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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar el efecto de las paredes celulares de levaduras (PCL)
de Saccharomyces cerevisiae (SC) en dietas para pollo de engorda contaminadas
con aflatoxina B1 (AFB1) y ocratoxina A (OTA), se realizé este estudio y asi poder
determinar si contrarrestan el efecto de las micotoxinas cuando se presentan solas
o0 en combinacion, asi como su efecto en parametros productivos y sistema
inmune. Se emplearon 216 aves de sexo macho de 1-21 dias de edad, las cuales
se distribuyeron completamente al azar en 8 tratamientos con 3 réplicas de 9
pollos cada una, los cuales consistieron en: 1) dieta Testigo; 2) Testigo + 350
Hg/kg de AFB1; 3) Testigo + 350 pg/kg de OTA; 4) Testigo + 1,500 ppm de PCL,;
5) Testigo + 350 pg/kg de AFB1 + 350 pg/kg de OTA,; 6) Testigo + 350 pg/kg de
AFB1 + 1,500 ppm de PCL; 7) Testigo + 350 ug/kg de OTA + 1,500 ppm de PCL y
8) Testigo + 350 pg/kg de AFB1 + 350 pg/kg de OTA + 1,500 ppm de PCL. Las
aves se alojaron en condiciones de ambiente controlado en baterias Petersime.
Las dietas fueron con base en sorgo+soya. El agua y el alimento se administraron
a libre acceso. Semanalmente se midieron peso de las aves, consumo de
alimento, ganancia de peso e indice de conversion. Para evaluar la respuesta
inmune humoral se inmunizaron las aves con una vacuna simultanea de
enfermedad de Newcastle (ENC) via subcutanea y via ocular (cepa La Sota) al dia
8 de edad. Se tomaron muestras de sangre antes de la vacunacion y a los 14 dias
post-vacunacion. La respuesta inmune celular se evalué a los 21 dias de edad,
mediante una prueba de hipersensibilidad tardia, como respuesta a la inoculacién
intradérmica con fitohemaglutinina. Las aves se sacrificaron a los 22 dias de edad.
Se colectaron muestras de contenido intestinal para determinar niveles de IgA,
mediante la técnica de ELISA. Se tomo el peso relativo de timo, bazo y bolsa de
Fabricio (BF). Se colectaron muestras de sangre con anticoagulante para realizar
un hemograma y determinar conteo celular. Los resultados del comportamiento
animal, mostraron diferencia (P<0.05) en el peso y ganancia de peso, en los
tratamientos AFB, OTA y AFB+OTA fueron menores. La adicion de las PCL
contrarrest6 el efecto negativo de las micotoxinas, principalmente cuando estaba
una micotoxina presente. En la respuesta inmune, la cantidad de IgA en contenido
intestinal y en la respuesta inmune celular, se observaron diferencias entre los
tratamientos (P<0.05), siendo mas alta en las dietas que contenian PCL. La
adicion de PCL en la dieta mostrd un efecto positivo en la respuesta inmune y en
algunos parametros productivos (peso y ganancia de peso). En las dietas que
contenian las micotoxinas y PCL se obtuvieron resultados comparables al
tratamiento Testigo, el cual no tenia micotoxinas. Las PCL (1,500 ppm) son una
alternativa para dietas contaminadas con dosis bajas de AFB1 y OTA (350 pg/kg).

Palabras clave: paredes celulares de levaduras (PCL), Saccharomyces

cerevisiae, micotoxinas, aflatoxina B1 (AFB1), ocratoxina A (OTA), respuesta
inmune.



ABSTRACT

This experiment was conducted to evaluate the effects of yeast cell walls (YCW) of
Saccharomyces cerevisiae on productive performance, humoral and cellular
immune responses, histopathology and blood parameters in broiler chickens in
counteracting the toxic effects of mycotoxins in naturally contaminated diet
aflatoxin B1 (AFB1) and ochratoxin A (OTA) fed to commercial broilers. Two
hundred and sixteen one day-old male broiler chicks were randomly assigned to
eight treatments with three replicates of 9 chicks each one. Eight dietary
treatments were: 1) Control, 2) Control + AFB1 (350 pg/kg), 3) Control + OTA (350
uag/kg), 4) Control + YCW (1,500 ppm), 5) Control + AFB1 (350 ug/kg) + OTA (350
ug/kg), 6) Control + AFB1 (350 pg/kg) + YCW (1,500 ppm), 7) Control + OTA (350
ug/kg) + YCW (1,500 ppm) and 8) Control + AFB1 (350 ug/kg) + OTA (350 pg/kg)
+ YCW (1,500 ppm). Broiler chickens were raised in a temperature controlled
environment in two Petersime battery brooders, water and feed were provided ad
libitum. All diets were based on sorghum + soybean. Birds and feed were weighted
throughout the experiments to generate weight gain, feed intake and feed
conversion ratio (FCR) data. These parameters were calculated at the end of the
experiment (21 days of age). The effect of YCW in humoral immune response was
evaluated after the application of Newcastle Disease Virus (NDV) vaccines.
Simultaneous vaccinations were done at 8 days old. The serum samples were
taken before the vaccination and 14 days post-vaccination. The antibody titers
against NDV in serum were determined by hemagglutination inhibition (HI) test. To
evaluate intestinal IgA, the intestinal content was collected to determinate IgA
levels by ELISA test. To determinate cellular immune response a delayed
basophilic hypersensitivity test was done in the experiment at 21 days of age.
Response was measured to intradermal inoculation of phytohemagglutinin.
Haematological indices were determined at 22 days old, the blood samples were
preserved with anticoagulant, the counts were calculated indirectly based on cell
counts and total counts. There was statistical difference (P<0.05) in body weight
and weight gain, these parameters were lower in treatments AFB, OTA and
AFB+OTA. The inclusion of YCW helped to counteract the negative effect of
mycotoxins, mainly when there was one mycotoxin in diet. Furthermore, there was
statistical difference (P<0.05) in local immune response (intestinal IgA
concentration) and cellular immune response, which were higher in treatments with
YCW. The addition of YCW in broiler chicken diets showed a positive effect in
immune response and some productive parameters as body weight and weight
gain. In diets with mycotoxins and YCW the results were similar to the Control
treatment. The YCW (1,500 ppm) can be an alternative in diets contaminated with
low doses of AFB1 and OTA (350 ug/kg).

Keywords: Yeast cell walls (YCW), Saccharomyces cerevisiae, mycotoxins,
aflatoxin B1 (AFB1), ochratoxin A (OTA), immune response.



INDICE

1. INTRODUCCION

1.1 Situacion actual de 12 aVICUITUIA ...........coviiiiiiiiiiiiiieieeee e 1
2 Y/ [T 0] (0 (| = T 3PP UURPPPPPPRR 1
1.3 AflatoXina BL (AFBL) ...ccoooeiee oo 4
1.4 OCratoXina A (OT A) oo 8
1.5 Sinergismo entre AFBL Y OTA. ... 11
1.6 Paredes celulares de levaduras (PCL) ..o 12
1.7 Estructuras del sistema inmune en el sistema digestivo de las aves............ 15
1.8 RESPUESTA INMUNE ..o 19
1.9 JUSHIfICACION ..o 21

2. HIPOTESIS .ottt sttt 22

3. OBJETIVOS
3.1 ODJELIVO GENEIAL....cciiiiiiiiiiiiiiiiiiii ittt eeeeees 23
3.2 ODjJetivOS PArtiCUIAIES .......covvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee ettt eeeees 23

4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Produccion de micotoxinas en el laboratorio .............cuvveeiiiiiieiiieeiiiiee e, 24
4.2 Determinacion de la concentracion de miCOtOXiNaS ........covvveeeeveeeeirininneeennnn. 25
4.3 Disefio experimental Y dietas..........ccoovviveiiiiiiii e 26
4.4 ParametroS ProUCTIVOS ........cuvuuuuiiiieeeeeeieiiiie s e e e e e e e e eeetias s e e e e e e e aeatnna e e eeeaees 27
4.5 Evaluacion de la respuesta inmune humoral .............cccceeiiiiieeiiiieiicciie e, 27
4.6 Evaluacion de la respuesta inmune celular............cccceiiiiiieeiieeeiiccee e, 29
4.7 Toma de muestras de 6rganos para histopatologia..............ccceevvvvvvviinneenn... 30
4.8 ANAIISIS @STAAISHICO ....uiiiccieeeeee e 30
5. RESULTADOS. ...ttt et e e e e e e e e e s st n e raaaaeeeaans 31
B. DISCUSION ....oviiiiiiciiiciet ettt sttt st be e 37
7. CONCLUSIONES .....oottiiiiiiieeee ittt e e e e e e e e e e e s s annneees 48
8. ABREVIATURAS Y SIGLAS USADAS .....ooo oottt 49
9. REFERENCIAS ... ...ttt e e e e e e e enneees 50
LO.ANEXOS oot e e e e e et a e e e e e e 64



LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Composicién y andlisis calculado de la dieta experimental
de iniciacion para pollo de engorda (1-21 dias de edad).

Cuadro 2. Peso inicial, semanal y final de las aves durante las 3
semanas del estudio.

Cuadro 3. Ganancia diaria de peso por semana y final de las aves
durante las 3 semanas del estudio.

Cuadro 4. Consumo de alimento semanal y final de las aves
durante las 3 semanas del estudio.

Cuadro 5. Conversion alimenticia (CA) de las aves al final
del estudio (3 semanas de edad).

Cuadro 6. Titulos de anticuerpos obtenidos contra la enfermedad
de Newcastle (ENC) mediante la prueba de IH en aves de 8 y 22
dias de edad.

Cuadro 7. Resultados obtenidos en el hemograma en aves de
3 semanas de edad.

Cuadro 8. Cantidad de IgA en contenido intestinal obtenida mediante
la prueba de ELISA (ng/ml) en aves de 3 semanas de edad.

Cuadro 9. Peso relativo de los 6rganos (porcentaje de peso corporal)
en aves de 3 semanas de edad.

Cuadro 10. Respuesta de hipersensibilidad tardia Incremento del grosor

de la piel de la pata izquierda obtenido en aves de 3 dias de edad.

Vi

PAGINA

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Formula quimica de los principales tipos de aflatoxinas.
Figura 2. Mecanismo de accion de AFB1.

Figura 3. Formula quimica de OTA.

Figura 4. Mecanismo de accion de OTA.

Figura 5. Mortalidad acumulada por tratamiento de las aves a los
21 dias de edad.

Figura 6. Cortes histologicos de los tratamientos Testigo y PCL.
Figura 7. Cortes histologicos del tratamiento AFB.

Figura 8. Cortes histologicos del tratamiento OTA.

Figura 9. Cortes histologicos del tratamiento AFB+OTA.

Figura 10. Cortes histologicos del tratamiento AFB+OTA+PCL.

Vi

PAGINA
5

8
9

10

74
75
76
76
77

78



1. INTRODUCCION

1.1 Situacion actual de la avicultura

La participacion porcentual de la avicultura en el Producto Interno Bruto (PIB) total
en el 2013 fue de 0.776% y en el PIB pecuario particip6é con el 40.9%. Dentro de
las &reas que integran la produccion pecuaria, la avicultura se posiciona en el
primer lugar con el 63% a nivel nacional, siendo el huevo y el pollo los productos
gue participan con casi dos tercios de la produccion pecuaria nacional con el 29%
y 33.5%, respectivamente (UNA, 2014). Ademas, México ocupa a nivel mundial el
quinto lugar en produccion de pollo con 2'905,489 toneladas producidas en 2013 y
se ubica en el mismo quinto lugar como productor de huevo con 2'522,428
toneladas producidas en el mismo afio. El consumo per-capita de pollo para 2013
fue de 24.8 kg y el de huevo fue de 21.9 kg, ocupando México el primer lugar a
nivel mundial en el consumo per-capita de huevo. Se estima que en el pais 6 de
cada 10 personas incluyen en su dieta productos avicolas como huevo, pollo y
pavo (UNA, 2014).

1.2 Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por varias especies de
hongos que crecen en varios productos agricolas (Cullen y Newberne, 1994). Son
compuestos quimicos de bajo peso molecular (generalmente 300 a 400 daltones)
gue se producen por el metabolismo secundario de cepas de hongos de los
géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Claviceps y Alternaria (Steyn y
Stander, 1999). De acuerdo a la Organizacion para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO), aproximadamente el 25% de los granos en el mundo estan contaminados
con micotoxinas. A nivel mundial, se considera que son de cientos de millones de
dolares las pérdidas econdmicas, debido a la presencia de micotoxinas en el

alimento para las aves (CAST, 2003).



Los primeros casos conocidos y reportados por micotoxicosis se debieron a
centeno contaminado con Claviceps purpurea, en la Edad Media. En 1912
Quevedo, describio la accion de los metabolitos toxicos de un Aspergillus del maiz
sobre varias especies animales en Argentina, lo que constituye la primera
observacion cientifica de las micotoxicosis en Sudamérica. En 1960, la
intoxicacion masiva de pavos en Inglaterra llevé al aislamiento de las aflatoxinas,
llamadas asi debido a que son producidas por especies del grupo Aspergillus
flavus (Lillehoj, 1991).

Se reporta en la literatura que se han aislado e identificado cerca de 100,000
especies de hongos, de los cuales 400 pueden ser considerados potencialmente
toxicos, sin embargo, de estas 400 especies de hongos en la actualidad sélo se
conocen el 5% (Arpad y Radomir, 1999).

Los hongos son vegetales carentes de clorofila, esto es un condicionante
importante en la actividad biolégica de estos. El hecho de carecer de clorofila
provoca que ellos no son capaces de sintetizar materia organica utilizando la luz
solar como fuente energética, por este motivo deben desarrollarse sobre un
sustrato que contenga materia organica, la cual les proporcionara los nutrientes
necesarios para su crecimiento y desarrollo. Este factor condiciona los lugares de
crecimiento (Gimeno y Martins, 2006). Los hongos pueden invadir a los granos
desde el campo o en el almacén provocando una disminucién en la calidad de los
alimentos de los animales que estan contaminados, dentro de los cambios
observados en los alimentos se mencionan: modificacion de las caracteristicas
organolépticas del alimento, deterioro y reduccidon de las caracteristicas nutritivas
del alimento, segregacién masiva de enzimas que provoca reacciones de lisis
fuertemente exotérmicas, contaminacion por micotoxinas y reduccion de peso en
el producto almacenado debido a que los hongos consumen los carbohidratos del

grano para sobrevivir y reproducirse (Del Rio, 2007).



De acuerdo al momento de desarrollo y contaminacion de los productos agricolas
por los hongos, estos se han clasificado en tres grandes grupos (Christensen y
Sauer, 1982; Moreno y Gutiérrez, 1992):

a) Hongos de campo: son agentes causales de enfermedad de los cultivos,
gue invaden a los granos en el campo, dentro de este grupo se encuentran
hongos del género Fusarium, Alternaria, Aureobasidium, Acremonium y
Cladosporidium.

b) Hongos de almacén: se desarrollan principalmente después de la cosecha y
en condiciones de elevada humedad relativa, dentro de los principales
géneros estan Aspergillus y Penicillium.

c) Hongos de deterioro: se encuentran en la naturaleza colonizando materia
organica en proceso de descomposicion y también necesitan una alta
humedad para su desarrollo, aqui se encuentran Absidia, Aspergillus

clavatus, Aspergillus niger y Rhizopus.

De la gran variedad de hongos que existen en la naturaleza, los principales
géneros que producen micotoxinas son Aspergillus, Penicillium y Fusarium; que
dependiendo del género pueden producir micotoxinas hepatotoxicas, nefrotoxicas,
inmunosupresoras, cancerigenas y causantes de lesiones en tejidos de animales

domeésticos y seres humanos (D’Mello y MacDonald, 1997; Rustom, 1997).

La presencia de micotoxinas en los vegetales puede deberse:

- alainfeccion de la planta en el campo por el hongo.

- al crecimiento del hongo después de la cosecha sobre los frutos y granos
almacenados.

- al desarrollo fangico durante el almacenamiento de los materiales ya

procesados (Swanson, 1987).



Para el crecimiento de los hongos y la produccién de micotoxinas existen tres
factores fundamentales que son condicionantes:
a) Fisicos (humedad y actividad de agua (Aw), temperatura e integridad fisica
de los granos).
b) Quimicos (pH, composicién del sustrato y relacién 0O2/CO2).
c) Bioldgicos (presencia de invertebrados y estirpes especificas) (Gimeno y
Martins, 2006).

No todos los hongos son capaces de producir micotoxinas y entre las especies
gue son capaces de producirlas, algunas producen un sélo tipo, mientras que
otras son capaces de producir varias. Asi como también, un tipo de micotoxina

puede ser producida por diferentes especies de hongos (Boutrif y Bessy, 2001).

1.3 Aflatoxina B1 (AFB1)

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos del género
Aspergillus, principalmente Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus. Fueron
descubiertas en la década de 1960 en Inglaterra, luego de provocar un brote
(enfermedad X del pavo) altamente letal en pavos. En dicho brote, miles de aves
murieron después de consumir alimento que contenia pasta de cacahuate. El
principal hongo aislado fue A. flavus, dandole el nombre a esta toxina (Sargeant et
al., 1963; Mallmann et al., 2007).

La contaminacion de los productos agricolas con micotoxinas de Aspergillus se
debe a la invasion del hongo saprobio oportunista sin capacidad patogénica, asi
las cepas de A. flavus suelen infectar antes de la cosecha a los granos (Lillehoj,
1992). La sensibilidad a los efectos toxicos de las aflatoxinas varia
considerablemente entre especies animales, inclusive entre individuos de una
misma especie, la relacion dosis-respuesta puede variar de acuerdo con raza,
sexo, edad y composicion de la dieta, entre otros factores. Para muchas especies,

los machos son mas susceptibles que las hembras, mientras que en general, la



sensibilidad es acentuadamente mayor en los jovenes que en los adultos (Leeson
et al., 1995). Se ha demostrado la diferencia de susceptibilidad de pollos de
engorda a las aflatoxinas segun la edad de las aves, indicando que aves mas
jovenes presentan mayores dafios en su desarrollo en comparacién con las aves
de mas edad (Mariani, 1998).

Se conocen 18 tipos de aflatoxinas: B1, B2, G1 y G2 son compuestos de
ocurrencia natural, mientras que los metabolitos como M1, M2, P1, Ql y
Aflatoxicol (Ro), son resultado de la accion de microbios o del metabolismo del
organismo sobre las cuatro principales micotoxinas (Smith y Ross, 1991). En
1963, se caracteriz0 la naturaleza quimica y fisica de las Aflatoxinas B1, B2, G1 y
G2 (Asao et al., 1963; Van Dorp y Van der Zijden, 1963). Quimicamente, las
aflatoxinas son difurocumarolactonas (derivados de difuranocumarinas). Su
estructura consiste de un anillo bifurano unido a un nucleo de cumarina y con un

anillo pentona (en AFB y AFM) o a un anillo lactona (en AFG) (Buchi y Rae, 1969).
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Figura 1. Formula quimica de los principales tipos de aflatoxinas
Fuente: Tomado de Mishra y Das (2003)



Aunqgue se han identificado aproximadamente 20 aflatoxinas, so6lo 4 (B1, B2, G1y
G2) se presentan de forma natural. Las aflatoxinas M1 y M2 se aislaron de leche y
orina de mamiferos y junto con P1, Q1 y el aflatoxicol (forma en que se almacenan
las aflatoxinas en el organismo), se consideran como metabolitos secundarios en

los animales (Smith y Ross, 1991).

Las aflatoxinas mas téxicas son la B1 (AFB1) y la M1 (siendo ésta el metabolito
hidroxilado de la AFB1 y que proviene del metabolismo de algunos animales).
Siguen después en orden de mayor a menor toxicidad, las aflatoxinas G1, M2, B2
y G2 (siendo la aflatoxina M2, un derivado metabdlico de la aflatoxina B2) (Gimeno
y Martins, 2006).

Las aflatoxinas B tienen un anillo ciclopentano en su estructura, el cual es
reemplazado por una lactona en las aflatoxinas G. Las que pertenecen al grupo 1
tienen un doble enlace en el anillo furano terminal de la mitad bisfurano, ausente
en las del grupo 2. Las aflatoxinas M tienen un grupo hidroxilo en el tercer carbono
en la union de los dos anillos furanos (Dutton, 1988). Las letras B y G se refieren
al color de la fluorescencia (azul y verde) observada bajo luz UV mientras que los
subindices 1y 2 se refieren a los patrones de separacion de estos compuestos al
utilizar el método de cromatografia de capa fina e indican un componente mayor y

menor, respectivamente (Sargeant et al., 1963; Detroy et al., 1971).

Las pérdidas econdémicas asociadas a la exposicion a aflatoxinas incluyen pobre
crecimiento, aumento de la mortalidad, disminucién de la produccion de huevo y
problemas en patas. La frecuente contaminacion con aflatoxinas de los productos
agricolas y la exposicidon cronica de las aves a estas toxinas puede significar la
diferencia entre ganancias y pérdidas en una empresa avicola. Entre las aves, los
patos son los mas susceptibles a las aflatoxinas, seguidos por los pavos, pollo de

engorda, gallinas de postura comercial y las codornices (Devegowda et al., 1998).



Las aflatoxinas tienen un efecto directo sobre la respuesta inmune humoral y
celular. Bajos niveles de aflatoxina pueden afectar la inmunidad celular, mientras
que la produccion de inmunoglobulinas y la respuesta inmune por medio de
anticuerpos se afecta por altos niveles de aflatoxina (Afzali y Devegowda, 1999).
Las aflatoxinas como otras micotoxinas causan inmunosupresion, provocando que
se presenten brotes de enfermedades y fallas vacunales con bajos titulos de
anticuerpos (Raju y Devegowda, 2002).

La absorcion, distribucién y eliminacién de AFB1 se da de forma rapida. Se
acumula y metaboliza en el higado y otros tejidos, su tiempo de vida media es de
36.5 minutos. La unién de metabolitos a macromoléculas como proteinas y acidos
nucleicos también ocurre poco después de la absorcién. Algunos metabolitos
unidos a acidos nucleicos pueden persistir durante periodos relativamente largos

de tiempo en los tejidos.

La AFB1 es absorbida en el tracto gastrointestinal debido a su alta liposolubilidad,
es metabolizada y biotransformada en el higado (principalmente) por enzimas de
la superfamilia del citocromo P450 a aflatoxina P1 (AFP1), aflatoxina M1 (AFM1) y
aflatoxina Q1 (AFQ1) y al metabolito AFB1 8,9 epoxido. En el higado, las enzimas
citocromo P450 son responsables de la activacion de AFB1, AFM1 y AFP1, las
cuales pueden formar aductos de acidos nucleicos o pueden conjugarse a
glutation, conversion a dihidrodioles o unidon a proteinas séricas u otras
macromoléculas (IARC, 1993).

La cantidad de aductos de AFB1-ADN es mayor en el higado que en cualquier otro
organo y el nivel de aductos generalmente esta relacionado con la dosis de AFB1

y la susceptibilidad de la especie (Wang, 1999).
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Figura 2. Mecanismo de accion de AFB1
Fuente: Adaptado de Riley y Pestka (2005)

1.4 Ocratoxina A (OTA)

Las ocratoxinas son producidas por dos géneros de hongos principalmente,
Aspergillus y Penicillium. Quimicamente, las ocratoxinas consisten de un ndcleo
dihidroisocumarina unido por un enlace amino a la L-fenilalanina (O’Brien y
Dietrich, 2005). Se conocen tres tipos de ocratoxinas, denominadas A, B y C.
Estructuralmente, estas tres micotoxinas difieren muy poco entre si; la ocratoxina
A (OTA) esta clorada y es la mas toxica, seguida por la ocratoxina B (OTB) (en
donde se sustituye el cloro por un atomo de hidrégeno en el nudcleo de
isocumarina) que es mucho menos téxica, y la ocratoxina C (OTC), que es el etil-
ester de la OTA, con poca o nula toxicidad (Van der Merwe et al., 1965; Li et al.,
1997). Las ocratoxinas a y B son productos de la hidrélisis de la OTA y OTB,
respectivamente, y debido a la falta de la molécula de fenilalanina, no se
consideran toxicas. Se identificd por primera vez a las ocratoxinas en Sudafrica en
1965, el nombre de la OTA se deriva de Aspergillus ochraceus, el primer hongo

del cual fue aislada (Van der Merwe et al., 1965).
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Figura 3. Formula quimica de OTA
Fuente: Tomado de Devegowda y Murthy (2005)

La contaminacién por OTA en productos agricolas se da principalmente por
Aspergillus ochraceus y Penicillium verrucosum, los cuales afectan a granos,
cereales y alimento almacenado en diferentes regiones del mundo. En el género
Penicillium, se ha considerado que P. verrucosum es la Unica especie capaz de
sintetizar OTA (Pitt, 1987). Otros autores reportan que ademas de P. verrucosum,
también P. nordicum puede producir OTA (Larsen et al., 2001; Castella et al.,
2002; Cabaries et al., 2010). En regiones con clima frio y templado, la OTA es
principalmente producida por P. verrucosum o P. nordicum, el primero contamina
principalmente cereales y sus productos, mientras que P. nordicum se ha
detectado en productos carnicos y queso (Larsen et al., 2001; Cabafies et al.,
2010). En regiones con clima tropical y subtropical, OTA es principalmente

producida por A. ochraceus (Devegowda et al., 1998; Pardo et al., 2005).

El érgano blanco de OTA es el rifion, en el cual las lesiones pueden presentarse
por una exposicion aguda o cronica (Harwig et al., 1983). OTA es
aproximadamente tres veces mas toxica que las aflatoxinas, para el pollo de
engorda en edad temprana (Huff et al., 1974). El mecanismo de accion de la OTA
no es claro, pero su similitud estructural a la fenilalanina y el hecho de que inhibe
muchas enzimas y procesos que son dependientes de este aminoacido, sugiere
gue actia mediante la interrupcién del metabolismo de la fenilalanina (CAST,

2003). Varios estudios han demostrado que la suplementacion de L-fenilalanina o



de proteina, protege contra los efectos toxicos de la OTA (JECFA, 2001;
Marquardt y Frohlich, 1992).
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Figura 4. Mecanismo de accién de OTA
Fuente: Adaptado de Riley y Pestka (2005)

La absorcion de la OTA se da de forma rapida en el tracto gastrointestinal y se une
a proteinas del suero por su alta afinidad, lo que retarda su eliminacién. Se
considera que en la circulacién sanguinea aproximadamente el 99% de la OTA
estd unida a proteinas, posteriormente se distribuye a tejidos y organos,
principalmente rifidn, higado, musculo y tejido adiposo, la filtracion en rifion se da
de forma limitada por su unidon a proteinas y puede reabsorberse en tubulos
proximales y distales lo que retarda su excrecion, provocando toxicidad y dafio
renal. La excrecidon de la OTA es principalmente por orina y en menor grado en
heces (Marquardt y Frohlich, 1992; CAST, 2003).

Se han reportado diversos efectos de OTA sobre el sistema inmune de las aves,

produce reduccion en el peso relativo de érganos linfoides como bazo, timo y

bolsa de Fabricio, lo que provoca una disminucién en el nimero de linfocitos, asi
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como en la cantidad de inmunoglobulinas en suero, lo que trae como
consecuencia que las aves alimentadas con OTA tengan una menor respuesta
iInmune humoral y celular (Stoev et al., 2000; Al-Anati y Petzinger, 2006; Elaroussi
et al., 2008).

1.5 Sinergismo entre AFB1y OTA

La toxicidad individual de cada micotoxina puede ser aumentada o reducida,
cuando se presentan dos 0 mas micotoxinas como contaminantes del alimento
(Huff y Doerr, 1981; Campbell et al., 1983). La reaccion de los animales afectados
a la exposicion de mas de una micotoxina puede ser igual a la suma de los efectos
esperados de cada micotoxina individualmente (efecto aditivo), menor a los
efectos esperados de cada micotoxina individualmente (efecto antagonista), o
mayor a los esperados por la suma individual de los efectos de cada micotoxina
(efecto sinérgico) (Wyatt, 2005).

La probabilidad de que se presente una contaminacion por varias micotoxinas en
el alimento es alta. Varias especies de hongos de los géneros Aspergillus,
Penicillium y Fusarium pueden producir mas de una micotoxina simultaneamente.
Si el grano se almacena bajo ciertas condiciones ambientales que son propicias
para el crecimiento y produccion de micotoxinas por una especie de hongo, estas
mismas condiciones ambientales permiten el crecimiento y produccion de
micotoxinas por otras especies de hongos. Esto a su vez, conduciria a una
contaminacién del grano por varias micotoxinas. Ademas, algunos alimentos de
los animales se preparan con ingredientes que provienen de diferentes zonas
geograficas. Un ingrediente proveniente de una zona puede estar contaminado
con una micotoxina, mientras que otro ingrediente proveniente de una zona
diferente puede estar afectado por otro hongo y contaminado con otra micotoxina
(Wyatt, 2005).
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Los primeros estudios en donde se reportd que la AFB y OTA actidan de manera
sinérgica, fueron realizados por Huff y Doerr (1981) y Huff et al., (1984). En el
campo, durante la cosecha y después de esta, los productos agricolas pueden ser
colonizados por diferentes especies de hongos y la produccién de micotoxinas
puede ser influenciada por la interaccién entre los mismos hongos (D’Mello et al.,
1993).

En diversos estudios se ha reportado que cuando estan presentes estas dos
micotoxinas de manera conjunta en el alimento de las aves, provocan disminucién
en el peso (Campbell y Doerr, 1981; Huff et al., 1992), de proteinas séricas, de
albumina y colesterol e incrementan el peso relativo de higado, rifion y
proventriculo. La toxicidad producida por la combinacion de AFB y OTA es mas
severa que la de cada micotoxina por separado (Huff et al., 1992). La combinacion
de ambas micotoxinas, provoca una mayor disminucion en los parametros
productivos como es el crecimiento de las aves, consumo de alimento e indice de
conversion, asi como en la respuesta inmune humoral y celular, que cuando se

administran de manera individual (Verma et al., 2004).

1.6 Paredes celulares de levaduras (PCL)

El problema de las micotoxinas en las aves condujo al uso de arcillas y otros
aluminosilicatos mezclados con el alimento para la absorcion de las mismas en el
tracto digestivo del animal, pero no son Utiles para todas las toxinas y pueden
afectar la nutricibn, ya que eliminan algunos oligoelementos y vitaminas.
Posteriormente se propicid el uso de oligosacaridos (glucanos y mananos),
extraidos de las paredes de SC para proteger a las aves de los efectos adversos

de las micotoxinas (Huwig et al. 2001).
El mayor componente de las PCL son carbohidratos, que pertenecen al grupo de

los oligosacaridos, que en su mayoria son de los grupos de los B-glucanos y

manano-oligosacaridos (MOS). Se ha estimado que el porcentaje de polisacaridos
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gue puede contener la pared celular de la levadura es de 85 a 90% y un 10 a 15%
de proteinas (Nguyen et al., 1998). Los polisacaridos que constituyen las PCL
corresponden a moléculas de 1,3-B-glucanos, 1,6-B-glucanos y quitina, y el resto

de los componentes son mananoproteinas (Klis et al., 2006).

En el area de la alimentacién animal, en los Ultimos afios se ha incrementado el
interés por la utilizacién en la dieta de fracciones de PCL como fuentes de
polisacaridos de tipo B-glucanos y MOS, que son reconocidos como aditivos
naturales capaces de ejercer efectos benéficos en la salud y productividad de los
animales (Hooge, 2004).

Hasta el momento no se ha determinado completamente el modo de accion de los
B-D-glucanos. Yiannikouris y Moran (2008), concluyeron que el modo de accién se
da por la interaccion quimica que se presenta entre los B-D-glucanos y los grupos
ciclico e hidroxilo de las micotoxinas, mediante enlaces débiles como lo son
puentes de hidrégeno y uniones de van der Waals. Varios modelos proponen que
las moléculas de las micotoxinas son atrapadas dentro de la hélice (1—3)-B-D-
glucanos y firmemente estabilizadas por las ramificaciones de cadenas laterales
(1—6)-B-D-glucano, debido a las altas similitudes geométricas entre las
micotoxinas Yy el sitio activo de los B-D-glucanos. La plasticidad de la estructura de
B-D-glucanos que exhiben una estereoquimica muy diversa, es la responsable de

la afinidad con el gran rango de micotoxinas (Yiannikouris y Moran, 2008).

Las PCL se han postulado como un candidato frente a los antibiéticos promotores
del crecimiento (APC) (Weststrate et al., 2002; Patterson et al., 2003), ya que los
resultados observados en la productividad animal por la suplementacion de MOS
en la dieta, muestran ser similares a los obtenidos con los APC (Rosen, 2005). El
mayor componente de las PCL son carbohidratos no digestibles por animales
monogastricos, estos azUcares pertenecen al grupo de los oligosacéaridos que

estructuralmente estan formados por unidades repetidas ya sea de un
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monosacarido o disacarido a través de enlaces quimicos (Jamroz, 2002; Swennen
et al., 2006).

Los MOS procedentes de las PCL de SC fueron introducidos como aditivos
naturales en el alimento de las aves en 1993 por varias empresas productoras de
aditivos (Hooge, 2004). En diversos estudios se ha sugerido que la estructura
tridimensional de las PCL, constituida principalmente por polisacaridos, es capaz
de llevar a cabo reacciones de adsorcién para ciertas micotoxinas como son:
aflatoxina, ocratoxina y zearalenona (Yiannikouris et al., 2004; Jouany et al., 2005;
Ringot et al., 2005).

Estudios con la administracion de (-glucanos demuestran un efecto positivo y
adyuvante en la respuesta inmune (Tsukada et al.,, 2003; Harada et al., 2006,
Hida et al.; 2006; Zhongeum et al., 2005). Por otra parte, la suplementacion de
levaduras completas, fracciones de levaduras y mezclas con probidticos en dietas
para pollos y pavos, han demostrado mejorar algunos parametros productivos
(Arce et al., 2005, Chae et al., 2006, Zou et al., 2006, Solis et al., 2007, Zhang et
al., 2005, Lee et al.,, 2007). También tienen un efecto positivo en la integridad
intestinal, exclusion de microorganismos patégenos y funcidon inmunoestimulante
(Guo et al., 2003).

En el caso de las aves, se han reportado tres principales mecanismos de accion
para los MOS o derivados de PCL adicionados a la dieta: exclusién de bacterias
patégenas intestinales como Salmonella spp., mejoran la funcion intestinal o la
salud intestinal al aumentar la uniformidad, integridad y altura de las vellosidades,

y estimulan el sistema inmune (Spring et al., 2000; Hooge, 2004).
Osborn y Khan (2000) reportaron que los MOS y glucanos son moléculas que

tienen importantes funciones a nivel de sistema inmune y en intestino son

importantes y benéficos para mantener la microflora intestinal y para incrementar
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el crecimiento de las aves (Kocher et al., 2005). Los resultados obtenidos en su
inclusién son similares a los obtenidos con antibiéticos promotores del crecimiento
(Hooge, 2004). Ademéas se ha reportado que la adicion de PCL en la dieta de las
aves aumenta el contenido de IgA secretora en duodeno, con lo cual, se produce
una mayor proteccion de la mucosa y de las vellosidades intestinales, contra el

dafio producido por patégenos (Gao et al., 2008).

En la alimentacién de las aves, los resultados positivos encontrados en modelos in
vitro para las PCL como adsorbente de micotoxinas, coinciden con los estudios in
vivo en pollos de engorda, en los cuales las levaduras de SC y PCL fueron
capaces de contrarrestar los efectos toxicos del alimento contaminado con
aflatoxinas y suministrado a las aves (Stanley et al., 1993; Stanley et al., 1995;
Santin et al., 2003a).

1.7 Estructuras del sistema inmune en el tracto digestivo de las aves

El sistema digestivo representa la via de entrada de muchas sustancias y
organismos, por lo que, tiene que evitar y controlar posibles infecciones, para esta
funcidn protectora se han identificado en el sistema digestivo estructuras
anatémicas, en donde se encuentran gran cantidad de células del sistema inmune,
por lo tanto, se consideran parte del sistema inmune digestivo en las aves
comerciales, estas estructuras anatdmicas son: diverticulo de Meckel, placas de
Peyer, tonsilas cecales, tejido linfoide asociado a intestino, bolsa de Fabricio
(Schat et al., 1991; Kajiwara et al., 2003; Muir et al., 2000) vy tonsilas esofagicas
(Olah et al., 2003).

Tejido linfoide asociado a intestino

Debido a que la mucosa es un blanco primario para los antigenos, las aves tienen
tejidos linfoides asociados a mucosa muy amplios. Estos incluyen a los tejidos
linfoides asociados a intestino, aparato respiratorio y reproductor. A lo largo del

tracto intestinal pequefias acumulaciones linfoides, nédulos o foliculos solitarios se
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encuentran ademds de acumulos de nddulos linfoides. Los linfocitos se
entremezclan con macréfagos en la lamina propia, y los linfocitos que surgen de la
vellosidad forman distintas areas de células B y T. El tejido linfoide tiene una
estructura bien organizada con un espacio interfolicular donde se acumulan
células T, mientras que las células B integran los foliculos y centros germinales
(Olah y Vervelde, 2008).

Diverticulo de Meckel (DM)

Es un remanente de la yema, se observa como un apéndice del intestino delgado
y se localiza a la mitad del yeyuno. Después de la incubacién, grandes cantidades
de yema pasan hacia al intestino, siendo una fuente de alimento para el pollito. Al
momento de la incubacion, no hay tejido linfoide en el DM, sin embargo, durante la
regresion del saco vitelino en las primeras dos semanas posteriores a la
incubacion aparece tejido mielopoyético en la parte distal del diverticulo y hay

tejido linfopoyético en la parte mas proximal al intestino (Olah y Glick, 1984).

A lo largo de todo el DM hay células plasmaticas IgA e IgY y se pueden distinguir
areas de células B y T (Jeurissen et al., 1988). Anatdmicamente, el DM es muy
parecido a las tonsilas cecales y a las placas de Peyer, sin embargo, el desarrollo
de centros germinales se presenta a una mayor edad en el DM, lo cual puede
deberse a una menor exposicion a antigenos presentes en el intestino (Glick,
1978; Olah et al., 1984).

Placas de Peyer (PP)

Hasta seis PP pueden ser detectadas a lo largo de todo el intestino, con la
excepcion de una que se encuentra anterior a la union ileocecal (Befus et al.,
1980). La zona subepitelial es dependiente de células B. La zona interfolicular es
dependiente de células T y las células expresan en la mayoria células CD4" (Bucy
et al., 1988). Principalmente células plasmaticas IgY y en menor cantidad IgA e

IgM, son encontradas en los centros germinales y en las areas interfoliculares. El

16



borde luminal del epitelio es positivo para IgA e IgY, pero no para IgM (Burns,
1982).

Tonsilas cecales (TC)

Las TC estan localizadas en el extremo proximal de cada saco cecal. Aparecen
alrededor del dia 10 durante el desarrollo embrionario y los linfocitos estén
presentes antes del dia 18 (Payne, 1971). Durante la primera semana después de
la eclosion aumenta el niumero de linfocitos, en la segunda semana aparecen los
centros germinales y su numero aumenta con la edad (Hedge et al., 1982). En la
zona subepitelial se pueden encontrar células IgM e 1gY y algunas células T CD4"
y CD8". En el area interfolicular hay linfocitos T, principalmente CD4" (Bucy et al.,
1988; Jeurissen y Janse, 1998).

Tonsilas esofagicas (TE)

La existencia de tejido linfoide en la union del eséfago con el proventriculo, fue
descrita por primera vez por Hodges en 1974. Pero fue hasta el afio 2003 cuando
se describi6é de forma detallada (Olah et al., 2003).

Las TE son estructuras linfoides localizadas en la unién entre el esofago y el
proventriculo. El eso6fago forma de 6 a 8 pliegues longitudinales, en donde hay
tejido linfoide localizado en la parte distal de estos pliegues, el cual forma las
tonsilas. EI numero de tonsilas es similar al numero de pliegues (Olah et al., 2003;
Nagy et al., 2005).

Células B forman los centros germinales y hay areas interfoliculares de células T
localizadas entre los centros germinales y el epitelio. Es el Unico tejido linfoide
localizado en la parte superior del tracto digestivo, por lo que, estd expuesto a

antigenos ambientales sin digerir (Olah et al., 2003; Nagy et al., 2005).
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Ademas de estas estructuras anatbmicas que se encuentran en el tracto digestivo,
los principales organos linfoides en las aves son el timo y la BF, y son el sitio en
donde se da el desarrollo de los linfocitos T y B, respectivamente.

Bolsa de Fabricio (BF)

La BF tiene la forma y el tamafio de una castafia. Esta localizada entre la cloaca y
el sacro. Alcanza su maximo tamafio a las 8-10 semanas de edad, después
involuciona al igual que el timo. A los 6-7 meses de edad, la mayor parte de la BF
esta involucionada. Estd rodeada por una gruesa capa de tejido muscular liso.
Dentro del lumen de la bolsa hay 15-20 pliegues que estan llenos de foliculos, los
cuales son aplanados, de forma oval, de 0.2-0.4 mm de diametro. El conteo de
namero de foliculos esta estimado en 20,000 en la bolsa. La involucion natural de
la BF comienza alrededor de las 12 semanas de edad, precediendo a la
maduracion sexual. Al menos el 98% de los linfocitos de la BF son células B. Las
células T estan dispersas en la corteza, pero pocas entran a la médula. Las

células B proliferan en corteza y médula (Olah y Vervelde, 2008).

Timo

Los timos de las aves se encuentran paralelos al nervio vago y a las venas
yugulares internas (Hodges, 1974). A cada lado del cuello hay 7-8 lobulos
separados, que se extienden de la tercer vértebra cervical a los segmentos
toracicos superiores (Kendall, 1980). Cada |6bulo esta encapsulado con tejido
conectivo fino fibroso y esta dentro de tejido adiposo. Los l6bulos del timo tienen
forma de frijol y alcanzan un tamafio maximo de 6-12 mm de diametro a los 3-4
meses de edad, antes de que la involucion fisiologica comience (Olah y Vervelde,
2008). La corteza del timo esta repleta de timocitos y los linfocitos estan situados
bajo la superficie de las células epiteliales. La médula del timo tiene un gran
namero de células epiteliales y un pequefio numero de timocitos. La estructura

histolégica clasica en la médula del timo es el Corpusculo de Hassall, una
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acumulacion epitelial celular. En aves son pequefios, con estructuras pobremente
desarrolladas (Olah y Vervelde, 2008).

1.8 Respuesta inmune

Para ser eficiente en esta funcion protectora, el organismo se sustenta en
mecanismos de defensa, los cuales se clasifican en: 1) mecanismos de defensa
inespecificos o inmunidad innata y 2) mecanismos de defensa especificos o
inmunidad adquirida (Abbas et al., 1997).

1) Mecanismos de defensa inespecificos o inmunidad innata.

Es la primera linea de defensa natural contra los antigenos, la caracteristica mas
notable en estas respuestas es la falta de especificidad. Los mecanismos pueden
ser: a) fisicos o estructurales como lo son el epitelio y la mucosa intestinal, con su
integridad evitan la entrada y el establecimiento de los antigenos, las vellosidades
intestinales, los movimientos peristalticos y la produccion de moco poseen la
capacidad de captar y desplazar particulas extrafias hacia el exterior; b) quimicos,
como el pH acido o alcalino que se encuentra a lo largo del tracto digestivo y las
enzimas; y c) proceso de inflamacién, que se caracteriza por un aumento en la
permeabilidad capilar del area afectada, lo que trae como consecuencia la
migracion de heterofilos, macrofagos, eosindfilos, basofilos y células dendriticas,
las cuales realizan el proceso de fagocitosis. Debido a este aumento en la
permeabilidad se hace posible el paso del complemento, de anticuerpos y otras

moléculas presentes en el plasma (Abbas et al., 1997; Tlaskalova et al., 2011).

2) Mecanismos de defensa especificos o inmunidad adquirida.

Se desarrolla cuando el organismo del ave esta expuesto a un antigeno y genera
una respuesta inmune gue es especifica para dicho antigeno, ademas de generar
memoria inmunoldgica. Estos mecanismos se dividen en respuesta inmune

humoral y respuesta inmune celular (Gomez et al., 2010).
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Respuesta inmune humoral

Se da por la produccion de inmunoglobulinas o anticuerpos que producen las
células plasméticas derivadas de la estimulacién de los linfocitos B. Esta dirigida
contra antigenos con localizacion extracelular. En aves comerciales se han
descrito tres isotipos de inmunoglobulinas: IgY, IgM e IgA, siendo esta Ultima la
Unica detectada en el tracto digestivo, asi como en otras superficies mucosas
(Gbmez et al., 2010).

Respuesta inmune celular

Se presenta cuando los linfocitos T reconocen y responden de manera especifica
contra un antigeno extrafo. Los linfocitos T se dividen en CD4 (colaboradores o
inductores) y CD8 (citotoxicos), para que estos linfocitos puedan realizar sus
mecanismos efectores es necesario que las células presentadoras de antigenos
(CPA) procesen y presenten a los antigenos en el contexto de moléculas del
Complejo Principal de Histocompatibilidad (CPH). Los antigenos sufren un
proceso de degradacion y presentacion a traves de moléculas clase | y clase 1l del
CPH. Los linfocitos CD4 reconocen péptidos presentados en el contexto de
moléculas clase Il del CPH y su funcién efectora es la produccién de citocinas. Los
linfocitos CD8 reconocen péptidos presentados bajo el contexto del CPH clase |
siendo su funcion efectora la citotoxicidad. Todas las células nucleadas expresan
en su superficie moléculas clase | del CPH y las CPA (células dendriticas,
linfocitos B, macréfagos, células endoteliales) expresan moléculas clase Il del
CPH. Se ha reportado la presencia de una molécula clase 1V del CPH en aves, la
cual confiere una funcién co-estimuladora en la respuesta de anticuerpos (Telemo
et al., 2003).
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1.9 JUSTIFICACION

La mayoria de los granos utilizados en la alimentacién animal estan contaminados
con micotoxinas, que al combinarse pueden tener un efecto sinérgico, esto sucede
cuando AFB1 y OTA estan presentes en el mismo alimento, lo que provoca un
mayor efecto sobre la salud de las aves. En este estudio se utilizaron dosis bajas
de AFB1 y OTA (350 pg/kg), debido a que son este tipo de dosis las que se
presentan con mayor frecuencia en los granos contaminados, pasando
desapercibidos muchas veces los efectos de las micotoxinas, afectando el sistema
inmune y los pardmetros productivos en las aves. Este estudio se realizé para
determinar el efecto de AFB1 y OTA sobre la respuesta inmune y los parametros
productivos y demostrar si las PCL contrarrestan los efectos de las micotoxinas
cuando se presentan solas o en combinacion y si ademas pueden ayudar a

mejorar la respuesta inmune y los parametros productivos de las aves.
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2. HIPOTESIS

El uso de PCL en dietas de pollo de engorda contaminadas con dosis bajas de
AFB1 y OTA (solas o en combinacién) produce un efecto positivo en los
parametros productivos y en la respuesta inmune, tanto humoral como celular, de

las aves.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Analizar el efecto de la suplementacién de PCL en una dieta contaminada con

dosis bajas de micotoxinas (AFB y OTA) sobre los parametros productivos y la

respuesta inmune humoral y celular en aves de 21 dias.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1.

Evaluar los parametros productivos (peso, consumo de alimento, ganancia
diaria de peso y conversion alimenticia) de las aves alimentadas con dietas
contaminadas con AFB1 y OTA (solas o en combinacion) y determinar si las
micotoxinas tienen efecto sobre los parametros productivos.

Evaluar el efecto de las PCL sobre los parametros productivos de las aves
alimentadas con dietas contaminadas con dosis bajas de micotoxinas, para
determinar si las PCL tienen un efecto sobre las mismas, como una
alternativa para disminuir su efecto toxico.

Evaluar el efecto de AFB1 y OTA adicionadas en dosis bajas en dietas de
pollo de engorda, sobre la respuesta inmune humoral y celular de las aves.
Analizar el efecto de la inclusion de las PCL sobre la respuesta inmune
humoral y celular de las aves alimentadas con dietas contaminadas con una
0 dos micotoxinas (AFB1 y OTA), y determinar si las PCL tienen un efecto
inmunoestimulante sobre la respuesta inmune.

Evaluar el efecto en peso y dafio a nivel histologico de higado, rifién, bazo,
timo y BF, de aves alimentadas con dietas contaminadas con AFB1 y OTA.
Evaluar si las PCL tienen un efecto en el peso y a nivel estructural (cortes
histolégicos) de higado, rifion, bazo, timo y BF, de aves alimentadas con

dietas contaminadas con AFB1y OTA.
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4. MATERIAL Y METODOS
El experimento se dividio en tres etapas:
e Produccién de micotoxinas en el laboratorio.
e Preparacion de las dietas, realizacion del experimento de campo y toma de
muestras para analisis de laboratorio.

e Procesamiento y andlisis de las muestras en el laboratorio.

4.1 Produccion de micotoxinas en el laboratorio

Las micotoxinas se produjeron en la unidad de investigacién de la Facultad de
Estudios Superiores (FES) Cuautitlan, en donde se inocul6 e infecté el maiz con el
hongo A. flavus para producir la AFB1. Los hongos se cultivaron en cajas de Petri
con medio agar dextrosa papa por 7 dias a 27°C, una vez que se observo el
crecimiento de los hongos, las cajas se almacenaron en refrigeracion a 4°C para

detener el crecimiento y para contaminar el grano posteriormente.

La cepa de A. flavus se colocd en una solucidon de agua estéril con 1% de Tween
80, para obtener una suspension de esporas, posteriormente se tomo una muestra
gue se colocd en una camara de Neubauer, la cual se observo al microscopio para

realizar el conteo de esporas y calcular su concentracion.

Una vez que se estimo la cantidad de esporas de A. flavus contenidas por ml de la
suspension, se inocularon 20 kg de maiz, el cual fue previamente esterilizado, se
agito el frasco que lo contenia, para que el inoculo quedara de manera uniforme
en todo el maiz y se mantuvo en incubacién por 28 dias a 27°C, con una humedad
de 18%, durante este periodo se observo el crecimiento del hongo en el maiz
semanalmente. Posteriormente el maiz se esterilizé para eliminar el hongo y las
esporas, con el fin de que solo se mantuvieran las aflatoxinas, el maiz se coloco
en una estufa para deshidratarlo y se molié para después continuar con la

determinacién de aflatoxinas. La OTA fue donada por un laboratorio comercial
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ubicado en Tehuacan, Puebla; debido a que no se pudo obtener la suficiente

cantidad en el laboratorio para la realizacion del experimento.

4.2 Determinacién de la concentracién de micotoxinas

Se realiz6 la determinacién de la concentracién de micotoxinas en cada uno de los
concentrados, esta se llevdé a cabo en la Unidad de Investigacién en Granos y
Semillas (UNIGRAS) de la FES Cuautitlan.

La técnica usada para realizar la medicion de micotoxinas fue mediante
cromatografia con columnas de inmunoafinidad, en ambos casos. Para determinar
AFBL1 se utilizé el método de AflaTest B de Vicam Corp (1999) y para el caso de la
OTA se uso OchraTest, también de Vicam Corp (1999). Los métodos se describen
en el apartado de Anexos.

La lectura final del filtrado obtenido de las columnas de inmunoafinidad se realizo
con un fluorometro, obteniendo la concentracion final de cada una de las
micotoxinas en los concentrados de maiz contaminado, para asi poder calcular la
cantidad necesaria de cada una de las micotoxinas en el alimento y obtener la
concentracion programada para el experimento. Una vez que se tuvieron las
concentraciones finales de las micotoxinas, se realiz6 la preparacion de las dietas
las cuales fueron a base de sorgo-soya. El sorgo se analiz6 previamente mediante
la misma técnica de cromatografia con columnas de inmunoafinidad para

comprobar que no hubiera alguna contaminacion adicional.

Al momento del mezclado de los ingredientes de la dieta, se adicionaron la AFB1l y
OTA con el fin de que se distribuyeran homogéneamente por todo el alimento y
para que las aves consumieran la misma cantidad. Una vez preparado el alimento
de cada tratamiento para el experimento, se volvié a analizar en el laboratorio
mediante la misma técnica de cromatografia con columnas de afinidad, para

comprobar que tuviera la cantidad planeada de cada una de las micotoxinas en
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Sus respectivos tratamientos 0 que no estuvieran presentes en el caso de los
tratamientos Testigo y PCL. La concentracion final que se obtuvo en el alimento de
cada una de las micotoxinas fue de 350 pg/kg.

4.3 Diseflo experimental y dietas
Para la realizacion del proyecto de investigacion se utilizaron ocho tratamientos,

los cuales se asignaron de la siguiente manera:

1) Testigo: dieta normal.

2) AFB: Testigo + 350 pg/kg de AFB1.

3) OTA: Testigo + 350 pg/kg de OTA.

4) PCL: Testigo + 1,500 ppm de PCL (Safmannan, Safmex México)

5) AFB+OTA: Testigo + 350 ug/kg de AFB1 + 350 ug/kg de OTA.

6) AFB+PCL: Testigo + 350 pg/kg de AFB1 + 1,500 ppm de PCL.

7) OTA+PCL: Testigo + 350 pg/kg de OTA + 1,500 ppm de PCL.

8) AFB+OTA+PCL: Testigo + 350 pg/kg de AFB1 + 350 pg/kg de OTA +
1,500 ppm de PCL.

La investigacion se realizo en el Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension
en Produccion Avicola (CEIEPAv) de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UNAM, el cual se localiza en Salvador Diaz Mir6n 89, Colonia
Santiago Zapotitlan, Delegacion Tlahuac, en el Distrito Federal, se ubica a una
altura de 2250 msnm, entre los paralelos 19°15’ latitud oeste. Con condiciones de
clima templado hiamedo (Cw), siendo enero el mes mas frio y mayo el mas
caluroso, con una temperatura media anual de 16°C y una precipitacién pluvial
anual media de 747 mm (INEGI, 1992).

El experimento se realizé con 216 pollos de engorda de sexo macho, estirpe Ross,

de 1 dia edad, que se obtuvieron de una incubadora comercial. Los pollos se

pesaron individualmente y se distribuyeron de manera homogénea en los 8
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tratamientos, con la finalidad de iniciar el trabajo experimental sin ninguna
tendencia o diferencia estadistica entre los pesos de las aves. Cada tratamiento
tuvo 3 repeticiones de 9 pollos cada una. Las aves se alojaron durante toda la
prueba en jaulas o unidades de crianza Petersime, bajo condiciones de ambiente
controlado. El agua y el alimento se administraron a libre acceso.

Se formuld una dieta de inicio para pollo de engorda (1-21 dias), la cual se calcul6
con el paquete computacional Nutrion®. La dieta base fue de sorgo-soya, la cual
se muestra en el cuadro 1. A la dieta Testigo se le adicioné el maiz contaminado
con cada una de las micotoxinas (AFB y OTA) y las PCL, de acuerdo a como se
describié para cada tratamiento.

4.4 Parametros productivos

Durante el experimento, las aves y el alimento se pesaron semanalmente, para
obtener la ganancia de peso, el consumo de alimento e indice de conversion
alimenticia, también se revisé diariamente la presencia de mortalidad. Los datos
informados de los parametros productivos son de 0 a 21 dias. Ademas, se
tomaron muestras de sangre sin anticoagulante para serologia y con EDTA para
hemograma; las aves se sacrificaron a los 22 dias de edad, por dislocacion
cervical para tomar muestras de 6rganos como bazo, timo, BF, higado y rifidn; y

de lavados intestinales.

4.5 Evaluacién de la respuesta inmune humoral

Para verificar el efecto inmunoestimulante de las PCL a nivel sistémico, se realiz6
una vacunacion simultanea, con virus vivo por via ocular y vacuna emulsionada
por via subcutanea, con el virus de la enfermedad de Newcastle (ENC) a los 8
dias de edad. Se tomaron muestras de sangre antes de la vacunacion y a los 14
dias post-vacunacién (22 dias de edad), se colectaron 5 muestras por réplica y los

sueros se congelaron a una temperatura de -20°C, para posteriormente determinar

27



titulos de anticuerpos séricos especificos para el virus de Newcastle a través de la

prueba de Inhibicién de la hemoaglutinacién (IH).

Determinacion de niveles de IgA en contenido intestinal

Se tomaron 10 cm de duodeno (de 3 aves por réplica) y se realizaron lavados con
10 ml de solucién PBS (phosphate buffered saline, por sus siglas en inglés) estéril,
pasando tres veces el PBS en la fraccion de tubo intestinal, posteriormente se
recolecté el contenido y se centrifug6 a 1200 rpm por 10 minutos, se tomé el
sobrenadante y se congeld a una temperatura de -20°C, para su posterior

determinacion de los niveles de IgA, mediante la prueba de ELISA.

Las concentraciones de IgA en lavados intestinales se evaluaron mediante el uso
del sistema comercial Chicken IgA ELISA Quantitation Kit (Bethyl Laboratories
Inc., Montgomery TX). Las placas de 96 pozos de fondo plano, fueron cubiertas
con Anti-IgA de pollo, previamente reconstituida en una solucion buffer de
carbonatos (0.05M, pH 9.6) y se dejaron incubar por 24 horas a 4°C.
Posteriormente, se lavaron las placas tres veces con PBS adicionado con Tween-
20 al 0.05%. Se afadio a los pozos una solucion de bloqueo de PBS-leche
descremada al 0.5% y sacarosa al 0.2%, se incubaron por 30 minutos y se lavaron
tres veces con la solucion de PBS con Tween-20 al 0.05%. Se depositaron las
muestras de lavado intestinal en cada uno de los pozos con la dilucion a probar,
junto con los controles y se incubaron 1 hora a 37°C. Posteriormente se retiraron
las muestras y las placas se lavaron cinco veces con PBS Tween-20 al 0.05%. Se
afiadio el conjugado HRP (goat anti-chicken IgA-HRP, Bethyl Laboratories Inc.,
Montgomery TX) y se volvieron a incubar las cajas por 1 hora a 37°C, se realizo el
lavado cinco veces con la solucién PBS Tween-20 al 0.05%. Después se afiadio el
sustrato ABTS (Synbiotic Corporation) (2,2’-azino-bis [3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico]), dejandose incubar por 20 minutos y la reaccidon se detuvo con una

solucion de “stop” (H,SO4 2M). Por ultimo, se realizo la lectura de la absorbancia
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empleando el lector de ELISA (Lector ELISA Biotek® EL X800), con una longitud
de onda de 405nm.

4.6 Evaluacién de la respuesta inmune celular

Hemograma

Para determinar si hubo algun efecto de las PCL y de las micotoxinas sobre la
respuesta inmune celular, se colectaron muestras de sangre a los 22 dias de
edad, se tomaron 3 muestras por réplica y se conservaron en tubos con
anticoagulante EDTA, para la realizacion del conteo de leucocitos totales y por
linea celular, hematocrito, eritrocitos, proteinas plasmaticas y trombocitos
mediante la prueba de laboratorio de hemograma. Las muestras se procesaron en
el laboratorio y el conteo de células se realizo utilizando una camara de Neubauer,

la cual se observo al microscopio.

Prueba de hipersensibilidad tardia

La evaluacion se realizO mediante una prueba de hipersensibilidad tardia
(Edelman et al., 1985; Corrier y DeLoach, 1990) a los 21 dias de edad de las aves,
como respuesta a la inoculacién intradérmica con fitohemaglutinina a una
concentracion de 0.1 mg/0.1 ml en la membrana interdigital de las falanges 3y 4
de la extremidad inferior izquierda, se emplearon 3 pollos por réplica. En la
membrana interdigital de la pata derecha se realizé el mismo procedimiento
utilizando solucién salina estéril (0.1 ml) como control. A las 24 horas post-
inoculacion (22 dias de edad) se realizé la lectura. Se determiné el grosor de la
membrana interdigital con un vernier digital antes de la inoculacion y 24 horas
después. El célculo del incremento en el grosor de la membrana interdigital de las
aves se realiz6 con la siguiente formula: respuesta a la hipersensibilidad cutanea =
grosor membrana interdigital pata izquierda post-inoculacion (24 horas) — grosor

membrana interdigital pata izquierda pre-inoculacion (Corrier y DeLoach, 1990).
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4.7 Toma de muestras de 6érganos para histopatologia

Se tomaron muestras de 3 aves por réplica, de los siguientes érganos: bazo, timo,
BF, higado y rifién, los cuales se pesaron, se conservaron y se fijaron en formalina
al 10%, posteriormente se procesaron y se realizaron los cortes histolégicos de
cada 6rgano, para realizar su observacion y analisis histopatoldgico.

4.8 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos de cada variable en el estudio,
se realiz6 mediante un disefio completamente al azar (andlisis de varianza), la
comparacién de medias se hizo con la prueba de Tukey. Los datos se corrieron y
analizaron con el paquete estadistico IBM SPSS Statistics version 20. Los titulos
de anticuerpos obtenidos en la prueba de inhibicion de la hemoaglutinacion, se

transformaron a logaritmo base 2.

El modelo estadistico esta representado mediante la siguiente ecuacion:

Yij = pi + Tj + €ij

Donde:

Yij = la j-ésima observacion del i-ésimo grupo de tratamientos, la variable
respuesta.

K = es la media de la i-ésima poblacion en tratamiento.

Tj = efecto del grupo.

eij = es el error experimental.
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5. RESULTADOS

Peso de las aves

Las aves se pesaron al dia 1, 7, 14 y 21 de edad. Los resultados obtenidos se
muestran en el Cuadro 2. En los pesos promedio de las aves al dia 1y 7 de edad,
no se presentd ninguna diferencia estadistica significativa (P>0.05) entre los
tratamientos. A los 14 dias de edad, se observé diferencia estadistica (P<0.05)
entre los tratamientos, el peso promedio de las aves del grupo AFB+OTA (405.33
g) tuvo una disminucién en el peso, con respecto a los demas tratamientos. A los
21 dias de edad, se presentd diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre los
diferentes tratamientos. El peso de las aves de los grupos AFB (799.84 g), OTA
(804.72 g) y AFB+OTA (795.30 g) fue menor al de los demas tratamientos. Se
observo que el peso promedio de las aves de los grupos Testigo (814.52 g), PCL
(844.48 g), AFB+PCL (845.17 g), OTA+PCL (834.08 g) y AFB+OTA+PCL (813.17
g) fueron similares. Se presentd un efecto positivo en el peso por la inclusion de
las PCL, cuando estaban junto con AFB (AFB+PCL) en el alimento (P<0.05).

Ganancia diaria de peso (GDP)

Los resultados para GDP se muestran en el Cuadro 3. En la semana 1, no existié
diferencia estadistica significativa entre los tratamientos (P>0.05). En la semana 2,
se presento diferencia estadistica (P<0.05) del tratamiento AFB+OTA (34.67 Q),
con los demas tratamientos. En la semana 3, no existio diferencia entre los
tratamientos (P>0.05). Se observaron diferencias significativas en la GDP final
(P<0.05), los tratamientos PCL (38.06 g) y AFB+PCL (38.09 g) tuvieron la mejor
GDP, en comparacion con AFB (35.90 g), OTA (36.14 g) y AFB+OTA (35.69 ),
comprobandose el efecto negativo de las micotoxinas sobre este parametro, como

se esperaba.
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Consumo de alimento

El consumo de alimento por semana y final se presenta en el Cuadro 4. En las
semanas 1 y 2 no se observan diferencias estadisticas significativas en el
consumo de alimento entre los tratamientos (P>0.05). En la semana 3, si se
presentd diferencia estadistica (P<0.05) entre los tratamientos, el consumo del
grupo AFB+OTA (536.16 g) fue menor en comparacion con los demés
tratamientos. En el consumo total acumulado también existio diferencia estadistica
entre tratamientos (P<0.05), el mayor consumo de alimento se obtuvo en los
tratamientos AFB+PCL (1044.37 g) y OTA+PCL (1042.30 g), siendo diferentes al
consumo del tratamiento AFB+OTA (992.91 g), que fue el tratamiento con el
menor consumo de alimento. También en los grupos AFB (1019.27 g) y OTA

(1006.43 g), se presentd una disminucion en el consumo de alimento final.

Conversion alimenticia (CA)
La CA se calculd al final del experimento, los resultados se muestran en el Cuadro
5. En este parametro no se observaron diferencias estadisticas significativas entre

los tratamientos (P>0.05), debido a que fue muy similar en todos los grupos.

Mortalidad

La mortalidad por tratamiento se muestra en la figura 5. Se tuvieron en total 8 aves
muertas en el estudio, se registraron 2 aves muertas por cada tratamiento en
AFB+OTA y AFB+OTA+PCL, un ave muerta por cada grupo en Testigo, OTA, PCL
y AFB+PCL, y no se presentd mortalidad en los tratamientos AFB y OTA+PCL. A
todas las aves se les realizé la necropsia y en ninguna se observaron lesiones
caracteristicas de dafio por micotoxinas. Se comprobé que la mortalidad se
presentd por eventos adversos (vacunacion, aplastamiento, pollitos de segunda
calidad), por lo que, no se consideré la mortalidad en el analisis de resultados de

este estudio.
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Prueba de Inhibicion de la hemoaglutinacién (IH)

Los resultados obtenidos de los sueros colectados mediante la prueba de IH se
muestran en el Cuadro 6. No se present6 diferencia estadistica significativa entre
los diferentes tratamientos (P>0.05), antes de la vacunacion (8 dias de edad) y a
los 14 dias post-vacunacion (23 dias de edad). Sin embargo, se observaron
valores numéricos mas altos de titulos de anticuerpos en los tratamientos PCL,
AFB+PCL, AFB+OTA+PCL, con titulos contra ENC de 9.38, asi como en
OTA+PCL con un titulo de 9.50, coincidiendo estos cuatro tratamientos que son en
los cuales se adicionaron las PCL a la dieta de las aves. Los titulos mas bajos se
presentaron en los grupos AFB+OTA (8.50), AFB (8.38) y OTA (8.00), en donde

estaban presentes las micotoxinas.

Hemograma

Los resultados del hemograma se muestran en el Cuadro 7. Se presentaron
diferencias estadisticas significativas (P<0.05) en el numero de leucocitos,
heterdfilos y linfocitos entre los diferentes tratamientos. En leucocitos totales, los
tratamientos AFB (7.21x10%L), OTA (6.82x10%L), AFB+OTA (6.75x10%L) y
AFB+OTA+PCL (7.28x10°L), tuvieron el menor numero de leucocitos con
respecto a los demas tratamientos (P<0.05). En los tratamientos PCL (8.57x10°%L),
AFB+PCL (8.26x10%L) y OTA+PCL (8.17x10%L), se presentd el mayor nimero de
leucocitos. Ademas se observo que las PCL ayudaron a contrarrestar los efectos
toxicos de las micotoxinas en la respuesta inmune celular, siendo mejor este

efecto cuando habia una micotoxina presente en el alimento.

En el nimero de heterdfilos, los grupos OTA (2.60x10%L) y OTA+PCL
(3.65x10%L), tuvieron una disminucién en el ndmero de heteréfilos en
comparacién con los demas tratamientos (P<0.05). Los mejores resultados en este
pardmetro se obtuvieron en los grupos AFB+PCL (3.67x10%L), OTA+PCL
(3.65x10%L) y PCL (3.64x 10%L), coincidiendo los tres en donde estaban

presentes las PCL solas 0 en combinacion con una micotoxina.
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El ndmero de linfocitos fue menor en los grupos AFB (3.07x10%L), OTA
(3.06x10%/L), AFB+OTA (3.05x10°%/L) y AFB+OTA+PCL (3.08x 10%L) con respecto
a los demés tratamientos donde estaban las PCL (P<0.05). El numero mayor de
linfocitos se obtuvo en el grupo PCL (3.69x10%L). Con estos resultados se puede
observar que las micotoxinas disminuyeron el numero de linfocitos y que las PCL
ayudaron a contrarrestar el efecto tdxico de las micotoxinas, principalmente
cuando estaba una micotoxina presente en el alimento, ademas de funcionar

Ccomo un inmunoestimulante.

En el hematocrito, conteo de eritrocitos, proteinas plasmaticas, monocitos,
basdfilos, eosinofilos y trombocitos, no se presentaron diferencias estadisticas

significativas entre los diferentes tratamientos (P>0.05).

ELISA para IgA

Los resultados obtenidos en la prueba de ELISA para IgA se muestran en el
Cuadro 8. Se observaron diferencias estadisticas significativas entre los diferentes
tratamientos (P<0.05). Los grupos AFB+OTA (193.5ng/ml), AFB (198.2 ng/ml) y
OTA (205.6 ng/ml), tuvieron los menores valores de IgA intestinal en comparacion
con los demas tratamientos (P<0.05). Los tratamientos PCL (235.4 ng/ml),
AFB+PCL (233.8 ng/ml) y OTA+PCL (231.1 ng/ml), presentaron la mayor cantidad

de IgA intestinal, coincidiendo que fueron en los cuales estaban las PCL.

Peso relativo de los 6rganos
El resultado del peso relativo del bazo, timo y BF de las aves, se muestran en el
Cuadro 9. Se presentaron diferencias estadisticas significativas (P<0.05) entre los

tratamientos en el peso relativo de los tres érganos.
Los grupos AFB, OTA y AFB+OTA (0.09%), tuvieron un menor peso del bazo, en

comparacién con los demas tratamientos (P<0.05). También los tratamientos AFB,

OTA y AFB+OTA (0.36%) tuvieron una disminucion en el peso del timo, con
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respecto a los demas tratamientos (P<0.05). Y por ultimo, se presento
nuevamente un menor peso de la BF en los tratamientos AFB (0.22%), OTA
(0.22%) y AFB+OTA (0.21%), con los demas tratamientos (P<0.05). Con estos
resultados, se puede observar un efecto negativo de las micotoxinas sobre el peso
relativo de los érganos y que las PCL ayudaron a disminuir el efecto téxico de las
micotoxinas en los 6rganos linfoides, ya que los resultados obtenidos con su
inclusién son similares a los de la dieta Testigo.

Prueba de hipersensibilidad tardia

Los resultados obtenidos a la lectura de la prueba de hipersensibilidad tardia, se
muestran en el Cuadro 10. Si se observaron diferencias estadisticas significativas
entre los diferentes tratamientos (P<0.05). En AFB (0.39 mm), OTA (0.37 mm) y
AFB+OTA (0.30 mm), fue en los grupos en donde se presentd el menor
incremento en el grosor de la membrana interdigital en comparacién con los
demas tratamientos (P<0.05). También se observdé que el mayor grosor de la
membrana interdigital se obtuvo en los tratamientos PCL (0.62 mm), AFB+PCL
(0.50 mm) y OTA+PCL (0.50 mm), siendo estos en los cuales se agregaron las
PCL en la dieta de las aves. Con los resultados obtenidos en la prueba de
hipersensibilidad tardia, también se puede observar un efecto negativo de las
micotoxinas sobre la respuesta inmune celular, asi como una estimulacién de esta

respuesta inmune por parte de las PCL.

Histologia

Las lesiones encontradas a la observacidon al microscopio de cada corte
histolégico de los érganos se describen a continuacion para cada tratamiento:

Testigo: higado, rifidn, bazo, timo y BF, sin cambios significativos.

AFB: En higado se observé degeneracién vacuolar, hiperplasia de conductos

biliares y fibrosis multifocal moderadas con focos de necrosis leve. En rifion no se

35



observaron cambios significativos. En timo y en bazo se aprecié una deplecion
linfoide moderada. Y en BF se detectd hiperplasia epitelial moderada, deplecion

linfoide y edema de la vellosidad leves, con presencia de quistes epiteliales.

OTA: En higado no se apreciaron lesiones significativas, en rifion a pesar de que
la OTA es nefrotoxica, tampoco se observaron lesiones importantes en el érgano a
nivel estructural. En timo y bazo existi6 deplecion linfoide moderada. En BF se
presento hiperplasia epitelial leve y deplecion linfoide moderada, asi como edema
de la vellosidad leve con presencia de quistes epiteliales.

PCL: Higado, rifion, bazo, timo y BF sin cambios significativos.

AFB+OTA: En higado se observé degeneracion vacuolar, hiperplasia de
conductos biliares y fibrosis multifocal moderadas, también se presentaron focos
de necrosis moderada. En rifion no se detectaron lesiones significativas. En timo
se aprecio deplecion linfoide moderada y necrosis multifocal leve. En bazo se
observo una deplecion linfoide moderada. En BF las lesiones observadas fueron
hiperplasia epitelial, deplecion linfoide y edema de la vellosidad moderadas, con

presencia de quistes epiteliales.

AFB+PCL: En higado se observo hiperplasia de conductos biliares leve. Rifion sin
cambios patolégicos aparentes. BF con deplecidn linfoide leve. Timo sin cambios

significativos.

OTA+PCL: Higado, rifidn y BF sin cambios patoldgicos aparentes. En timo y bazo

se observé una deplecion linfoide leve.
AFB+OTA+PCL: Higado con hiperplasia de conductos biliares y fibrosis multifocal

leve. Rifion sin cambios patoldgicos aparentes. En BF, bazo y timo se observo

deplecion linfoide moderada. En timo se observo necrosis leve.
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6. DISCUSION

Pardmetros productivos

- Peso y GDP de las aves

En el presente estudio se observaron diferencias estadisticas significativas en
peso y GDP de las aves a los 21 dias entre los diferentes tratamientos, siendo
menor en los tratamientos donde estaban las micotoxinas y al adicionar las PCL
se disminuyd el efecto negativo de las mismas, principalmente cuando estaban por
separado. Esto mismo fue observado por Aravind et al., (2003), quienes
observaron un efecto positivo en el peso de las aves a los 35 dias, por la inclusion
de PCL (0.05%) en dietas contaminadas con micotoxinas (168 ppb AFB1, 8.4 ppb
OTA, 54 ppb zearalenona y 32 ppb T-2). En otro estudio encontraron que la
adicion de 1 y 1.5 g/kg de glucomananos en dietas contaminadas con 184 ug/kg
de AFB1, mejoro el peso de las aves a los 42 dias (Kamalzadeh et al., 2009).
Otros autores no observaron efectos de las PCL, Santin et al.,, (2003a)
demostraron una disminucion en el peso de aves de 42 dias, por la inclusién de
AFB (1 ppm), pero no observaron un efecto positivo por la inclusiéon de las PCL
(0.20%). Esto coincide con lo realizado por Gomez et al., (2009), quienes
reportaron que la inclusion de PCL (0.05%) no tuvo un efecto en dietas
contaminadas con AFB1 (400 mg/ton), esto mismo fue observado por
Basmacioglu et al., (2005), que utilizaron PCL (0.5 g y 1 g/kg) en dietas
contaminadas con AFB1 (1 ppm) y reportaron que las PCL no tuvieron efecto en el
peso de las aves. Santin et al., (2003b) encontraron que dosis de 500 ppb de OTA
afectan el peso de las aves a los 21 y 42 dias de edad, y que la adicién de 0.10%
de PCL no redujo el efecto toxico de la micotoxina. Estos mismos autores (Santin
et al.,, 2006) encontraron que la adicién de PCL (1 ppm) en dietas contaminadas
con micotoxinas (250 y 500 ppb de AFB1 y OTA solas o en combinacién) no
tuvieron efecto sobre el peso de las aves a los 21 y 42 dias en los tratamientos
donde estaba OTA presente, concluyendo que las PCL funcionan mejor contra

AFB1. Las diferencias con estos estudios pueden deberse a que en el presente
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trabajo se utilizé6 una dosis méas alta de PCL (1,500 ppm) en dietas contaminadas
con micotoxinas, por lo cual, si se pudo ver un efecto de las PCL. En otros
estudios realizados, si se presentd un aumento en el peso de aves cuya dieta fue
suplementada con PCL, con respecto a aves con una dieta normal (Santin et al.,
2001; Kocher et al., 2005; Arce et al., 2005 y 2008; Gao et al., 2008). Otros
autores no reportaron diferencias en peso y GDP en aves suplementadas con PCL
en su dieta (lji et al., 2001; Mohamed et al., 2008 y Al-Mansour et al., 2011).

Las micotoxinas si causaron una disminucion en peso y GDP de las aves en el
presente trabajo. Ananda et al., (2010) reportaron que 400 y 600 ppb de AFB1
disminuyen el peso de las aves a las 6 semanas de edad. Los resultados
obtenidos por Verma et al., (2004), muestran un menor peso en aves de 4y 7
semanas de edad, con dietas contaminadas con AFB1 (0.5, 1 y 2 mg/kg) y OTA
(1, 2 y 4 mg/kg), siendo mas evidente cuando estaban de manera combinada las
micotoxinas en la dieta. En los primeros estudios realizados con las dos
micotoxinas, se describié un efecto negativo en el peso de las aves a los 21 dias,
alimentadas con AFB1 (2.5 ppm) y OTA (2.0 ppm), el cual se vio afectado 12%
cuando estan solas y 40% cuando estan en combinacion (Huff y Doerr, 1981; Huff
et al., 1984). En otro trabajo realizado, observaron un efecto detrimental en el peso
de las aves a los 42 dias, alimentadas con AFB1 (200 ppb) y OTA (200 ppb), solas
0 mezcladas, siendo mayor la disminucion en el peso cuando estaban las dos
micotoxinas presentes (Sakhare et al., 2007). Esto coincide con lo realizado por
Sawarkar et al., (2011), quienes encontraron que dosis de 100 ppb de AFB y OTA
en combinacion, disminuyen el peso de las aves. Se ha reportado que dosis de 1-
2 mg/kg de OTA, disminuyen considerablemente el peso y la GDP de las aves a
los 35 dias de edad (Joo et al., 2013).

En otros estudios realizados no se observo una disminucién en el peso de las

aves por la inclusién de micotoxinas. Tejada et al. (2008) observaron que niveles

de 500 ppb de AFB no causan disminucion del peso en aves de 3 semanas de
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edad, lo que coincide con lo reportado por Magnoli et al., (2011) (50 pg/kg de
AFB1 en aves de 6 semanas de edad). A diferencia de otros estudios, donde se
utilizaron dietas contaminadas con 200 ppb de AFB1 y OTA (Kalorey et al., 2005)
y 250 y 500 ppb de AFB y OTA (Santin et al., 2006) solas o en combinacion, no
observaron un efecto detrimental en el peso de las aves a los 21 y 42 dias de
edad.

En el presente estudio los tratamientos PCL, AFB+PCL, OTA+PCL, mostraron
mejores valores numéricos en peso y GDP, mostrando un efecto positivo a la
adicion de PCL, teniendo un mejor efecto las PCL en la presencia de AFB que
cuando estaba presente OTA, lo cual fue reportado por Raju y Devegowda (2002),
quienes demostraron in vitro que las PCL en dosis de 1000 ppm, tienen un
porcentaje mas alto de union hacia AFB (300 ppb) cuando estd sola o en
combinacion con OTA (81.6% AFB, 63.9% AFB+OTA), que contra OTA (2 ppm)
sola 0 en combinacion (25.7% OTA, 10.8% AFB+OTA). Estos autores también
observaron que al adicionar las PCL a las dietas donde estaban las dos
micotoxinas presentes, el porcentaje de union de las PCL con las micotoxinas
disminuye si estas estan presentes en combinacién, lo cual se puede deber a la
saturacion de los sitios reactivos de las PCL. Este mismo efecto se observo en el
presente trabajo, ya que no se detectd ninguna diferencia entre los tratamientos

cuando estaban presentes las dos micotoxinas (AFB+OTA y AFB+OTA+PCL).

- Consumo de alimento

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, se presentaron diferencias
en el consumo de alimento en la semana 3 y en consumo acumulado entre los
diferentes tratamientos, siendo menor cuando estaban las dos micotoxinas
presentes. En otro estudio, también se reporté una disminucién en el consumo de
aves de 4 y 7 semanas de edad alimentadas con dietas con AFB (0.5, 1y 2
mg/kg) y OTA (1, 2 y 4 mg/kg), el consumo se vio mas afectado cuando estaban

las dos micotoxinas presentes en la misma dieta (Verma et al., 2004). Lo mismo
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fue reportado por Aravind et al., (2003), que vieron una disminucién en el consumo
de las aves a las 5 semanas de edad, por efecto de la inclusidon de micotoxinas en
dosis bajas (AFB, OTA, zearalenona y T-2). Santin et al., (2003b) encontraron que
dosis de 500 ppb de OTA disminuyen el consumo de alimento en aves de 21y 42
dias y que la adicion de 0.10% de PCL no minimiz6 el efecto de OTA. Celyk et al.,
(2003) describieron que AFB1 produce una diminucién en el consumo de alimento
en aves a las 5 semanas y Ananda et al., (2010) vieron que dosis de 400 ppb y
mayores afectan el consumo de las aves a las 6 semanas de edad. En otro
estudio se observo una diminucion en el consumo de alimento de aves de 21 dias
de edad con dietas contaminadas con AFB y OTA, solas o en combinacion (Santin
et al., 2006). En el presente trabajo, posiblemente se presenté un efecto sinérgico
cuando estaban las dos micotoxinas presentes, lo cual coincide con los resultados

obtenidos en los trabajos realizados previamente.

En otros trabajo realizado por Tejada et al., (2008) (utilizaron 500 ppb de AFB1),
no observaron disminucion en consumo de alimento de aves por accion de las
micotoxinas. Magnoli et al., (2011) y Kamalzadeh et al., (2009) encontraron que
dosis bajas de 50 ug/kg y 184 pg/kg de AFB1 no afectan el consumo de alimento
de aves durante 6 semanas. Gomez et al. (2009) encontraron gque no existe
diferencia en el consumo de las aves cuando se adicionan dosis bajas de AFB
(400 ppb) solas o0 en combinacién con 0.05% de PCL en aves de 21 dias de edad.
En otros estudios realizados, no reportaron cambios en el consumo de alimento de
las aves por la adicion de las PCL (lji et al., 2001; Santin et al., 2001; Arce et al.,
2005, 2008; Gao et al., 2008; Kamalzadeh et al., 2009 y Al-Mansour et al., 2011).

- Conversion alimenticia (CA)

En la CA no se observéd diferencia entre los diferentes tratamientos, lo cual
coincide con lo reportado en otros estudios en donde se utilizaron PCL+AFB1
(Gomez et al., 2009; Celyk et al., 2003); PCL o sus fracciones (lji et al., 2001;
Santin et al., 2001; Arce et al.,, 2008; Mohamed et al., 2008; Al-Mansour et al.,
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2011); AFB1 (Tejada et al., 2008; Magnoli et al., 2011); OTA+PCL (Santin et al.,
2003b) y AFB+OTA+PCL (Sawarkar et al., 2011; Santin et al., 2006). Gao et al.,
(2008) y Kamalzadeh et al., (2009) si observaron que se mejora la CA por la
inclusion de PCL y glucomananos de SC en aves de 42 dias de edad. Verma et
al., (2004) indicaron un aumento en la CA en aves de 4 y 7 semanas de edad,
debido a la inclusién de varios niveles de AFB1 y OTA, solas en combinacion, lo
gue coincide con lo observado por Aravind et al., (2003) que encontraron que la
CA aumenta por la inclusibn de dosis bajas de micotoxinas (AFB, OTA,
zearalenona y T-2) en aves de 5 semanas y disminuye cuando se incluyen en la
dieta fracciones de PCL (0.5%), ese mismo efecto fue observado por Ananda et
al., (2010) quienes utilizaron dosis de 200, 400 y 600 ppb de AFB1 y vieron un
aumento en la CA en aves de 6 semanas de edad. Santin et al., (2003a) no
observaron cambios en CA por la adicion de AFB1 y AFB1+PCL, pero si un efecto
positivo debido a las PCL cuando estaban solas en el alimento. Los autores
sugieren que el aumento observado en las vellosidades intestinales por la

inclusion de las PCL es la causa de esta mejora en CA.

Peso relativo de los drganos

Se present6 una disminucion en el peso relativo de los érganos (bazo, timo y BF),
de las aves a las cuales se les adicionaron las micotoxinas en su dieta (AFB, OTA
y AFB+OTA). Lo mismo fue reportado por Verma et al., (2004), quienes utilizaron
AFB (0.5, 1y 2 mg/kg) y OTA (1, 2 y 4 mg/kg) solas o en combinacion en dietas de
pollo de engorda de 1-49 dias, y reportaron un menor peso de BF de las aves que
consumieron las dosis mas altas de AFB1 y de OTA cuando estan en
combinacion. Sakhare et al., (2007) reportaron un menor peso de bazo, timo y BF
de aves a los 21 y 42 dias, por la inclusiéon de AFB (200 ppb) y OTA (200 ppb),
solas o de manera combinada, lo mismo fue observado en el peso de los mismos
organos por Kalorey et al., (2005) con dosis bajas de AFB1 y OTA (200 ppb). En
otro estudio realizado por Santin et al., (2003b) no encontraron diferencias en el

peso de la BF en aves de 21 dias suplementadas con 500 ppb de OTA en la dieta,
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en cambio Elaroussi et al., (2008) sefalaron que dosis de 800 ppb de OTA
disminuyen el peso de la BF en aves de 5 semanas de edad. Ananda et al., (2010)
concluyeron que dosis de 200 ppb de AFB1 y mayores afectan el peso de la BF en
aves de 6 semanas. Raju y Devegowda (2002) encontraron que dosis de 300 ppb
de AFB y 2 ppm de OTA, solas o en combinacion, afectan de manera negativa el
peso de BF y timo en aves de 5 semanas, y que la inclusion de glucomananos de
PCL (0.1%) mejoré el peso de estos 6rganos, estos autores indicaron que el peso
del bazo no se afecté por las micotoxinas. En el presente estudio, los resultados
del peso relativo de los érganos de los tratamientos Testigo y donde estaban las
PCL, no tuvieron diferencias, con lo cual se puede concluir que las micotoxinas si
afectaron el peso de los ¢6rganos linfoides, lo que puede provocar un efecto
detrimental en la respuesta inmune. También se observo que la adicion de las
PCL, ayudo a disminuir el dafio de las micotoxinas en los 6rganos. Esta reduccion
en el peso de los dérganos del sistema inmune, se asocia con la deplecién de
células linfoides y a los cambios degenerativos y necrosis causados por las
micotoxinas, ademas de que los érganos del sistema inmune son mas sensibles a
bajas dosis de micotoxinas que otros organos (Hoerr et al., 1981; Al-Anati y
Petzinger, 2006).

Respuesta inmune humoral

- Prueba de Inhibicién de la hemoaglutinacion (HI)

No existio diferencia en la prueba de HI entre los tratamientos en los resultados de
titulos de anticuerpos para enfermedad de Newcastle (ENC) a los 21 dias, aunque
numéricamente si se observaron mejores titulos en los grupos Testigo y donde
estaban las PCL, esto puede ser relacionado con lo observado por Gao et al.,
(2008), quienes hallaron que la suplementacion de levaduras de SC mejoro el
titulo de anticuerpos contra ENC en aves de 35 dias de edad, no asi en las de 21
dias. Mehdi y Hasan (2012) encontraron un aumento en el titulo de anticuerpos
contra ENC de pollo de engorda, por la adicion de MOS de PCL en la dieta.

Gomez et al., (2009) reportaron una disminucion en los titulos de anticuerpos
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contra ENC en aves de 21 dias suplementadas con AFB1 (400 mg/ton). Otros
autores demostraron que la inclusién de OTA en la dieta, provoca una disminucion
en los titulos contra ENC en las aves (Stoev et al., 2000; Elaroussi et al., 2008).
Otros estudios se han realizado para determinar el efecto de las PCL en dietas
contaminadas con AFB, Santin et al. (2003a), reportan un efecto negativo en los
titulos de anticuerpos contra ENC en aves de 18 y 25 dias de edad, cuyas dietas
estaban contaminadas con AFB (1 ppm), con respecto a los grupos en donde se
afadieron PCL (0.2%), lo mismo fue observado por Gabal y Azzam (1998). Se ha
reportado que dosis de 2 ppm de OTA, provocan en las aves una disminucion en
los titulos de anticuerpos contra ENC (Santin et al., 2002). Raju y Devegowda
(2002), encontraron que AFB (300 ppb) y OTA (2 ppm) solas o0 en combinacion,
disminuyen el titulo de anticuerpos contra ENC y que la inclusiéon de
glucomananos de PCL (0.1%) en la dieta aumento los titulos. En otros estudios
donde utilizaron AFB1 y OTA (200 ppb de cada micotoxina), observaron menores
titulos de anticuerpos contra ENC en aves de 21 y 42 dias, siendo mas bajos los
titulos cuando estaban AFB1 y OTA juntas en la dieta, los autores concluyeron
gue esto es debido al sinergismo que existe entre las dos micotoxinas (Sakhare et
al., 2007; Kalorey et al., 2005).

- IgA en contenido intestinal

En el presente estudio se presentd diferencia en el contenido de IgA entre los
diferentes tratamientos, siendo mas altos los niveles de IgA cuando se incluyeron
las PCL (PCL, AFB+PCL y OTA+PCL), lo cual también fue indicado por Gao et al.,
(2008), quienes al adicionar levaduras de SC observaron un aumento en el
contenido de IgA a los 21 y 42 dias de edad. Gomez et al., (2009) no observaron
un aumento en la secrecion de IgA en aves de 21 dias por la inclusion de PCL
(0.05%). Probablemente la diferencia con los resultados obtenidos por Gémez et
al., (2009), se debe a que la dosis de PCL (1,500 ppm) fue mas alta en el presente
estudio. Los resultados demuestran que las micotoxinas también disminuyeron la

produccion de IgA, afectando la respuesta inmune en tracto digestivo.
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Este aumento en el contenido de IgA secretora en intestino por la adicién de las
PCL, puede deberse a un aumento en la secrecion de contenido intestinal, lo que
conlleva a una mayor proteccién de la mucosa y de las vellosidades intestinales,

contra el dafio producido por patégenos (Gao et al., 2008).

Respuesta inmune celular

- Prueba de hipersensibilidad tardia

En la evaluacion de la respuesta inmune celular mediante la prueba de
hipersensibilidad tardia, se observdé un aumento en el grosor de la membrana
interdigital en las aves de los tratamientos suplementados con PCL, a diferencia
de los grupos donde se adicionaron las micotoxinas. Gomez et al. (2009);
reportaron que en dietas adicionadas con AFB (400 ppb), hay un menor aumento
en el grosor de la membrana interdigital con respecto a aves alimentadas con PCL
(500 ppm) a los 21 dias de edad, lo que pudiera estar determinado por una
inmunosupresion en las aves. En otros estudios (Sakhare et al., 2007; Verma et
al., 2004; Kalorey et al., 2005) también observaron una disminucién en el grosor
de la membrana interdigital de aves con dietas suplementadas con AFB1 y OTA,
solas 0 en combinacién en dosis bajas y altas, siendo menor el grosor cuando
estaban las dos micotoxinas presentes en la misma dieta. En estos resultados se
pudo observar que en los grupos donde estaba presente OTA, fue donde se
obtuvo el menor grosor de la membrana interdigital, lo que coincide con lo
reportado de que OTA afecta mas la respuesta inmune celular (Devegowda y
Murthy, 2005).

- Hemograma

En este estudio se observo una disminucion en el conteo de leucocitos, heterofilos
y linfocitos en los tratamientos donde estaban presentes las micotoxinas. Esto
mismo fue reportado por Gomez et al. (2009), quienes observaron que la inclusion

de AFB1 (400 mg/ton) afect6é el conteo de leucocitos, heterdfilos y linfocitos. En
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otro experimento realizado por Basmacioglu et al., (2005), reportaron efectos
detrimentales en el conteo de linfocitos y trombocitos en aves de 21 dias por la
inclusiéon de AFB1 (1 ppm) en la dieta y determinaron que la adicién de PCL (1
g/kg) en las dietas con AFB1, ayudo a mejorar significativamente los efectos
adversos de la AFB1, lo cual concuerda con lo encontrado en el presente estudio.
Sakhare et al., (2007), observaron diferencias en el conteo de leucocitos en aves
de 21 y 42 dias, por la adicion de AFB (200 ppb) y OTA (200 ppb) solas o en
combinacién. Moura et al., (2004) administraron OTA en pollitos de 1 dia y
observaron una disminucion en el conteo de leucocitos totales. La disminucion en
las poblaciones de leucocitos, linfocitos y heteréfilos puede deberse a lo descrito
por Celik et al.,, (2000), quienes demostraron que en la inmunodepresion que
causan las micotoxinas, no sélo se deprimen las funciones celulares, sino también
se disminuye el numero de linfocitos T en sangre periférica y en tejidos linfoides.
Los tratamientos en los cuales se presentaron los resultados mas bajos en el
hemograma fueron donde estaba OTA presente, lo cual puede ser asociado a que
afecta mas la respuesta inmune celular, también se observdé que las PCL
favorecieron el aumento de las poblaciones celulares, implicadas de forma
importante en la respuesta inmune. Kalorey et al., (2005) no observaron efecto en
el conteo de leucocitos totales de aves a los 21 y 42 dias de edad con dietas
suplementadas con AFB1 (200 ppb) y OTA (200 ppb), solas o en combinaciéon y
gue la inclusién de PCL (0.05%) en las dietas, no tuvo efecto contra AFB1. En otro
estudio realizado por Sawarkar et al., (2011) encontraron que una combinacion de
AFB+OTA en dosis de 100 ppb, provoca una disminucion en el conteo de

eritrocitos y leucocitos totales en aves de 42 dias.

En los resultados de hematocrito, conteo de eritrocitos, basofilos, eosinofilos,
trombocitos y proteinas plasmaticas no se observaron diferencias entre los
tratamientos en el presente trabajo, lo cual coincide con otros estudios realizados
en donde contaminaron dietas de pollo de engorda con AFB1 (200 ppb) y OTA

(200 ppb), y no observaron disminucion en el namero de eritrocitos (Kalorey et al.,

45



2005; Sakhare et al., 2007), Aravind et al., (2003) tampoco reportaron cambios en
el conteo de eritrocitos de aves a las 5 semanas, por la inclusion de dosis bajas de
micotoxinas (168 ppb AFB1, 8.4 ppb OTA, 54 ppb zearalenona y 32 ppb T-2) y
fracciones de PCL, pero si observaron una disminucion en el hematocrito por
accion de las micotoxinas. Basmacioglu et al., (2005) reportaron un efecto
negativo de AFB1 (1 ppm) en el conteo de eritrocitos y en el hematocrito de aves
de 21 dias de edad, siendo contrarrestado este efecto cuando se afiadieron a la
dieta PCL (0.5 y 1 g/kg). Al-Mansour (et al., 2011) no encontraron diferencias en el
conteo de eritrocitos y leucocitos totales con la inclusion de levaduras de SC con

respecto a una dieta control.

Los resultados obtenidos sugieren que con la adicion de las micotoxinas en dietas
de aves, se presentd una deplecion linfoide y por consiguiente la diminucién del
peso relativo de los érganos como timo, bazo y BF, provocando que hubiera un
menor numero de células involucradas en la respuesta inmune celular de las aves,
lo cual también fue reportado por otros autores (Celyk et al., 2000; Verma et al.,
2004; Al-Anati y Petzinger, 2006; Elaroussi et al., 2008; GOmez et al., 2009).
Ademas, las PCL pudieran atraer células del sistema inmune y otros factores
inmunes al tracto gastrointestinal, resultando en la formacion de una barrera para
los antigenos en el tracto intestinal, con lo cual, se podria mejorar la respuesta

inmune y el rendimiento de los animales (Santin et al., 2003a).

Histologia

En el presente trabajo, el mayor grado de lesién de higado, bazo, BF y timo se
observo en los grupos de aves alimentadas con las micotoxinas. Cuando se
adicionaron las PCL se observo una disminucion en la severidad de los cambios
patolégicos, cuando estaba una micotoxina presente (AFB+PCL y OTA+PCL).
Esto concuerda con lo observado por Karaman et al., (2005), quienes
contaminaron dietas para aves con AFB (2 mg/kg) y reportaron degeneracion

grasa y necrosis en higado, ademas de deplecién linfoide en bazo, BF y timo; y
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gue la adicion de glucomananos de SC (1 g/kg), produce una disminucion en la
severidad de las lesiones. Kalorey et al., (2005) y Sakhare et al., (2007)
encontraron que 0.2 ppm de AFB1 provoca cambios degenerativos en el
parénquima del higado, con inflamacion y degeneracion vacuolar, ademas de
focos de necrosis con infiltracion linfocitaria en aves de 21 y 42 dias de edad.
Estos autores observaron en el bazo necrosis con deplecion linfoide por la
inclusién de AFB1 y OTA (0.2 ppm) solas o combinadas, esto mismo fue reportado
en BF y timo, siendo méas importante la deplecibn cuando estaban las dos
micotoxinas presentes. Todas estas lesiones coinciden con lo encontrado en el
presente estudio. Santin et al., (2003a) utilizaron 1 ppm de AFB1 en dietas de
aves y encontraron degeneracion vacuolar severa e hiperplasia de conductos
biliares en higado y deplecion linfoide en BF a los 21 y 42 dias; y que al adicionar

0.20% de PCL, no se presento una disminucion en las lesiones en estos 6rganos.

En este estudio no se encontraron lesiones en riidn por la inclusion de las
micotoxinas. Santin et al., (2002) observaron hipertrofia de células epiteliales en
tubulos renales proximales en rifion, degeneracion vacuolar e hiperplasia de
conductos biliares en higado y deplecion linfoide en BF de aves alimentadas con 2
ppm de OTA. Probablemente las diferencias en el dafio renal sean debido a la
dosis alta que utilizaron estos autores. Elaroussi et al., (2008) utilizaron 800 ppb
de OTA en dietas de aves, en rifion reportaron degeneracion granular, nucleos
picnéticos en células epiteliales de los tdbulos contorneados proximales vy
degeneracion de los corpusculos de Malpighi, en BF observaron inflamacién de los

foliculos, acumulacién de secreciones en la region apical y deplecion linfoide.
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7. CONCLUSIONES

1. La adicién de micotoxinas en las dietas de los grupos AFB, OTA y AFB+OTA,
tuvo un efecto negativo en el peso y GDP de las aves a los 21 dias de edad. Y de
AFB+OTA en el consumo acumulado.

2. La inclusion de 1,500 ppm de PCL en la dieta, contrarresto el efecto negativo de
las micotoxinas en el peso y GDP, principalmente cuando estas estaban por
separado en la dieta, actuando mejor contra AFBL1.

3. La inclusién de las 1,500 ppm de PCL incrementé la respuesta inmune celular
(leucocitos, linfocitos y heterdfilos) y la cantidad de IgA intestinal, por lo cual, se
puede concluir que una de sus funciones principales es como estimulante del
sistema inmune. Ademas, disminuyeron los dafios producidos a nivel estructural

por las micotoxinas en los érganos linfoides como son bazo, BF y timo.

4. Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio, se sugiere seguir
realizando estudios con las dos micotoxinas (AFB y OTA) por mayor tiempo (aves
de 0-49 dias de edad), para observar si la suplementacion de las micotoxinas
tiene mayor efecto sobre los parametros productivos y el sistema inmune y para
poder determinar si la inclusion de las PCL puede ayudar a contrarrestar los

efectos de las micotoxinas durante este periodo de tiempo.

48



8. ABREVIATURAS Y SIGLAS USADAS

AFB: aflatoxina B

AFB1: aflatoxina B1

AFM: aflatoxina M

AFM1.: aflatoxina M1

AFP1: aflatoxina P1

AFQL1: aflatoxina Q1

APC: antibioticos promotores del crecimiento

Aw: actividad de agua

BF: bolsa de Fabricio

CEIEPAv: Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccién Avicola
CA: conversién alimenticia

CPA: células presentadoras de antigeno

CPH: complejo principal de histocompatibilidad

DM: diverticulo de Meckel

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay

ENC: enfermedad de Newcastle

FAO: Organizacion para la Alimentacion y la Agricultura
FES: Facultad de Estudios Superiores

GDP: ganancia diaria de peso

IH: inhibicion de la hemoaglutinacion

MOS: manano-oligosacéaridos

NDV: Newcastle Disease Virus

OTA: ocratoxina A

OTB: ocratoxina B

OTC: ocratoxina C

PBS: solucién amortiguadora de fosfatos (phosphate buffered saline)
PCL: paredes celulares de levaduras

PIB: producto interno bruto

PP: placas de Peyer

SC: Sacharomyces cerevisiae

TC: tonsilas cecales

TE: tonsilas esofagicas

UNA: Unién Nacional de Avicultores

UNIGRAS: Unidad de Investigacion en Granos y Semillas
YCW: yeast cell walls
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10. ANEXOS

Cuadro 1. Composicion y andlisis calculado de la dieta experimental
de iniciaciéon para pollo de engorda (1-21 dias de edad)

Ingrediente Dieta base kg (Testigo)
Sorgo 597.49
Pasta de soya 317.97
Aceite de soya 44.74
Fosfato monodicalcico 17.69
Carbonato de calcio 11.15
Sal 3.82
DL-Metionina 99% 2.69
L-Lisina HCI 1.50
Premezcla de vitaminas* 1.00
Cloruro de colina 60% 1.00
Premezcla de minerales** 0.50
Bacitracina 0.30
Antioxidante 0.15
Total 1000
Andlisis calculado

Energia metabolizable (Kcal/kg) 3150
Proteina 21.00
Lisina dig. (%) 1.10
Met + Cisdig. (%) 0.84
Calcio total (%) 0.90
Fdésforo disponible (%) 0.45

* Mezcla de vitaminas que proporciona: Vit. A 12°000,000 Ul; Vit. D3 2’500,000 Ul; Vit. E
15,000 UlI; Vit. Kz 2,000 mg/kg; Vit. B; 2,250 mg/kg; Vit.B, 8,000 mg/kg; Vit. Bz 45,000
mg/kg; B12;Vit. Bs 12,500 mg/kg; Vit.Be 3,500 mg/kg; Vit.B;, 20 mg/kg; acido félico 1,500
mg/kg; biotina 25 mg/kg.

** Mezcla de minerales que proporciona: Selenio 200mg/kg; Cobalto 200mg/kg; Yodo

300mg/kg; Cobre 12,000mg/kg; Zinc 50,000mg/kg; Hierro 50,000mg/kg; Manganeso
110,000mg/kg.
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Cuadro 2. Peso inicial, semanal y final
de las aves durante las 3 semanas del estudio

Tratamiento Dia 1 Sem. 1 Sem. 2 Sem. 3
a a ab ab
Testigo 45.63+0.51 166.73+1.65 420.67+3.58 814.52+12.10
a a ab b
AFB 45.87+0.43 165.97+2.75 410.30+4.02 799.84+8.22
a a ab b
OTA 45.90+0.64 164.07+2.32 408.97+5.11 804.72+6.30

a a a a
PCL 45.30+0.34 171.17+1.88 428.40+3.08 844.48+7.63

a a b b
AFB+OTA 45.90+0.17 162.67+2.16 405.33+3.24 795.30+6.12

a a a a
AFB+PCL 45.33+0.13  169.53+2.28 427.80+2.83 845.17+11.01

b

a a al b
OTA+PCL 45.47+0.26 164.83+2.25 423.30+5.76

al
834.08+8.79

b b

a a al al
AFB+OTA+PCL 46.07+0.63 163.57+1.44  415.87+4.88 813.17+10.81

Literales diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (P<0.05)
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Cuadro 3. Ganancia diaria de peso por semanay final
de las aves durante las 3 semanas del estudio

Tratamiento Sem. 1 (g) Sem. 2 (g) Sem. 3 (9) Final (9)
a ab a ab

Testigo 17.33+0.18 36.30+0.45 56.27+1.51 36.62+0.57
a ab a b

AFB 17.13+0.40 34.90+0.17 55.63+0.59 35.90+0.39
a ab a b

OTA 16.87+0.39 35.00+0.40 56.53+0.70 36.14+0.30
a ab a a

PCL 17.97+0.23 36.77+0.66 59.43+0.99 38.06%0.36
a b a b

AFB+OTA 16.67+0.35 34.67+0.17 55.70+1.34 35.69+0.29
a a a a

AFB+PCL 17.77+0.34 36.87+0.14 59.60+1.45 38.09+0.52
a a a ab

OTA+PCL 17.03+0.31 36.90+0.68 58.70+2.08 37.55+0.41

b b

a al a al
AFB+OTA+PCL 16.77+0.18 36.07+0.49 56.80+1.68  36.53+0.51

Literales diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (P<0.05)
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Cuadro 4. Consumo de alimento semanal y final
de las aves durante las 3 semanas del estudio

Tratamiento Sem.1 (g) Sem. 2 (g) Sem. 3 (9) Consumo final
9)

a a ab ab
Testigo 135.71+3.30 334.99+2.87 554.41+3.90 1025.11+6.70
a a ab ab
AFB 137.00+4.51 334.90+3.24 547.37+2.15 1019.27+5.53
a a ab ab
OTA 130.49+1.82 329.76+0.70 546.18+2.03 1006.43+4.33
a a ab ab
PCL 137.63+1.83 335.05+1.41 554.67+6.64 1027.34+12.88

a a b b
AFB+OTA 130.25+1.39 326.50+1.86 536.16+2.51 992.91+4.50

a a a a
AFB+PCL 140.61+2.21  340.72+4.29  562.88%3.26 1044.36+15.07

a a a a
OTA+PCL 139.72+2.48  341.39%4.42 561.19+4.12 1042.30+5.77

b b

a a al al
AFB+OTA+PCL 136.25+2.60 330.61+2.82 542.29+2.36 1009.15+5.39

Literales diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (P<0.05)
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Cuadro 5. Conversion alimenticia (CA)
de las aves al final del estudio
(3 semanas de edad)

Tratamiento CA

. a

Testigo 1.258+0.017
a

AFB 1.274+0.004
a

OTA 1.251+0.006
a

PCL 1.216+0.009
a

AFB+0OTA 1.249+0.011
a

AFB+PCL 1.235+0.015
a

OTA+PCL 1.250+0.013

a
AFB+OTA+PCL 1.240+0.016

Literales diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (P<0.05)
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Cuadro 6. Titulos de anticuerpos obtenidos contra la
enfermedad de Newcastle (ENC) mediante la prueba
de IH en aves de 8 y 22 dias de edad

Tratamiento Titulo log2 Titulo log2
8 dias 22 dias

a a

Testigo 4.13+0.227 8.75+0.412

a a

AFB 4.38+0.183 8.38+0.420

a a

OTA 4.00+0.267 8.00+0.327

a a

PCL 4.13+0.295 9.38+0.498

a a

AFB+OTA 4.25+0.250 8.50+0.535

a a

AFB+PCL 4.00+0.267 9.38+0.498

a a

OTA+PCL 4.0+0.327 9.50+0.327

a a
AFB+OTA+PCL 4.13+0.295 9.38+0.653

Literales diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (P<0.05)
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Cuadro 7. Resultados obtenidos en el hemograma en aves de 3 semanas de edad

Tratamiento Ht Eritroc. PP Leuc. Heter. Linfoc. Monoc. Basof. Eosin. Tromb.
(LIL) (10"/L) (g/L) (10%L) (10%/L) (10%/L) (10%/L) (10%/L) (10%/L) (10%L)
- ) 2 2 ab ap a a a a a
Testigo 0.32+0.014 3.01+0.05 34.67+2.40  7.81+0.30  3.35+0.44 3.25+0.16  0.67+0.04  0.46+0.02  0.07+0.03  10.67+0.72
a a a bc ab b a a a a
AFB 0.34+0.013 2.96+0.17 32.00+2.00  7.21+0.11  3.13+0.09 3.07+0.14  0.53+0.03  0.39+0.03  0.08+0.02  11.00+0.32
a a a C b b a a a a
OTA 0.33+0.003 3.00+0.31 31.33+1.76  6.82+0.26  2.60+0.15 3.06£0.13  0.52+0.05  0.48+0.08  0.15+0.04  10.60+0.41
a a a a a a a a a a
PCL 0.31+0.010 3.12+0.06 37.33+0.67 8.57+0.04  3.64+0.06 3.69+0.11  0.67+0.09  0.47+0.04  0.10+0.03  12.23+1.58
a a a C b b a a a a
AFB+OTA 0.30+0.012 2.92+0.08 30.00£1.16  6.75#0.05  2.58+0.07  3.05+0.09  0.51+0.03  0.46+0.05 0.15+0.01  13.70+0.26
a a a a a ab a a a a
AFB+PCL 0.33+0.020 3.10+0.05 35.33+1.76  8.26+0.10  3.67+0.19  3.32#0.07  0.69+0.06  0.48+0.02  0.10+0.01  12.13+0.61
a a a a a ab a a a a
OTA+PCL 0.31+0.018 3.07+0.06 33.33+1.33  8.17+0.18 3.65+0.10  3.22+0.09  0.70+0.05  0.48+0.14  0.12+0.04  10.57+0.49
a a a bc ab b a a a a
AFB+OTA+PCL  (.31+0.013 3.03+0.08 32.00+1.16  7.28+0.04  3.01+0.06 3.08+0.08  0.58+0.06  0.45+0.03  0.15+0.01  12.93+0.40

Literales diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (P<0.05)

Ht: hematocrito

Eritroc: eritrocitos totales
PP: proteinas plasmaticas
Leuc: leucocitos totales
Heter: heterofilos

Linfoc: linfocitos

Monoc: monocitos
Basof: basofilos

Eosin: eosindfilos
Tromb: trombocitos
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Cuadro 8. Cantidad de IgA en contenido intestinal
obtenida mediante la prueba de ELISA (ng/ml)
en aves de 3 semanas de edad

Tratamiento Cantidad de IgA
(ng/ml)
abc
Testigo 216.5+10.43
C
AFB 198.2+4.17
bc
OTA 205.613.25
a
PCL 235.4+4.76
C
AFB+OTA 193.5+£7.75
a
AFB+PCL 233.8+20.34
ab
OTA+PCL 231.1+11.08
abc
AFB+OTA+PCL 211.849.47

Literales diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (P<0.05)
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Cuadro 9. Peso relativo de los 6rganos (% de peso corporal)

en aves de 3 semanas de edad

Tratamiento Bazo Timo Bolsa de
Fabricio
a a a
Testigo 0.11+0.002 0.42+0.011 0.26+0.004
b b b
AFB 0.09+0.001 0.36+0.010 0.22+0.006
b b b
OTA 0.09+0.003 0.36+0.011 0.22+0.006
a a a
PCL 0.11+0.001 0.43+0.005 0.27+0.007
b b b
AFB+0OTA 0.09+0.004 0.36+0.007 0.21+0.002
ab ab a
AFB+PCL 0.10+0.002 0.38+0.008 0.27+0.003
ab ab a
OTA+PCL 0.10+0.002 0.38+0.007 0.28+0.007
ab ab a
AFB+OTA+PCL 0.10+0.004 0.38+0.017 0.28+0.008

Literales diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (P<0.05)
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Cuadro 10. Respuesta de hipersensibilidad tardia.
Incremento del grosor de la piel de la pata izquierda
(24 horas post-inoculacion) en aves de 3 dias de edad

Incremento del grosor de la
membrana interdigital de la
pata izquierda (mm)

abc

Tratamiento

Testigo 0.47+0.056
bc

AFB 0.39+0.028
bc

OTA 0.37+0.020
a

PCL 0.62+0.052
c

AFB+OTA 0.30+0.029
ab

AFB+PCL 0.50+0.026
ab

OTA+PCL 0.50+0.038
abc

AFB+OTA+PCL 0.47+0.055

Literales diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (P<0.05)
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FIGURAS

Mortalidad acumulada

N

# de aves muertas

Figura 5. Mortalidad acumulada por tratamiento
de las aves a los 21 dias de edad.
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Figura 6. Cortes histolégicos de los tratamientos Testigo y PCL. En donde no se
observan lesiones. 1) higado, 2) timo, 3) BF, 4) bazo y 5) rifidn.

75



Figura 7. Cortes histoldgicos del tratamiento AFB. En higado se observa fibrosis
(flecha amarilla), hiperplasia de conductos biliares (flechas rojas) y degeneracion
grasa (flechas azules), 2) BF con deplecién linfoide (flechas verdes).

Figura 8. Cortes histologicos del tratamiento OTA. 1) higado (SCPA), 2) bazo se
observa deplecion linfoide leve (flechas verdes), 3) timo, se observa apoptosis
(flechas azules), 4) BF, se observa deplecion linfoide (flechas verdes).
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Figura 9. Cortes histoldgicos del tratamiento AFB+OTA. 1) higado con hiperplasia
de conductos biliares (flechas rojas), 2) timo con apoptosis (flechas azules), 3)
bazo con deplecién linfoide (flecha verde), 4) BF con deplecion linfoide (flecha

verde) y apoptosis (flechas azules).
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Figura 10. Cortes histolégicos del tratamiento AFB+OTA+PCL, 1) higado con
hiperplasia de conductos biliares (flechas rojas), 2) BF con deplecién linfoide
(flechas verdes), 3) timo con deplecion linfoide y apoptosis (flechas azules), 4)
bazo con deplecién linfoide (flecha verde).
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Método AflaTest B de Vicam Corp (1999)

1.

9.

Se pesaron 50 g de la muestra junto con 5 g de sal (NaCl) y se colocaron
en un vaso de licuadora.

Se agregaron 100 ml de una solucion metanol-agua (80:20) al vaso.

Se mezclo el contenido en la licuadora por 1 minuto.

Se pasé el contenido obtenido por papel filtro y se colectdé en un vaso de
precipitado para obtener un filtrado de la muestra.

Se colocaron 10 ml del filtrado en otro vaso con 40 ml de agua purificada y
se mezclaron bien para obtener un extracto.

Se tomaron 2 ml del extracto y se pasaron a través de la columna de
inmunoafinidad AflaTest a una velocidad de 1-2 gotas por segundo.
Posteriormente se pasaron 5 ml de agua purificada a través de la columna
de inmunoafinidad a una velocidad de 2 gotas por segundo.

Se pas6 1 ml de HPLC grado metanol a través de la columna a una
velocidad de 1-2 gotas por segundo y se colecté todo el liquido (1 ml) en un
tubo de ensaye pequefio, esta fue la muestra final a analizar.

Se agregd 1 ml de revelador Aflatest a la muestra y se mezclé con un
vortex.

10.Se colocé la muestra en el fluorometro, el cual estaba previamente

calibrado para AFB1 y se tomo la lectura de la concentracion de AFB1 en la
muestra, después de 60 segundos.

Método Ochratest de Vicam Corp (1999)

1.

Se pesaron 50 g de muestra junto con 5 g de sal (NaCl) y se colocaron en
un vaso de licuadora.

Se agregaron 100 ml de una solucion metanol-agua (80:20) al vaso.

Se mezclo el contenido en la licuadora por 1 minuto.

Se paso el contenido obtenido por papel filtro y el liquido filtrado se colect6
en un vaso de precipitado.

Se colocaron 10 ml del filtrado en otro vaso con 40 ml de agua purificada y
se mezclaron bien para obtener un extracto.

Se tomaron 2 ml del extracto y se pasaron a través de la columna de
inmunoafinidad OchraTest a una velocidad de 1-2 gotas por segundo.
Posteriormente se pasaron 5 ml de solucién buffer para micotoxinas a
través de la columna de inmunoafinidad a una velocidad de 1-2 gotas por
segundo.

Se pasaron 5 ml de agua purificada a través de la columna a una velocidad
de 1-2 gotas por segundo.

Se paso 1.5 ml de Ochratest solucidén de elucion a través de la columna a
una velocidad de 1 gota por segundo y se colect6 todo el liquido (1.5 ml) en
un tubo de ensaye pequefio, esta fue la muestra final a analizar, la cual se
mezcld en un vortex.

10.Se colocé la muestra en el fluorometro, el cual estaba previamente

calibrado para OTA y se tomo la lectura de la concentracion de OTA en la
muestra, después de 60 segundos.
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