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SE TRABAJO CON UNA PARVADA DE 21,289 POL;OS DE ESGORDA,
DE LOS CUALES SE RECOLECTARON 17 HIGADOS PROVENIENTES -
DE POLLOS QUE PRESENTABAN EL SINDROME ASCITICO Y LA -~-
MISMA CANTIDAD DE HIGADOS DE POLLOS NO ASCITICOS,~-=~=--
ADEMAS DE 100 GRAMOS DE ALIMENTC CADA SEMANA, SE PRQ---
CEDIO A CUANTIFICAR LOS NIVELES DE AFLATOXINAS EN «-ww-
TODAS LAS MUESTRAS CON EL ORJETO DE DETERMINAR LA «-e==
CORRELACION EXIST?NTE ENTRE LAS AFLATOXINAS Y LA ~w-w--

PRESENTACION DEL SINDROME ASCITICO.



I.INTRODUCGCCIOX:

DEFINICION DE LA ENFERMEDAD:

A1 Sindrome Patoldgico de la Poliserositis en pollo de engorda comin
mente conocido como ascitis S enfermedad del edema, le han asignado dife
rentes sinonimias como son: edema aviar, sfindrome de las grasas tdxicas,
lipoidosis tdéxica, edema de las alturas, enteritis no especifica, pollc

de aguas, ascitis ideopdtica y bolsa de aguas (Estudillo, 1980).

Debemos recordar que la ascitis es una forma de edema, enla que los
1{guidos se acumulan en la cavidad peritoneal, el término deriva de la

palabra griega "Askites" que significa bolsa de agua (Flores,1981).

El sindrome de la poliserositis ge ha venido reportando en las Explo
taciones Avicolas Nacionales desde hace mds de 15 afios, teniendo una in-
cidencia variable y presentandose durante todo el afio, en ocasiones es
baja, sin embargo suele alcanzar propdrciongs epidémicas, afectando numg
rosas explotaciones sobre todo en los meses de invierno, se sabe que esto
esta‘intimamente'relacionado con el consumé,de determinados alimentos, ya
que en ocasiones los animales de una misma granja reciben diferentes tipos
de alimentos y aln estando alojados en la misma caseta con.ﬁna separacién
Yinica de una mallas de alanbre, algunos se ven seriamente afectados, nien-

zr2z zue otros no manifiestan ninguna alteracidn (Estudillo,i980).

Las causas de la ascitis en ocasiones se atribuyen a éapectos nutri-
cionales, o uno o varios téxicos que pueden actuar o interactuar agravan,
do el problema, de aquf las variaclones en los informes de asclils en el
cazpe (Ortega»1984).

Oriegm, 8.J, (1984). Comunicacién Personal, F.E.S.C.
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En cuanto a la morbilidad y mortalidad cabe sefialar ques también son
auy variables, ya que pueden ir desde muy bajas alrededor del 1 % hasta
muy altas, entre un 30 y un 35 §, siendo generalmente aceptads como pro

medio 4 ¢ (Villasefior-Rivera Cruz. 1980),

Se conocen factores predisponentes a la enfermedad tales como: alti-
tud sobre el nivel del mar, temperatura, fisiologia propia del ave, es-
pecie,'funcién zootécnica, raza, Sexo y edad. Ha sido observado que‘la
ascitis es mucho mds comin en los machos y en especial en los ands desa-

rrollados y de mayor tamafio (Estudillo,1980).

En cuanto a la susceptibilidad por especie. en orden decreciente es:
pollos de engorda, reproductoras pesadas en las primeras etapas de su vi
da, hembras de reposicidn, gallos de pelea, pavos, codornices y falsanes
imperiales. Es mds comin que se presente después de la tercera semana,
aunque el rango puede ir desde las 4 hasta las 9 semanas, siendo mds frg
cuente que se presente en las parvadas que han rebasado la séptima semana

de edad (Lépez,1982).
IMPORTANCIA ECONOMICA:

En deternminadas épocas del afio, la magnitud de las pérdidas econdmi--
eas debido a las alteraciones sufridés por la parvada sobrepasan las pir
didas debidas a cualguiera de las enfermedades infecto-contagiosas, y,
estan condicionadas por una serie de variables como son: porcerntaje de
animales involucrados, mortalidad, edad de los animgles atec. Debe consi-

derarse que el problema ha provocado un gran desconcierto no solo en los

avicultores, sino en los precpios clié@cos, debido a la complejidad de los
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signos, lesiones, patogenia y etiologfa, ademds de observarse irregular
pigmentacidn y conversidn alimenticia, peso y emplume deficientes, adends
de la predisposicidn existente en la parvada a otro tipo de enfermedades
respiratorias y digestivas, sin pasar por alto que Fstas aves son deconmi

sadas al llegar al rastro (Estudillos 1979, Ldpez, 1982).

Si consideramos lo anterior y le afiadimos el hecho de que por lo ge-
neral la mayor incidencia ocurre en parvadas que estdn proximas a salir
al mercado,ademds de los altos costos de produccidn actual, se puede pen
sar que las pérdidas anuales son de varios millones de pesos. Por dltimo
al conocer que el problema puede ser causado por algunos de los ingredien
tes utilizados en el alimento, la ascitis debe ser considerada como un

problema de primera magnitud (Estudillo,1980).
ETIOLOGIA:

La poliserositis en pollos de engorda es una entidad patoldégica rela
tivamente nueva y una gran variedad de factores han sido involucrados
como sSus causales: *Edwards y cols., en 191&. describen por primera vez

.el problema, como consecuencla de la intoxicacidn por sal.*010ver. en
1932, asocia el edema a compuestos mercurialeé;*Thomas. en 1937, lo atri
buye al envenenamiento por cfotalaria:*Damm y Clovind, en 1939, lo ligan

: #*
a una deficiencia de vitamina E y selenio; Bullis, en 1944, lo relzciona

%]

la intozicacidn por derivados del decido cresflico; Hare y Orr, en 1945,
Lo unen a la intoxicacién por zinc;*Shmittle. Edwards y Morris, en 1958,
irZsrman que la enférmedad es causada por diferentes ingredientes utlli-
=ndos en la dieta tales como: un'exceso de sal, micotoxinas § hidrocarby
ros clor;nados;“Allen. en 1961, realliza los primeros estudios en los cua

les ge deseriben cambios anatdémicos. bioquimicos e histoldgicos debidos
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a la ingestidn de alimentos contaminados con sustancias téxicas, observan
do como caracteristicas imporfantes: una reduccién en el tamano testicular,
inhibicidn de la espermatogénesis, acumulacién de fluidos en el miocardio,
incremento de la presidén sanguinea del ventriculo derecho y vena cava, va
cuolizacién de células cardiacas, edema pulmonar e infiltracidn grasa he
pética;*Arnalgan y cols., en 19§1. la asocian a la intoxicacidn por afla
toxinas; Wac Cuney y cols., en 1962, 1la relacionan con la intoxicacidn
por bifenilos clorinados:*Sunger, Edgard y Shmittle, en 1962, la asocian
a la ingestidn de grasas de origen vegetal y animal, las cuales contienen
_ factores tdéxicos y no pueden ser saponificadas (sf{ndrome de las grasa td
xicas) presentando los animales como trastornos importantes: hidropericar
ditis, acumulacién de liquidos toraco-abdominales y trastornos hepato-re
nales;*Alexander y cols., en 1962, encuentran una disminucidn en los ni-
veles séricos de proteinas, principalmente de alblminas y globulinas, ni
veles notablemente mds bajos de colesterol en los fluidos de la cavidad
abdominal e hidropericardio, ademds de un edenma subcuténeo posterior.a

la ingesta de grasas tdéxicas (*Citados por: Flick, Douglass, Gallo, 1962

y Flores, 1981).

Las grasas téxicas en México no pue&en'ser consideradas como una
etiologla vdlida ya que debido a su alto costo, no hay gran disponibi-
lidad en la industria avicolﬁ. En cuanto a otros factores como son:
deficiencias nutricionales, falta de vitamina E, intoxicacidn por sal,
intoxicaéién por derivados del dcido cresflico, intoxicacidn por crota-
laria y envenenamiento causado por gosipol, tampoco es posible que se
puedan considerar como vdlidos, ya que en caso de que élguno de estos
factores fueran la causa del problema, este se presentarfa en forma ais-

lada y no alcanzaria proporciones epizodticas (Estudillo,1975).
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Por otro lado es bien conocido que con el propdsito de hacer produ-
cir mds la tierrs y proteger los productoes agricolas de clertas plagas,
han proliferado en el mercado una gran diversidad de productes quimicos
que han sido utilizados indiscriminadamente trayendo como consecuencia,
alteraciones en el equilibrio ecoldgice, dentro de estos existen tras
grupos lmportantes que son: los hidrocarburos clorinados, los organofos-
forddos y los carbamatos, los cuales en ocasiones son incorporados acci-~
dentalmente & la racién de las aves provocando problemas (Gonzalez, Mos-
queda y Rogiles 1981). Estos coipuestos deberén ser egstudiados en forma

mds exhaustiva.
Por dltimo se analizardn las micotoxinas, las cuales fueron involucra
das en la presentacidn de la ascitis por vez primera en 1961, siendo estas

el objetivo central de la presente tesis.

MICOTOXINAS:

Debido a la continua fluctuacién en los precios de los cereales en el
mercado, la adquisicién de algunos de ellos se ve incrementada en ciertas
tempbradas, provocando que se almacenen grandes cantidades en condiciones
desfavorables, pero que representan un excelente medic de cultivo para
algunos hongos y la produccién de sus toxinas (temperatura, oxigeno y
hunedad); e¢xisten dos clases de hongos, los llamados "hongos de campo"

y los llamados "honéos de bodega", los primeros se caracterizan por in-
festar a los granos antes de ser cosechados y los segundos, por infester
a los granos en ol momento en que se encuentran ,almacenados (Beitrén 1978).

Para los fines de este trabajo, la segunda'qlase es la que nos interesa.

El inter&s por el conocimiento de= los hongos y sus toxinas en aves se
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remonta hasta 1960, afio en el cual cerca de 100,000 pavos pequefios murie
ron en Inglaterra debido al brote de una nueva enfermedad; esta no tenia
las caracterfsticas de ser infecciosa, por lo que se considerd como en-
venenamiento. Sin embargo, al examinarse los alimentos se descartd la
posibilidad de que la contaminacién se debiera a alcaloides, insectici-
das, residuos de solventes o téxicos vegetmles y en virtud de que se des
conocia el agente causal de la enfermedad le fué asignado el nombre de
"Enfermedad X del pavo"; examenes posteriores demostraron que existfa un
comiin denominador en la presentacidn de la enfermedad y este era un tdéxic
localizado en la ha}ina‘da cacahuate procedente de Brasil utilizado en

ciertas raciones (Peraza, 1975).

En el miamo afio se describid una enfermedad similar que afectaba a
patos y faisanes, lo que deternind que no era una enfermedad espescifica
de pavos; esta .se presentaba al momento de consumir proteiﬁas proceden-
tes de nueces brasilefss, esto confirmé que el agente tdxico se encontrg

ba contenido en el alimento {Peraza, 1975).

Tanbién se informé que las vacas despgés de haber consumido alimen-
tos contaminados con micotoxinas, podiﬁn liberar sustancias tdéxicas a
través de la leche, mismas que también fueron detectadas en 1la orina de
ovinos., Las primeras investigaciones sobre alimentos contaninados por
Asperpgillus flavus han dejado esclarecidas las bases de que al ser in-
goridas por mamiferos, peces y avés provocan un sindrome téxico tipico

(Carnaghan y Crawford, 1964).

. Para que un hongo pueda producir sus toxinas es necesario que existan

clertas condiciones como: temperatura, humadad y sustratos .tales como:’
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almidén y azucares; en el caso de Aspergillus spp se requiers de una
humnedad relativa del 85 % y un rango de temperatura ambientes entre

18-30°C (Beltrdn,1978).

Existen cinco géneros de hongos reconocidos como importantes produc-

tores de micotoxinas: Claviceps, Fusarium, Penicillum, Phithomyeces y

Aspergillus. Como micotoxinas importantes debemos sefalar las siguientes:
Patulina, Rubratoxina, Zeralenona, Ocratoxina, Alcaloides del Cornezuels
de Centeno y Aflatoxinas; de éstas.aparentgmente las méds ;mpcrtantes son
las aflatoxinas debido a que son potentes agentes carcinogénicos, tera-
togénicos y mutogénicos, ademds de ser las mds cominmente encontradas

como contaminantes del alimentc (Beltrdn, 1978).

Al observarse que la harina de cacshuate no siempre desencadenaba el
cuadro se obtuve evidencila de que existfa un microorganismo, al examinar
se eate punto se identificéd que el agente productor de la toxina era un

agente sapréfito: el Aspergillus flavus. De éste fueron aisladas por

primera vez las aflatoxinas y en 1963, se demostrd que fueron las respon

sables dz2 'la muerte masiva de pavos (Goldblatt 1969),

El nombre de aflatoxinas es debido a que estas se extrajeron por

primera vez del Aspergillus flavus, sin embargo no son producidas ex-

clusivamente por este, y2 que también han sido extraidas de otros géne-

ros como; Penicillum y Rhizoous (Beltrdn, 1978).

Dentro del género Aspergillus tenemos dos sspecies que son importan-
tes productoras de micotoxinas: A, flavus y A. parasiticus, el medio mds

adecuado para la produccién de las nismas se presenta en el cacahuate y



productos derivados del mismo, al igual se ven favorecidas por la pre-
sencia de diferentes sustratos como:i glucosa, fructosa, manitol, aming

dcidos y vitamina B (Dalezios, Hsieh y Wogan, 1973).

La mayoria de los ingredientes, excepto el mafz, las nueces y el al-

goddn estédn libres de aflatoxinas al momento de la cosecha (Mirocha 1978).

Las micotoxinas son metabolitos fingicos secundarios de los hongos
que se sintetizan durante el crecimiento de los mismos, las aflatoxinas
son compuestos heterociclicos perteneclentes al grupo de las bis-furano-
isocumarina. Dentro de sus caracterfsticas mfs importantes se pueden nmen
cionar las siguientes: resistencia a muy altas temperaturas (arriba de
300°C), solubles en disolventes orgdnicos (alcohol, éter, benceno etc.),
estables en cloroformo, muy sensibles al contacto con el aire, oxigeno,
soluciones alcalinas y dcidas e inactivadas por soluciones.de hipoclori

to de sodio (Pass 1982).

Las aflatoxinas se encuentran dentro de la fraceién lipfdica de los
alimentos, as{ como la fraccidén insaponificable del suatrato, al ser
identificadas mediante técﬁicas de cromﬁtografia en capa fina & en co-
lumna, también han sido separadas en placa de sflice gel utilizando so-
luciones de cloroformo-mstanol, su observacién se facilita mediante la
utilizacidén de luz ultravioleta, debido a que son flﬁorescentes, ge han
podido separar dos diferentes toxinas, la npn y'la *G", la determinacién
de Jas mismas ha sido en base a su color fluorescente: B=(blue)-azul y
G=(green)-verds (Goldblatt 1969), - | '

~

Todos estos metabolitos contienen un nicleo de dicumarina que en el
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caso de la'aflatoxina B (AFB) presenta una estructura pentanona, la cual
en el caso de la aflatoxina G (AFG) es sustituida por una lactona, Al
igual ha sido demostrada la presencia de dos tipos de fracciones que sont
AFBT-AFB2 y AFG1—AFGZ. donde los subindices 1 y 2 indican la posgiecidn
que ocupan los cromatogramas al realizarse las técnicqs de cromatbgra-v

ffa (Golblatt 1969).

El Aspergillus parasiticus generalmente prodhce las aflatoxinas B1.‘
BZ' G1 y Gz. mientras que el A. flavus produce solamente la AFB1 yAla

AFB, (Mirochd 1978),

Existen otros derivados de estas aflatoxinas, los cuales generalmen-
to son productos del metabolismo de las mismas y se les ha desiznado
como: AFM1 y AFMZ. las cuales son producto del metaboiismo animal, Car-
naghan, en 1967, las detectd por vez primera en la leche {(M=milX), AFB,,
y AFGZa.‘las cuales son inestables y se descomponen en presencia de luz
y condiciones alcalinas; AFRo(aflatoxicol). el cual es un producto de
transformacidén de la AFBy a nivel hepdtico, mediante reacciones enzimd-
ticas; AFP1. la cual ha sido observada en las preparaciones microsomales
deihigado de rata, mono y hombre; Aflatoxicol Hyy el cual ha sido obteni
do in vitro en preparaciones de higado de mono, este por lo general no
es tdxico y Gliq» que es un productq hidroxilado de Gy ¥ andlogo de G
(Mirocha, 1978 y Rosiles, 1982).

De entre las aflavoxinas la By es la principal por ser la nds tdxica
y la més frecuentegente encontrada como contay;nénpe de los alimentos,
ésta es transformada a nivel hepdtico en aflatoxicol, el cual es tan solo,

un poco menos téxico que su precursora (Strzelecki, 1978).
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El mecanismo de accidn de las aflatoxiras ea interactuando s interfi
riendo en la transcripcidn del DNA, causando una sfntesis deficiente del
mismo y- como efecto secundario interactuando con el DNA dependiente y la
sintesis del RNA nuclear., Se une a los 4cidos nucleicos e inhibe la sin-

tesis de proteinas (Kflley y Mora, 1976).

Debemos considerar que las aflatoxinas se metabolizan en el higado
y a2l encontrarse este afectado, todas sus funciones se encﬁentran'alterg
das, el metabolismo de los l{pidos se ve Aisminuido. aunque la concentra
cién de los mismos se encuentra aumentado a nivel hepdtico, lo que oca-
siona que disminuya la concentracién de los mismos en sangre y por lo

tanto haya deficiencia generalizada en la grasa corporgl (Peraza, 1975)-

Las aflatoxinas pueden causar disminucidn en los carotenos del suero
y en consecuencia habrd une pobre pigmentacidn en la piel de las aves., Si
consideramos que los carotenos son estrictamente administrados mediante
la dieta, debemos pensar que existe una_mala absorcidén a nivel intestinal
y por consiguiente una alta concentracién de l{nidos en heces (Beltrdn,

1978).

En los animales intoxicados es frecuente la hipoproteinenia, dismi-
nucién de alfa y beta globulinas, lo que se manifiesta scbre el sistema
humoral inespeci{fico de los animales, el complemento no puede actuar a-
decuadamente debido a que algunos de sus factores no se pueden producir
al encontrarse el higado incapacitado para su sintesis, al igual sucede
con el interferén y por consiguiente habrd una inmuno-debresién. También
se ha observado una afeccién sobre los érganos del sistena linfdtico como’
nédula Ssea, bazo,timo y bolsa de Fabricio; existiendo disminucidn de
linfocitos T y B, siendo estas, alteraciones tf{picas de la presencia

de toxinas (Horilla 1980).
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Por lo anterior debemos seflalar que los animales estan predispuestos
a enfermedades ocasionadas por agentes oportunistas y a sufrir lesiones
mds graves por agentes patégenos (Campos Nieto, 1978).

ESTRUCTURAS DE LAS AFPLATOXINAS MAS COMUYES : (Goldblatt.1969)

AFLATOXINA = AF

AFB, k‘ -
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PATOGENIA : -

La ascitis es una forma de edema en la que los 1i{quidos se acumulan
en el interior de la cavidad peritoneal, estoxés debido a la chstruccidn
venosa, la dilatacidén arteriolar y el aumento en la presidn capilar. De-
bido a la obstruccién venosa hay tendencia a la acumulacidn de metabo-
litos, con la consecuente hipoxia tisular y aumento en la permeabilidad

de la pared capilar hacia el paso de proteinas (Robbins 1974).

Al existir una fallg congéstiva cardiaca hay disminucién en el flu-
jo sanguineo renal, por lo que los valores de aldosterona plasmdtica se
incrementan, la filtracién glomerular se reduce y por lo tanto hay re-
tencidn ds agua y electrdlitas {sodio principalmente), aumentando el

volumen de lfquidos extracelulares (Flores 1981).

Si consideramos que el drganc mds afectado es el higado y que todas
sus funciones se encuentran deprimidas, al desarrollarse la hipertenaién
portal se sucederd una serle de cambios entre los cuales son tres los
que predominan: ascitis, formacidn de vias venosas colaterales y esplecng
megalia. Al presentarse cirrosis portai se incrementan las sustancias
téxicas, provocando una incapacidad funcional y alteraciones degenera-
tivas, hay acumulacién .de aﬁngre. con el consecuente aumente de la pre-
sidn capilar mesenterica y disminucidn del volumen de sangre circulante.
Como consecuencia de la incapacidad hepdtica para la detoxicacién y sin
tesis de algunas sustancias, las hormonas antidiurética y aldosterona
se incrementan provocendo que la retencién de liquidos ée acentue, los
lipidos hepéticos y globulinas aumenten y la concentracidén de protefnas

plasmdticas, albénina, fibrindgeno y protrombina disminuyar (Robbins,

1974, Kolb, 1976).
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Lasienzimas hepdticas cuya funcién es la detoxificacidn se incremen-
tan en un esfuerzo por detoxicar al organismo, sin embargo si este esti-
mulo es persistente & de gran intensidad provoca graves trastornos ¥y aun
sustancias hepdticas endbgenas son inactivadas por grupos enzimdticos.
como ejemplo se puede citar a los esteroides, produciendose asi trastor-
nos en la regulacidn endécrina. E1 hierro liberado de la hemoglobina que
bajo condiciones normales se almacena en higado y bazo, al encontrarse
estos lesionados, se plerde, provocando un estado de anemia; adeﬁés de
una baja en la produccién de pigmentos biliares. La eatasis biliar pro-
voca que las grasas de los alimentos no se emulsifiquen, la accidn de .
las lipasas se ve inhibida, ocasionando que ni los lipidos ni las vita-
minas liposolubles puedan ser absorbidas, al haber una deficiencia de
vitamina ¥, disminuye la tasa de protrombina en sangre, retrasandose el
tiempo de coagulacidn. Al igual se presenta una hipoglicemia, disminuye
el contenido de glucégeno en higado y glucoéa en sangre, ocasionande un
estado de acidosis y un desequilibrio dcido~-bdsico, al no poder ser oxi-
dados los residuocs de los aminodcidos, estos no pueden ser absorbidos y
se manifiesta con un retraso en el crecim;ento y una mala pigmentacidn en

el pollo de engorda (Robbins, 1974, Kolb, 1976 y Flores, 1981).

Por dltimo & manera de descripcidén del liquido asc{tico, cabe sefialar
que es un trasudado resultante de las presiones elevadas dentro del sis=~
tema venoso portal, el cual tiene una consistencia acuosa y esta forma-
do por protefnas principalmente albimina y solutos como glucosa, sodio y
potasio en la misma concentracidén que en la sangre, al acumularse gran
cantidad de dicho l{quido sp produce la distencién de ;a.cavidad abdomi-
nal (Flores,1981).
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SIGNOS CLINICOS:

Depresidn parcial de la parvada, postracidn, respirazcién toraco-ab-
dominal, posicidn de pinglino, ataxia, relajacién muscular, incoordina=
cidn, distencidn abdominal, palidez, cianosis de cresta y barbillas,
plumaje erizado y opaco, arqueaniento al defecar, cloaca tumefacta y
hemo;régica, diarrea color verde blanquecino, camas himedas, sofocamien-
to al menor movimiento, impactacién de las plumas cercanas a la cloaca y
por uUltimo se debe mencionar que este problema no és especifico de ani-
males retrasados, ya que al tener una buena conformacién llegan al ras-

trq e incluso son destinados al consumo humano {Estudillo 1980),
LESIONES MACROSCOPICAS Y MICROSCOPIGAS:

Las lesiones mds comlinments encontradas en los animales asciticos
son: hidropericarditis y edema abdominal con depdsitos de fibrina, mio-
carditis crdénica severa con hipertrofia muscular, arterias miocardicas
repletas de linfocitos. Degeneracién de tidbulos renales, cbngestién re-
nal y pulmonar, hiperplasia peribronquial y sacos aéreos opacos. El1 bazo
y béncreas ge encuentran aumentados de tamafio, atrofia de la bolsa de
Fabricio, hematdmas subcutdneos. El drgano mds afectado es el higado;
observandose en este las siguientes lesiones: engrosaniento de la cdp-
sula de Glisson, pérdida, degeneracidn y fibrosis del parenquima celular,
edema intersticial, netamorfésis e infiltracién grasa, reﬁraccién ¥y atra
fia de los cordones hepdticos, las venas centrales se encuentran engrosg
das, con necrosis coagulativa, con depositos de fibriha N matérial pro-
teinaceo, los nfcleos se encuentran en cariorrexis a nivel perisinusoidal.

Es comln observar hiperplasia y proliferacién de ductos biliares con la

consecuente estasis biliar (James y Allen, 1964, Estudillo, 1980, Flores
,198% y Lépez, 1932). <&
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El presents trabasjo fué realizado =n su parte tdenica en =1 Departa-
L P p

mento de Nutricidn Animal del Instituto MNacional de Investigaciones Pe-

+

cuarias (I.W.I.P.) y er el Laboratorio de Micologia de la Facultad de

Estudios Superiosres Cusutitlan (F.T.3.C.), la parte bioldgica se realizéd

o

en 1la granja Avicola lcealizada en Teometitla Zdo. de Tlaxcala, dicha

£ J
granja tiens come finalidad zootécnica la produccidn de polle de engorda,
poses 20 casetas con pigc ds tierra, ventilaceidn natural por medio de

cortinas, comsderos de teclve y bebederos lineales automdticos con una

Se tggbajé con una parvada de 27,289 pollos, desde el momsnto de
llegada a la granja histe la novena semana, fecha en la cual salieron
al mercado, semanalmente se recolectaron 17 higados procedentes de
pollos asciticos y la misma cantidad de no asciticos, este nimero se
debfo 2 que en lg primers semana hubo una mortalidad de 18 animales
asciticos y se deseaba trabajar con un nimeroc constante de muestras,
las cuales fueron selecclonadas al azar, es declr, no se.consideré el
sexo, la edad o el sstado de carne de los animales, la seleccidn fué
realizada en base a los hailazgos a la necropsia, dentro de los no
asciticos, se tomaron todos aguellos gue, hubiesen muerto por cualguier
causa, excluyendo a los que presentaban el sindrome ascitico. Ademds s=
recolectaron 900 gramos de alimento, 100 gr.'cada semana, el aiimento
que se tomd, se encontraba en los comedercs y eataba & dispesicidén de
los animales con los cuales se realizd el presenﬁe'tbabajo, con éste
se procedid a realizar los siguientes analisis: cuantificacién de afla-

toxinas, bromataldgico proximal y micolégico.
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MATERIAL :

Estandares de aflatoxinas: By » By, » Gy, G, y aflatoxicol (Lab.
Sigma Chem. Co.).

Licuadora de alta velocidad, marca Waring CP-1, con vaso de acero

inoxidable con capacidad para 1 litro y tapa.

Gabinete para observacién, equipado con lémpafa de luz ultravioleta

de onda larga, con una longitud de 365 nm.

Material de vidrieria: pipetas de 1 y 10 ml., probetas de 50, 100,
150 y 250 ml., embudo de separacién de 125 y 500 ml., vasos de pre
cipitado de 100 y 200 ml. y frasquitos con rosca de 20 ml.

Molino marca Wiley con malla del nfimero 20.

Papel filtro Whatman de los Nos. 1 y 4 o su equivalente.

Minicolumnas, estas se hacen con tubo de vidrio de aproximadamente

15 -cm. de largo, 6 mm, de didmetro externoc y 4mm,., de didmetro in-

terno. Forma de prepararlas: Para empacar las columnas; tapar uno
de los extremos con un pedacito de algodén bien apretado, agregar
aldmina ac{dica hasta una altu}a de 1.5 cm., agregar 1 cm. de sul-
fato de sodio anhidro y por dltimo agregar sflica gel hasta una

altura aproximada de 12 em., tapar la columna con otro pedacito de

. algoddn, empacar golpeando en repetidas ocasiones sobre la mesa,

apretar bien el algodén. No debe haber ninguné separacién en la

columna.,
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REACTIVOS:
A.~ PARA LA DETERMINACION DE AFLATOXINAS EN EL ALIMENTO:
Disolventes gredo reactivo:

Acetonitrilo, benceno, cloroformo, isopropanocl y dcido acético.

Disolventes de extraccidn:

Acetonitrilo 800 ml.
+
Agua destilada 200 ml.

Disolventes de desarrollo:

Cloroformo 95 ml,
+

Acetonitrilo : 3 ml,
+

Isopropanocl . 2 ml,

Solucidn de acetato de plomo al 20 & :
Acetato de plomo neutro 200 g.
Acido ;cético ' A 3 nl.
cebop. : ] 1 1t.

B.- PARA LA DETERMINACION DE AFLATOXINAS EN TEJIDO ANIMAL (HIGADO):*

Disolventes grado reactivo:
Benceno, cloroformo, éter de petrdéleo, hexano, isopropancl y
metanol,

Disolventes para extracecidn:

Metanol - 100 nml.
33 % A #3646 % 3 4 H
Eter de petrdleo 40 ml.
+
Hexano 20 ml.
[ + :

Benceno : 40 nl.
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Mezcla de disolventes para desarrollo:
Cloroformo 95 ml.

+
Me tanol 5 ml.

Clorurc de sodio.
C.- FARA AMBAS DETERMINACIONES: (ALINENTO-TE{;DOS):

Aldmina acfdica de 80-200 mallas: , .
Ajustar la actividad a grado II, adicionando 3 § de agua, agitar

bien y equilibrar durante toda la noche.

Algoddn absorbente:
Agitar en cloroformo caliente, exprimir y dejar que se seque con

el aire.

Ayuda filtro:
Celite o Hyflo Super Cel, lavado con deldo (Johns- Mansville
Corp).

S{lica gel:
Especial para cromatograffa en capa fina (Merck, iéxico 0.063-

0.200 mm.). Secar a 110°C por dos horas y almacenar en desecador.
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METODOS :
DETERMINACION DE AFLATOXINAS EN EL ALIMENTO:>

Pesar 50 g. de la muestra, molida en molino Wiley que pase por la
malla No. 20, depositarlos en un vaso de licuadora, adicionar 150 nl. del
disolvente de extraccidén y 10 g. de ayuda filtro, mezclar en la licuadora
durante 3 min, a alta velocidad, filtrar a través de papel filtro Whatman
del No. 4 o su equivalente. Recolectar 50 ml, del filtrado, ponerlo en
un vaso de precipitado de 250 ml. y adicionar 20 ml. de solucién de
acetato de plomo y 130 nl. de agua destilada, dejar reposar durante 3
min, para permitir la flocucién o precipitacién, adicionar 10 g. de ayuda
filtro, agitar y filtrar nuevamente (el filtrado habrd de ser claro, si
no lo es refiltrar).

Yedir 100 ml. del filtrado y depositarlo en un embudo de separacidn
de 125 ml., adicionar 3 ml. de benceno y ggitar vigorosamente durante
1 min., al separarse las- fases drenar y descartar la fase interior acuosa.
Lavar la fase bencdnica con 50 ml. de agua destilada, invertir el empudo
suavemente. 10 veces para evitar emulsiﬁnes. Drenar y descartar la fase
inferior acuosa, transferir la fase bencénica a un frasquito, adicionar
una pizca de sulfato de sodio anhidro y agitar para eliminar cualquler

residuo de agua. El extracto debe de ser claro.

Meter la columna dentro del extracto bencénico, permitiendo que
por capilaridad ascienda hasta 1 cm. arriba de la capa de alémina, Sacar
la columna, limpiarla por fuera e inmediatamente ponerla en un frasquito

que contenga 5 ml, del disolvente desarrollador (4.65 ml. .de cloroformo
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0.25 a1. de acetonitrilo y 0.10 ml. de isopropanol), desarrollar la colunm

na en direccidn ascendente durante 5 min.

Lotat El acetato de plomo elimina la interferencia por clorofila,
xantefilas y flavonas, las cuales migran al mismo Rf que las aflatoxinas
interfiriendo con su lectura.

(Adaptacién a la técnica sugerida por Pons, W.A. y cols.,1972, citada por
Tejada I. 1983).

DETERMINACION DE AFLATOXINAS EN EL TEJIDO ANIMAL (HIGADO):

Pesar 70 g. de la muestra, depositarlos en un vaso de licuadora,
adicionar 150 ml, de metanol y 10 g. de ayuda filtro, mezclar en la li-
cuadora durante 4 min. a alta velocidad dejar reposar durante 10 min,,
para permitir que haya homogenizacidn, filirar a través de papel filtro
Whatman No. 1 o su equivalente, enjuagar el vaso de la licuadora con

35 ml. de metanol y agregarlos al filtrado.

Obtener 150 ml. del filtrado, depositarlos en un embudo de separa-
cién de 500 ml;. adicionar 70 ml. de agua destilada, 140 ml. de la mez-
cla de éter petréleo-hexano-benceno- (58:26:58) y 7 g. de cloruro de so-
dio, agitar vigorosamente y dejar que se separen las fases, recolectar
la fase inferior (metanol-agua), drenar y descartar la fase superior,
adicionar a la fase de metanol agua, 20 ml. de cloroformo para extraer
las aflatoxinas, recolectar la fase inferior cloroférmica en un vaso de
precipitado y ponerlo en bafic marfa pera evaporar hasta que queden apro-

ximédnmente 3 ul. depositarlos en un frasquito con rosca y tapa.

Meter la minicolumna dentro del extracto cloroférmico, permitiendo
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que por capilaridad ascienda hasta 1 cm. arriba de la capa de allmina,
sacar la columna, limpiarla por fuera e inmediatamente ponerla en un
frasquito que contenga 5 ml. del disolvente desgrrollador {(4.75 nl. de
cloroformo y 0.25 ml. de metanol), desarrollar la columna en direccién
agcendente durante 5 min.

{Adaptacidn a la técnica sugerida por Strzelecki, E.L. , 1978),

En ambas técnicas las columnac desarrolladus serdn inmediatamente
examinadas bajo la luz ultrayioleta_de onda larga (365 nm,) y comparadas
con columnas que. contengan cantidades conocldas de estandares desarrolla
dos de la nisma forma, para que sea posible su cuantificacidn. La pre-
sencia de aflatoxinas se evidencfa por una banda fluorescente azul (AFB),
verde (AFG) o violeta (aflatoxicol), 1la cual se obgerva comoc un anillo,
aproximadamente 1 cm. arriba de la capa de allmina. Las muestras que no
contienen aflatoxinas suelen observarse con bandas fluorescentea de co-

lor blance o gris,
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IV.RESULTADOS: :

De la parvada de 21,289 pollos queNfué estudiada, se obtuvieron los

.

siguientes resultados:

En el cuadro y figura f 1, se describen los resultados obtenidos en
cuanto a la mortalidad: el promedio por ascitis fue de 0.67 %, con una
" fluctuacidn de 0.08 § a 1.97 %, siendo el total de 6.03 %. En los pollos
no asci{ticos, se observé un promedio de 0.79 %, con una fluctuacidn de

0,47 % a 1.25 %, siendo el total de 7.19 %.

En el cuadro y figura § 2, se describen los reéultados observados en
cuanto al consumo de alimentc durante el ciclo de engorda. Mientras que
en el cuadro # 3 aparecen los resultados obtenidos al realizarse el and-

lisis bromatoldgico del mismo alimento.

En o6l enadro §# 4Ly la figura § 3, aparecen los resultados obteni-
dos al realizar las técnicas antes descritas, para la deterninacidn y
cuantificacidén de aflatoxinas en los higados y el alimento: en los po-
llos asc{ticos hubo un promedio de 60.26 ppb (mcg/kg) de aflatoxina G,
(AFG1) y una fluctuacidn desde 14.2 ppb hasta 114.2 de AFG4; en los po-
llos no asciticos se observé un promedio de 45.57 ppb de AFG, y una flug
tuacidén desde 0 ppb hasta B5.7 ppb de AFG1, aientras que en los alimen-
tos, se mantuvo en cantidades constantes de 28.5 ppb de AFG1 duranie
todo el ciclo. .

En el cuadro y figﬁra # 5, apar;;en los resultados obtenidos al rea-

lizar el analisis biocestadf{stico (Test Student) de los datos obtenidos,

.
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los cuales fueron apareados por semana: se observé una diferencia alta-
mente significativa en los niveles de aflatoxinas en los higados pro-
venientes de los pollos ascfticos y no asciticos, siendo esta t= 4.4393:
se ajustaron los valores obtenidos, para poder deyerminar los niveles
tedricos de aflatoxinas en el alimento y en los higados de los pollos

analizados mediante la regresidn polinomial (Figuras § 5 y 6).
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"MORTALIDAD DE LOS POLLOS ASCETICOS Y NO ASCITICOS AtIMENTADOS CON

RACIONES CONTAMINADAS CdN AFLATOXINAS"

SEMANA DIAS MORTALIDAD POLLOS - MORTALIDAD POLLOS
- ASCITLCOS NO ASCITICOS
No. 5 No. 3
12 9 18 0.08 266 1.25
28 16 18 0.08 110, 0,52
32 23 49 0.23 101 - 0,47
42 30 55 0.26 152 0.7
52 37 315 1,48 137 0.64
62 4 407 1,91 108 0.51
7 51 185 0.87 188 - 0.88
82 58 102 0.48 210 0.99
92 65 136 0.64 259 1.22
TOTAL 1285 6.03 1531 7.19
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CUADRO No. 2

" CONSUMO DE ALIMENTO DE LA PARVADA DURANTE EL CICLO DE ENGORDA "

.

i X
P IENANA DIAS ALIMENTO EK ALIMEKTO EN
: : Kg SEMANAL Kg ACUNULADO
2 3 3500 3500
22 16 7640 v 11140
23 © 1963 . 19103
I 30 9100 28203
- ’ | #*
o 37 8063 36266
L0 ' #* V .
72 51 - 12884 58566
£ 58 " 17685 , 76251
e 65 23437 99688

*lota: Durante la quinta y sexta semana, se obaerva un descenso importante
en cuanto al consumo de alimento, coincidiendo este con el pico mdxi

mo de mortalidad por ascitis.
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CUADRO VNo. 3

" COMPOSICION QUIMICA DEL ALIMENTO UTILIZADO DURANTE LA PRUEBA "
(ANALISTS BROMATOLOGICO PROXIMAL)

NUTRIENTE PORCENTAJE

. HUMEDAD 10,1 ¢
PROTEINA 17.9 §
CENIZAS . 5.0 %
GRASA CRUDA , 3.4 %
FIBRA CRUDA ' ' 42 %
ENERGIA - v © 2698.45 cal/ gr.




" CONTENIDO DE AFLATOXINAS "G," (ppb (mcg/kg)) EN EL ALIMENTO Y EN EL HIGADO
DE POLLOS ASCITICOS Y NO ASCITICOS ALIMENTADOS CON RACIONES CONTAMINADAS

CUADRO

- 28 .

No. 4

CON AFLATOXINAS "

SEMANA  DIAS EN EL HIGADO EN EL HIGADO EN EL ALIMENTO
DE POLLOS " DE POLLOS o
ASCITICOS NO ASCITICOS

12 9 14.2% 00.0" 28,5"
22 16 28.5" 28,5 28.5"
32 23 28.5" 28.5" 28.5"
42 10 42.8" 28.5" 28.5"
52 37 7.4 57.1" 2a.5"
62 m a4t 57.1% " 28.5"
72 51 85.7" v 28.5"

© ) * . »
82 58 85.7 7.4 28.5
% 65 114.2" 85.7" .

28.5-

o ppbt = partes por billon de AF§1 = Aflatoxina Gy
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CUADRO No. 5
"ANALISIS BIOESTADISTICO"*
"COMPARACION DE MUESTRAS APAREADAS POR SEMANA: (NIVZLES DE AFLATOXINAS)"

SEMANA POLLOS ASCITICOS  POLLOS NO ASCITICOS - ugn
X, X, X, X, ,{d - D)

12 14.2 0.00 : 14.2 2.3104
22 28.5 28.5 0.00  160.7824
32 | 28.5 28.5 ~0.00 160.7824
42 42.8 o 28.5 143 2,6244
52 M | 571 1443 2.6244
62 71.4 . 57.1 14.3 2.6244
72 85.7 ‘ 7.4 14.3 2.6244
82 85.7 7.4 j 14.3 *  2.6244
92 S 114.2 85.7 ' 28.5 250.2724

D= 12.68  587.2696

s?:éﬁl;%22é=73.4037,

] =0ﬁ3.45§7= 8.5678

sy =242612 - 2.8559

D 12,68 _
t cglculada SD > 8559 ﬁ;ﬁgzz

DIFERENCIA ALTAMENTE SIGNIFICATIVA EN LOS NIVELES DE AFLATOXINAS ENTRE POLLOS
‘ ASCITICOS Y NO ASCITICOS

¥ La prueba que se utilizé fué la de TEST STUDENT.

Colaboro:vING. Armando Aguilar.
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FIGURA No. 5: AJUSTE POR MEDIO DE LA REGRESION POLINOMIAL:
ACUMULACION TEORICA DE AFLATOXINAS EN EL ALIMENTO Y EN LOS
HIGADOS DE LOS POLLOS ASCITICOS.

)

Y = -5.44362 + 2,72631 X - 0.00354 X°

Donde Y es ol nivel de aflatoxinas en el pollo y
X o8 el nivel de aflatoxinas acumuladas en el alimento.

T — ™)

28.50 57.00 85.50 114,00 142.50 171.00 199.50 228.00 256.50 .

ACUMULACION TEORICA DE AFLATOXINAS POR SEMANA EN EL ALIMENTO
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FIGURA No. 6: AJUSTE POR MEDIO DE LA REGRESION POLINOMIAL:
ACUHULACION TEORICA DE AFLATOXINAS EN EL ALIMENTO Y EN LOS

HIGADOS DE LOS POLLOS NO ASCITICOS.

Y = 29,0000 + 1.57538 X + 0.01308 X?
Donde Y es el nivel de aflatoxinas en el pollo y
X e¢8 el nivel de aflatoxinas acumuladas on ol alimento.
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ACUMULACION TEQRICA DE AFLATOXINAS POR SEMANA EN EL ALIMENTO

LHK/ 84

- gg -



- 36 -

vV .DISCUSTION:

Al analizar los resultados del presente trabajo se observd lo 3i-

guiente:

Una mortalidad variable a través de las semanas en los pollos asci
ticos, manteniendose relativamente baja desde la priméra hasta la cuarta
semana, para incrementarse drdsticamente durante la quinta, sexta y sép
tima semana, para finalmente munteﬁerse en un término medio durante las

dos dltimas semanas (Cumdro § 1).

Estos resultados se apegan a los observados en trabajos previos
(Villasefior-Rivera Cruz, 1980), en los cuales la mortalidad fué varia
hle,'fiuctuando desde un 1 % hasta un 30-35 %. En otros trabajos, se ha
observado que la mortalidad inicia a incrementarse a partir de la ter-
cera semana alcanzando su punto mdximo a la séptima semana (Estudillo,
1979 y Lépen, 1982), Sin ombargo en este trabajo, el pico mdximo se

alcanzé entre la quinta y sexta semana de edad.

En lo referente al consumo de alimento se observd uné curva ascen-
dente desde la primera hasta la cuarta semana, sin embargo durante la
quinta, sexta y séptima semana el consumo fué el mds bajo presentado
durante todo el ciclo de engorda {(Cuadro # 2); hay que hacer mencién
que e;to coiﬁcide con 1las semanas en que se observdé una mayor mortali-
dad como consecuencia del sindrome ascitico.

Al analizarse log resultados obtenidos al cuantificar los niveles

de aflatoxinas en el hfigsdo y el alimento por las téenicas descritas se
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obaervd: una variacidn que fluctud desde O hasta 85.7 ppb de AFG, en
los pollos no asciticos y desde 14.2 hasta 114.2 ppb de AFG1 en los
asc{ticos (Cuadro § 4): al realizarse el estudié bicestad{stico se de-

termind una diferencia altamente significativa entre ambos animales.

Con estos resultados nos encontrames frente a hallazgos importantes:

Las aflatoxinas se encuentran Intimsamente ligadas y podrian ser
condicionantes de la presentacién del Sindrome Aécit;co; esto se asume
al observar niveles mucho mds elsvados en animales asciticos que en no

asciticos.

En los animales no asciticos se detectaron cantidades muy eleva-
das de aflatoxinas hacia la novena semana (85.7 ppb de'AFG1), sisndo
estos muy superiores é los permitidos por organismos internacionales
como son: la O.M.8. y la F.A.0., las cuales permliten un wéximo de 30
ppb de aflatoxinas en alimentos destinados al consumo humanc (Gold-
vlatt, 1969).

En basée a lo anterior habrdr de realizarse estudlos posteriores
p&r# determinar si las aflatoxinas son el factor desencadenante ¢
bién son un factor que predispone a la presentacidn del sf{ndrome asci-
tico: se sugiere que esto se realice proporcionéndo alimento previa-

mente contaminado con cantidades conocidas de aflatoxinas,
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VI.CONCLUSIONES:

Mediante los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede

concluir lo sigulente:

Durante la quinta, sexte y séptima semana de edad se observan los
niveles nds altos de mortalidad por ascitis, ademds de una notable baja
en el consumo de alimento y una importante concentracidén de aflatoxi-

nas a nivel hepdtico.

Las aflatoxinas son un problema de suma importancia debido a la
dificultad que exlste para poder controlarlas, ademds de que se exa-
cerba por el hecho de que las materias primas son almacenadas'durante

largos periodos.

Las aflatoxinas son un factor que se encuentra f{ntimamente ligado
a la presentacidn del sindrome ascitico, estas tienen un efecto acumu-

lativo & través del tiempo, lo que ocasiona severos dafics al animal.

Al considerar que las aflatoxinas son potentes agentes inpunosu-
‘presores, debemos pensar que los animales estdn mds expuestos a con-
traer otro tipo’de enfermedades ocasionadas por agentaes oportuniastas,
por lo cual es necesario extremar las medidas de manejo adecuadas

a la parvada.

Los animales que son alimentados con dietas contaminadazzcon afla-
toxinas, representan un riesgo potencial en Salud Piblica, ?ﬁ que reba
san ampliamente los niveles permitidos por 1a 0.M.S. y la F.A.0, en los

alimentos destinados al consumo humano,.
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