
1970) postularon que s € aflatoxicol sufre una re-oxidacion por la enzima deshidrogenasa
microsomal adquiere nuevamente su conforacién de AFB1 confirmando la hipétesis de que

puede permanecer Como reservorio.

Desde e punto de vista bioquimico, las aflatoxinas son consideradas como inhibidores
biosintéticos y en el caso de la AFB1 se ha encontrado que su actividad biologica tiene
varias fases. 1) interacciéon con el ADN e inhibicion de las polimerasas responsables de la
sintesis tanto de ADN como ARN; 2) Supresion de lasintesis del ADN; 3) Reduccion de la
sintesis del ARN e inhibicion dd ARN mensgjero; 4) ateraciones en la morfologia del

nucleolo y 5) reduccién de la sintesis de proteinas ( Clifford y Rees, 1966).

Bioquimicamente, las aflatoxinas pueden alterar el metabolismo de carbohidratos, lipidos,
proteinas, &cidos nucleicos, asi como el metabolismo energético. Las aflatoxinas pueden ser
cons deradas como inhibidores biosintéticos tanto in vitro como in vivo. Altas dosis pueden
provocar una inhibicion total de los sistemas bioquimicos, y dosis bajas pueden afectar
diferentes sistemas metabdlicos (Ellis et al, 1991).

Diversos estudios han demostrado que los niveles de glucogeno hepético se reducen por la
accion de las aflatoxinas, o que puede deberse a efecto sobre la inhibicion de la
glucogénesis, la disminucion en el transporte de glucosa hacia las células hepaticas y la
aceleracion de la glucogendlisis. Sin embargo, tanto la sintesis de lipidos como €
transporte através de las células son incrementados (Ellis et al, 1991).

En contraste con la mayoria de las micotoxinas, la AFB1 no es un carcindgeno per se, pero

requiere de una biotransformacién para g ercer su accion. Lainteraccién de las aflatoxinas
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con los acidos nucleicos es de dos tipos. uno de €ellos es a través de uniones no coval entes,
las cuales son débilesy reversibles; el otro tipo es con uniones covalentes formando enlaces
muy fuertes e irreversibles, permitiendo la formacion de complgos DNA-Aflatoxina
conocidos como “aductos’ (Kiessling, 1986). Estos aductos son €l resultado de la accion
enzimética del P450, por lo que hace a las células hepéticas las mas susceptibles por su ato

contenido de estaenzima.

Launion delaaflatoxinaa ADN (aducto) se da en varios pasos:

1) Intercalamiento de la toxina en la estructura helicoidal del ADN; 2) Oxidacién de los
carbonos no saturados (C8 y C9) de la parte termina furano de la molécula de AFB1 por €l
sistema microsoma de oxidasas de funcion mixta (organizacién compleja de enzimas de las
células hepéticas NADPH dependientes, unidas a citocromo P-450) para formar un
intermediario y 3) El atague del C8 de AFB1 sobre el N7 de la guanina 'y la formacion de
una ligadura covalente en la interaccion AFB1- N7- Guanina. El dafio en la molécula de
ADN por esta interaccion se manifiesta de varias maneras; € aducto es cortado de la
molécula de ADN y se inducen errores en el mensaje o bien, el aducto no es cortado pero es
convertido en AFB1-formamidopirimidina que también es causante de errores en la
transcripcion. Como consecuencia en € dafio del ADN se origina la mutagénesis y

carcinogénesisy s se trata de un feto se presenta la teratogénesis (Eaton et al, 1994).

Ademas de la inhibicién de la replicacion del ADN, de la sintesis de ARN y proteinas, la
AFB1 origina un efecto en las membranas del reticulo endoplasmico y en la fosforilacion
oxidativa interfiriendo en la cadena respiratoria mitocondrial, concretamente en los
citocromos b y c¢. El metabolismo de los carbohidratos también se ve afectado, inhibe la
sintesis de glicégeno a través de la accion sobre las enzimas glicbgeno sintetasa y
transglicosilasa. Otro de los problemas que ocasionan las aflatoxinas es € de incrementar el
nivel citosdlico del NADPH necesario para la sintesis de acidos grasos, por lo que se

produce una acumulacion de lipidos en e higado (Betina, 1989).
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Las primeras lesiones observables de aflatoxicosis son la necrosis hepatica y cambios
degenerativos grasos. En general, se consdera que las aflatoxinas actian como un

antimetabolito que se unea ADN e interfiere en la biosintesisdel ARN y proteinas.

Para ser eliminadas a través de la leche, secreciones digestivas y urinarias, las aflatoxinas
de manera general se conjugan con acido glucorénico y taurocélico los cuaes conforman a
la bilis y en menor grado estas son eliminadas a través de rifién y aparato gastrointestinal.
Trabajos reaizados por Sawhney et al. (1973) observaron en gallinas y pollos de engorda
gue al dar unadosis Unica por viaora y parenteral de aflatoxina marcada, € 28% de ella se
eliminaba por via urinaria 'y gastrointestinal en las primeras 24 hrs, y el 71% se excretaba
después de 7 dias, la vida media en el plasma fue de 1.5 hrs. para aparecer rapidamente en
bilis. Por lo que se menciona que se puede eliminar de los tgidos en un tiempo

relativamente corto entre 72 'y 96 hrs. posingestion.

Toxicidad.

La aflatoxina B1 esta clasificada como la mas téxica (LD50 1-50 mg/kg) para muchas
especies animales. Las especies mas susceptibles a AFB1 son los patos, congos y gatos
mientras que los ratones, hamster, ratas y pollos son més resistentes. Con respecto a las
especies aviares los patos son los més sensibles seguidos de los pavos, gansos, faisanes,

pollos de engorday gallinas (Muller et al, 1970).

El efecto toxico de las aflatoxinas depende de la dosis y del tiempo de exposicion, por o
gue se puede distinguir procesos de curso agudo caracterizados por hemorragias severas,
anorexia, depresion y muerte (Osweiller et al, 1985) o bien desarrollar cuadros de curso
crénico, donde se presenta una disminucién en la ganancia de peso, mala conversiéon
alimenticia, inmunodepresion e incluso desarrollo de procesos neoplasicos principa mente
en higado (Smith and Ross, 1991).

Respecto al efecto residual no se tienen evidencias que la AFM1 se elimina a través del
huevo; Sawhney et al. (1973) y Jacobson and Wiseman (1974) encontraron diferentes

niveles de aflatoxina (entre 0.2 y 3.3 ppb) en los diversos componentes del huevo
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(cascardn, yemay clara) a dar dietas con 100 a 400 ppb de AFB1. Trucksess et al. (1983)
alimentaron gallinas de postura con alimento que contenia 8,000 ppb de AFB1 durante 7
dias, sacrificando a la mitad de las aves a término de este periodo. Al resto de las aves se
les alimentd 7 dias més con un producto libre de AFB1. Ellos observaron la presencia de
AFB1 vy aflatoxicol en huevo y tejidos blandos (higado y ovario) y AFM1 en rifion alos 7

dias postconsumo de aimento contaminado.

1.7.6 Aflatoxicosisen pollos.

Antecedentes.

Las aflatoxinas han sido responsables o han estado involucradas en diferentes sindromes en
aves, por gjemplo en laenfermedad “X” de los pavos en e Reino Unido descrita por Blount
en 1961, lacual se caracterizo por altamortalidad, aproximadamente 100,000 pavos. Donde
se redizaron esfuerzos para encontrar a un agente infeccioso, siendo estos andisis
negativos a aidamiento biolégico, sin embargo mediante un proceso de pruebas
alimentarias se encontrd una sustancia toxica asociada con un ingrediente de la dieta, pasta
de cacahuate de Brasil. También se ha relacionado con € sindrome de higado graso y
sindrome de higado hemorréagico en aves (Kubena et al, 1990).

La aflatoxicosis altera los parametros productivos tales como ganancia de peso, consumo
de aimento, conversion alimenticia, pigmentacion, produccion de huevo y rendimiento
productivo de hembras y machos, ademas de su efecto inmunodepresor y cancerigeno tanto
en animales como en e hombre. Algunas de estas alteraciones son influenciadas
directamente por la intoxicacion, aunque otras son indirectas, causadas generalmente por
reduccion en @ consumo de alimento.

Dosis.

En general para la intoxicacién con aflatoxina es importante considerar e tipo de
aflatoxina, la dosis, € tiempo de exposicion, especie animal, sexo, estirpe o raza y la edad
del animal expuesto. Sin embargo a pesar de las consideraciones anteriores y de afos de
estudio, se tienen amplios rangos de niveles necesarios para causar ateraciones en los

pardmetros productivos y reproductivos, manifestaciones clinicas de intoxicacion y
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alteraciones morfopatol 6gicas. Por este motivo mencionaremos algunos autores que han
realizado trabgj os de investigaci 0n enfocados principamente al efecto de la aflatoxina B1.
Los diferentes trabajos que se han realizado resumen las siguientes dos's, efectos, tiempos

y alteraciones:

En pollos de engorda con edades de 1 a 7 dias con un tiempo de consumo de 7 a 14 dias
con dosis de 300 a 600 pg/kg de peso vivo, se encontraron lesiones hepaticas y muerte.
(Bababunmi y Bassir 1982),(Muller et al, 1970), tambien en pollo de engorda de un dia de
edad con tiempo de consumo de 7 semanas a dosis de 75 a 675 ug /kg de peso vivo, se
encontro retraso en el crecimiento en la dosis bgja y aumento en la mortalidad en la dosis
alta, adosis de 250 a 500 g /kg de peso vivo por 3 semanas hubo reduccion en la ganancia
de peso, lesion hepética e inmunosupresion, con dosis de alrededor de los 200 pg /kg de
peso vivo por 29 dias se observd un aumento de la susceptibilidad a la coccidioss, y por
un lapso de 10 semanas a dosis de 200 a 800 g /kg de peso vivo retraso en el crecimiento
en ladosis bagjay lesion hepética grave y aumento en la mortalidad en la dosis alta. (Smith
and Hamilton., 1970), (Doerr et al, 1983), (Giambrone et al, 1985), (Edds et al, 1973),
(Ghosh et al, 1990).

En pavos de 14 dias de edad con tiempo de comsumo de 35 dias a dosis de entre 100 y 800
Hg /kg de peso vivo, se encontraron reduccion en la ganancia de peso y lesién hepatica
microscopicay en pavitos a dosis de 500 ug /kg de peso vivo, se encontro reduccion de la
eficiencia a la vacunacion de Marek. (Edds, 1973), (Giambrone et al, 1985), (Quist et al,
2000).

En cuanto a gallinas de postura alimentadas con AFB1 en el aimento con dosis de 100 ug
/kg de peso vivo por un periodo de 6 semanas, se encontraron alteraciones en el contenido
del calcio en d cascar6n y con dosis de 600 ug /kg de peso vivo por un lapso de 33
semanas hubo reduccion en la produccion de huevo y aumento de la mortalidad. (Smith and
Hamilton, 1970),(Bayman and Cotty, 1993).
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Signos clinicos.

Los signos clinicos en intoxicacién aguda generalmente cursan con la muerte de los
animales de forma repentina. En los casos de intoxicacion crénica (dosis bajas por un

periodo largo) se pueden observar |os siguientes:

En pollos de engorda con una dosis de 4 ppm de AFB1 se describe pérdida de peso, retardo
del crecimiento, elevacion de la mortaidad, disminucién de peso y aumento de la
conversion alimenticia. Sin embargo este mismo efecto se observa cuando la dieta contiene
0.5 ppm de AFB1 durante cuatro semanas (Rao and Joshi 1993), (Osborne et al, 1982),
(DaFala et al, 1987), (Del Rio, 1998) e inmunodepresiéon (infecciones bacterianas y
parasitarias secundarias) (Ghosh et al, 1990), (Virdi et al, 1989) disminucion en el niUmero
de huevos por ciclo, fragilidad del cascarén por cambios en el contenido de calcio. Diversos
autores coinciden gue los signos comienzan a aparecer entre la 2a y 3era semana de ingesta

del alimento contaminado (Newberne, 1973).

Tyczkowski and Hamilton (1987) y Schaeffer et al (1988) observaron aves palidas, con
pobre pigmentacion, atribuyendo este hecho a una disminucion en la absorcion, transporte y
depdsito de los carotenos de la dieta en los tejidos. En gallinas ponedoras se presenta
disminucién en la produccién y peso del huevo con 1 ppm de AFB1, a ingerir alimento

contaminado durante 4 semanas.

Alteraciones observadas en pruebas de |aboratorio.

Hematologia y quimica sanguinea:

En pavos se ha observado disminucion en la cuenta de eritrocitos, con un hematocrito de
alrededor del 25 % (normal del 27%) en machos reproductores. Ademas las aflatoxinas son
causa del aumento de la cuenta leucocitaria de heteréfilos y monocitos, con linfopenia
patente (Tung et al, 1975).
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Los niveles normales de proteina sérica en aves son entre 3.0 y 6.0 g/dl, observaron una
disminucion del 43% en la concentracion de proteinas plasmaticas al administrarse 2.2 g/kg
de peso vivo. También describen una disminucion del 64% de colesterol sanguineo (normal
100 y 200 mg/100ml), ademas Doer et al (1976) describieron una disminucion de
proteinas especificas que actlan en la coagulacion, con aumento en el tiempo de

coagulacion.

Los niveles de colesteral, triglicéridos, calcio, fosforo, asi como la actividad enzimética de
la Aspartato Aminotransferasa (AST), Alanino Aminotransferasa (ALT), Lactato
Deshidrogenasa (LDH) y Gamma Glutamiltransferasa (GGT) se ven afectados a utilizar
dosis de 0.5 ppm, 25y 5 ppm de AFB1 (Fernandez et al, 1994), (Arshad et al, 1993),
(Kumar et al, 1993), (Quezada et al, 1993), (DaFallaet al, 1987).

La actividad de los leucocitos y la respuesta inmune también se ven afectadas por la
presencia de aflatoxinas. EI mecanismo exacto es desconocido, sin embargo € efecto
negativo sobre el complemento, interferdn, proteinas séricas y actividad leucocitaria son
presumiblemente resultado de la lesién hepética y de la inhibicién de la sintesis de

proteinas (Pier and McLoughlin, 1985).

Corrier (1991) menciona que con un consumo de dietas con 0.2 a 0.5 ppm de aflatoxina la
respuesta inmune contra Pasteurella multocida, Salmonella pullorum y contra el virus de
NewCastle no se ve alterada, no asi cuando los niveles son entre 0.6 a 10 ppm. Sin embargo
otros autores como Edds et al (1973) y Batra et al (1991) si observaron disminucion de la

respuestainmune a utilizar las dos's bajas mencionadas.

Alteraciones morfopatol 6gicas.

El higado es € principal 6rgano afectado, aun cuando otros 6rganos y tejidos muestran
también alteraciones anatomicas.

Higado: se observa decoloracion palida amarilla-verdosa y con el tiempo desarrolla focos
blanguecinos, hemorragias petequiaes o equimaticas, en ocasiones hematomas. El higado
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puede estar aumentado de tamafio (curso agudo) o atrofiado (cronico) con fibrosis
abundante. Histol 6gicamente |os hepatocitos presentan degeneracion grasa, hay hiperplasia
de conductos biliares, fibrosis perilobulillar y focos de necrosis, ademés se observa la

presencia de células inflamatorias como heterdfilos y mononucl eares en espacio porta.

Rifién: también se observa con tonalidades palidas blanquecinas o amarillentas, difusas,
correspondientes a necrosis tubular o degeneracién grasa, se describe también la presencia

deinfiltracion linfoide.

Otros: se ha descrito cardiomegalia, atrofia de bolsa de Fabricio, timo y bazo con deplesion
linfoide, otros hallazgos son atrofia de médula 6sea observandose de color blangquecino y
hemorragias en masas musculares (petequias y equimosis) (Newberne, 1973), (Virdi et al,
1989), (Ghosh et al, 1990), (Espada et al, 1992), (Arshad et al, 1993), (Kumar et al, 1993),
(Quezada et al, 1993), (Quist et al, 2000).
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1.8 EL GENERO FUSARIUM.

1.8.1 Clasificacion Taxonémica.
Descrito por Link ex Gray en 1821
Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Orden: Hypocreales

Familia: Hypocreaceae

Género: Fusarium

1.8.2 Descripcion y habitad natural.

Fusarium es un hongo filamentoso distribuido extensamente en las plantas y en el suelo. Se
encuentra en el micoflora norma de pienzos, tales como arroz, haba, sojay otras cosechas
(Pitt et al, 1994).

Mientras que la mayoria de las especies son mas comunes en las éreas tropicales y
subtropicales, algunas habitan en sudo en climas frios. Algunas especies de Fusarium
tienen un estado teleomafico (Larone, 1995), (Sutton et al, 1998).

Asi como ser un contaminante comin y un patégeno bien conocido de plantas con la

capacidad de producir micotoxinas (De Hoog et al, 2000).

El género Fusarium contiene actualmente unas 20 especies. Unas de |os mas comunes de

éstas son Fusarium moniliforme, Fusarium solani, Fusarium oxysporum y _Fusarium

chlamydosporum

1.8.3 Produccién de Micotoxinas por Fusarium moniliforme.

Los hongos del género Fusarium sp estan reconocidos mundialmente, ya que son capaces,
dependiendo de la especie, de metabolizar una serie de toxinas de diversa estructura

guimica. Muchas de las especies toxigénicas de Fusarium son descritas como las mayores
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patégenas para plantas y cereales, causando por g emplo “podredumbre de la mazorca de
maiz”, asi como un producto utilizado parala aimentacion animal (Placinta et al, 1999).
De las més importantes desde el punto de vista de salud animal y productividad estan los
tricotecenos, zearalenonas, moniliforminay fumonisina (Chulze et al, 1996), (Viquez et al,
1996), (D"Méello et al, 1999).

Este trabg o se basa principa mente en las toxinas producidas por Fusarium moniliforme y
Fusarium proliferatum que son pricipamente la fumonisina. Estos dos géneros figuran entre
los hongos méas comunmente asociados con €l maiz y que pueden recuperarse de la mayoria
de los granos, incluso de los que parecen sanos. La presencia de fumonisinas en las
plantaciones de maiz en el campo, guardan una correlacion positiva con la incidencia de
casos de estas dos especies fungicas que predominan durante la fase tardia de madurez
(Visconti et al FAO/OMS, 1999).

Las fumonisinas producidas por € genero Fusarium.

Las fumonisinas son el grupo de micotoxinas mas recientemente descubiertas y son
producidas principalmente por Fusarium moniloforme Sheldon, la fumonisina B1 (FB1) es
la molécula predominante producida por el hongo. La fumonisina ha sido asociada con
ciertas enfermedades en animales como son la leucoencefalomalacia en equinos (LEME) y
edema pulmonar porcino (EPP). El mecanismo general de accién de las fumonisinas es la

disrupcion de sintesis de esfingolipidos.

Visconti et al (FAO/OMS, 1999) menciona que son los compuestos que principal mente
estan en los cultivos fangicos del maiz, habiéndose demostrado gue se dan naturalmente en
niveles biol 6gicamente importantes en el maiz y en varios alimentos a base de maiz para
seres humanos y piensos en varios paises de todo el mundo. Por ejemplo en Filipinas,
Tailandia e Indonesia se ha observado una contaminacion del 50% en el maiz. Los paises
africanos son los més afectados hasta en un 90%. En estos paises se han detectado niveles
de fumonisina en maiz de 2000 pug/kg y en alimento para animales rangos de 4000 a 11000

Hg/kg. Otros investigadores mencionan la presencia de fumonisina en Argentina, Costa
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Rica, Honduras y Venezuela pero en cantidades que van de 1 a 15 ug/g, afectando
principalmente a maiz amarillo y en el 83% de las muestras analizadas (Chulze et al,
1996), (Placinta et al, 1999), (Gordon et al, 2000), (Medinay Martinez, 2000).

Estructura quimica.

Las fumonisinas fueron primeramente aisladas del hongo Fusarium moniliforme, aun
cuando otras especies de Fusarium pueden producirlas, como Fusarium proliferatum,
Fusarium nygamai, Fusarium anthophilium, Fusarium dlamini y Fusarium napiforme.
Recientemente un hongo Alternaria sp también mostré la capacidad de producir
Fumonisina B1. Estos son compuestos altamente polares, por |0 que son solubles en agua,
pero insolubles en solventes organicos (Ross et al, 1990), (Nelson, 1992).

Seis diferentes fumonisinas han sido aidadas e identificadas: fumonisina Al, A2, Bl
(descubierta en 1988), B2, B3y B4, sin embargo solo FB1, FB2 y FB3 han sido detectadas
como contaminantes naturales en maiz. (Placinta et al, 1999), (D"Mello et al, 1999) (figura
1.9).

1.8.4 Las fumonisinas su mecanismo de accién y toxicidad.

Diferentes autores mencionan gque la Fumonisina B1 interfiere con la biosintesis de los
esfingolipidos o la esfingosina (So), debido a que la FB1 en parte de su estructura quimica

essimilar al complego alcohol-amino de la esfingosina (So). (figura 1.10)

Estos esfingolipidos (fosfoesfingolipidos y glicoesfingolipidos) son importantes en la
integridad de la membrana celular, en la comunicacién intercelular, en el contacto celular,
asi como, en la actividad fisiologica de las células de los animales y en las células vegetales
tiene una accion fitotdxica dafiando la membranay reduciendo la sintesis de clorofila.

Los esfingolipidos son encontrados en abundancia en cerebro y tejido nervioso. Por
gjemplo los glicoesfingolipidos son uno de los mayores componentes de los lipidos que
forman lamielina, la cual es un congtituyente de la membrana de |os oligodendrocitos y de

las células de Schwann, en el sistema nervioso central y periférico, 1o que explica las
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alteraciones observadas en equinos. La esfingosina (So) es sintetizada en reticulo
endoplasmico, a partir de esfinganina (Sa). (Mayes, 1988), (Whang et al, 1991), (Visconti
et al, 1999), (Figura 1.11).

1.8.5 Fumonitoxicosis en pollos.

Existen evidencias de dafio bioquimico, celular y morfolégico en los animales que
consumen aimento contaminado con fumonisinas. Dentro de las alteraciones que se
observan en equinos, cerdos, rumiantes y pollos se encuentran dafio hepético, dd tracto
gastrointestinal, cerebro, pulmon y mortalidad, asi como, un efecto inmunodepresor al
inhibir la replicacion de células leucocitarias e inhibir la actividad fagocitica de los
macrofagos, aun cuando la informacion es limitada respecto a los efectos de la fumonisina
B1 sobre el sistema inmune de los pollos (D"Mello et al, 1999), (Placinta et al, 1999),
(Ledoux et al, 1999).

Las dosis que se han utilizado en los pollos de engorda son relativamente altas a las
observadas de manera natural (0 a5 mg/kg FB1) (Murphy et al, 1993). Ledoux et al (1999)
observo alteraciones en el peso corporal, peso de Organos y alteracion en la quimica
sanguinea al utilizar dosis de 300 y 400 mg/kg (ppm), similar alo observado por Brown et
al (1992), Bailly et al (2001) proporciond dietas contaminadas con fumonisina a patos con
dosisde 5, 15 y 45 mg/kg de FB1 observando alteracion en € desempefio productivo adn
con la dosis mas bagja en comparacion con el grupo control. Todos |os autores coinciden en

gue los pollos jévenes son los més susceptibles.
Otros gjemplos:

1.- Pollitos de 2 dias de vida 10 ppm de fumonisina B1 en 6 dias presentaron diarreas,
disminucién del peso vivo y de los pesos absolutos del higado, bazo y bolsa de Fabricio,
hubo una disminucion de los niveles de triglicéridos, acido Urico y de la actividad de la
fosfatasa alcalina, los niveles de la gamma-glutamil transferasa, aspartanoamino

transferasa, deshidrogenasa | actica, creatinquinasay colesterol, aumentaron.
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2.- Pollitos de 1 dia de vida, 75 a 525 ppm, 21 dias con contaminaciones de 450 y 525
ppm hubo una disminucién del consumo de pienso y la ganancia de peso vivo, |os pesos
relativos del rifion y del higado aumentaron y los niveles de esfinganina libre y de
esfinganina/esfingosina, aumentaron.

3.- Con contaminaciones de 225 ppm, fueron observadas lesiones histol6gicas en € higado.
Con contaminaciones de 75 ppm, los pollitos se vieron fisiol6gicamente afectados y hubo
un aumento en los niveles de esfinganina libre y de esfinganinalesfingosina (Gimeno,
1991).

Alteraciones observadas en pruebas de |aboratorio.

El calcio sérico, d colesterol, AST (aspartato aminotransferasa), FA (fosfatasa alcalina),
LDH (lactato deshidrogenasa) y GGT (gamma glutamiltransferasa) se incrementan, del
mismo modo se elevan los niveles séricos de esfingolipidos y la relacién
esfinganina/esfingosina (Engelhardt et al, 1989), (Ledoux et al, 1992), (Brown et al, 1992),
(Bailly et al, 2001).

Signos clinicos y alteraciones morfopatol 6gicas.

Dentro de los signos clinicos observados estan diarrea, reduccion del peso corporal,
incremento del peso relativo del higado, mollgay proventriculo, aumento de la conversion
alimenticiay alta mortalidad. Los hallazgos morfol 6gicos macroscopi cos correspondieron a
ascitis, hidropericardio y miocardio paido. Lesiones ulcerativas en boca se observaron en
pavos. Histologicamente el higado presenté cambio graso, necrosis multifocal, hiperplasia
de conductos biliares y de cordones hepéticos, degeneracion y necrosis cardiaca
(miocardio). En timo atrofia de corteza, asi como discondroplasia; en intestino delgado se
reporta moderada atrofia de vellosidades (Engelhardt et al, 1989), (Ledoux et al, 1992),
(Brown et al, 1992).
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1.9 INTERACCION DE AFLATOXINA Y FUMONISINA.

Aun cuando existen algunos informes sobre la contaminacion conjunta de diversas toxinas
(Jelinek et al, 1989), (Michael et al, 1998), (D"Mello et al, 1999), (Medina and Martinez,
2000) lamentablemente, la informacién sobre toxicidad, estabilidad y grado de incidencia
de muchas de las micotoxinas que se han identificado ain hoy en dia es escasay més aln
en el caso del efecto combinado de dos 0 méas micotoxinas. Esto hace que el proceso para

decidir el o los métodos para su control, resulten ser complicados.

Por lo tanto, la presencia de multiples toxinas en el mismo sistema proporciona huevos
motivos de preocupacion, dado que la informacion toxicolégica sobre los efectos de la
exposicion simultanea es todavia muy limitada. El uso de diversas materias primas
susceptibles de estar contaminadas por mas de una micotoxina, hace que el problema del
efecto de éstas sea un riesgo mayor para la salud animal y por lo tanto para la economia
avicola. Por faltade informacion es dificil prever los efectos de toxinas multiples; para ello
ciertos estudios in vitro pueden ayudarnos a predecir 1os resultados, sin embargo para una
comprension integral, es necesario la realizacion de estudios in vivo, permitiendo a

organismo animal participar en € proceso de intoxicacion (Gelderblom et al, 2002).

Estudios recientes han demostrado que la exposicion smultanea a aflatoxina Bl y
fumonisina B1 puede provocar respuestas diferentes que la exposiciéon a esas toxinas por
separado (Placinta et al, 1999), (Medina and Martinez, 2000), si bien se ha observado este
comportamiento, alin hay pocos estudios sobre la interaccion de estas dos micotoxinas. Este
resultado puede deberse a una combinacion de una multitud de factores entre los que se
incluyen la interaccion quimica o la potenciacion/inhibicion de diferentes vias metabdlicas
0 bien puede que la respuesta general se deba al equilibrio entre diversas reacciones. Por
cons guiente, diferentes grados de contaminacion pueden representar diferentes alteraciones
paralasalud anima y humana. (Gelderblom et al, 2002).
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2.- OBJETIVOS.

1.- Evaluar el efecto de |la presencia de dosis bajas de micotoxinas de Aspergillus flavus
link y Fusarium monilliforme, sobre los principales parametros productivos en pollo de

engorda.

2.- Evaluar €l efecto sinérgico de las micotoxinas de Aspergillus flavus link y Fusarium

monilliforme, sobre los principal es parametros productivos en pollo de engorda.
3.- Evaluar las ateraciones bioguimicas en pruebas de laboratorio de pollos de engorda
alimentado con maiz contaminado con las micotoxinas de Aspergillus flavus link y

Fusarium monilliforme.

4.- Evaluar la respuestainmune en pollo de engorda aimentado con maiz contaminado con

las micotoxinas de Aspergillus flavus link y Fusarium monilliforme.
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3. HIPOTESIS.

El consumo mixto de aflatoxinas y fumonisinas impactard negativamente sobre las
variables productivas, asi como en la quimica sanguinea y respuesta inmune en €l pollo de

engorda.
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4.- JUSTIFICACION.

Debido a que los cereales son utilizados como materia prima para la elaboracion de
alimentos balanceados y que estos frecuentemente estan contaminados con algun tipo de
micotoxina y que estas toxinas afectan seriamente a los animales y a hombre, hace
necesario tener un conocimiento mas profundo del efecto causado por la interaccion de

aflatoxinas y fumonisinas.
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5.- MATERIALESY METODOS.

5.1 Metodol ogia.

La metodologia general para e experimento se dividid basicamente en tres etapas:

e Etapa 1. Produccién estandarizacion detoxinas y preparacion de dietas.
e FEtapa?2. Aplicacion de dietasy toma de muestras.
e Etapa 3. Procesamiento de muestras.

e FEtapa4. Analisis Estadistico.

A continuacién se detalla las actividades realizadas para cada etapa:

5.1.1 Etapa 1. “ Produccién, estandarizacion de toxinasy preparacion de dietas’ .

a) Cultivos.

Aspergillus flavus link productor de aflatoxina B1 y B2, se cultivo en medio PDA. (papa
dextrosa agar) a 27°C por 7 dias y después se almaceno a 3°C hasta su posterior uso.

Fusarium moniliforme productor de fumonisina B1 se cultivo en medio PDA. (papa
dextrosa agar) en tubo a 25°C por 14 diasy después se almaceno a4°C hasta su uso.

b) Inoculacién y cultivo.

La cepa de Aspergillus flavus link se resuspendié en una solucion de Tween 80 al 1% en
H,O estéril para obtener una suspensién de esporas y se inoculé en maiz previamente
esterilizado € cual se mantuvo en incubacion por 20 dias a 27°C y posteriormente se
esteriliz6 para la eliminacion del microorganismo y continuar la cuantificacién de

aflatoxinas.
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La cepa de Fusarium moniliforme se resuspendié en una solucién de Tween 80 a 1% en
H,O estéril, para obtener una suspension de esporas y se inoculé en maiz previamente
esterilizado el cual se mantuvo en incubacion por 26 dias a 25°C y posteriormente se
esterilizO para le eliminacion del microorganismo y continuar la cuantificacion de

fumonisinas.

c¢) Determinacion de la concentracion de micotoxinas.

Después de este periodo y al observar un crecimiento uniforme de las especies fungicas, se
procedid a medir la concentracion de toxinas producidas en el maiz, aflatoxina B1 y B2
para el material inoculado con Aspergillus flavus link y fumonisina B1 para el materia
inoculado con Fusarium moniliforme.

La técnica usada para la determinacion de las micotoxinas fue cromatografia de columnas
de inmunoafinidad en ambos casos. El método usado para aflatoxina B1 fue Aflatest B de
Vicam Corp (OMA, 1999). En el caso de Fumonisina B1 se utilizo Fumonitest B de Vicam
Corp (OMA, 1999).

d) Preparacion de dietas y protocolo de alimentacion.

Posteriormente de haber obtenido las concentraciones finales de las micotoxinas, se
procedid a diluir el maiz contaminado, con maiz probado libre de micotoxinas, para
estandarizar la concentracion detoxinas para el caso de AflatoxinaB1 y B2 de 500 ppb (0.5
mg/kg) y paralafumonisina B1 de 80 ppm (80 mg/kg) posteriormente se reaiz6 el molido

y mezclado del maiz.

Con este maiz se prepararon 4 dietas correspondientes a |os tratamientos que se usaron en
este experimento que a continuacion se detallan.

e Tratamiento 1.- Maiz con Aflatoxina 500 ppb.

e Tratamiento 2.- Maiz con Fumonisina 80 ppm.

e Tratamiento 3.- Maiz con Aflatoxina 500 ppb y Fumonisina 80 ppm.

e Tratamiento 4 (Control).- Maiz libre de toxinas
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5.1.2 Etapa 2. “ Aplicacion de dietasy toma de muestras’ .

Dia 1.

Se utilizaron 40 pollos de engorda Arbor Acres X Arbor Acres de 1 dia de edad, para la
aplicacion de las cuatro dietas correspondientes a los cuatro tratamientos cada uno con 10
animales. El aimento se suminstré ad libitum. Cabe mencionar que el aimento Unicamente
consistion en maiz contaminado con algun tipo de micotoxina o la combinacion. Este

manejo influyo directamente sobre el peso de los animales.

El agua de recepcion contenia vitaminas (A, D3, E, B1, B2, B6, B12, Nicotinamida 'Y Ca.)
Latemperatura de recepcion fue de 33°C 'y disminuyo 2°C semanal mente.

Al inicio ddl trabajo experimental, las aves fueron pesadas individualmente y distribuidas
homogéneamente en los 4 tratamientos, 1o que fue con la finalidad de iniciar €l trabgo

experimental sin diferencia estadistica entre |0s pesos de las aves.

Adicionalmente se sacrificaron 5 animales del mismo lote, a los cuales se les realizd la

necropsiay se tomo sangre sin anticoagulante para obtener suero para posteriores andlisis.

Las siguientes actividades fuero realizadas como se describe:
Dia4.
Vacunacion de las aves de todos los tratamientos contra la enfermedad del Newcatle cepa

La sota por via ocular.

Dia7.

Cambio de agua para todas | as aves.

Dia8.
Determinacion del peso de las aves por tratamiento e individuamente, as como del
alimento restante de cada tratamiento y colocacion de alimento nuevo, 1500 grs. por

tratamiento.
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Dia12.
Sacrificio de 3 animales por tratamiento, necropsia correspondiente toma se sangre

completay suero.

Dia13.
Se determino € peso del aimento restante y se les proporcioné alimento nuevo, 1500 grs.

por tratamiento.

Dia 15.

Determinacion del peso de las aves por tratamiento e individual mente.

Dia 20.
Se determino € peso del alimento restante y se les proporcioné alimento nuevo, 2000 grs.

por tratamiento.

Dia22.

Determinacion del peso de las aves por tratamiento e individua mente.

Dia 29.

Sacrificio de todos|os animales.

Determinacion del peso a aimento sobrante.

Determinacion del peso de las aves por tratamiento e individual mente.
Necrops a correspondiente.

Toma de sangre completay suero.

Peso hepético.
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5.1.3 Etapa 3. “ Procesamiento de muestras’ .

e Del suero obtenido losdias 1, 12y 29, se utilizo paralas siguientes pruebas.

o0 Inhibicién de la Hemoaglutinacién para el virus del Newcastle, usando un
protocol o estandar (OIE 2004).

o0 Determinacion de la Alaninamino-Transferasa ALT, usando kits comerciales
marca Wiener Laboratorios S.A.1.C utilizando un espectofotometro marca
Beckman Coulter, modelo DU530.

0 Determinacion de la Aspartatoamino-Transferasa AST usando kits
comercidlesmarca  Wiener  Laboratorios SA.I.C  utilizando  un
espectofotémetro marca Beckman Coulter, modelo DU530.

e Delasangre completa obtenidalos dias 12 y 29. Se utiliz6 parala siguiente prueba:

o Determinacion de la concentracion de Hematocrito (Coles, H, 1989).

e De los pesos del dimento y de cada anima se realizaron los caculos para
determinar:
0 Consumo de alimento.
o Gananciatotal de peso.

0 Conversion aimenticia

5.1.4 Etapa 4. “ Andlisis estadistico” .

El andlisis estadistico para cada dato, se realizo con un disefio completamente al azar (One

Way ANOVA), con comparacion de medias con la prueba de Tukey; éstos andlisis de datos

se realizaron con el paguete estadistico StatPoint® STATGRAPHICS Centurion® version
15.1.0.2.
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6.- RESULTADOS.

6.1. Peso de los animales.

En cuanto al peso de los animales para cada tratamiento, se pesaron los dias mencionados
(1, 8, 12, 15, 22, 29) obteniendo €l peso promedio por tratamiento (tabla 6.1).

Para € dia 8 del experimento, los pesos se comportaron de la siguiente forma: €l
tratamiento nimero 3 (AFB+FB1) registro el menor peso con 44.22 grs. en promedio,
teniendo este diferencia estadistica (p<0.05) con los demas tratamientos. El mejor peso lo
presentd el tratamiento 4 (control) con 54.61grs. sin tener diferencia estadistica entre ellos
(p>0.05).

Para el dia 12, el tratamiento 3 (AFB+FB1) continu6 siendo e de menor peso con 49.40
grs. en promedio, seguido del tratamiento 2 (FB1) con 53.06 gr (p>0.05); ambos
tratamientos fueron estadisticamente menores al compararlos con los tratamientos 1 y 4
(57.83 grs. y 56.50 grs.) (p< 0.05).

En el dia 15, el tratamiento con mayor peso fue el tratamiento 1 (AFB) con 62.15 grs., y €l
de menor peso nuevamente fue el tratamiento 3 (AFB+FB1) con 49.10 grs. (p<0.05).

Este mismo comportamiento del tratamiento 3 (AFB+FB1) se registré para el dia 22 y el
dia 29 (tabla6.1).

6.2. Consumo de alimento.
Para e consumo de alimento se cacularon las diferencias del alimento ofrecido y el

alimento recolectado y se dividieron por €l nimero de animales en cada tratamiento y se

obtuvo el promedio de consumo para cada animal (tabla 6.2)
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Para el dia 8 los promedios de consumo por animal se comportaron de la siguiente manera:
el tratamiento que obtuvo el mayor consumo de alimento fue el numero 4 con 84.0 grs. por
anima y e que obtuvo e menor consumo fue el 2 con 57.0 grs. € tratamiento 1 y 3
presentaron consumos de 82.0 grs. y 65.0 grs. respectivamente; todos los tratamientos

tuvieron diferencia estadistica entre ellos (p<0.05).

En el dia 13, el tratamiento que presentd e menor consumo fue el nimero 3 con 35.0 grs. y
el que presentd el mayor consumo fue €l tratamiento 1 con 63.0 grs. Los tratamientos 2 y 4
obtuvieron 43.0 grs. y 52.0 grs., respectivamente; todos | os tratamientos tuvieron diferencia
estadistica entre ellos (p<0.05).

En € dia 20 del experimento, el mayor consumo |o obtuvo nuevamente € tratamiento 1 con
102.9 grs. y e menor fue € tratamiento 4 con 77.1 grs.; el tratamiento 2 presento un
consumo promedio de 85.7 grs. y €l tratamiento 3 obtuvo 78.6 grs.; todos los tratamientos

tuvieron diferencia estadistica entre ellos (p<0.05).

Para el fina del experimento, € dia 29 se mantuvo esa tendencia; el mayor consumo |o
obtuvo el tratamiento 1 con 167.1 grs. y € menor consumo |o obtuvo €l tratamiento 4 con
81.4 grs; €l tratmiento 2 obtuvo 82.9 grs. y € tratamiento 3 consumi6 88.6 grs.; todos los

tratamientos tuvieron diferencia estadistica entre ellos (p<0.05).

6.3. Conversion alimenticia.

La conversiéon alimenticia se calculé a final del proyecto (tabla 6.3), obteniéndose una
conversion de 5.47 para las aves del tratamiento 1 (AFB), seguido del tratamiento 3
(AFB+FB1) con 5.00, y del tratamiento 4 (control) con 4.46y finamente € tratmiento 2
(FB1) con 3.88, Este Ultimo fue e que mostr6 diferencia estadistica con los demés
(p<0.05).
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6.4 Pruebas de dafno hepatico.

Se redlizaron las determinaciones en suero de ALT (Alaninamino-Trasferasa) y de AST
(Aspartatoamino-Trasferasa). Con la técnica antes mencionada para la toma de muestra de

losdias 12 y 29, los resultados de |os promedios se reflejan en latabla 6.4 y latabla 6.5.

6.41ALT

El tratamiento que presento la cocentracion més alta, fue el tratamiento 3 (AFB+FB1) con
78 unidades internacionales (Ul) siendo estadisticamente diferente (p<0.05) respecto a los
otros tratamientos. Como se puede observar, €l tratamiento 4 (control) obtuvo 48.33 UI; los
tratamientos 1 y 2 presentaron 59.33 Ul y 51.66 Ul unidades respectivamente, sin
diferencia estadistica entre ellos (p>0.05).

En & muestreo dd dia 29 al fina del experimento, el tratamiento que presentd la
concentracion més atafue e numero 1 (AFB) con 66.66 Ul, teniendo diferencia estadistica
(p<0.05) con los demas tratamientos. El tratamiento 3 (AFB+FB1) presentd 56.28 Ul
teniendo éste diferencia estadistica (p<0.05) con los demas tratamientos, |os tratamientos 2
y 4 presentaron 43.83 Ul y 41.2 Ul respectivamente sin diferencia estadistica (p>0.05)

entre ellos.

6.4.2 AST

Para esta transaminasa € dia 12 se obtuvieron los siguientes valores: €l tratamiento 3
(AFB+FB1) con 352.0 Ul fue el més afectado presentando diferencia estadistica (p<0.05)
con los demas. El tratamiento 1 (AFB) obtuvo en promedio 290.0 Ul; los tratamientos 2
(FB1) vy 4 (control) presentaron 314.33 y 301.33 unidades respectivamente. Estos tres

tratamientos no tuvieron diferencia estadistica entre ellos (p>0.05).
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Al dia 29, final del experimento, los tratamientos 1 (AFB) vy el 3 (AFB+FB1) mostraron
300.09 y 276.71 Ul respectivamente, sin presentar diferencia estadistica (p>0.05) entre
ellos, pero s a compararlo con los tratamientos 2 (FB1) y €l 4 (control) que presentaron
en promedio el tratamiento 2 (FB1) de 192.71 y de 168.0 para el 4 (control), Sin presentar
diferencia estadistica entre estos ultimos dos (p>0.05).

6.5 Prueba de la inhibicion de la hemoaglutinacion. (HI).

Con los sueros obtenidos, se determind la respuesta inmune contra la vacunacion del Virus
del Newcastle por latécnica de Hl, los resultados se expresan en LOG base 10 para las dos

tomas de muestras realizadas, se promediaron para cada tratamiento (tabla 6.6).

Para los reultados del dia 12 los tratamientos 1 (AFB), 2 (FB1), 3 (AFB+FBl1) se
comportaron de la misma forma teniendo 2.308 LOG base 10 en promedio para todas sus
mediciones; € Unico tratamiento que tiene un ligero cambio fue el tratamiento 4 (control)
gue tuvo 2.408 LOG base 10, sin embargo ninguno de los tratamientos tuvieron diferencia
estadistica (p>0.05) entre ellos.

En el dia 29 dd experimento |os resultados fueron los siguientes; el tratamiento que obtuvo
el mayor valor logaritmico fue € nimero 3 (AFB+FB1) con 1.505 LOG base 10 seguido
por el nimero 2 (FB1) con 1.290 LOG base 10 y teniendo el mismo valor de 1.254 LOG
base 10 se colocaron €l tratamiento 1 (AFB) y 4 (control). Ninguno de los tratamientos

tuvieron diferencia estadistica (p> 0.05) entre ellos.

6.6 Peso hepatico.

Al final del experimento durante la necropsia de los animales se determind el peso
hepatico, (tabla 6.7).

El tratamiento que tuvo mayor peso hepético fue € tratamiento 1 (AFB) con 2.65 grs. en
promedio, seguido por e 2 (FB1) con 2.44 grs., €l tratamiento 3 (AFB+FB1) y 4 (control)
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con 2.37 grs. y 2.30 grs. respectivamente. Ninguno de los tratamientos mostro diferencia
estadistica entre ellos (p>0.05).

6.7 Porcentaje de Hematocrito.

Con la sangre recolectada el dia 12y el dia 29 serealizé la determinacion del porcentaje de
hematocrito en los animales. Estos resultados se promediaron por tratamiento y se

presentan en latabla 6.8

Para el dia 12 € tratamiento que obtuvo el valor mas alto de hematocrito fue € tratamiento
4 (control) con 29.66% y el que obtuvo el valor mas bajo fue el tratamiento 3 (AFB+FB1)
con 27.66%; el tratamiento 1 (AFB) y 2 (FB1) obtuvieron 29.00% y 29.33%
respectivamente (p>0.05).

En el Udltimo muestreo el tratamiento con el porcentaje de hematocrito mas bgjo fue el 2
(AFB) con 21.17% teniendo diferencia estadistica solo con el tratamiento 4 (control) que
obtuvo 25.88%. Los tratamientos 1 (AFB) y 3 (AFB+FB1) obtuvieron 22.60% y 23.58%
respectivamente y no tuvieron diferencia estadistica (p>0.05) entre ellos, ni entre los deméas

tratamientos.
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7.- DISCUSION.

Las aves utilizadas en este estudio y que estuvieron distribuidas en alguno de los 4
tratamientos Unicamente fueron alimentadas con maiz quebrado, con y sin micotoxinas, lo
gue influyé en peso, el consumo y la conversiéon alimenticia, por lo que los resultados
obtenidos estan abgjo del promedio marcado para la estirpe utilizada. La finalidad de este
manegjo aimenticio, fue la de observar el efecto de las aflatoxinas y fumonisinas en

condiciones de deficiencia nutricional y maximizar € efecto toxico.

Como se ha descrito por diversos investigadores, la ganancia de peso no se ve afectada por
niveles bajos de fumonisina (FB) similares a los utilizados en este trabajo, mencionando
gue se necesitan més de 100 mg. de FB/kg. (100 ppm) de alimento para impactar
negativamente |os estimadores productivos en € pollo de engorda; situacion similar ocurre
con niveles bgos de aflatoxina (AFB) como los utilizados en este estudio (Brown et al,
1992; Kubena et al, 1997; Ledoux et al, 1992; Bailly et al, 2001). Para que las aves se
vean afectadas por la ingestién de alimento contaminado con aflatoxinas es necesario
utilizar concentraciones de 1 mg. (1000 ppb) de AFB/ kg. de peso, afectando la ganancia de
éste; sugiriendo que por cada mg./kg. que se incrementa, la aflatoxina (AFB) en la dieta de
pollos de engorda, €l crecimiento se deprime en un 5% (Drgant-Li et al, 2003; Dd Rio et
al, 2006).

Sin embargo al estar presente AFB+FB en combinacién, € peso promedio disminuyé
respecto al peso de las aves control a pesar de las concentraciones utilizadas para cada una
de las micotoxinas. Este es un dato valioso ya que |os niveles que se han reportado en sorgo
y maiz contaminados de forma natural para fumonisina B1, varian de 0.07 a8y de 0.04 a
65 mg. /kg. respectivamente para cada grano, asi como, también se ha reportado la
presencia de estas dos micotoxinas en estos granos y aimento utilizado para la
alimentacion del pollo de engorda (Prathapkumar y Bhat, 1997). Asimismo se han realizado
estudios sobre el efecto individual y combinado de diversas micotoxinas como son las

aflatoxinas y ocratoxina A (Huff et al, 1983), aflatoxinay diacetixicirpenol (Kubenaet al,
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1995) y las toxinas producidas por e género Fusarium sp como T2, DON y fumonisina B1
(Kubena et al, 1997). En México existen reportes donde la concentracion de aflatoxina en
granos y alimentos detectados va en promedio de 61 a 71 pg. /kg. de alimento en & 60% de
las muestras analizadas (Flores et al, 2006), valores que estan por arriba de la norma oficial
mexicana permitidos para consumo humano, pero no para consumo animal, no obstante
también hay reportes por arriba de 1 mg. /kg. ademas de detectar presencia de otras
micotoxinas en las mismas muestras analizadas (Méndez-Albores et al, 2004). Respecto a
la fumonisina (Robledo et al, 2001) mencionan que todas las muestras analizadas fueron
positivas a FB1 con una concentracion promedio de 2,541 ug. /kg. de aimento,
concentracion menor ala utilizada en este trabajo. (Rosiles et al, 1996) reportan 10 mg. /kg.
en muestras de maiz que causaron leucoencefal omalacia en equinos.

Es evidente que el grupo de aves que consumieron aflatoxina en aimento fueron las que
obtuvieron mayor peso, incluso que las aves del grupo control, sin embargo, esto se explica
aque el consumo de alimento fue mayor para las aves del grupo con aflatoxinas.
Investigadores como Kubena et al (1997) y Ledoux et al (1992), también observaron este
comportamiento. La consecuencia de estar presente las aflatoxinas y las fumonisinas en el
alimento y que €ellas actien sobre diferentes vias metabdlicas, ocasionan un efecto sinérgico
ya que la AFB interfiere con la sintesis protéica y las FB ocasionan una disrupcion en el
metabolismo de los esfingolipidos alterando el crecimiento celular (Soriano et al, 2005;
Mishraet al, 2003).

Respecto a la conversion alimenticia no se hace comparacion con otros investigadores, ya
gue como se menciond en materiales y métodos, el alimento consistié Unicamente en maiz
con y sin micotoxinas, y no en el uso de aimento balanceado, por 1o que las conversiones

salen de los standares normal es, generalmente obtenidos en la industria avicola.

Diversos autores han reportado cambios en higado, rifion, bolsa de Fabricio y bazo en aves
gque consumieron aflatoxina (Quist et al, 2000, Allameh et al, 2005, Perozo et al, 2003,
Ledoux et al, 1992) al igual que este trabajo no observaron cambios en € peso del higado al
utilizar FB en concentraciones menores a 375 mg/kg (Kubena et al, 1997). Tampoco se

observé en este estudio cambio en € peso relativo del higado en la combinacién de
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AFB+FB, a pesar de que Kubena et al (1995) en un estudio realizado en su grupo de
investigacion utilizaron 0.075 mg. de AFB/kg. de aimento y 200 mg. de FB/kg. de
alimento. Otros investigadores también describen cambios en el peso del higado, sin

embargo €llos utilizaron unacombinacion de FB y toxina T-2 (Brown et a., 1992).

El porcentaje promedio de hematocrito de las aves en los diferentes tratamientos no se vio
afectado en ninguno de ellos de manera significativa, a pesar que en el segundo muestreo se
aprecia un menor porcentgje del hematocrito en las aves que consumieron alimento con
fumonisina, sin embargo esta dentro de los pardmetros descritos en la literatura (Feldman et
al, 2000). Esto puede ser debido a que Unicamente el alimento contenia 500 pg. AFB/Kg.
de alimento y 80 mg. de FB/kg. de alimento. Allameh et al (2005) y Lanza et al (1980) si
observaron ateracion en el porcentaje de hematocrito y en la concentracién de proteinas
plasmaticas d utilizar entre 1y 2 mg. de AFB/kg. de alimento, este mismo efecto fue
reportado por Kubena et al (1995) a pesar de haber utilizado Unicamente 0.75 mg. de
AFB/kg. de aimento. Este mismo autor reporta que la presencia de fumonisina (200
mg./kg.) tampoco afectd el hematocrito. Por o que podemos concluir que son necesarias
concentraciones mayores de AFB para alterar el porcentge de hematocrito y que la
fumonisina a concentraciones hasta 200 mg./kg. de alimento no es capaz de alterar la

sintesis de eritrocitos.

La evaluacion de ALT en aves es controversial ya que hay autores que mencionan que no
€s una enzima importante en aves, sin embargo otros autores al evaluar e comportamiento
de esta enzima si encuentran alteracion en presencia de micotoxinas (Fernandez et al, 1994;
Ledoux et al, 1992; Bailly et al, 2001, Allameh et al, 2005). Es este trabajo la evaluacion
de ALT s denota una elevacion sérica al estar presentes las aflatoxinas, no asi en las aves
gue consumieron aimento con fumonisina. Es importante continuar evaluando esta enzima
celular, para establecer su importancia en aves y que tan directamente esta relacionada con
dafio hepatico.

Respecto ala AST tiene un comportamiento similar ala ALT. La AST es una enzima que

indica dafio hepatico, aunque también se encuentra elevada por dafio en musculo estriado.

54



Los resultados obtenidos concuerdan con Allameh et al (2005), a pesar de que ellos

utilizaron e doble o méas de aflatoxina (1y 1.5 mg de AFB/kg. durante 21 dias).

Respecto al efecto de las fumonisinas, no se observo por parte de Weibking et al., (1993)
alteracion séricas de AST al utilizar FB desde 75 hasta 525 mg. /kg., |0 que concuerda con
este trabgjo. Por su parte Kubena et al (1997 y 1995) al combinar FB (300 y 200 mg. /kg.)
con DON (15 mg. /kg.) o AFB (0.75 mg. /kg.), no observaron ateracion en los valores
séricos de AST cuando estuvo presente la fumonisina sola o en combinacién con DON, no
asi cuando la FB estuvo en combinacién con AFB. Este efecto de las aflatoxinas se explica
debido a que éstas son toxinas consideradas como hepatotoxicas, causando necrosis del
tejido y liberacion enzimética celular. Mientras que las fumonisinas a dterar las sintesis de
los esfingolipidos necesitaria mayor tiempo de ingestion o concentracién para ocasionar
necrosis del tegjido, ademas de que las células hepaticas y musculares no se consideran

organos blancos en la fuminotoxicosis.

La respuesta vacunal contra la enfermedad de NewCastle no se vio afectada por la
presencia de las micotoxinas utilizadas. Esto concuerda con diversos autores, quienes
mencionan que es necesario utilizar mas 1 mg. de AFB/kg. de alimento o mas 300 mg. de
FB/kg de alimento, para afectar |a respuesta inmune (Doerr et al, 1983, Ghosh et al, 1990,
Bailly et al, 2001).
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8.-CONCLUSIONES

1.- La presencia de aflatoxina en concentraciones consideradas como bgjas, si son capaces
de alterar algunas de las variables evaluadas en este estudio. No asi la presencia de

fumonisina.

2.- Se observé un efecto sinérgico de las aflatoxinas y las fumonisinas. Sin embargo seria
conveniente realizar estudios en los cualeslos niveles de AFB y FB sean |os reportados por
otros investigadores en los granos en México, permitiendo acercarse alarealidad dd paisy
as evaluar la repercusion de la sinergia de estas micotoxinas en la salud y produccion

animal.
3.- La determinaciéon sérica de AST, ALT y hematocrito pueden ser utilizadas como

herramientas diagnosticas, para evaluar el impacto del consumo de micotoxinas solas o0 en

combinacion y preveer alteraciones en € desempefio productivo de las aves.
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APENDICE 1 (FIGURAS).
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Figural.3
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Figura 1.7 Formula de | as aflatoxinas.
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Figura 1.8 Biotransformacion de la Aflatotoxina B1
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Figural1.9 Formuladelas Fumonisinas.
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APENDICE 2 (TABLAS).

1.1 Especies fungicas y sus diferentes micotoxinas.

Aspergillus sp

Aflatoxinas
Sterigmatocistina
Ocratoxina A

Fusarium sp

Tricotocenos (DON, NIV, Toxina T2, DAS)
Zearalenonas

Fumonisinas

Fusarina

Moniliformina

Penicilium sp

Patulina
Citrinina
Ocratoxina A

Alternaria sp

Alternariol
Acido tennazonico

Claviceps sp

Alcaoides

1.2 Tipos ecol 6gicos de Hongos

TiposdeHongos | Humedad | Temperatura | O2/CO2 | Sustrato
Relativa de
Proliferacién
Fusarium
Micobiota de Fitopatdgeno Cladosporium
95% Baja Aerobia P g Alternaria
Campo Plantas vivas .
Cephalosporium
Helminthosporium
Micobiota Relativamente . Cere"’." rec (?n :
. . 95% . Aerobia recogido, aln Algunos Fusarium
intermedia Baja >
himedo
Micobiota de 20-25°C, | Anaerobia | _ aend Penicillium
. 95% _ . Fisiol6gicamente Aspergillus
almacenamiento optimo a25°C | Facultativa .
inactivo Mucorales
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Tablas deresultados.

6.1 Peso promedio por tratamiento (grs.).

Dia AFB FB1 AFB + FB1 Control
1 43.50(a) 43.50(a) 43.50(a) 43.50(a)
8 54.63(a) 53.28(a) 48.22(b) 54.61(a)
12 57.83(a) 53.06(ab) 49.40(b) 56.50(a)
15 62.15(a) 57.07(a) 49.10(b) 57.11(a)
22 66.93(a) 66.04(a) 51.98(b) 65.05(a)
29 75.9(a) 69.25(a) 53.41(b) 66.05(a)

AFB (Aflatoxinas B1 y B2); FB1 (Fumonisina Bl); AFB+FB1 (Aflatoxinas y Fumonisina).
*Literales diferentes en cada fila indican diferencia estadistica significativa, con un nivel de significancia de
(p<0.05), a comparar las medias con la prueba de Tukey.

6.2 Consumo de alimento semanal promedio por animal (grs.).

Dia AFB FB1 AFB + FB1 Control
8 82.0(a) 57.0(h) 65.0(C) 84.0(d)
13 63.0(a) 43.0(b) 35.0(c) 52.0(d)
20 102.9(a) 85.7(b) 78.6(c) 77.1(d)
29 167.1(a) 82.9(h) 88.6(C) 81.4(d)

AFB (Aflatoxinas B1 y B2); FB1 (Fumonisina B1); AFB+FB1 (Aflatoxinas y Fumonisina).
*Literales diferentes en cada fila indican diferencia estadistica significativa, con un nivel de significancia de
(p<0.05), a comparar las medias con la prueba de Tukey.
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6.3 Conversion alimenticia.

AFB1 FB1 AFB1+FB1 Control
Consumo total promedio x 415.0 268.6 267.2 294.5
animal.
Gananciatotal promedio de 75.9 69.25 53.41 66.05
peso X animal
Conversion alimenticia 5.47(a) 3.88(b) 5.00(a) 4.46(a)

AFB (Aflatoxinas B1 y B2); FB1 (Fumonisina B1); AFB+FB1 (Aflatoxinas y Fumonisina).
*Literales diferentes en cada fila indican diferencia estadistica significativa, con un nivel de significancia de
(p<0.05), a comparar las medias con la prueba de Tukey.

6.4 Pruebas de funcionamiento hepatico ALT (Ul).

AFB + FB1 Control

1 19.25(a) 19.25(a) 19.25(a) 19.25(a)
12 59.66(a) 51.66(a) 78.00(b) 48.33(a)
29 66.66(a) 43.83(c) 56.28(b) 41.20(c)

AFB (Aflatoxinas B1 y B2); FB1 (Fumonisina B1); AFB+FB1 (Aflatoxinas y Fumonisina).
*Literales diferentes en cada fila indican diferencia estadistica significativa, con un nivel de significancia de
(p<0.05), a comparar las medias con la prueba de Tukey.

6.5 Pruebas de funcionamiento hepatico AST (Ul).

AFB + FB1 Control
1 98.6(a) 98.6(a) 98.6(a) 98.6(a)
12 290.00(a) 314.33(a) 352.00(b) 301.33(a)
29 300.90(a) 192.71(b) 276.71(a) 168.00(b)

AFB (Aflatoxinas B1 y B2); FB1 (FumonisinaB1); AFB+FB1 (Aflatoxinas y Fumonisina).
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*Literales diferentes en cada fila indican diferencia estadistica significativa, con un nivel de significancia de

(p<0.05), a comparar las medias con la prueba de Tukey.
6.6 Pruebas de inhibicion de la hemoaglutinacion (HI).

AFB + FB1 Control
12 2.308(a) 2.308(a) 2.308(a) 2.408(a)
29 1.254(a) 1.290(a) 1.505(a) 1.254(a)

AFB (Aflatoxinas B1 y B2); FB1 (Fumonisina B1); AFB+FB1 (Aflatoxinas y Fumonisina).
*Literales diferentes en cada fila indican diferencia estadistica significativa, con un nivel de significancia de

(p<0.05), a comparar las medias con la prueba de Tukey.

6.7 Peso hepético promedio al final del experimento (grs.).

AFB + FB1 Control

29 2.65(a) 2.44(a) 2.37(a) 2.30(2)

AFB (Aflatoxinas B1 y B2); FB1 (FumonisinaB1); AFB+FB1 (Aflatoxinas y Fumonisina).
*Literales diferentes en cada fila indican diferencia estadistica significativa, con un nivel de significancia de
(p<0.05), a comparar las medias con la prueba de Tukey.

6.8 Hematocrito (%).

AFB + FB1 Control
12 29.0(a) 29.33(a) 27.67(Q) 29.66(a)
29 22.6(a) 21.17(ab) 23.58(ab) 25.88(b)

AFB (Aflatoxinas B1 y B2); FB1 (Fumonisina Bl); AFB+FB1 (Aflatoxinas y Fumonisina).
*Literales diferentes en cada fila indican diferencia estadistica significativa, con un nivel de significancia de

(p<0.05), a comparar las medias con la prueba de Tukey.
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