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RESUMEN.

Se evalud el impacto de la pared celular de Saccharomyces cerevisiae (PCL)sobre los
parametros productivos (ganancia de peso, consumo de alimento, indice de conversion
alimenticia), peso relativo de 6rganos (higado, rifidén, bazo y bolsa cloacal), inmunidad
humoral (respuesta a la vacunacion contra Newcastle), bioquimica sanguinea (proteinas
totales, albumina) y cinética enzimatica (ALT, AST, FAS) en pollos de engorda Ross
308 alimentados con aflatoxina Bi y B> (AFB). Se formaron 4tratamientos
experimentales con 3 repeticiones cada uno y cada repeticion con 10 animales, con una
distribucion completamente al azar, se utilizaron pollos de un dia de edad, linea Ross
308 sin sexar. Los tratamientos fueron: 1. PCL (0.5 Kg/Ton), 2. AFB 200 (200 pg/Kg),
3. Mezcla (PCL 0.5 Kg/Ton +AFB 200 ng/Ton), 4. Control. Se realizd manejo
zootécnico para medir parametros productivos como pesaje de los animales y del
alimento; para realizar la bioquimica sanguinea se realizé la toma de muestra de sangre
por puncidn cardiaca, las muestras obtenida se utiliz6 para determinar la concentracion
de proteinas totales, albumina y enzimas séricas. La titulacion de anticuerpos vacunales
se realiz6 mediante la prueba de inhibicion de la hemoaglutinacion. Se realizaron
necropsias para observar 6rganos y obtener el peso relativo de estos.Los resultados
obtenidos muestran que el contenido de PCL a 0.5 Kg/Ton actué de manera efectiva
hacia las aflatoxinas en un contenido de 200 pg/Kg en lo que se refiere a peso final,
consumo de alimento e indice de conversiéon alimenticia mostrando diferencia
estadistica (p<0.05); las pruebas para medir la concentracion de proteinas sanguineas
mostraron una mejor respuesta en el tratamiento Mezcla en comparacion con el
tratamiento AFB 200 demostrando la eficacia de la PCL sobre las AFB presentando
diferencia estadistica (p<0.05); la prueba inmunolégica de HI demostrdé que la
utilizacion de PCL mejoro la respuesta vacunal contra Newcastle presentando
deferencia estadistica (p<0.05) entre los tratamientos PCL y AFB 200; en las pruebas
para enzimas séricas y el peso relativo de érganos (higado,rifidén, bazo, bolsa cloacal) se
demuestra que el uso de las PCL ayudan a disminuir los efectos de las AFB con
diferencia estadistica (p<<0.05) entre tratamientos. Con base en estos resultados se puede
concluir que la utilizacion de las PCL en un contenido de 0.5 Kg/Ton en la dieta del
pollo de engorda contaminada con AFB a 200 pg/Kg, disminuyo claramente los efectos
toxicos de las AFB para los pardmetros productivos, concentracion de proteinas totales,
cinética enzimatica, titulacion de anticuerpos contra Newcastle y pesos relativos de

higado, rifion, bazo y bolsa cloacal.



1. INTRODUCCION.

1.1. Situacion actual de la produccion de carne de pollo en México.

Las actividades pecuarias repercuten en el desarrollo socioeconémico del pais y
en las diferentes partes del sector primario, ya que en conjunto han funcionado como
pilar en el desarrollo de la industria del pais, al proveer de materias primas, alimentos,
empleos y ademads distribuyen los ingresos del sector rural. La produccion de carne es
la actividad productiva mas distribuida del sector rural, ya que se realiza practicamente

en todos las regiones geograficas del pais.

Aproximadamente la superficie total aprovechada por la ganaderia en el pais es
superior a las 110 millones de hectareas, representando un 60% de la superficie del pais,
dentro de los cuales 107.8 millones de hectareas corresponden a pastizales y el resto
corresponde a superficies agricolas, cuyo producto se destina a la alimentacion de los
animales de produccion. La produccion de carne, se da en una diversa gama de sistemas
productivos, que pueden ir desde los mas tecnificados hasta las economias dirigidas al

consumo familiar.'

En México, el desarrollo ha ocasionado un rapido crecimiento demografico, asi
como una gran concentracion de la poblacion en las grandes ciudades, teniendo como
resultado un gran impacto en los habitos alimenticios de la poblacion y en la demanda
de alimentos para la misma, requiriéndose asi, sistemas de produccion que puedan crear
cantidades suficientes de alimentos de origen animal para satisfacer las necesidades de
las grandes y pequenas ciudades.La ganaderia en lo referente al consumo de carne se
encuentra catalogada como una de las actividades productivas con mayor auge en las

tltimas décadas y con proyecciones de interés para 2020.>

La produccién de carne en México se sustenta en diferentes ramas de la
ganaderia, dentro de las cuales, sobresalen la avicola, la porcina y la bovina, que en
conjunto aportan el 98% de la produccion doméstica de productos carnicos, el resto de
las actividades destinadas a la producciéon de carne, como son la produccion ovina,
caprina, entre otros, mantienen una posicion restringida e influenciada por los hébitos de

consumo de la poblacion, asi también por regiones establecidas de consumo de algunas
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de ellas en el territorio nacional y aunada a los precios fluctuantes de éstas.Este
crecimiento en la produccion ganadera, ayudo a crecer ampliamente a la avicultura, para
el afio 2013, la produccién de carne de pollo represento el 24% del valor de la
produccion pecuaria del pais, aportando asi el 47% de la produccion nacional de carnes,
lo que fue representado con 2,854.5 toneladas de carne, aumentando un 5.6% la

produccion con respecto al afio 2010 (Tabla 1).3

Tabla 1. Produccion y consumo de carne de ave en México del afio 2012 al 2014.3

Aiio
2012 2013 2014
Produccion (Ton) 2,821 2,839 2,852
Importaciones (Ton) 371 373 376
Consumo per capita (Kg) 27.5 27.7 28

Derivado de los cambios en la dieta de los consumidores y de los precios
relativamente bajos del pollo en comparacion con los de la carne de cerdo o la de
bovino, se espera que el consumo per céapita de pollo se incremente de 27.5 kg en 2012

a aproximadamente 30 kg en el afio 2020.°

La produccion avicola es una actividad pecuaria que en tiempos recientes ha
alcanzado un desarrollo significativo, tanto en sus aspectos clinicos y zootécnicos, como
en genética y nutricion. En particular en México, representa una de las actividades de
produccion de alimentos de origen animal més importantes, ya que se ha reconocido que
nuestro pais ocupa uno de los primeros lugares en el mundo en el consumo de huevo y

carne de pollo.*

El incremento en la produccion avicola conduce a un crecimiento en el consumo
de alimentos balanceados y por lo tanto de granos y cereales que conforman dichos

alimentos balanceados.



Figura 1. Produccion pecuaria de México.
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1.1.1.Insumos alimenticios.

La alimentacion corresponde entre el 65% y 70% de los gastos de una
explotacion, por lo que es de suma importancia para la produccion animal. Siendo asi
uno de los principales retos actuales, en el ambito mundial, la produccion de alimentos
libres de contaminantes. En los paises en vias de desarrollo, alrededor del 85% de la
alimentacion depende de los productos agricolas, mientras que en los paises
desarrollados solo es el 40%, en términos generales se considera que la dieta del hombre

esta constituida por un 70% de productos de origen animal.?

Los altos estandares de productividad que se requieren en la avicultura se basan
en una gran cantidad de elementos que participan en cada una de las etapas del proceso.
La disponibilidad de granos y materias primas con cualidades nutricionales y de

inocuidad, son el requisito primario en la produccion de proteina animal.

Existen una variedad de factores que pueden modificar la calidad ya sea nutritiva
u organoléptica de esta materia prima, lo que se puede traducir en pérdidas en la
produccion, los principales factores que pueden afectar a los alimentos son los

siguientes:’



e Dafos por condiciones climaticas (humedad, temperatura)
e Dafios mecanicos

e Contaminacion por agentes quimicos

e Contaminacioén por microorganismos patégenos

e (Contaminacién por insectos

e (Contaminacién por hongos

La gran mayoria de los productos agricolas son invadidos por diverso
microorganismos durante su desarrollo en el campo, siendo los hongos los mas
abundantes y la principal causa de enfermedades, lo que ocasiona fuertes pérdidas
econdmicas; en particular, los granos y las semillas son invadidos por diversos hongos

en almacén, la bodega o el silo.

1.2. Micologia.

Es la rama de la medicina encargada del estudio de los hongos; los hongos son
vegetales carentes de clorofila pertenecientes al grupo de las talofitas, esta carencia de
clorofila es una caracteristica que los distingue de otros vegetales y ademads, este hecho
implica que ellos no sean capaces de sintetizar materia organica utilizando luz solar
como fuente de energia, por este motivo deben desarrollarse sobre un sustrato que
contenga materia organica, son cosmopolitas y pueden encontrarse en cualquier tipo de
alimento, asi como en almacenes, silos, graneros y muchos otros lugares.
Clasificaciones méas modernas incluyen a los hongos en el reino protista, sin embargo y
visto que los hongos se alimentan por absorcidn, se considera que los hongos no son
plantas ni animales, pero si un dominio diferente llamado reino Fungi. Se han descrito
varios géneros que son beneficiosos para el hombre, pues se pueden utilizar en la
produccién de 4cido citrico, fabricacion de quesos, asi como en el area de la salud para

la produccion de diferentes antibioticos.’

Tanto unicelulares como pluricelulares, los hongos son organismos eucariontes,
de los cuales se han descrito aproximadamente 100,000 especies, aunque se calcula que
su nimero real puede acercarse a los 250,000. Podemos dividir a los hongos en dos

tipos como se aprecia en la tabla 2.%7



Tabla 2. Tipo ecolégico de los hongos.®

Tipode Humedad Temperatura Potencial Sustrato Especie
hongo Relativa de produccion  Oxido-reduccion fingica
Almacén < 95% 20-25 °C Anaerobios Material Aspergillus
facultativos fisiologicamente  Penicillium
inactivo
Campo >95% <20°C Aerobios Material vivo Fusarium
Alternaria

Cladosporium

e Hongos de campo. Son las especies que contaminan los granos antes de la

cosecha, durante su desarrollo en la planta. Estos hongos, para desarrollarse

necesitan un alto contenido de humedad. Sus esporas pueden sobrevivir durante

mucho tiempo en los granos humedos, pero no germinan cuando la humedad

relativa es menor al 75%.

e Hongos de almacenamiento. Se desarrollan después de la cosecha, los hongos

que proliferan con mayor frecuencia son especies como: Aspergillus,

Penicillium, Fusarium y Alternaria. Los dafios causados por los hongos de

almacenamiento son mayores que los producidos por los hongos de campo,

ademads de que pueden contaminar a las semillas con metabolitos secundarios.

1.2.1. Generalidades de los hongos.

El nucleo de los hongos, contiene un nucleolo y varios cromosomas limitados

por una membrana nuclear. Al igual que en otros organismos eucariontes, los hongos

tienen mitocondrias, ribosomas y centriolos. La pared celular de los hongos esta

constituida principalmente por quitina, citosamina y glucanina, esta pared celular

semeja un extenso sistema tubular, por donde avanza protegido el citoplasma para su

dispersion y bisqueda de nutrientes.>

Los elementos somaticos tubulares que constituyen el micelio reciben el nombre

de hifas, estas pueden ser uninucleadas o multinucleadas y pueden estar separadas por

medio de septos o también pueden carecer de ellos.’



Los hongos y la variedad en sus especies, en base a su evolucién y sus
caracteristicas se han logrado adaptar a los animales, vegetales y al hombre, dentro de
los principales hongos que afectan a estos, estan los géneros Aspergillus, Fusarium y

Penicillium.}

Los hongos se pueden dividir en dos grandes grupos: las levaduras y los mohos,
las esporas de los mohos, germinan para producir filamentos de ramificacion conocidos
como hifas. Las levaduras por otro lado, son formas solitarias redondas que se
reproducen a través de mecanismos tales como el florecimiento o la fision formando

colonias tipicamente htimedas y mucoides.’

Los géneros de mohos y levaduras mas importantes
e Levaduras: Candida, Rhodotorula, Mycoderma.
e Mohos: Aspergillus, Fusarium, Mucor, Alternaria, Penicillum, Absidia,

Rhizopus.

Los mohos producen diversas clase de conidias, estas, se desarrollan en los
esporoforos, que son estructuras especializadas que se diseminan en el aire a partir del
micelio vegetativo y las conidias se acumulan en el extremo superior de los mismos.
Muchos mohos pueden reproducirse a través de esporas sexuales, generadas por meiosis

de un nicleo diploide.’

Los mohos con estructuras reproductoras sexuales se engloban en 3 grupos:
e Basidiomicetos
e Ascomicetos

e Zigomicetos.

Los basidiomicetos desarrollan las esporas sexuales externamente, los
ascomicetos producen sus esporas en ascas que se forman dentro de un cuerpo

fructifero.’

Los hongos tienen gran capacidad para infectar tejidos vegetales vivos, con un

gran poder de invasion, diseminacion y deterioro de productos almacenados, a esto, se



deben afadir problemas de micosis y la capacidad genética que algunos de ellos tienen
para producir metabolitos secundarios toxicos denominados como micotoxinas, con la
consecuente posibilidad de producir Micotoxicosis en los animales y humanos que

consumen alimentos contaminados.>*®

1.3. Antecedentes sobre las micotoxinas.

Ciertos hongos filamentosos son capaces de producir metabolitossecundarios (no
esenciales para su crecimiento), muchos de los cuales han sidoasociados con la
aparicion de efectos adversos en humanos y en animales. Estos compuestos se conocen
con el nombre de micotoxinas y se producen en los alimentos bajodeterminadas

condiciones ambientales fisicas, quimicas y biologicas.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios téxicos producidos por algunas
especies de hongos, son compuestos policetonicos que resultan cuando se interrumpe la
reduccion de los grupos cetonicos en la biosintesis de los 4cidos grasos realizada por los

hongos.’

Existen datos de que las micotoxinas han estado acompafiando al hombre
durante toda su existencia, ya que se habla sobre enfermedades asociadas al consumo de
alimento contaminado con hongos, tal es el caso del ergotismo, que es una enfermedad
asociada al consumo de alimentos contaminados con cornezuelo de centeno, que los
persas llamaron “pustula nociva de la espiga del centeno” y provocaba que mujeres
embarazadas abortaran y murieran al dar a luz. Se sugiere que la ultima plaga, la muerte
de los primogénitos, mencionada en la biblia, pudo deberse al consumo de cereales
contaminados por tricotesenos y que por razones culturales, lo consumian en primer

lugar los hombres e hijos varones, lo que dio lugar a hemorragias y muerte.>!%!!

En el 430 a. C., una epidemia entre los espartanos fue posiblemente debida al

consumo de alcaloides derivados del género Claviceps.'?

En la edad media aparecieron por primera vez descripciones de envenenamiento
por cornezuelo, se registraron epidemias cuya caracteristica era gangrena de pies,

piernas, manos y brazos, se decia que los enfermos eran consumidos por el fuego
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sagrado, por lo que a la enfermedad se le denomin6 como “Fuego de San Antonio” en
honor al santo en cuyo santuario se buscaba la sanacion, es probable que el alivio
encontrado al viajar al santuario fuera real, ya que los peregrinos no consumian centeno
contaminado durante el viaje. En 1875 se identificaron los componentes toxicos del

hongo Claviceps purpurea como responsable del ergotismo.'?

En 1934 en Illinois, USA, murieron 5000 caballos al consumir maiz
contaminado con mohos, para 1939 se aislaron dos toxinas del Aspergillus fumigatus,

una pirdgena y una hemolitica.'?

En 1940, el distrito de Orenburg de la antigua Union Soviética, se vio afectado
por una epidemia de aleukia toxica alimenticia, que es una enfermedad que produce
leucopenia, disminuyendo asi la inmunidad y la resistencia a enfermedades, todo esto
debido al consumo de mijo contaminado con tricotesenos, produciendo asi numerosas

muertes, llegando en algunas comarcas hasta el 10% de la poblacién. "1

En 1960, la aparicion de una enfermedad en pavos del Reino Unido, ocasiono la
muerte de 100,000 pavipollos, denominandose la “Enfermedad X de los pavos” (Turkey
X Disease).El origen de la enfermedad se encontré en la harina de cacahuate
proveniente de Brasil, que se mezcldé con el alimento. En poco tiempo hubo brotes
similares que afectaron a diversas aves de corral, con una pronta investigacion se
detectd al hongo responsable, Aspergillus flavus, ademas también se logro aislar sus

metabolitos toxicos, las aflatoxinas.'>!3!4

A partir de este incidente y del aislamiento de las aflatoxinas que produce
Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus, se hizo clara la importancia de los hongos
en la contaminacion de los alimentos, tanto de consumo humano como para consumo
animal y a partir de ese momento la medicina humana y veterinaria les dio mas
importancia a las micotoxinas debido a que aun a bajas concentraciones, estas pueden
repercutir en el estado de salud humana y animal provocando con ello perdidas

econdmicas importantes.'>!?



1.3.1. Generalidades sobre las micotoxinas.

La palabra “micotoxina” proviene de la raiz griega Miko=Hongo vy
Toxina=Veneno, siendo asi considerado como veneno de hongos.Las micotoxinas son
compuestos policetonicos resultantes de las reacciones de condensacion que tienen lugar
cuando se interrumpe la reduccion de los grupos cetonicos durante la biosintesis de los
acidos grasos, realizada por los mohos, estos acidos grasos son metabolitos primarios
utilizados por los mohos como fuente de energia. Las micotoxinas se suelen formar al
final de lafase exponencial o al principio de la fase estacionaria del crecimiento de los
hongos toxigénicos, ya que no son necesarias para el crecimiento de los mismos pero
contribuyen al mantenimiento del organismo en su ambiente natural. Los hongos

toxigénicos pueden producir uno o mas de estos metabolitos secundarios.'>!?

La presencia de micotoxinas en los productos alimenticios depende de cepas
especificas de hongos que deben estar sujetas a la influencia de factores ambientales
como la temperatura o la humedad, por esta razon la contaminacion con micotoxinas
hacia los alimentos puede variar seglin las condiciones climaticas, geograficas y tipos de

almacenamiento.'”

Las micotoxinas producen la enfermedad conocida como micotoxicosis cuando
son consumidas por los animales o el hombre, esta ingestion ocurre principalmente por
el consumo de alimentos contaminados con estos metabolitos, pudiendo provocar
deterioro de la funcion hepatica y renal, otras micotoxinas pueden tener efectos
neurotdxicos, otras, ademds pueden interferir en la sintesis de proteinas, mientras que

otras son agentes teratogénicos y mutagénicos.!!

Los factores que pueden influir en el impacto de la micotoxicosis son:> !
e Especie
e Raza
e Mecanismos de accion
e Inmunidad

e Metabolismo
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Las Micotoxicosis se caracterizan por estar de forma dependiente de los

alimentos, por no ser infecciosa, contagiosa, transferible y no se relaciona con otros

microorganismos aparte de los hongos.'?

1.4. Caracteristicas para el desarrollo de los hongos y la produccion de

micotoxinas.

1.4.1. Factores fisicos.

a)

b)

Humedad y agua disponible. La cantidad de agua existente en el ambiente y en
los sustratos es uno de los factores importantes para el desarrollo de los hongos
y para la produccién de micotoxinas, pero no solo influye la cantidad de agua
sino también la presentaciéon de la misma, asi pues, el agua se encuentra en

forma libre y en forma combinada.®!?

e [El agua libre existe dentro y alrededor de los tejidos vegetales o de las
células y puede ser eliminada sin interferir seriamente con los procesos
vitales. Para la germinacion de las esporas de los hongos es necesario
que el agua se presente de esta forma.

e La forma combinada esta en los tejidos vegetales y animales, formando
parte de las células que los componen y en union con las proteinas y los

glucidos.

Actividad del agua (AW). Es la relacion que existe entre la humedad en los
alimentos y la capacidad de los microorganismos para proliferar con ella. E1 AW
nos indica cual es la cantidad de agua disponible para el desarrollo de los
microorganismos una vez se ha alcanzado el equilibrio hidrico en el sistema
alimento-medio ambiente. Con un AW a 25 °C del 0.85, las esporas fungicas

germinaran en 5-12 dias.’

Temperatura. La temperatura Optima para que se desarrollen los hongos se
encuentra entre 25°C y 30 °C, con un limite méximo entre 40°C y 45°C. Cabe
destacar que la mayor parte de los hongos no crecen por debajo de 5°C y que sin
embargo hay hongos como el Aspergillus flavus y Aspergillus fumigatus que
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d)

pueden crecer muy bien hasta los 55°C y otros como el Penicilliumexpansum y

el Penicilliumcyclopium que son capaces de crecer a 0 °C.%!2

Integridad fisica de los granos. Los tegumentos intactos del grano dificultan el
acceso del hongo al almidon endospérmico. Los granos partidos por lo tanto son
mas susceptibles de invasion y desarrollo fingico, que los granos enteros.
Esencialmente esto es debido a un aumento de la superficie de cultivo y una
mayor predisposicion para que el hongo contacte con la parte interna del grano,

la cual es mas vulnerable que la cuticula o parte externa.®!?

1.4.2. Factores quimicos.

a)

b)

pH. Los hongos toleran un gran intervalo de pH, que va desde el 2.5 hasta 7.5,
de un modo general soportan mejor el medio acido que el alcalino. Es de
destacar que ellos mismos son capaces de alterar el pH, utilizando como fuente
de energia los 4cidos organicos del alimento o los excretados por bacterias
acidificantes que pueden aparecer durante el periodo de deterioro del
alimento %!

Composicion del sustrato. Los hongos se nutren de micro y macro elementos
existentes en el sustrato donde se desarrollan. Sin embargo la composicion del
sustrato estd muy ligada a la produccion de la micotoxina. Los nutrientes
minerales estan relacionados con la composicion del sustrato y a pesar de que el
hierro y el zinc son los elementos mas importantes para un desarrollo fungico,
tanto éstos como otros pueden ser necesarios para la produccién de micotoxinas.
Un ejemplo es el caso de la aflatoxina, en la cual son necesarios sustratos ricos

en zinc y ciertos aminoacidos para que el hongo produzca la aflatoxina.> &2

Potencial 6xido-reduccion. La mayor parte de los hongos son aerobios, por lo
que necesitan oxigeno para el desarrollo de sus reacciones metabolicas. Una
carencia de oxigeno condiciona el crecimiento de los hongos y la ausencia total
puede llegar a producir la muerte de éstos. El anhidrido carbonico puede inhibir
la formacién de algunas micotoxinas, como las aflatoxinas. Una atmdsfera con

20% a 40% de CO2 en combinacion con una temperatura reducida (17°C) o bien
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una humedad relativa reducida o ambos factores, previenen la formacion de

aflatoxina.®!?

1.4.3. Factores bioldgicos.

a)

b)

Zonas de Microflora. En lugares de almacenaje de los granos pueden existir
pequeiias zonas del alimento con alto contenido de humedad susceptibles de
desencadenar un desarrollo fingico, lo cual después puede provocar un aumento
general de humedad en el sustrato y consecuentemente una mayor

contaminacién fingica y predisposicion para la produccion de micotoxinas.®!2

Presencia de invertebrados. La presencia de insectos actia como agente de
diseminacion de la microflora y por lo tanto contribuye al crecimiento y
multiplicacion de los hongos. El propio metabolismo del insecto eleva el
contenido de humedad del sustrato y ademaés la rotura del pericarpio permite la

infeccion del interior del grano.®!2

Estirpes especificas. En una misma especie de hongos, no todas las estirpes se
comportan de la misma forma. Asi pues, la estirpe NRRL 1957 de Aspergillus
flavus no produce aflatoxina, sin embargo ella es producida por otras estirpes

como: NRRL 3251, NRRL 3357 y NRRL 3517.%12

1.5. Contaminacioncon micotoxinas de alimentos para animales.

En la actualidad la FAO estima que al menos el 25% de los cereales en el mundo

estan contaminados por micotoxinas conocidas, mientras que un porcentaje aun mayor

podria estar contaminado por toxinas aun no identificadas.

En la produccion, para obtener productos de origen animal de mayor calidad en

un menor tiempo y con un menor costo, se hace uso de la nutriciéon en la cual se

formulan dietas mas eficientes, estas, se producen con una gran cantidad de ingredientes

pudiendo ser de diferente origen, que va desde una diversidad de cereales (maiz, sorgo,

avena, etc.), hasta subproductos industriales como las pastas de oleaginosas y diferentes
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tipos harinas (carne, hueso, pluma, sangre). Esta gran diversidad de ingredientes puede

conllevar al problema de incluir en las dietas ingredientes que pueden estar

contaminados con micotoxinas, o bien, después de ser elaborado el alimento, éste

también es susceptible a la contaminacion con micotoxinas.

La contaminacién se puede presentar en cualquiera de las siguientes etapas:

a)

b)

Contaminacion en el interior de la fabrica. En la fabrica de alimentos y a lo largo
del proceso de elaboracion, el polvo de las materias primas y de los alimentos,
se puede quedar adherido a las paredes de los silos, transportadores, tolvas o
mezcladores, este polvo puede proceder de ingredientes contaminados y ya sea
por una falta de limpieza y desinfeccion periddica o porque algunas partes de la
instalacion de la fabrica son muy dificiles de limpiar, este polvo se puede quedar
adherido por mucho tiempo.’En las condiciones adecuadas de humedad y
temperatura, el crecimiento de hongos y la produccion de micotoxinas pueden
tener lugar en el polvo acumulado, dando lugar asi, a un proceso de
contaminacion que afectara a la calidad de las materias primas que pasan
diariamente por estos focos contaminados, repercutiendo asi en la calidad y

conservacion del producto alimenticio final.5 !2

Contaminacion en el exterior de la fabrica. Un alimento puede estar en buenas
condiciones a la salida de la fabrica, pero sin embargo se puede contaminar
durante el transporte o en la misma instalacion por problemas de residuos
contaminados en el interior de los silos, asi como por falta de higiene en las

diversas 4reas de la explotacion.®

Son varios los metabolitos secundarios de los hongos que son considerados

como micotoxinas (Tabla 3), sin embargo la micotoxinamas importante es producida

por el género Aspergillus.

1.6. ElAsperqgillus.

El Aspergilluses un hongo filamentoso, cosmopolita y ubicuo encontrado en la

naturaleza, se puede aislar comunmente del suelo, de raices de plantas y del aire
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ambiental.Los mohos del género Aspergillus causan el deterioro de muchos productos
alimenticios. Los productos metabdlicos de la invasion fungica suelen ser muy toxicos,
tanto para el hombre como para otros animales, también producen la inhibicién de la
germinacion junto con cambios de color, calentamiento, apelmazado y finalmente
podredumbre de las semillas, algunas especies, por ejemplo 4. nigero A. oryzae, son de
interés industrial o se emplean en la fermentacion de alimentos en ciertas regiones.Se
conocen alrededor de 900 especies de Aspergillus, siendo los mas comunes A. flavus, A.

fumigatus, A. terreus'y A. niger.'®

Tabla 3. Micotoxinas mas importantes y su hongo productor.>!?

Hongo Micotoxina

Aspergillus flavus Link Aflatoxinas
Aspergillus nomius

Aspergillus parasiticusSpeare

Fusarium graminearum Desoxinivalenol

Alternariaalternata Fumonisinas

Fusarium vertieilloides

Fusarium moniliformi Moniliformina

Aspergillus ochraceus Ocratoxina A

Penicillumviridicatum

Aspergillus clavatus Patulina
Fusarium poae Toxina T-2
Fusarium graminearum Zearalenona

1.6.1. Clasificacion Taxonémica.'¢

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Orden: Eurotiales
Familia: Trichocomaceae

Género: Aspergillus
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1.6.2. Caracteristicas morfologicas.

El color es la principal caracteristica macroscopica para la identificacion de los
grupos de aspergilos, poseen distintos tonos de verde, pardo, amarillo, blanco, gris y
negro. Las cabezas conidiales presentan bajo el microscopio cuatro formas bésicas:
globosa, radiada,columnar o claviforme y a simple vista las més grandes suelen parecer
diminutos alfileres sobre el substrato. En los aspergilos, los conidios constituyen
cadenas que se originan en la célula conididgena o fidlide, en algunos aspergilos hay
células adyacentes a las fidlides denominadas métulas o células de soporte. Los
Aspergillus poseen una o dos series de células sobre la vesicula, o bien presentan

simultdneamente cabezas de ambos tipos.'¢

Las caracteristicas macro y micromorfologicas, tales como el color de los
conidios, la forma de la cabeza, la superficie y dimensiones del conidi6éforo, asi como la
forma y textura de las esporas, han permitido agrupar los aspergilos en secciones o

grupos.!”

Tabla 4. Caracteristicas de los grupos de Aspergillus mas importantes.!”-18

Seccion Grupo Conidios Métula Vesicula Conidiéforo

Flavi A. flavus Verde, pardo  Si/No Globosa Rugoso

Fumigati  A. fumigatus  Verde No Espatulada  Liso
azulado

Nigri A. niger Negro Si/No Globosa Liso

Terrei A. terreus Canela, pardo  Si Globosa Liso

1.6.3. Caracteristicas para su desarrollo.

La ubicuidad de los aspergilos es debida a su capacidad para crecer a diferentes
temperaturas sobre substratos con diverso contenido de humedad. La colonizacion de
los granos durante el almacenamiento por Aspergillus y otros mohos se produce de
forma explosiva cuando la humedad relativa se eleva sobre el 70% sin que se

desencadene aun el fendmeno de brotacion.'”

16



El rango de temperatura para su crecimiento va desde 0-5°C, estando el dptimo
entre 30-33°C para la mayoria de las especies. Si unos granos con un contenido de
humedad del 15% no fueron afectados por los aspergilos durante un afio es porque la

temperatura de almacenamiento estuvo por debajo de 5-10°C.%°

Tabla 5. Temperatura y AW requeridas para los Aspergillus mas importantes.?

Temperatura °C AW
Especies Rango Optimo Minimo Optimo
A. flavus 6-45 35-37 0,78 0,95
A. fumigatus 10-55 40-42 0,85 0,98 - 0,99
A. versicolor 4-39 25-30 0,78 0,95

1.6.4. Cultivo in vitro.

La mayoria de las especies crecen sobre medio Papa-Dextrosa, pero los
aspergilososmofilos, particularmente los miembros de las secciones Aspergilli y
Restricti, se desarrollan sobre Czapek-20% Sacarosa. La temperatura de incubacion es
de 25°C pero para algunos miembros de la seccion Fumigati es de 37°C. La
ornamentacion de los conidios cambia con la edad y en unas dos semanas las esporas

estan totalmente maduras.'®

Para el aislamiento se usan medios selectivos (Rosa de Bengala, Rosa de
Bengala-Dicloran) con inhibidores de la proliferacion bacteriana y del desarrollo de
algunos mohos dando oportunidad a todas las esporas de originar una colonia, aunque
restringida si el nimero es demasiado grande; si solo interesa determinar la presencia de
A. flavus y A. parasiticus se suele sembrar sobre el medio AFAP que es selectivo para
dichas especies. Con el fin de identificar los aspergilos se suele sembrar en placas de
Malta-Glucosa, Czapek-Levadura, Czapek- Glicerol o Czapek-20% Sacarosa incubando

a 5,25y 37°C registrando las caracteristicas macro y micro-morfologicas.’!
1.7.Aspergilosis.
La aspergilosis es una micosis respiratoria en animales domésticos,

principalmente en aves, la cual se caracteriza por una infeccion de la parte superior del
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tracto respiratorio y con complicaciones en parénquima pulmonar, en donde el hongo se
adapta e invade el drgano; existe también la aspergilosis conjuntival que de manera
ocasional afecta los 6rganos viscerales y el sistema nervioso central. La aspergilosis es

provocada principalmente por Aspergillus flavus, A. fumigatus y A. nidulans.***?

Una de las vias de infeccion es la respiratoria, donde la contaminacion del suelo
es la causante, sin embargo la infeccion por via digestiva es de mayor importancia ya
que se puede originar por la ingestién de alimentos contaminados, donde los granos son

el sitio de invasién por los hongos contaminantes.?>?*

Es importante resaltar que la mayoria de los Aspergillus son oportunistas y

varias especies de estos son capaces de producir micotoxinas.

1.8. Micotoxinas producidas por Aspergillus.

Las principales micotoxinas producidas por Aspergillus son las aflatoxinas
aunque también producen ocratoxinas, patulina y el acido penicilico, sin embargo
aunque todas estas son importantes, las aflatoxinas son las micotoxinas mas importantes

hasta ahora descubiertas, por su recurrencia y los dafios que causa.?

1.9. Las aflatoxinas.

Las aflatoxinas son producidas por Aspergillus flavus Link y Aspergillus
parasiticusSpeare, estas sustancias pueden causar enfermedad y muerte, tanto en
animales como en los seres humanos. Son aisladas frecuentemente de alimentos como

maiz, arroz, cacahuates, etc.

Las aflatoxinas son las micotoxinas mas estudiadas y controladas;
toxicoldgicamente se consideran como unas toxinas muy potentes, relacionadas con la
apariciéon de cancer, mutaciones y alteraciones en el desarrollo fetal. Experimentos
realizados en animales han demostrado que las aflatoxinas pueden producir toxicidad
aguda y crénica. Los efectos agudos incluyen hepatitis, necrosis hepatica, nefritis y

congestion pulmonar, mientras que los efectos cronicos incluyen dafio celular,
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carcinogénesis, teratogénesis y mutagénesis.Las principales aflatoxinas son cuatro:

AFBi, AFB,, AFG y AFG,. 2%

Se generan por la via biosintética de los poliquétidos a partir de acetatos.Sus
pesos moleculares oscilan entre 312 y 350 Daltons, todas contienen en su molécula una
mitad dihidrofurano unida a un anillo cumarina y a una estructura pentanona en el caso
de las aflatoxinas B, que esta sustituida por una lactona de seis miembros en las
aflatoxinas G y son fuertemente fluorescentes bajo luz ultravioleta, habiéndose
aprovechado esta propiedad como base de sus procedimientos analiticos. Ademas de
esta propiedad, el furano de la estructura de las aflatoxinas es esencial para la actividad
toxica y cancerigena y por otra parte, la presencia del doble enlace en el anillo furano
terminal es un determinante fundamental de la potencia, en particular para los efectos
agudos y cronicos, disminuyéndola notablemente cuando no esta en la molécula. Las

propiedades anticoagulantes que posee la AFB; se las aporta la cumarina(Figura 2).%°

A. flavus y algunas cepas de A. caelatussolo producen aflatoxinas Bi y B:

mientras qued. parasiticusy A. nomius forman ademas aflatoxinas G y G.2"?®

Las letras B y G se refieren al color de la fluorescencia (Blue y Green)
observada bajo luz UV de onda larga mientras que los subindices 1 y 2 indican
componente mayor y menor respectivamente. Las aflatoxinas M y M2 son el producto
metabolico hidroxilado de las B1 y Bo, alrededor del 1% de la aflatoxina B; consumida

conel forraje es excretada en leche como M;.%

Figura 2. Formula quimica de la aflatoxina B1.26
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La temperatura optima para la produccion de aflatoxinas varia de 7.5-12 °C o
bien de 40-41°C segun la cepa del hongo. Una humedad relativa menor del 85 % detiene
el crecimiento de los hongos productores de estas toxinas, lo que corresponde a un
contenido de humedad del méas de 16 % y un AW igual a 0.85. Ademas de la
temperatura y la humedad, la produccion de aflatoxinas depende de varios factores: la

cepa del hongo, el substrato y la microflora asociada.?’

Al ir creciendo el hongo existe poca o ninguna produccion de aflatoxinas, pero
al disminuir los niveles de fosfatos y nitrégeno en el medio, el metabolismo primario se
desorganiza, se acumulan varios metabolitos primarios y se empiezan a producir las
aflatoxinas. Existen cepas en las que no se producen estas toxinas, por lo que se asume

que estos metabolitos no son esenciales para su desarrollo.?*3!

Se desconoce el papel fisioldgico del metabolito en el desarrollo del hongo. Sin
embargo, se ha establecido que existe una asociacion entre la biosintesis de aflatoxinas
y la de los lipidos, y que ademds en algunos casos, la sintesis de proteinas disminuye

durante la fase de produccion de aflatoxinas.*!

Las aflatoxinas se consideran los contaminantes biologicos de los alimentos mas
extendidos a nivel mundial y los mas peligrosos que se conocen debido a sus

propiedades cancerigenas, mutigenas y teratogenas.’!

1.9.1.Metabolismo de las aflatoxinas.

Se sabe que practicamente todos los seres vivos son susceptibles a las
aflatoxinas, sus efectos pueden ser agudos o crénicos segun el organismo afectado, la

dosis, frecuencia de exposicion, especie, edad, dieta y la ruta de ingestion.>

Para que las aflatoxinas puedan causar dafno es necesaria la interaccion con el
hospedero, es necesario que ingiera alimento contaminado con las aflatoxinas y asi se
lleven a cabo la absorcion, distribucion, biotransformacion y la acumulacion residual

dentro de un organismo. De todas la aflatoxinas la AFB; se considera la més toxica.>?
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Absorcion. Las aflatoxinas se absorben por via digestiva, seguida por la
respiratoria y la cutanea, ya que las aflatoxinas al ser compuestos liposolubles son muy
facilmente absorbibles. La via digestiva es la principal via de absorcion ya que las
aflatoxinas son importantes contaminantes de los alimentos, la absorcién a nivel del
intestino delgado es por difusién pasiva y depende de la composicion lipidica del
epitelio intestinal, posteriormente llegan a circulacion sanguinea y se distribuyen hacia
los tejidos blandos y depositos de grasa, la mayor acumulacion sepresenta en los
organos involucrados en la biotransformacion y eliminacién de los alimentos, como el

higado y el rifion. 3334

Biotransformacion. La biotransformacion se lleva a cabo principalmente en el
higado por la enzima citocromo P450 mitocondrial en un metabolito hidrosoluble,
dando origen a la aflatoxina M, Q1 y P1 (Figura 3), todos estos metabolitos tienen la
caracteristica de ser menos toxicos que las aflatoxinas. Existen otras reacciones de
biotransformacién en las cuales intervienen enzimas no microsomales, como es el
aflatoxicol que se biotransforma por enzimas localizadas en el citosol, asi mismo, en el
tracto gastrointestinal puede llevarse a cabo una biotransformacion, generando AFB—
epoxido, dihidrodiol-AFB; o AFB: que son capaces de interactuar con proteinas
intestinales. La conversion de AFB; a aflatoxicol se logra mediante una
reductasacitosolica; el aflatoxicol se considera que es igual de toxico y cancerigeno
como la AFBi, pero su capacidad mutagena es menor, segin esto, se formo la hipotesis
de que el aflatoxicol puede permanecer como un “reservorio” de AFB1,se encontrd que
si el aflatoxicol sufre una re-oxidacion por la enzima deshidrogenasa microsomal
adquiere nuevamente su conformacion de AFB; confirmando la hipotesis de que puede

permanecer como reservorio,>%33-34:33:36

Bioquimicamente, las aflatoxinas son consideradas como inhibidores
biosintéticos y pueden alterar el metabolismo de carbohidratos, lipidos, proteinas,
acidos nucleicos, asi como el metabolismo energético, altas dosis pueden provocar una
inhibicidn total de los sistemas bioquimicos; en el caso de la AFB; se ha encontrado que

su actividad biolégica puede tener varias fases:*%>’

a) Interaccion con el DNA e inhibicion de las polimerasas responsables de la

sintesis de DNA y RNA
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b) Supresion de la sintesis del DNA
¢) Reduccion de la sintesis del RNA e inhibicion del RNA mensajero
d) Alteraciones en la morfologia del nucléolo

e) Reduccion de la sintesis de proteinas

Figura 3. Biotransformacion de la aflatoxina B1.3
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El metabolismo de los carbohidratostambién se ve afectado, inhibe la sintesis de
glicogeno a través de la accion sobre las enzimas glicogenosintetasay transglicosilasa.

Otro de los problemas que ocasionan las aflatoxinas es el de incrementar el
nivel citosdlico del NADPH necesario para la sintesis de acidos grasos, por lo que se

produce una acumulacion de lipidosen el higado.?®

La interaccion de las aflatoxinascon los acidos nucleicos se da de dos tipos: uno
de ellos es por medio de uniones no covalentes, las cuales son débiles y reversibles; el
otro tipo es con uniones covalentes formando enlaces muy fuertes e irreversibles,
permitiendo asi la formacion de complejos DNA-Aflatoxina que se conocen como
aductos. Estos aductos son el resultado de la accion enzimatica del P450, por lo que

hace a las células hepaticas las mas susceptibles por su alto contenido de esta enzima.*
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La formacion de aductos se da de lasiguiente manera:

¢ Intercalamientode la toxina en la estructura helicoidal del DNA.

e Oxidacién de los carbonos no saturados (C5 y C9) de la parte terminal furano
dela molécula de AFB; por el sistema microsomal de oxidasas de funcién mixta
para formar un intermediario.

e El ataque del C5 de AFB; sobre el N7 de la guanina y la formacion de

unaligadura covalente en la interaccion AFB- Nr- Guanina.

El dafio en la molécula de DNA por esta interaccion se puede manifestar de
varias maneras: el aducto es cortado de la molécula de DNA vy se inducen errores en el
mensaje o eladucto no es cortado pero es convertido en AFB-formamidopirimidina que
también es causa errores en la transcripcion. Como consecuencia del dano al DNA se
origina la mutagénesis y carcinogénesis y mientras que si se trata de un feto se

presentara una teratogénesis.*’

Para ser eliminadas las aflatoxinas de manera general, se conjugan con acido
glucorodnico y taurocdlico para poder ser eliminadas por bilis y en menor grado también

son eliminadas a través de rifidn y aparato gastrointestinal.*!

1.9.2. Toxicidad.

Se ha identificado a la aflatoxina B; como la micotoxina més toxica para varias
especies animales y para el hombre. Las especies mas susceptibles a AFB; son los
patos, conejos y gatos; las especies de aves mas sensibles son los patos seguidos de los
pavos, gansos, faisanes, pollos de engorda y gallinas (Tabla 6). La toxicidad de las
aflatoxinas va a depender de la dosis, del tiempo de exposicion y la especie involucrada,

y gracias a esto se pueden distinguir los procesos agudos de los procesos cronicos.*?

1.9.3.Aflatoxicosis en aves.

Se conoce como aflatoxicosis a la enfermedad producida por la ingesta de
aflatoxinas, en general, para que se de la intoxicacion con aflatoxinas es importante
conocer el tipo de aflatoxina, la dosis, tiempo de exposicion, linea, estirpe, sexo y edad
del animal expuesto.
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Tabla 6. DL50 en varias especies animales.?

Especie = DL50 mg/Kg

Pollo 6.30

Pato 0.43
Conejo 0.30
Gato 0.55
Cerdo 0.60
Perro 0.50-1.00
Oveja 1-2

Rata 5.50-7.20

Macaco 7.80
Hamster 10.20

La aflatoxicosis altera los parametros productivos como ganancia de peso,
consumo de alimento, conversidon alimenticia, pigmentacion, produccién de huevo y
rendimiento reproductivo, ademads tiene un efecto inmunodepresor y cancerigeno.
Algunas de estas alteraciones son influenciadasdirectamente por la intoxicacion, aunque
otras son indirectas, causadas generalmente por la disminucion en el consumo de

alimento.*?

Uno de los mayores efectos de las aflatoxinas es la toxicidad hacia varios
organos, principalmente el higado, esto va a depender de la duracion en la exposicion,
asi como la concentracion de la toxina, dado esto, puede presentarse una intoxicacion
aguda o cronica. Una exposicidon cronica a bajos niveles de aflatoxinas es mucho mas
frecuente que una exposicion aguday los animales presentan reduccion en la eficiencia
productiva. Las aflatoxinas producen a corto plazo, efectos hepatotoxicos e hiperplasia
en los conductos biliares asi como lesiones renales, mientras que a largo plazo poseen

capacidad inmunosupresora, cancerigena,teratogénica y mutagénica.*’
Existen muchos factores que influyen en la susceptibilidad, por ejemplo los

pollos destinados para carne son mas susceptibles durante la primera semana de edad y

los machos son més susceptibles que las hembras.**
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Una situacién importante a considerar es el periodo en el que reciben aflatoxinas
los pollos, asi cuando eltiempo de intoxicacion es de 7 dias serd necesaria una mayor
concentracion de micotoxina en elalimento para observar detrimento de los pardmetros
productivos, mientras que cuando los pollos consumen durante 7 semanas sera

suficiente niveles mas bajos para observar problemas productivos.

Un factor concomitante que produce la aflatoxicosis, es que las aves
incrementan la susceptibilidad a otras enfermedades ytambién se observa una pobre
respuesta inmune despuésde las vacunaciones, lo cual provoca reducciéon en

elrendimiento productivo y mayor mortalidad.**

1.9.3.1. Signos clinicos

A continuacion se hace mencion a diferentes autores con los resultados de sus

trabajos:

Quist, 2000%. En pavos de 14 dias de edad con tiempo de consumo de 35 dias a
dosis de entre 100 y 800 ug/Kg de peso vivo, se encontrd reduccion en la ganancia de
peso y lesion hepatica microscopica; en pavipollos a dosis de 500 pg/Kg de peso vivo,

se encontrd reduccion de la eficiencia a la vacunacion de Marek.*®

Doerr, 1983, En pollo de engorda de un dia deedad con tiempo de consumo de
7 semanas a dosis de 75 a 675 pg/Kg de peso vivo, seencontrd retraso en el crecimiento
en la dosis baja y aumento en la mortalidad en la dosis alta.*®

Rao, 1993*7. En pollos de engorda con una dosis de 4 ppm de AFB; se encontrd
pérdida de peso, retardo del crecimiento, alta mortalidad, y aumento de la conversion
alimenticia.*’

1.9.3.2. Alteraciones morfopatolégicas.

El higado es el o6rgano diana de las aflatoxinas aunque también otros drganos y

sistemas se ven afectados por estas.
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Higado: se observa decoloracién palida amarilla-verdosa y con el tiempo
desarrolla focos blanquecinos, hemorragias petequiales o equimoticas, en ocasiones
hematomas, puede estar aumentado de tamafio cuando el curso es agudo o atrofiado con
fibrosis abundante cuando es cronico. Histoldégicamente los hepatocitos presentan
degeneracion grasa, hiperplasia de los conductos biliares, fibrosis perilobulillar y focos
necroticos, a su vez, se observa la presencia de células inflamatorias como heteréfilos y

mononucleares en el espacio porta.*®

Rifion: se observa con tonalidades palidas blanquecinas o amarillentas, difusas,
que corresponden a necrosis tubular o degeneracion grasa y se describe también la

presencia de infiltracion linfoide.*®

También se ha descrito cardiomegalia, atrofia de bolsa cloacal, timo y bazo con
deplecion linfoide, otros hallazgos son atrofia de médula 6sea observandose de color

blanquecino y petequias y equimosis en masas musculares.*

1.9.3.3. Alteraciones en pruebas de laboratorio.

A nivel sanguineo la aflatoxina B presenta un anillo dicumarinico muy similar
al que presenta la vitamina K y actia suplantdndola y mimetizandola, lo que ocasiona

hemorragias y descenso del hematocrito.*® 47

Doerr, 1983%. Observo una disminucién del 43% en la concentracion de
proteinas plasmaticas al administrarse 2.2 g/Kg de peso vivo (los niveles normales de
proteina sérica en aves son entre 3.0 y 6.0 g/dl), también describen una disminucion del
64% de colesterol sanguineo, asi mismo, describieron una disminucion de proteinas
especificas que actiian en la coagulacion, con su consecuente aumento en el tiempo de

coagulacion.*®

Kumar, 1993%. Los niveles sericos de la AspartatoAminotransferasa (AST),
AlaninaAminotransferasa (ALT), Lactato Deshidrogenasa (LDH) y Gamma
Glutamiltransferasa (GGT) se ven afectados al utilizar dosis de 0.5 ppm, 2.5 y 5 ppm de
AFB,.¥
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La respuesta inmune también se ve afectada por la presencia de las aflatoxinas,
el efecto negativo sobre el complemento, interferén, proteinas séricas y actividad
leucocitaria son resultado de la lesion hepatica y de la inhibicidén de la sintesis de

proteinas.>’

1.9.3.4. Respuesta Inmune.

La aflatoxina B; tiene los efectos mas potentes dentro de las micotoxinas, su
mecanismo principal en como actian a nivel celular, es la capacidad que tienen de
unirse al ADN y al ARN por medio de la formacion de aductos, afectando asi, la
proliferacion y diferenciacion de las células del sistema linfoide y la sintesis proteica de
las células, afectando asi la produccion de polipéptidos como monocinas, interlucinas y
factores del complemento que regulan el sistema inmune y asi mismo la sintesis de

anticuerpos.*®>°

También se pueden producir efectos histopatologicos significativos como
hiperplasia de los conductos biliares, inflamacion en higado y rifidon, deplecion linfoide
y atrofia de los organos del sistema inmune (Bolsa cloacal, bazo, timo), igualmente, las
aflatoxinas pueden llegar hasta el embridn comprometiendo asi su sistema inmune,
haciéndolos mas susceptibles a patdgenos, repercutiendo en una disminucion de la

respuesta a los programas de vacunacion.>

Los analisis de inmunoglobulinas han demostrado un impacto de la aflatoxina sobre los
niveles de IgA e IgM, en animales que consumieron alimento contaminado se ha
reportado una reduccion en los titulos de anticuerpos frente a enfermedades como

Newcastle, bronquitis y gumboro en gallinas ponedoras.*

1.9.4. Deteccion de micotoxinas en los alimentos.

Desde los afios 60’s, las micotoxinas fueron reconocidas como una gran
amenaza a la salud humana y animal, ademas de que generalmente representan grandes
pérdidas economicas, asi, el desarrollo de métodos o técnicas para poder detectar la
contaminacion con micotoxinas es de suma importancia. Para determinar la

contaminacion de un alimento por micotoxinas, existen diversos métodos, segin se
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requiera rapidez, precision o confiabilidad. Existen métodos presuntivos, cualitativos,

cuantitativos y confirmatorios.>!

Existen métodos altamente probados para la deteccion, se pueden clasificar de la

siguiente manera:

e Basados en HPLC (High Performance LiquidCromatography)
e Basados en ELISA (EnzymeLinkedImmunosorbentAssay)
e Basados en Cromatografia de columnas de inmunoafinidad

Estos métodos tienen grados variables de deteccion y cuantificacion,
dependiendo del tipo de alimento que se quiere analizar y el tipo de micotoxina a

encontrar.

Métodos basados en HPLC.En esta técnica, el compuesto pasa por una
columna cromatografica a través de la fase estacionaria (cilindro con pequefias
particulas redondeadas con caracteristicas quimicas en su superficie) mediante el
bombeo de liquido (fase movil) a alta presion a través de la columna. La muestra a
analizar es introducida en pequefias cantidades y sus componentes se retrasan
diferencialmente dependiendo de las interacciones quimicas o fisicas con la fase
estacionaria a medida que adelantan por la columna. El grado de retencion de los
componentes de la muestra depende de la naturaleza del compuesto, de la composicion
de la fase estacionaria y de la fase movil; El tiempo que tarda un compuesto en ser
eluido de la columna se denomina tiempo de retencion y se considera una propiedad
caracteristica de un compuesto en una determinada fase moévil y estacionaria. La
utilizacion de presion en este tipo de cromatografias incrementa la velocidad lineal de
los compuestos dentro de la columna y reduce asi su difusiéon dentro de la columna
mejorando la resolucion de la cromatografia. Los disolventes mas utilizados son el

agua, el metanol y el acetonitrilo.>?

Las desventajas de este método radican en el alto costo del equipo que se utiliza,
sin embargo los reactivos usados no son tan costosos como en otras técnicas. La ventaja
principal de esta técnica es que es muy exacta para conocer las diferentes micotoxinas
presentes en la muestra, ademdas también tiene alto grado de sensibilidad para
52,53

cuantificar cada componente.

28



Métodos basados en ELISA.Ya que las micotoxinas no son antigénicas, los
primeros estudiosfueron dirigidos a lograr la conjugacion con proteinas o polipéptidos
que pudieranservir como transportadores en las condiciones Optimas de produccion de
anticuerpos enconejos y en otros animales. Con los avances tecnologicos se han logrado

produciranticuerpos monoclonales contra diversas micotoxinas.>**

Gracias a estos avances se han logrado disefiar ensayos inmunolégicos para la
determinacién de micotoxinas, tanto en métodos de ELISA como en columnas de
inmunoafinidad. En general, dos sistemas de ELISA se han usado para el analisis de
micotoxinas, un sistema es ELISA directo, donde se utiliza un conjugado enzima-
micotoxina y el otro, es ELISA indirecto, se utiliza un conjugado proteina-micotoxina y
un anticuerpo secundario con el cual una enzima ha sido conjugada. Generalmente la
peroxidasa de “horseradish” es la enzima més comunmente utilizada para la
conjugacion, otras enzimas que también se utilizan son la fosfatasa alcalina y la B-
galactosidasa. En el ensayo directo, los anticuerpos se inmovilizan en una fase solida en
esferas o tubos de poliestireno, esferas de nylon o tarjetas de material plastico, o bien
placas para microtitulacion. La muestra en soluciéon o el estandar de toxina es
generalmente incubada simultaneamente con el conjugado enzimatico. Después de los
lavados apropiados, la cantidad de enzima conjugada que reacciona con el anticuerpo se
determina por incubaciéon con un sustrato en solucion que contiene peroxido de
hidrogeno que actia como un oxidante cromoégeno, el color resultante se mide
visualmente o por medio de un espectrofotometro. En este ensayo, las toxinas presentes
en el extracto de la muestra y los conjugados enzimaticos de las toxinas compiten por
los mismos sitios de enlace presentes en el anticuerpo inmovilizado en la superficie
solida. Debido a que las concentraciones de conjugado enzimatico y de anticuerpo son
constantes, la intensidad del color es un funcidon inversamente proporcional a la

concentracion de toxina.>>>*>*

En el ensayo indirecto un conjugado formado por la micotoxina enlazada a una
proteina o un polipéptido se inmoviliza en una placa de microtitulacion, esta, se incuba
con el anticuerpo especifico en presencia de las micotoxinas homoélogas. La cantidad de
anticuerpo enlazado al conjugado proteinico inmovilizado en la placa es determinado

después por la reaccion con un complejo enzimatico IgG y por la subsiguiente reaccion
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con el sustrato, de esta forma la toxina en las muestras y la toxina en la fase solida

compiten con los mismos sitios de unién con el anticuerpo especifico en solucion. >

Métodos basados en Cromatografia de columnas de inmunoafinidad. Los
métodos de columnas deinmunoafinidad se han vuelto mas comunes en la actualidad,
por su sencillez de uso y por su exactitud en la deteccion, ademas del bajo costo del

material de laboratorio y reactivos usados.>

En estos procedimientos los anticuerpos monoclonales especificos para una
micotoxina en particular, se inmovilizan formando un gel, que se empaca en una
columna, cuando el extracto de un alimento terminado se hace pasar a través de la
columna, la micotoxina queda combinada con los sitios de uniéon del anticuerpo,
mientras que el resto de los componentes del extracto no se combinan, después de esto
se procede a eliminar cualquier compuesto que haya quedado retenido con una serie de
lavados, posteriormente se eluye la micotoxina con una soluciéon metabdlica, la solucion
resultante se pasa a través de un sistema por cromatografia de liquidos o bien se

derivatiza y se lee en un fluorémetro especial >+

1.9.5. Control y prevencion.

Teniendo en cuenta los riesgos que representan las micotoxinas sobre la salud
publica, diferentes organismos a nivel mundial (OMS, FAO, FDA), han establecido
limites en el contenido de micotoxinas en los alimentos para humanos y animales. El
establecimiento de estas directrices ha facilitado el comercio y la adopcion de medidas
entre los diferentes paises. Los primeros limites fueron fijados para las aflatoxinas y
para el ano 2003 ya habia 100 paises con regulacion de micotoxinas para alimentos e

ingredientes para la alimentacion animal.>®

Las recomendaciones para la prevencion y reduccion de las micotoxinas en los
ingredientes destinados a la alimentacion animal, las podemos agrupar en buenas
practicas de manejo de los cultivos y en el “Protocolo de Establecimiento de Puntos
Criticos y de Control de Riesgos” (HACCP). Sin embargo, en la practica es dificil
controlar todos los factores y especialmente los ambientales, con las siguientes

estrategias se puede reducir la carga de micotoxinas en las materias primas y alimentos:
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Estrategias agronémicas.Reducir el estrés de las plantas, control de insectos,
eliminacion de residuos vegetales yrotacion de terrenos, utilizacion de agentes
antifingicos y desarrollo de variedades deplantas resistentes a la contaminacidon

fungica.>®

Estrategias posteriores a la cosecha.Control medioambiental de conservacion
como contenido de agua, presion de O2 ytemperatura, control de plagas (insectos y
roedores), separar granos partidos y cosechasdafiadas antes de su almacenaje y utilizar

inhibidores fingicos, como el dcidopropionico.>®

Sin embargo, una vez que las micotoxinas han contaminado un ingrediente o un
alimento, resulta muy dificil lograr su eliminacién; por lo que es necesario recurrir a
diferentes medios para neutralizarlas o por lo menos minimizar su concentracion. Para
realizar el control y eliminacion de las micotoxinas es necesario saber cual o cuales son
las toxinas de mayor incidencia, conocer su estructura y su capacidad de reaccion frente

a otras moléculas, que las pueda hacer menos toxicas o completamente inocuas.>®

Los métodos utilizados para este proposito se pueden agrupar en fisicos,

quimicos y bioldgicos.

Algunos métodos fisicos utilizados son la inactivacion de las micotoxinas con
temperaturas altas, los rayos UV y X o las irradiaciones con microondas; otros métodos

que pueden resultar efectivos son la limpieza de las granos o su fraccionamiento.

Entre los métodos quimicos, se ha utilizado la amonizacién y otros agentes

oxidantes como perdxido de hidrogeno y ozono, asi como algunos acidos y alcalis.

La descontaminacion bioldgica mediante la utilizacion de microorganismos es
otra de las estrategias utilizadas. Algunas bacterias lacticas o levaduras como
Saccharomyces cerevisiae que se utilizan ampliamente en la fermentacion de los
alimentos poseen estructuras en la pared celular con capacidad para adherir

micotoxinas.>’
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1.10. La levadura Saccharomyces cerevisiae.

Laslevaduras  sonmicroorganismos eucariotas y suspropiedades son
completamentediferentes a las de las bacterias. Por ejemplo, las levaduras son
resistentes alos antibidticos, sulfamidas y otrosagentes antibacteriales. Esta resistenciaes
genéticamente natural y no essusceptible a ser modificada otransmitida a otros
microorganismos. Eltamafio de las levaduras varia alrededorde 5 x 10 um y es

tambiénsignificativamente mayor al de la bacteria.®

Dentro de las especies de hongos unicelulares clasificados genéricamente como
levaduras se encuentra incluido aSaccharomyces cerevisiae, las levaduras de este
género son capaces de llevar a cabo procesos de fermentacion a partir de la
transformacion de azucares a etanol y dioxido de carbono, dichas propiedades han sido
ampliamente investigadas y explotadas desde hace muchos afios en la industria de la
produccion de pan y bebidas alcohodlicas. Otras aplicaciones importantes de estas
levaduras, incluyen su empleo en modelos biologicos enfocados a eludir procesos
basicos de fisiologia celular y su utilizacion de forma intensiva en el darea
biotecnoldgica. Por otro lado, algunas levaduras del genero Saccharomyces muestran
una gran capacidad para neutralizar toxinas de Clostridium, caracteristica que ha sido
aprovechada en la terapéutica humana para controlar diarreas ocasionadas por una

prolongada medicacion con antibidticos por via oral.>*»>%6

A escala nutricional, las levaduras son capaces de metabolizar y transformar de
forma natural minerales inorganicos hacia formas orgéanicas, siendo este, un proceso
similar al que realizan las plantas. Cuando un individuo consume las células de
levaduras muertas, estas pueden aportarle diversos nutrientes a parte de los minerales,
como es el caso de proteinas, péptidos y vitaminas, previo al descubrimiento de las
vitaminas del complejo B, las levaduras de cerveceria se utilizaban como un
complemento alimenticio para monogastricos. En la actualidad, células de levaduras
vivas contintlan adicionandose a dietas para animales con la finalidad de mejorar su
salud y productividad, sobretodo en rumiantes. Gracias a sus propiedades nutricionales
y farmacéuticas, las levaduras de Saccharomyces cerevisiae han sido aprobadas como

un microorganismo seguro para su empleo en la alimentacion animal (Figura 4).5!:62
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1.10.1. Clasificacion taxonémica de Saccharomyces cerevisiae.

Reino: Fungi

Division: Ascomycota

Clase: Hemiascomycetes
Orden: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Género: Saccharomyces

Especie: S. cerevisiae

Figura 4. Microfotografia electrénica de barrido deSaccharomyces cerevisiae.5?
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r|"
l\-\ )
Levadura

Cuarén, 2000

1.10.2 Fracciones de levaduras.

Un tipo de productos derivados de las células de levaduras son los conocidos
como extractos o autolizados de levadura y las paredes celulares de levaduras (PCL),
productos obtenidos a partir de la autolisis de la célula completa de la levadura. En el
area de la alimentacion animal, desde la década pasada se ha incrementado el interés por
la utilizacion en la dieta de fracciones de paredes celulares de levadura como fuente de
polisacaridos del tipo B-glucanos y mannano-oligosacaridos, este tipo de polisacaridos
son reconocidos como aditivos naturales capaces de ejercer efectos benéficas en la salud
y productividad del individuo. En la industria avicola, polisacaridos de tipo B-glucanos

procedentes de PCL de Saccharomyces cerevisiae son utilizados como
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inmunoestimulantes para incrementar la supervivencia de estos animales bajo

condiciones de estrés.®

1.10.3. Fabricacion industrial de PCL y extractos de levaduras.

La produccion de PCL de levadura se realiza como un paso alterno y posterior a
la produccion industrial de las levaduras activas. Cuando la cantidad de levaduras es la
adecuada dentro de los fermentadores, se realiza un proceso térmico que provocara la
autolisis de las células de la levadura. A partir de aqui, se lleva a cabo un proceso de
centrifugacion del producto autolizado, lo que provocara la separacion de la PCL y del
contenido intracelular de la levadura. Posteriormente los productos separados son

concentrados y secados para conservar sus caracteristicas nutricionales (Figura 5).54

1.10.4. Caracteristicas de la PCL.

En la actualidad se ha incrementado el interés por el estudio de las fracciones o
polisacaridos de las PCL como [B-glucanos y mananos, ambas moléculas pueden
mostrar efectos benéficos en la salud de los animales de produccion, asi como en los
seres humanos. No obstante, las concentraciones de estos polisacaridos dentro de las

PCL pueden verse modificadas por diversas circunstancias.

La PCL esta constituida por polisacaridos y glicoproteinas en forma de una red
tridimensional que funciona como una estructura altamente dindmica y adaptable al
medio que la rodea (Figura 6). Las principales funciones de la PCL estan encaminadas a

garantizar la supervivencia de la célula, entre estas se pueden incluir:5>-6¢

e Mantiene las condiciones de estabilidad osmotica dentro de la célula.

e Mantiene la integridad y la forma celular durante los procesos de crecimiento y
division.

e Limita la permeabilidad de macromoléculas a través de la pared celular y la
blinda del ataque de proteinas externas.

e Evita el escape hacia el medio externo de moléculas solubles intermediarias

durante la construccion de la pared celular.
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e C(rea los microambientes internos adecuados para la membrana celular durante

las fases de estancamiento de los cultivos y colonias.

1.10.5 Composicion de la PCL.

Estudios realizados con levaduras de Saccharomyces cerevisiae sugieren que
dependiendo de las condiciones de crecimiento, la PCL puede representar de un 10 a un
25% del total de la materia seca de la célula. En otros estudios donde fueron evaluadas
diferentes especies de levaduras, se encontraron valores de porcentajes de materia seca
de pared celular de un 26 al 32%, observandose diferencias de acuerdo a la especie de
levadura.Se ha estimado que el porcentaje de polisacaridos que puede contener la PCL
puede ser de alrededor de un 85 a un 90% y de un 10 a un 15% de proteinas. A escala

estructural, la PCL est4 constituida por 3 grupos de polisacaridos:®’

1.  Polimeros de manosa o manano-proteinas, hasta un 50% de la materia
seca de la PCL.

2. Polimeros de glucosa o B-glucanos, hasta un 55% de la materia seca de
la PCL.

3. Polimeros de N-acetil-glucosamina o quitina en un 6% de la materia seca

de la PCL.

1.10.6. Estructura de la PCL.

Los polisacaridos que constituyen la PCL, corresponden a moléculas de 1,3-B-
glucanos, 1,6-B-glucanos, manano-proteinas y quitina, todos estos con diferentes
grados de polimerizacidn, tamafo y porcentajes dentro de la PCL. La capa interna de la
PCL la componen moléculas de 1,3-B-glucanos moderadamente ramificados unidos por
puentes de hidrégeno, que le proporcionan elasticidad a la red tridimensional que sirve
de soporte a la capa externa constituida principalmente por manano-proteinas o capa
protectora que se extienden hacia el medio externo de la célula (Tabla 7). De forma
general, la conjuncion de las 4 macromoléculas dentro de la PCL ocurre de la siguiente
manera: la porcidn proteica de la manano-proteina se une a la macromolécula de 1,6-[3-

glucanos por medio de anclajes de tipo glicosilfosfatidilinositol que contienen 5
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residuos de ligaduras a-manosil; la macromolécula de 1,6-B-glucano a su vez presenta
ramificaciones con enlaces B (1,3), a escala de estas ramificaciones la quitina puede
unirse a ella por medio de en laces B(1,4) y B (1,2); finalmente, la porcion terminal
reducida del 1,6-B-glucano se conecta con la terminal no reducida de la glucosa

terminal del 1,3-B-glucano.’

Figura 5. Esquema de la produccion industrial de levaduras y paredes celulares de

levadura de Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 6. Esquema de la estructura de la pared celular deSaccharomyces
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Tabla 7. Macromoléculas y su porcentaje en la PCL.%6 67

Macromolécula % en la PCL

Manano-proteina 30-50
1,6-B-glucano 5-10

1,3-B-glucano 30-45
Quitina 1.5-6

1.10.7 Utilizacion de levaduras en la alimentacion animal.

Desde hace 50 afios en la industria de la alimentacion animal, se han empleado
antibioticos a dosis sub-terapéuticas con la finalidad de mejorar el crecimiento, la
eficiencia alimenticia y la salud del animal, no obstante esta précticaestd siendo
cuestionada debido al creciente temor de la posible generacion de genes de resistencia
en bacterias digestivas para antibioticos empleados en terapéutica humana, situacion
que podria representar un gran riesgo para la salud publica. Debido a esta situacion y a
otras crisis alimentarias sufridas alrededor del mundo, la percepcion del consumidor
hacia los productos de origen animal se ha sensibilizado atin més, incrementandose las
preferencias hacia los productos producidos de forma méas natural y de mejor calidad.
En el afio 2006, en los paises pertenecientes a la Union Europea se llevo a cabo la
prohibicion total del empleo de antibidticos promotores del crecimiento en las dietas
animales, y se espera que con el transcurso de los afios esta tendencia se expanda por

todo el mundo.®®

Bajo esta premisa, nuevas oportunidades quedan abiertas en la industria
alimenticia para el desarrollo e investigacion de sustancias naturales que puedan ser
empleadas en la alimentacion animal; como es el caso de las levaduras de
Saccharomyces cerevisiae gracias a sus propiedades nutricionales y farmacodindmicas,
su utilizacion en la alimentacion animal y humana ha sido frecuente desde hace ya
varios afos. Las levaduras pueden constituir un buen complemento alimenticio ya que
pueden proveer nutrientes como proteinas, minerales y vitaminas, en la alimentacion
animal, las levaduras han sido utilizadas mas frecuentemente en rumiantes,
recientemente en alimentacion para monogastricos, se ha incrementado el interés y la

frecuencia del empleo de fracciones celulares o PCL. Parte de los beneficios que se le
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atribuyen a las PCL, son de servir como fuentes de polisacaridos de tipo manano-

oligosacaridos y B-glucanos.®’

Los mecanismos de accion especificos para los diferentes aditivos elaborados a
partir de levadura y sus fracciones empleados en dietas animales no han sido claramente
definidos; a pesar de esto, los beneficios obtenidos en la salud y productividad de los
animales por su aplicacion en la dieta estan bien documentados. De acuerdo a algunos
autores, en las mejoras observadas de productividad y salud de los animales que

consumen levaduras podriamos incluir los de tipo directos e indirectos.®

Como efectos directos se pueden incluir los de tipo nutricional, en concreto los
ejercidos por los diversos nutrientes presentes en las células de levaduras, como
proteinas, minerales, vitaminas, aminoacidos y péptidos, que pueden ser utilizados por
el individuo cuando la levadura muere. Una hipotesis planteada, es la capacidad que
presenta la levadura para producir numerosas enzimas (peptidasas, invertasas, proteasas,
hidrolasas, maltasas, etc.), algunas de ellas pueden ser liberadas en el intestino y
reforzar la accion de las enzimas enddgenas, facilitando la digestion de la materia seca
del alimento. Este mecanismo podria brindar mayores beneficios en rumiantes ya que en
el caso de los monogastricos, no mas del 30% de la energia neta para mantenimiento
proviene de los productos de la fermentacion y ademas en estas especies la composicion

de las dietas no impone una dependencia importante de la digestion fermentativa.5? 7071

1.10.7.1. Utilizacion de PCL, manano-oligosacaridos y [B-glucanos en la

alimentacion animal.

Las PCL son ricas fuentes de polisacaridos naturales del tipo B-glucanos y
manano-oligosacaridos; investigaciones en el area de carbohidratos, sugieren que este
tipo de moléculas cumplen funciones vitales en los procesos de comunicacion a escala
intestinal y del sistema inmune. En el caso concreto de las PCL, su utilizacion en la
avicultura como aditivos alimenticios se remonta a inicio de los afios 90’s; hasta la
fecha los beneficios observados en la productividad animal por la suplementacion de
manano-oligosacaridos en la dieta, muestran ser similares a los obtenidos con

antibidticos promotores del crecimiento, la suplementacion de manano-oligosacaridos
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en dietas para aves y cerdos, ha reportado beneficios en términos de mejora en los

parametros productivos y de la salud del animal (Tablas 8 y 9).7>7

Una de las principales empresas que comercializa manano-oligosacaridos
(MOS) realizo una serie de analisis estadisticos incluyendo pruebas en distintas
especies, bajo diferentes condiciones experimentales y paises. Hoogeen el 200473 evaltio
29 pruebas realizadas con la utilizacion de MOS en dietas de pollos de engorda, los
resultados de este analisis muestra que la utilizacion de MOS en la dieta representd
mejoras respecto a los controles negativos de +1.61% en el peso final, -1.99 en el indice
de conversion alimenticia y de -21.4% para la mortalidad. Los efectos generales

observados por la utilizacion de MOS incluyen:”*

e Mejoras en los indices productivos
e Mayor resistencia ante infecciones bacterianas y coccidias

e Mayor indice de supervivencia

Tabla 8. Efectos de la incorporacion de manano-oligosacaridos derivados de PCL

en la dieta de pollos de engorda.’ 7576.77,78,79

Autor Dosis Kg/Ton Efecto con respecto al control negativo

Pettigrew 1.0 (1-42 d) Sin efectos en la productividad y calidad de

(2000) 0.75 (42-63 d) la canal del animal.

Hofacreetal. 2.0+ Menor mortalidad  post-desafio  con

(2004) Bacterias lacticas  Eimerias y C. perfringens.

Jamroz et al. 1.0 (1-42 d) Sin efectos en la productividad, menores

(2006) 2.0(1-42d) recuentos de E. coli y coliformes en
yeyuno.

Ao etal. 1.0 (1-21 d) Incremento del peso vivo y uniformidad de

(2004) 0.5(21-35d) la parvada.

Sun et al. 0.91 (14-28 d) Menor % mortalidad e indice de conversion

(2005) 0.45(28-49d)+  alimenticia similar al de las dietas con

Bacterias lacticas  antibiotico promotor del crecimiento.

Kannanetal. 0.5y 1.0(1-35d) Menor % de deposicion de grasa abdominal
(2005) en la canal.
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Tabla 9. Efectos de la incorporacion de MOS derivados de PCL en la dieta de

pavos.80.81,82:83

Autor Dosis Kg/Ton  Efecto con respecto al control negativo

Parks et al. 1.0 (1-6 sem) Incremento del peso vivo, similar a dietas con

(2002) 0.5(6-20 sem) antibioticos promotores de crecimiento.

Fairchild et al. 1.0 (1-3 sem) Mayor peso vivo en condiciones normales y al

(2001) ser desafiados con E. coli.

Sims et al. 1.0 (0-6 sem) Menor recuento de Clostridiumperfringens 'y

(2004) 0.5 (6-18 sem) mayor de anaerobios y bifido bacterias en
intestino grueso. Mayor peso vivo y efecto
sinérgico a la incorporaciéon de antibiodtico
promotor del crecimiento.

Zdunczyk et al. 1.0 (1-8 sem) No efecto en la productividad, modificacion de

(2004) 2.5 (1-8 sem) la concentracion de acidos grasos volatiles de

5.0 (1-8 sem) cadena corta en el ciego dependiendo de las

dosis.

1.10.8.Mecanismos de accion de las levaduras y PCL adicionada en el alimento.

Se considera que S. cerevisiaees un microorganismo incapaz de colonizar el

tracto digestivo por lo cual transita a lo largo de ¢l pudiendo ejercer un efecto de

barrera. De esta forma, la capacidad de accion de las levaduras en animales estard

relacionada con el uso continuo y en cantidades suficientes. De acuerdo a Cuaronen

20009, los efectos de promocion del crecimiento de la levadura en animales

monogastricos, podrian explicarse por el control de patdégenos o efecto profilactico que

pueden ejercer las levaduras ante infecciones subclinicas o desafios inmunolégicos, ya

que los desafios inmunoldgicos pueden alterar de forma directa el consumo voluntario

de alimento, la conversion alimenticia, el crecimiento y la salud del animal. Respecto a

los mecanismos de accion de las levaduras y de PCL de S. cerevisiae reportados en

animales monogastricos, sus efectos podrian agruparse en tres distintos niveles:

62,84,85

1) Exclusion de patdégenos y micotoxinas.

2) Estimulacion del desarrollo de la mucosa digestiva.

3) Estimulacion de sistema inmune.
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1.10.8.1. Exclusion de patogenos y micotoxinas.

De acuerdo a Buts en el 2005%, la levadura Saccharomyces puede generar
efectosfarmacodinamicos semejantes a los efectos fisiologicos observados para la flora
intestinalnormalmente  equilibrada. Diversos estudios realizados en roedores
alimentados conSaccharomyces boulardii han descrito una mayor supervivencia de
estos animalesposterior al desafidé con bacterias patdgenas, por ejemplo: mortalidad a
causa de colitisprovocada por Clostridiumdifficile en hamsteres; enratones inoculados
oralmente con Clostridiumdifficile o porinoculacion directa de sus toxinas A y B. En el
caso de lainfeccion intestinal causada por Clostridiumdifficile, el efecto protector que
podriajustificar la mayor supervivencia de los animales que consumieron células de
levaduras,incluiria el siguiente mecanismo: en modelos de estudios realizados con asas
intestinalesde conejos infectados con Clostridiumdifficile, fue demostrado que
Saccharomyces boulardii produjo una proteasa con un peso molecular de 54 kDa, que

disminuyo lassecreciones de liquidos y electrolitos de la mucosa digestiva.®”-¥’

Castagliuloen 1996°°, confirmo que la proteasaparcialmente purificada podia
proteolizar directamente y especificamente la toxina A ydestruir parcialmente el area
del receptor en la membrana intestinal dela toxina, inhibiendo la fijacion a los
receptores de las toxinas A y B.En ratones inoculados oralmente con un toxoide, la
administracion deSaccharomyces boulardii permitié6 amplificar significativamente la
respuesta inmuneespecifica medida a través de la concentracion sérica de la antitoxina

A de anticuerpos secretores IgA e IgM. > 888

Recientemente, estudios in vitro mostraronque Saccharomyces boulardiitiene la
capacidad de inhibir la adherencia de Clostridiumdifficilea las células intestinales. Otros
estudios con el uso deasas intestinales ligadas a nivel del duodeno de ratones, sugirieron
que la administracionde Saccharomyces boulardii reducia significativamente la
hipersecrecion de sales yliquidos provocada por la inoculacion previa con la toxina del
colera. Similares efectos de inhibicion fueron confirmados en modelos invitro con el
uso de células epiteliales del intestino de ratas. La administracion de Saccharomyces
boulardii a ratones gnotogénicos inoculadosoralmente con una suspension de

Shigellaflexnerio  Salmonella  typhimurium, mostraronefectos protectores que
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representaron una menor mortalidad por Shigellaflexneri y menor severidad de lesiones

intestinales a causa de Salmonella typhimurium.?%°'%2

1.10.8.2. Exclusion de bacterias fimbria-1 especificas.

El proceso de colonizaciéon del tracto digestivo por microorganismos
potencialmentepatogenos, se lleva a cabo gracias al empleo de un grupo de proteinas y
glicoproteinasbacterianas de superficie denominadas lectinas. Las lectinas son
glicoproteinas que secaracterizan por tener la capacidad de enlazarse de forma
especifica y reversible acarbohidratos de forma libre o que constituyen estructuras mas
complejas,de tal forma, microorganismos como Salmonella, Escherichiacoli o Vibrio
cholerae que presentan fimbrias tipo-1, utilizan lectinas con afinidad por la manosa con
elfin de unirse a ciertos carbohidratos de superficie localizados en las células epiteliales

dela mucosa digestiva, para fijarse y colonizar la mucosa digestiva.”?

Estudios realizados con la utilizacion de manano-oligosacaridos o MOS
derivados de PCL, yde células de Saccharomyces suministrados por via digestiva a
aves, muestran ser unabuena alternativa para reducir la prevalencia de colonizaciéon del

ciego de pollos por cepasde Salmonella enteritidis.** **

Parte de los mecanismos de accion que han sido descritos para justificar el efecto
deexclusion de patogenos que pueden ejercer las levaduras y las PCL sobre
bacteriaspatogenas, parten del estudio de la sensibilidad de las fracciones D-manosa y
metil-a-D-manosidopara unirse a las lectinas afines a receptores presentes en cierto tipo
debacterias que presentan fimbrias tipo-1. En estos estudios, se ha reportado que las
fracciones D-manosa ymetil-a-D-manosido pueden ejercer un efecto de inhibicion,
mayor a un 90%, de laadherencia de Salmonella typhimurium a las células digestivas
epiteliales de pollos de un dia de edad. Posteriormente, estos estudios fueron validados
enaves a los cuales se les suministro Sa/monella typhimurium en el agua de bebida con
y sinfracciones de D-manosa. Los resultados mostraron que la utilizaciéon de D-manosa
redujoel porcentaje de pollos colonizados con Salmonella typhimuriumde 78% a 28%,

de 82%a 21% y de 93% a 43%, en tres experimentos respectivamente.”> 7697
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No obstante, debido al alto costo de las fracciones de D-manosa, su utilizacion
encondiciones comerciales podria ser prohibitiva, incluso bajo periodos cortos de

administracion.

Respecto al empleo de la levadura de Saccharomyces, algunos estudios han
descrito que pollos de engorda alimentados con Saccharomyces boulardiimostraron una
mejora en sueficiencia productivas al ser desafiados con Salmonella enteritidis. Por otro
lado, la suplementacion en la dieta con Saccharomyces boulardii haresultado en un
menor porcentaje de colonizacion del ciego con Salmonella enteritidis en pollos de
engorde sometidos a estrés por trasporte. Con la utilizacion de PCL, Spring en el
2000%7,encontré una reduccion en la colonizacién de Salmonella en el ciego de 89.8 a
55.7%. En una serie deestudios, Fernandezen el 2000%%, observo que gallinas
alimentadas confracciones de MOS mostraban un incremento en las poblaciones de
bacterias del ciegocorrespondientes a Bifidobacteriumspp y Lactobacillusspp, y una
disminucion deEnterobacterias. Posteriormente, el contenido cecal de estas gallinas
fueproporcionado a pollos de engorde como un producto de exclusion
competitiva,observandose que aquellos pollos que consumieron el contenido cecal de
aves suplementadas con MOSfueron menos susceptibles a ser colonizados con S.

enteritidis.” %> 9798

1.10.8.3.Secuestro de micotoxinas.

La estructura quimica de las PCL no solo exhibe un alto grado deantigenicidad
debida a sus fracciones de B-glucanos ymanosa. En estudios recientes invitro, se ha
sugerido que esta estructura tridimensional constituida principalmente porpolisacaridos,
es capaz de llevar a cabo reacciones de absorcion para ciertas micotoxinasde tipo

aflatoxina, zearalenona y ocratoxina.”

Debido a que los hongos contaminan los cereales frecuentemente en lamayor
parte de los paises, la presencia de micotoxinas en materias primas y alimentospara
animales también llega a ser frecuente. Algunos ejemplos de micotoxinas identificadas
en materias primas y alimentoscontaminados de forma natural empleados en avicultura

son: aflatoxinas, ocratoxinas, zearalenonas, toxina T-2, vomitotoxina y fumonisina.'%
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En alimentacién de aves, los resultados positivos encontrados en modelos in
vitro para lasPCL como absorbente de micotoxinas coinciden con los estudios in vivo en
pollos deengorde, en los cuales las levaduras de S. cerevisiae y PCL fueron capaces de
contrarrestar los efectostoxicos de piensos contaminados con aflatoxinas suministrados
a las aves. En otrosestudios realizados con gallinas reproductoras de estirpe pesada,se
observd una reduccion en la productividad cuando las gallinas consumian piensos
contaminadas con aflatoxinassin embargo,cuando se les incorporaban PCL a los piensos
contaminados, las aves mostraban unarecuperacion parcial de los parametros de

productividad. En un estudio mds recienteZaghini en el 2005''*

, encontr6 que la
suplementacion de MOS a piensoscontaminados con aflatoxinas, resultaba en una
reduccion en la concentracion de metabolitos de aflatoxinas en el higado de gallinas

alimentadas con estos piensos contaminados.'?! 192

De manera general, los glucomananos adicionadosal alimento de pollos de
engorde a dosis de 0.5 a 1.0 kg por tonelada, mostraron sercapaces de contrarrestar los
efectos negativos de piensos contaminados con aflatoxinas sobre la productividad y
organos como el rifidon, higado, bolsa cloacal,timo y bazo de los pollos. En estudios, se
encontraron que los glucomananos adicionados en el alimento contaminado con
aflatoxinas y proporcionado a las aves, eran capaces de reducir la absorcion de la
aflatoxinas a escaladigestiva. En el caso de gallinas de postura, los glucomananos
adicionados a 2 kg portonelada de alimento mostraron resultados favorables sobre el
control de los efectosadversos de piensos contaminados con micotoxinas como

zearalenona y deoxinivalenol.!%% 104,105

En la tabla 10 se presentan de forma resumida una serie de estudios realizados
en aves, en los cuales se evalto la capacidad de aditivos provenientes de PCL descritos
como glucomananos esterificados para contrarrestar los efectos adversos de diferentes

micotoxinas suministradas a las aves.

1.10.8.4.Efecto tréfico sobre la mucosa digestiva.

Los efectos que pueden ejercer las levaduras de Saccharomyces sobre la
fisiologiadigestiva de los animales contintian siendo ampliamente desconocidos aunque

estudios realizadosen humanos y ratas con levaduras de S. boulardii suministradas
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oralmente, sugieren quela levadura podria ejercer un efecto trofico a escala de la
mucosa digestiva. Se encontrd un incremento significativo en la actividad especifica de
enzimas (sucrasa, lactasa, maltasa) de la membrana en el borde de cepillo de las células
epitelialesdel intestino delgado sin llegar modificarse la morfologia de la mucosa. En el
caso de las ratas, un estudio posterior sugiri6 que el efecto troficosobre la mucosa
digestiva podria ser mediado por el estimulo en la produccion y liberacidénendoluminal

de espermina y espermidina por parte de la levadura.!%® 197

En pollos de engorda, la suplementacién en el alimento con levaduras de S.
boulardii a una dosis de 0.2 Kg/Ton, result6 en una disminucién del nimero de
célulascaliciformes, menor profundidad en las criptas y no causo efectos en la altura y
amplitud de la vellosidades del ileon. En estudios recientes, se observo que el empleo de
levaduras de S. cerevisiae a una dosis de 5Kg/Ton de alimento o 25 veces mayor al
estudio deBradley en1994!% provocabaun incremento en la altura de las vellosidades y
un mayor valor para la proporcidnaltura/profundidad de las criptas de las vellosidades
del ileon. Ambos trabajos sugieren que al igual que en humanos y ratas,las levaduras de
Saccharomyces podrian ejercer un efecto trofico en la mucosa digestiva del pollo de

engorde}08ﬂo%110

Los resultados sobre empleo de fracciones de PCL en dietas parapollos pueden
sugerir también un efecto tréfico a escala de digestiva. Santinen2001'!! incorporo PCL
de Saccharomyces cerevisiae a 2 Kg/Ton de alimento de pollos de engorda, y
encontraron una mayor altura de las vellosidades en las tres secciones del intestino
delgado, observandose criptas menos profundas soloen el caso del yeyuno.

Posteriormente este efecto fue corroborado por Zhang en2005'!°

, quien adiciono a la
dieta de pollos de engorda 3 Kg de PCL por tonelada, encontrando una mayor altura de
vellosidades y mayor valor en laproporcion de la altura de la vellosidad/profundidad de
las criptas de la mucosa ileal. Enlos trabajos de Santin y Zhang, los autores sugirieron
quelas PCL causaron un efecto positivo en el desarrollo de la mucosa digestiva del
pollo, yaque los grupos alimentados con PCL mostraron un mayor crecimiento en
relacion a losgrupos controles sin PCL.!!% 116

1112

En otro estudio Iji en 200 evalu6 la inclusiéon de MOS a 1, 3 y 5 Kg por

tonelada de alimento sobre la morfologia y actividad enzimatica de lamucosa digestiva
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de pollos de engorda. Los resultados a los 21 dias de edad de las aves,mostraron que
con la dosis de 5 Kg de MOS se obtuvieron mayores alturas de vellosidades en yeyuno
y con 3 y 5 Kg se increment6 la actividad enzimatica de la membrana en bordede

cepillo de las células del epiteliales y el transporte de aminoacidos a nivel la mucosadel

yeyuno.'!8

Tabla 10. Efectos de la incorporacion de glucomananos de PCL a dietas para

pollos de engorda contaminadas de forma experimental con diversas micotoxinas.

113,114, 115, 116, 117

Dosis Efectos Autor
Kg/Ton
1.0 Recuperacion de parametros productivos y de la  Veldman,2004

funcién hepatica y renal por la intoxicacion con
aflatoxinas (300 ppb), OA (2000 ppb) y T-2 (3000
ppb)

0.5 Recuperacion de parametros productivos y de los Zaghini et al,

pesos relativos del higado y molleja, por la 2005
intoxicacion  conocratoxinas (8.4 ppb),

zearalenona (54 ppb) y T- 2 (32 ppb)

1.0 Mayor recuperacion de aflatoxina en el contenido Yianninkouris,
digestivo (menor absorcion digestiva) et al, 2003

1.0 Recuperacion de pardmetros productivos y de los  Aravind, et al,
pesos relativos del higado, rifién y timo, por la 2003

intoxicacion con aflatoxina (2000 ppb) y T-2 (1000

ppb)
0.5 Disminucion en la severidad de las lesiones Girishy
1.0 observadas en higado, rifion, bolsa de Fabricio, Devegowda,

timo y bazo por la intoxicaciéon con aflatoxina 504

(2000 ppb)

1.10.8.5. Estimulacion del sistema inmune.

En 1900 el investigador Von Dungernobservo que levaduras de Saccharomyces
cerevisiae utilizadas enla industria de panaderia, interactuaban con las proteinas del

complemento del sistema inmunitario. Posteriormente, en 1941 se encontr6 que el
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componenteactivo en la levadura involucrado en esta reaccién correspondia a la
fraccion insoluble de(1-3/1-6) pB-glucanos, polisacarido presente en mayor
concentracion en la PCL,denominandolo como “Zimozan”. La administracion de (1-
3/1-6) B-glucanos y depolimeros derivados de PCL de forma experimental a animales
mamiferos resulta enremarcables efectos en el sistema inmunitario, que incluyen
estimulacion de las célulasdel sistema reticulo endotelial, incremento de la resistencia a

infecciones y regresion de tumores.!!®

El mecanismo de accion propuesto es laestimulacion de la inmunidad innata,
especificamente a nivel de monocitos y macréfagos,células que presentan receptores
para B-glucanos, y que al ser estimulados inducen laproduccion de TNF-a, IL-1, factor
activador de plaquetas y metabolismo de loseicosanoides, conduciendo a un estado de
alerta inmunoldgico.En humanos, el consumo de levaduras resultdé en una serie
decambios a escala celular y humoral en los perfiles sanguineos. Esta serie de
cambiosincluyeron incrementos en las células de tipo eritrocitos, leucocitos,
célulaspolimorfonucleares, neutrofilos y componentes del sistema de proteinas del

complemento(C3, C5, C3d).!"% 120, 121,122

En ratas que consumieronSaccharomyces boulardii, se observé un incremento
significativo en lasconcentraciones de IgA secretora en el liquido intestinal y en las
concentraciones de la porcion secretora de las células cripticas de la mucosa intestinal.
Este incremento en la produccion de IgA totales y anti-Saccharomyces boulardiifue

0123

corroborado en estudios posteriores realizados por Rodriguesen 200 con ratones

gnotobidticos.?’- 123

En aves, los estudios sobre la respuesta inmunitaria con el empleo de la PCL
comoestructura completa, o con fracciones de B-glucanos son pocos,Santin en2001'!!
incluyo PCL a 2 Kg/Ton de alimento a dietas contaminadas con aflatoxinas (1000
ppb),proporcionadas a pollos de engorda vacunados contra el virus de la enfermedad de
Newcastle. Las determinaciones de anticuerpos en dias posteriores a la vacunaciénno
mostraron una mayor respuesta de anticuerpos vactnales en las aves que consumieron

PCL, no obstante este grupo de aves si mostré una mejor respuestainmunologica en un

posterior desafié con un virus cepa velogénica de la enfermedad de Newcastle.!!!
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Stanley en 2005'?* encontré que el empleo de PCL a 1 Kg/Ton en el alimento de
pollos de engorda representd beneficios en términos de un mejorcomportamiento
productivo en aves mantenidas en camas recicladas, que en un primerestudio
pertenecieron a aves inoculados con coccidias de tipo Eimeriamaxima y E. tenella,
efecto que represento un desafi6 inmunitario.'>*

1'% vacunocontra la

Con el empleo de B-glucanospurificados, Acevedo en200
enfermedad de Newcastle y suministraron porvia oral (1,3) B-glucanos a pollos de
engorda. En este caso la suplementacion de 5 y 10 mg/Kg de alimento resulté en una
mayor produccion de anticuerpos contra Newcastle. En otro estudio, los mismos autores
encontraron que pollos a los cuales se les suministré de forma intraperitoneal (1,3) B-
glucanos a dosis de 5 y 10 mg/Kg, mostraron una estimulacion en la respuesta T
inespecifica.!?

Un estudio mas reciente llevado a cabo en pollos de engorda por Guo en 2003'2
demuestra la capacidad inmunomoduladora de fracciones de B-glucanosprovenientes de
PCL e incorporadas en la dieta. En estos trabajos, los B-glucanosadicionados a 20 y 40
mg/Kg de alimento, indujeron mayor proliferacion de macrofagos,mayor produccion de
nitritos y de interleucina-1, ademas de mayores pesos relativos de la bolsa cloacal, timo
y bazo.!¢

Con utilizacién de MOS, Savage en 1996'%

, alimento pavos machos durante
53dias con 0.11% de MOS en la dieta, al final del periodo experimental obtuvieron
muestrasde sangre y bilis. Estas muestras fueron analizadas por técnicas de inmuno-
difusion radial y por inmuno-electroforesis, a pesar de que las pruebas de inmuno-
electroforesis no mostrarondiferencias en el perfil de anticuerpos, en el caso de las

pruebas de inmuno-difusion radial se observd unincremento de las inmunoglobulinas de

tipo IgG e IgA en sangre y en bilis de los pavos que consumieron MOS.'?’

En gallinas de postura, se evaluo el efecto de la suplementacionde MOS en la
dieta sobre la inmunidad humoral mediante la inoculacion de unasuspension de
albumina sérica bovina (ASB) y de gloébulos rojos de borrego (GRB). Una semana post-
inoculacion de los antigenos, los resultados deeste estudio mostraron que las gallinas

suplementadas con MOS a 500 g/Kg de alimento,tuvieron titulos de anticuerpos
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mayores de GRB, y en el caso de la ASB, sdlo seobtuvieron diferencias numéricas en la
1* y 2* semana post-inoculacion para los gallinas alimentadas con MOS. En otro estudio
realizado en gallinas depostura de estirpe pesada, la incorporacion de MOS en la dieta
resulto en un incrementosignificativo de la respuesta de anticuerpos contra la vacuna de

la infeccion de la bolsa cloacal en las madres y en la progenie.'?% 12
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2. JUSTIFICACION.

Debido a que el principal ingrediente en los alimentos balanceados son los
granos y que estos, con frecuencia se encuentran contaminados con aflatoxinas y este es
un problema que afecta el desempefo productivo de las aves de produccion y disminuye
su respuesta inmune es necesario implementar medidas de prevencion y/o controlcomo
son las paredes celulares de Saccharomyces cerevisiae para disminuir los efectos

causados por las toxinas.
3. HIPOTESIS.

El uso de pared celular de Saccharomyces cerevisiae (PCL 0.5 Kg/Ton)
disminuira los efectos negativos sobre los parametros productivos, inmunidad, perfil

bioquimico y pesos relativos de oOrganos blancoprovocadas por la ingesta de

aflatoxinasB1 y B2 (AFB 200 pg/Kg) en el pollo de engorda.
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4. OBJETIVOS.

4.1.0bjetivo general.

Evaluar la eficiencia de la PCL adicionada al alimento sobre los parametros
productivos, perfil bioquimico, respuesta inmune y morfologia celular en pollos de

engorda Ross 308 que consumen alimento contaminado con AFB.

4.2.0bjetivos particulares.

e Evaluar el desempefio productivo midiendo el peso vivo final, consumo de
alimento e indice de conversion alimenticia en pollos de engorda que consumen
alimento suplementado con PCL y/o AFB.

e [Evaluar el peso relativo de higado, rifién, bazo y bolsa cloacal en pollos de
engorda que consumen alimento suplementado con PCL y/o AFB.

e Evaluar la inmunidad, midiendo la respuesta a la vacunacion contra la
enfermedad de Newcastle por medio de una prueba de inhibicién de la
hemoaglutinacién en pollos de engorda que consumen alimento suplementado
con PCL y/o AFB.

e Evaluar el efecto sobre proteinas plasmaticas y albumina, mediante pruebas de
bioquimica sanguineaen pollos de engorda que consumen alimento
suplementado con PCL y/o AFB.

e Evaluar el efecto sobre los niveles de enzimas séricas (ALT, AST y FAS),
mediante pruebas de bioquimica sanguineaen pollos de engorda que consumen

alimento suplementado con PCL y/o AFB.
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5. DISENO EXPERIMENTAL.

Se emplearon 120 pollitos linea Ross 308 de 1 dia de edad, sin sexar, se

distribuyeron completamente al azar en 4 tratamientos con 3 repeticiones y 10 aves por

repeticion, el experimento tuvo una duracion de 49 dias.

Tabla 11. Distribucion de tratamientos.

Tratamiento Contenido de PCL y/o AFB

PCL 0,5 Kg/Ton

AFB 200 200pg/Kg

Mezcla PCL (0.5 Kg/Ton) + AFB (200 ug/Kg)
Control PCL (0 Kg/Ton) + AFB (0 pg/Kg)

Tabla 12. Actividades durante el experimento.

Dia Actividad
1 Recepcion de los pollos y division por tratamientos.
Pesaje de los animales y del alimento, vacunacion contra la enfermedad de
Newcastle.
14 Pesaje de los animales y del alimento.
21 Pesaje de los animales y del alimento, revacunacion contra la enfermedad de
Newcastle.
28 Pesaje de los animales y del alimento, muestreo de sangre, sacrificio para
realizar necropsias.
35 Pesaje de los animales y del alimento.
42 Pesaje de los animales y del alimento.
49 Pesaje de los animales y del alimento, muestreo de sangre, sacrificio para

realizar necropsias.

Desde el dia 1 hasta el 49, los animales disponian de agua y alimento ad libitum.

52



6. MATERIALES Y METODOS.

6.1.0btencion de aflatoxinas.

La obtencion de las aflatoxinas se llevd a cabo en las instalaciones del CAT

(Centro de Asimilacién Tecnologica) Campo 3, UNAM.

e Se utilizé maiz amarillo, el cual se sometié a un proceso de limpieza manual con
la finalidad de quitar los granos que pudieran estar rotos, sucios o pigmentados,
ya que estas caracteristicas pueden indicar que esos granos tienen una
contaminacion bacteriana o fungica; en seguida se evallio la presencia de
aflatoxinas totales por medio de columnas de inmunoafinidad de la marca

VICAM-AFLATEST®.130

e Se inocularon 32 Kg de maiz con una cepa de Aspergillus flavus obtenida de la
Unidad de Investigacion en Granos y Semillas (UNIGRAS) de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, identificada con el numero de cepa 28
productora de aflatoxina B; y aflatoxina B>. Se prepardé una suspension de

esporas a una concentracion de 1,556,000/10 ml y se afor6 a 100 ml.

*  Se analiz6 la humedad del maiz con un determinador de humedad Motomco®
919, obteniéndose un resultado de 12% de humedad. La humedad se ajusté a
19% para favorecer el crecimiento del hongo. Una vez determinada la humedad

se hizo una solucién con esporas para cada 1.5 Kg de maiz. !

e El tiempo de incubacion fue de 39 dias ajustado a una temperatura promedio de

27° C y humedad relativa del 19%. 3!

e Se lleg6 a un contenido final de 25,000 de AFB de pg/Kg de alimento, en un
total de 32 Kg de maiz, una vez alcanzado el contenido se esterilizo el alimento

para inactivar al hongo y las esporas viables y con esto preservar solo la toxina.
131
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e Se realizo determinacion de AFB totales para conocer los contenidos
homogéneos del alimento, para la realizacion de la evaluacion de los contenidos

de aflatoxinas, se utilizo la marca VICAM-AFLATEST®.!3!

e Se utilizd una mezcladora mecénica con cintas de acero (modelo Mix 20, con

capacidad de 20 Kg) para mezclar 200 pg de aflatoxinas/Kg de alimento.

6.2.Paredes celulares de Saccharomyces cerevisiae.

Se utilizé el producto Safmannan®, que se utiliza como suplemento nutricional
prebidtico para animales. Es una fuente purificada de manano-oligosacaridos y [3-
glucanos obtenidos de una levadura primaria inactivada para su uso en alimentos para
animales, su constitucion es:'?!

Tabla 13. Composicién de la PCL de Safmannan®.!3

Compuesto Porcentaje
B-glucanos 24% min
Mananos 22% min
Proteinas 14% min
Materia seca 97% min

Se utiliz6 una mezcladora mecénica con cintas de acero (modelo Mix 20, con

capacidad de 20 Kg) para mezclar 0.5 Kg de pared celular/Ton de alimento.

6.3.Caseta avicola.

Se utiliz6 la caseta de produccion avicola ubicada en el Centro de Ensefianza

Agropecuaria (CEA) de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan Campo 4.
Se realizd limpieza minuciosa de la caseta incluyendo piso, paredes, techo y

cortinas, posterior a la limpieza se realizd una desinfeccion por aspersion con

cuaternarios de amonio.
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Una vez desinfectado el lugar se instalaron:

Cortinas de poliuretano transparente en disposicion de tunel para mantener la
temperatura interna y manejar la ventilacion.

12 corraletas plasticas marca Sephnos® para lotificar a las aves, cada corraleta se
ajusto a un 4rea de 1.20 m2.

Viruta de madera que sirvié como cama para cada uno de los lotes.

12 bebederos marca Sephnos®con una capacidad de un galon durante las 2
primeras semanas del experimento.

12 bebederos de campana autométicos marca Sephnos®, que se utilizaron a
partir de la semana 3 del experimento.

12 chickfeedermarca Sephnos® durante las 2 primeras semanas del experimento.
12 comederos tipo tolva marca Sephnos®con capacidad de 5 Kg a partir de la
semana 3 del experimento.

3 criadoras tipo campana de gas marca PSI® 10 kw LP modelo 134.

Tapetes sanitarios en cada entrada de la caseta, los tapetes contenian
cuaternarios de amonio al 20%.

Se utilizo alimento balanceado marca Nutricion Técnica Animal®, para pollo de
engorda etapas de iniciacion y finalizacidon, sin ningin tipo de aditivo

alimenticio y con un andlisis nutricional como se muestra en la tabla 14:

Tabla 14. Composicion de la dieta utilizada.

Componente Iniciacion Finalizacion
Proteina (g/100g) 29.35 18.26
Cenizas (g/100g) 5.69 5.95
Humedad (g/100g) 8.27 8.19

Solidos Totales (g/100g) 91.73 91.81

Grasa (g/100 5.12 4.66
CHOS(g/100g) 43.3 54.75

Fibra % max 2.7 4

6.4. Parametros productivos.
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Se realizé el manejo zootécnico utilizado en las producciones comerciales de
pollo de engorda en México a 49 dias de produccion; el cual consiste en suministrar
alimento y agua al inicio de la jornada, realizar rondines cada determinado tiempo para
checar si existen anomalias en comederos, bebederos, ventilacion y retirar mortalidad si

existe.

Se identificaron a las aves con anillos plasticos en las patas, hasta las primeras 3
semanas y posteriormente se pigmentaron alas con pigmento no toxico base aceite, para
diferenciar a cada una de las aves. Para la lectura y registro de las variables productivas
como son peso corporal individual semanal, consumo de alimento semanal e Indice de
conversion alimenticia se utilizé una bascula digital Kg/Kg Torrey® PCR comercial,
donde se realizd la toma de estos datos semanales por cada corraleta hasta el final del

experimento.

Para conocer el consumo de alimento semanal se realizd el calculo diferencial
entre el alimento ofrecido durante la semana y el alimento rechazado al final de esa

s€émana.

El célculo para el indice de conversion alimenticia se llevo a cabo de la siguiente
manera:

Indice de conversion alimenticia = Kg de alimento consumido

Kg de peso vivo

6.5. Vacunacion.

Las aves se vacunaron contra el virus de la Enfermedad de Newcastle utilizando
una vacuna de virus vivo cepa La Sota, liofilizada (Laboratorios Maver®), esta se
administro por via ocular segliin las recomendaciones del fabricante a los dias 7 y 21 del
experimento. '

* Composicion. La vacuna de Newecastle virus vivo cepa La Sota liofilizada es

desarrollada en embrion de pollo SPF, bajo las mas estrictas normas de control
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decalidad y técnicas mas modernas de fabricaciéon que maximizan y garantizan
laintegridad de los antigenos.!?

Uso en: Aves.

Descripcion: solida, segura y confiable: la vacuna contra la enfermedad de
Newcastle cepa La Sota de Maver® contiene titulos los cuales se reflejan engran
proteccion de las aves contra esta enfermedad (no menos de 109). Es unavacuna
que no revierte a estados patogenos por el tipo de cepa que se utiliza, sin
embargo, confiere proteccion solida contra la enfermedad de Newcastle incluso
enzonas de alta incidencia o recurrencia.

Indicaciones:Estd indicada para la prevencion y control de la enfermedad de
Newcastle en aves sanas a partir de la primera semana deedad. La vacuna de
virus vivo de administracion ocular, confiere proteccion a niveltraqueal, produce
anticuerpos del tipo IgA secretor, protegiendo la via de entradanatural del virus
al organismo.

Dosis y via de administracion: Instilacion ocular; Una gota en el ojo por ave.
Advertencias:Manténgase en refrigeracion entre 2 a 7°C. Evite que el productose
congele. No se exponga a la luz solar. Una vez preparado el producto utilicelo
ensu totalidad a la brevedad.

Presentaciones.: Frascos con 25, 50, 100, 500 y 1,000 dosis de Vacuna virus

vivoliofilizada contra la enfermedad de Newcastle (Paramixovirus) cepa La sota.

6.6. Toma de sangre y obtencion de suero.

Se tomaron muestras de sangre los dias 28 y 49 por la técnica de puncion directa

a corazon, la sangre se utilizo para determinar proteinas totales y albumina; el suero fue

utilizado para la medicion de enzimas séricas y determinacion de titulos de anticuerpos

a través de la prueba de inhibicién de la hemoaglutinacién.'*?

6.6.0.1. Material para el muestreo de sangre y obtencion de suero.

5 cajas de tubo VacutainerBectonDickinson® de tapon rojo convencional, con un
volumen de 3 ml.

1 caja de jeringas hipodérmicas volumen 5 ml.

57



e 2 tubos de 100 pipetas capilares

e Tubos capilar translicido con EDTA k2 tapén lila, Volumen250-500 MCL.
e Micro centrifuga 50,000 rpm, Clay AdamsAU1®.

e 1 frasco de heparina sodica 25,000 UL

e (radillas.

e Mechero de bunsen.

e Refractometro Atago® ATC-S/Mill-E.

e Viales de cristal para conservacion de suero.

e Kit Albumina AA 6 x 120 ml de Wiener lab®.

e Kit Proteinas Totales AA 10 x 20 ml de Wiener lab®.

6.6.0.2.Método para el muestreo de sangre y obtencién de suero. 134

El muestreo de sangre se realiz6 por la técnica de puncion cardiaca; En la primer
toma de muestra se obtuvieron 3 ml de sangre y este volumen se verti6 en 2 diferentes
tubos de vacutainer; uno de ellos con heparina y el otro sin heparina, el tubo con
heparina se mantuvo con movimientos suaves para mezclar la heparina con la sangre y
evitar asi el proceso de coagulacion, el siguiente tubo se coloco en una gradilla con un
angulo de 45 grados y a temperatura ambiente para que se formara el coagulo,
posteriormente se colocaron estos tubos en la centrifuga a 15,000 g para que el coagulo

fuera més compacto y asi obtener suero en mayor cantidad.

Para la segunda toma de muestras el volumen final fue 5 ml y de esta cantidad se

tomaron 2.5 ml para obtencion de plasma y 2.5 ml para obtencion de suero.

Ya obtenidas las muestras se colocaron en viales limpios y estériles, para su

conservacion se refrigeraron las muestras de sangre completa a 4°C y el suero se llevo a

congelacion hasta -3°C. 13

6.6.1. Determinacion de proteinas totales y albumina.

La alteracion de la concentracion de proteinas plasmaticas depende de varios

factores; el estado nutricional, el estado de salud y la hidratacion influyen de manera
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importante. Los cambios en la concentracion de proteinas no indican la presentacion de
una enfermedad especifica, sino un estado de desbalance entre la sintesis proteica y el
catabolismo. La disminucion drastica se puede observar en enfermedades hepaticas y
renales. Aunque no todas las alteraciones de las proteinas séricas son de origen
hepatico, la combinaciéon de una baja de la albumina y/o un aumento de las

inmunoglobulinas es bastante sugestivo de enfermedad hepatica.'’

Para la determinacién de proteinas totales y albumina se utilizaron las técnicas

descritas por el laboratorio Wiener-Lab® (Figura 7 y 8).17°

Figura 7. Método colorimétrico para la determinaciéon de proteinas totales.!”

PROCEDIMIENTO
En tres tubos marcados B (Blanco), S (Standard) y D
(Desconocido), colocar:

B S D
Calibrador / Suero Patréon - 20 ul -
Muestra - - 20 ul
Reactivo A 2,0 ml 2,0ml 2.0 mil

Mezclar con varilla. Incubar durante 15 minutos a 37°C.
Leer en espectrofotometro a 540 nm o en fotocolorime-
tro con filtro verde (520-560 nm) llevando a cero con el
Blanco de Reactivo.

Figura 8. Método colorimétrico para la determinacién de albumina.!3¢

PROCEDIMIENTO
En tres tubos marcados B (Blanco), S (Standard) y D
(Desconocido), colocar:

B S D
Calibrador / Suero Patron - 10 ul -
Muestra - - 10 ul
Reactivo A 25 ml 25ml 2,5ml

Mezclar con varilla. Mantener los tubos entre 15 y 28°C
durante 10 minutos. Leer en espectrofotometro a 625 nm
o en fotocolorimetro con filtro rojo (620-650 nm) llevando
a cero con el Blanco de Reactivo.
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6.6.2.Determinacion de titulos de anticuerpos.

Se realizd separacién y conservacion de suero para realizar una prueba de
titulacién de anticuerpos vacunales contra la Enfermedad de Newcastle, utilizando la

técnica de inhibicion de la hemoaglutinacion.!*

6.6.2.1. Material para la técnica de inhibicion de la hemoaglutinacion.

e Placas fondo en U.

e Solucion PBS.

e Pipetas.

e Platina de calor.

e QGradillas.

e Tubos de ensaye volumen 5 ml.

e Matraz aforado 10 ml.

e Matraz aforado 50 ml.

e Matraz aforado 100 ml.

e Pipetas 1 mm.

e Pipetas 5 mm.

e Pipetas 10 mm.

e Bullas para pipeta.

e 1 Cronometro.

e Multipipetas INTECH® 0.2 -50 pl.
e Micropipeta 50-100 pl.

e Vacuna virus vivo liofilizado contra la enfermedad de Newcastle cepa La sota,

Laboratorio Maver®-.

6.6.2.2. Método para la técnica de inhibicion de la hemoaglutinacion.'3°

e Se coloca una gota de 0,025 ml de PBS en cada cubeta de la placa, exceptuando

el primer orificio de la primera columna.
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e Se colocan 0,025 ml de suero tratado y diluido 1/5 en cada cubeta de la primera
columna, utilizando una pipeta para cada suero. Se agrega una gota de 0,025 ml
a la segunda y ultima cubeta.

e Proceder a diluir dobles seriadas con las pipetas de 0,025 ml, desde la segunda
hasta la penultima cubeta.

e Agregar la suspension de virus con pipeta de 0,025 ml. una gota de 0,025 ml por
cubeta, excepto en la tltima.

e Dejar una hora a temperatura ambiente para que se de la unidn virus-anticuerpo.

e Agregar una gota de 0,05 ml. de la suspension de globulos rojos 1% a cada
orificio, incluyendo los controles de suero.

e Mezclar suavemente y dejar a 28 °C durante 30 min.

6.6.2.3 Interpretacion para la técnica de inhibicion de la hemoaglutinacion.

Se tomard como punto final de la actividad del suero, la maxima dilucién en la
que el fenémeno de hemoaglutinacion ha sido inhibido. El resultado se expresa en
Unidades Inhibidoras de la Hemoaglutinacion (UIHA). La dilucion de punto final de la
actividad del suero se multiplica por las unidades hemoaglutinantes del virus utilizado
(8 UHA) y esto nos dara el numero de dosis inhibitorias hemoaglutinantes del suero por

unidad de volumen.'*?

6.6.3.Perfil bioquimico.

Un apartado importante de la bioquimica sanguinea es la determinacion de
diversos parametros bioquimicos, es decir la concentracion de varias sustancias

quimicas transportadas por la sangre en algin momento dado.

6.6.3.1 Material para el perfil bioquimico.

e EspectrofétometroVaruan® Modelo Cary 100.
e Platina de calor.
e QGradillas

e Tubos de ensaye volumen 5 ml.
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e Matraz aforado 10 ml.

e Matraz aforado 50 ml.

e Matraz aforado 100 ml.

e Pipetas 1 mm.

e Pipetas 5 mm.

e Pipetas 10 mm.

e Bullas para pipetas.

e Cronometro.

e Multipipetas INTECH® 0.2 -50 ul.

e Micropipeta 50-100 ul.

e Kit GPT (ALT) UV AA Liquida 200ml: 4x40ml A + 1x40 ml B, Wiener-lab®.
e Kit GOT (AST) UV AA Liquida 200ml: 4x40ml A + 1x40 ml B, Wiener-lab®.

e Kit Fosfatasa Alcalina optimizada, 200 determinaciones, Wiener-lab®.

6.6.3.2.Determinacion de enzimas séricas.

Las transaminasas son enzimas que cumplen una funcién metabdlica en el
interior de las diferentes células del organismo, estas enzimas se encuentran presentes
en el tejido de muchos 6rganos (higado, rifiones, musculos, etc.). La concentracion de

las transaminasas en la sangre refleja la actividad del higado y otros érganos.

6.6.3.2.1 AlaninaAminotranferasa (ALT).

Los hepatocitos producen la enzima ALT. Concentraciones altas de ALT indica
muerte celular o una inflamacion del higado. A pesar de esto la ALT no siempre es buen
indicador de la funcionalidad del higado. Las concentraciones de ALT pueden
permanecer bajas incluso si el higado estd inflamado o si se estd formando tejido

cicatricial.'?’

6.6.3.2.2 AspartatoAminotransferasa (AST).

Asicomo la ALT, la AST es una enzima producida por las hepatocitos y ademas

los musculos también producen AST y se pueden encontrar niveles altos por procesos
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diferentes a la enfermedad hepatica. Muy a menudo la AST se encuentra en niveles
altos durante un infarto al miocardio. Las concentraciones de AST pueden ser normales,

y aun asi puede haber dafio hepatico.'?’

6.6.3.2.3Fosfatasa Alcalina (FAS).

La FAS es una enzima que se encuentra principalmente en higado (canaliculos
biliares), rifilones y huesos. Esta enzima se mide para determinar si una enfermedad esta
ubicada en las vias biliares o bien en el higado. Cuando hay concentraciones altas de
esta enzima y las concentraciones de ALT y AST son normales, puede existir un
problema en las vias biliares. Algunos trastornos oOseos también pueden causar

concentraciones altas de esta enzima.'’’

Para la determinacion de las enzimas ALT, AST y FAS, se utilizaron las técnicas

descritas por el laboratorio Wiener-Lab® (Figura 9, 10 y 11).138 139 140.

Figura 9. Método UV optimizado para la determinacion de

AlaninaAminotransferasa (ALT) en suero.!3®

PROCEDIMIENTO

A)30637°C
|- TECNICA CON REACTIVO UNICO
En una cubeta mantenida a 30-37°C, colocar:

Reactivo unico 1,0 ml

Preincubar unos minutos. Luego agregar:

Muestra 100 ul

Mezclar inmediatamente y disparar simultaneamente el
crondmetro. Esperar 90 segundos y leer la absorbancia
inicial (ver LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO) y lue-
go alos 1, 2y 3 minutos de la primera lectura. Determi-
nar la diferencia promedio de absorbancia/min (AA/min),
restando cada lectura de la anterior y promediando los
valores. Utilizar este promedio para los calculos.
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Figura 10. Método UV optimizado para la determinacion de

AspartatoAminotransferasa (AST) en suero.'>

PROCEDIMIENTO

A)30637°C
|- TECNICA CON REACTIVO UNICO
En una cubeta mantenida a 30-37°C, colocar:

Reactivo unico 1,0 ml

Preincubar unos minutos. Luego agregar:

Muestra 100 ul

Mezclar inmediatamente y disparar simultaneamente el
crondmetro. Esperar 90 segundos y leer la absorbancia
inicial (ver LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO) y lue-
goalos 1,2y 3 minutos de la primera lectura. Determi-
nar la diferencia promedio de absorbancia/min (AA/min),
restando cada lectura de la anterior y promediando los
valores. Utilizar este promedio para los calculos.

Figura 11. Determinacion de la actividad de la fosfatasa alcalina (FAS) en suero.!*

PROCEDIMIENTO
En tres tubos marcados B (Blanco), S (Standard) y D
(Desconocido) colocar:

B S D

Reactivo A reconstituido 0,5 mi 0,5 ml 0,5 ml

Preincubar en bafio de agua a 37°C unos minutos. Luego

agregar:
Suero - - 50 ul
Standard - 50 ul -
Mezclar, incubar exactamente 10 minutos (crondmetro)
y agregar:

Reactivo C 2,5ml 2,5 ml 2,5ml

Mezclar de inmediato cada tubo. Retirar los tubos del
bafio y leer en espectrofotometro a 520 nm o en fotoco-
lorimetro con filtro verde, llevando el aparato a cero de
absorbancia con agua destilada.
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6.7. Necropsias y obtencion de 6rganos.

Se realiz6 la necropsia de 2 aves de cada tratamiento los dias 28 y 49 para
realizar la tomar de muestras higado, riiidén, bolsa cloacal y bazo, igualmente se

examinaron a las aves que murieron a lo largo del experimento.

6.7.1. Material para necropsias y obtencion de 6rganos.

e Cuchillos.

e Pinzas de diseccion.

e Pinzas Kelly.

e Tijeras de Mayo.

e Bolsas Ziploc®.

e Solucion de formalina amortiguada al 10%.

e Bascula analitica g/g marca Omrom® wbs-05 con una capacidad del 0 a 5000 g.

6.7.2. Método para necropsias y obtencion de 6rganos.

La técnica de la necropsia se realizdo conforme al Manual de Necropsias de la

! una vez realizada la extraccion de

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlin'*
organos sistematica y ordenadamente se procedio a realizar el pesaje de los érganos
extraidos para cada ave, esto se hizo para valorar un indice morfométrico para poder asi

ponderar tamafio de ave y su relacion con el tamafio de los 6rganos.

Una vez realizado el pesaje de los érganos, se tomaron muestras de estos y se
infundieron en formalina al 10% para su fijacion y posterior procedimiento histologico,
con la finalidad de encontrar lesiones sugestivas por toxicidad por aflatoxinas y la

interaccién con la PCL.'43
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7. ANALISIS ESTADISTICO.

Las wvariables productivas, hematoldgicas e inmunoldgicas se analizaron
conforme a un disefio completamente al azar, realizando la comparacion de medias a
través de la prueba LDS (LeastSignificantDifference) con un nivel de significancia de

p<0.05.

El Método de la minima diferencia significativa (LSD) de Fisher, sustenta que el
riesgo global, puede ser considerablemente aumentado usando este método.
Especificamente en la medida que aumenta, el error tipo I, del experimento entre el
nimero de experimentos en el cual un error de tipo I es hecho y el nimero total de
experimentos se torna grande. El procedimiento LSD es sencillo de utilizar; se puede
aplicar tanto en modelos equilibrados como no-equilibrados. Ademas proporciona

también intervalos de confianza para diferencias de medias.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION.

Cuadro 1 y Grafica 1. Peso acumulado final (g), mostrando medias y error estindar en

pollos de engorda que consumen alimento suplementado con PCL y/o AFB.

Tratamiento Peso acumulado final
Media +EFE (g)

PCL 2925.00 + 14.43°%

AFB 200 2584.00 + 63.72%

Mezcla AFB + PCL | 2880.33 + 77.34°

Control 2850.00 + 15.01°
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AFB 200 Control Mezcla PCL 1
Tratamésnto

PCL= Paredcelular de Saccharomyces cerevisiae0.5 Kg/Ton,AFB= Aflatoxina 200= 200 pg/Kg, + EE= error

estandar,Literales diferentes se consideran con diferencia estadistica significativa a < 0.05

En el cuadro 1 se puede observar lo siguiente:

e [os tratamientos en los que se administro PCL en su dieta obtuvieron las medias
mas altas, sin diferencia estadistica entre estos tratamiento y el grupo control,
pero si se compara con el tratamiento AFB 200, si se presentd una diferencia

estadistica significativa (p<0.05).

e El tratamiento AFB 200, obtuvo la media mas baja del experimento y una
diferencia estadistica significativa (p<0.05) en comparacion con los demas
tratamientos. Este tratamiento obtuvo los pesos mas bajos de todo el
experimento, lo cual pude sugerir que las aflatoxinas ejercieron efectivamente

sus efectos negativos.
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Discusion:

Los beneficios obtenidos en los parametros de produccion del pollo deengorde a

partir de las PCL, han sido demostrados por autores como Zhang en 2005'!°

y Santin en
2003'% el efecto observado se dio en el peso corporal y la conversion alimenticia. Arce
en 2005'*?, realizo dos experimentos con pollos de engorde adicionando PCL a dietas
elaboradas con sorgo y soja a diferentes dosis (250, 500, 1000 y 1500 ppm). Los
resultados a los 49 dias mostraron que la utilizacién de PCL a 500 ppm produjo efectos

similares a los resultados obtenidos es este trabajo, la utilizacion en la dieta de PCL a

500 ppm, representdbeneficios de +3.6% y +2.6% en el peso final.

La utilizacion de las PCL como aditivo en el alimento del pollo de engorda en
periodos comerciales de 49 dias, muestra un aumento de los parametros productivos
como el peso final, debido a que son considerados como promotores del crecimiento de
las vellosidades intestinales aumentando asi la superficie de contacto en el intestino con
el alimento, favoreciendo la digestibilidad de los nutrientes contenidos en el

alimento.'!7 118

En este experimento se encontrd6 que el uso de las PCL en los pollos que
consumieron alimento contaminado con AFB resulto eficaz para reducir los efectos
negativos de las AFB sobre el peso final de los animales, coincidiendo con lo dicho por

la autora Eshak en 2010.!43

En este experimento se encontrd que el tratamiento AFB 200, mostro los pesos
mas bajos de todo el experimento, demostrando asi los efectos toxicos negativos de las

aflatoxinas, como lo menciona Rawal en el 2010.'#
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Cuadro 2 y Grafica 2. Consumo de alimento acumulado (g) mostrando medias y error

estandar en pollos de engorda que consumen alimento suplementado con PCL y/o AFB.

Tratamiento Consumo de alimento
Media + EE (g)
PCL 475133 + 7.83°
AFB 200 4852.33 + 13.67°
Mezcla AFB + PCL | 5193.33 + 27.434
Control 4417.33 + 1691 °*
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AFB 200 Control Mezcls PCL 1
Tratamiento

PCL= Paredcelular de Saccharomyces cerevisiae0.5 Kg/Ton,AFB= Aflatoxina 200= 200 ng/Kg, + EE= error

estandar,Literales diferentes se consideran con diferencia estadistica significativa a < 0.05

e En el cuadro 2 se observa que el tratamiento Mezcla tuvo medias mas altas en
comparacion con los otros tratamientos, mientras que los grupos Control y PCL

obtuvieron los consumos mas bajos del experimento.

e El tratamiento AFB 200 obtuvo un consumo “medio”, siendo mas bajo al

tratamiento Mezcla, pero mayor a los otros dos tratamientos.

e (ada tratamiento mostro una diferencia estadistica significativa (p<<0.05) en

comparacion con los demas tratamientos.
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Discusion:

Autores como Arce en 200542 y Keller en 2012!* exponen que el consumo de
dietas suplementadas con PCL y/o AFB no presentaban diferencia estadistica
significativa entre estos tratamientos ni entre los controles; Dalvi en 1984'% menciono
que en pollos de engorda que consumen aflatoxinas, el consumo de alimento desciende
drasticamente en comparacion con pollos con dietas sin aflatoxinas; Oguz en el 2000'
reporta un aumento significativo del consumo de alimento en pollos que consumieron
alimento contaminado con aflatoxina Bi, coincidiendo con los resultados obtenidos en
este trabajo, sin embargo la diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre todos los
tratamientosbien pudo deberse a situaciones del microclima de la caseta avicola, es
importante notar que aunque el tratamiento AFB 200 a pesar de haber obtenido un
mayor consumo de alimento comparado con los tratamientos PCL y Control, obtuvo un

menor peso final de los animales, lo que indica que los tratamientos PCL y Control

tuvieron un mejor Indice de conversion alimenticia.
El tratamiento que mostro un mayor consumo de alimento fue el Mezcla, sin

embargo este consumo no se vio reflejado en el peso final ya que este tratamiento tuvo

pesos similares a los tratamientos PCL y Control.
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Cuadro 3 y Grafica 3. Indice de conversién alimenticia (IC) mostrando medias y error

estandar en pollos de engorda que consumen alimento suplementado con PCL y/o AFB.

Tratamiento Indice de conversion
Media + EE
PCL 1.56 £ 0.0333®
AFB 200 240+ 0.0577 ¢
Mezcla AFB + PCL | 2.00 £+ 0.0000"
Control 1.70 £ 0.1000?
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AFB 200 Cromtred Mezcla PCL 1
Tratamisnto

PCL= Paredcelular de Saccharomyces cerevisiae0.5 Kg/Ton,AFB= Aflatoxina 200= 200 ng/Kg, + EE= error

estandar,Literales diferentes se consideran con diferencia estadistica significativa a < 0.05

e EIl tratamiento PCL, aunque obtuvo la media mas baja del experimento no
muestra diferencia estadistica significativa (p>0.05) si se compara con el grupo
Control, pero si se presenta si se compara con los tratamientos AFB 200 y

Mezcla.

e El tratamiento que obtuvo las medias mas altas fue el de AFB 200, cabe destacar
en este punto que este tratamiento obtuvo las medias mas bajas en el apartado

del peso final de los animales.

e El tratamiento Mezcla fue el segundo con la media més alta del tratamiento, lo
que pudiera indicar que las PCL tuvo un efecto positivo al interactuar con las

aflatoxinas.
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Discusion:

Es importante notar el hecho de que al adicionarse la PCL en las dietas de pollo
de engorda, muestren un efecto positivo en el apartado del indice de conversion
alimenticia, ya que el tratamiento PCL obtuvo el indice de conversion mas bajo del
experimento, asi mismo, en el tratamiento Mezcla se pudo observar el efecto positivo
sobre las aflatoxinas ya que disminuyo significativamente el indice de conversion si se
compara con el tratamiento AFB 200.

Este mismo efecto es reportado por Santin en el 2003!%3

, en donde los
tratamientos a los que le adiciono PCL mostraron los mejores indices de conversion
alimenticia en comparacion a los grupos controles y a los que tenian algun contenido de

aflatoxinas.

Los autores Santin en el 2001, Iji en el 2001'? y Rosen en el 2005'*3sefialan
que las PCL son de los promotores nutricionales que mas influyen en la funcion
intestinal, favoreciendo a las vellosidades intestinales mediante un efecto trofico de
estas, lo que se traduce en un aumento de la superficie de contacto en el intestino con el
alimento, favoreciendo asi la digestibilidad y absorcion de los nutrientes contenidos en

el alimento.
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Cuadro 4 y Grafica 4. Concentracion de proteinas totales (g/L) mostrando medias y error

estandar en pollos de engorda que consumen alimento suplementado con PCL y/o AFB.

Tratamiento Proteinas totales
Media + EE (g/L)
PCL 31.40 + 1.12°
AFB 200 21.60 + 4.07°?
Mezcla AFB +PCL | 29.70 + 2.15°
Control 25.65 + 0.62®
5 0 b b 1
E 7 zb -
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AFE 200 Control Mezcla PCL 1
Tratamisntos

PCL= Paredcelular de Saccharomyces cerevisiae0.5 Kg/Ton,AFB= Aflatoxina 200= 200 ng/Kg, + EE= error

estandar,Literales diferentes se consideran con diferencia estadistica significativa a < 0.05

e En el cuadro 4 se observa que la concentracion de proteinas totales es menor en
el tratamiento AFB 200 si se compara con los demds tratamientos, aunque no
tiene diferencia estadistica significativa (p>0.05) con el tratamiento Control,
pero si se presenta una diferencia estadistica significativa (p<0.05)

comparandolo con los tratamientos en los que se suplemento la PCL.

e Los tratamientos en los que se suplemento PCL obtuvieron las medias mas altas
de proteinas totales del experimento, obteniendo una diferencia estadistica
significativa (p<0.05) comparandose con el tratamiento AFB 200 mas no asi en

comparacion con el tratamiento control.
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Discusion:

La comparacion de las concentraciones de proteinas totales en los distintos
tratamientos presentd diferencias estadisticas significativas (p<0.05), estos resultados
coinciden con los de otros autores como Devegowda en 1995'%°, Nilson en 20043 y
Dimovelis en 2004'3!, quienes obtuvieron concentracion de proteinas totales
significativamente menores en los tratamientos en donde adicionaron aflatoxinas a las
dietas de pollos de engorda y posteriormente incrementaron al incluir PCL en las

mismas dietas con aflatoxinas.

El hecho de que el tratamiento AFB 200 presente una baja concentracién de
proteinas totales puede deberse a una mala composicion de la dieta, pérdidas de
proteinas plasmaticas por presencia de hemorragias o bien por la incapacidad del higado
para producir albumina debido a la presencia de hepatitis, cirrosis o alguna otra
patologia del higado; siendo estos, problemas conocidos causados por las aflatoxinas y
es de destacar el efecto positivo que se presentd en los tratamientos con PCL

aumentando la concentracion de proteinas plasmaticas.
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Cuadro 5 y Grafica 5. Concentraciéon de albumina (g/L)) mostrando medias y error

estandar en pollos de engorda que consumen alimento suplementado con PCL y/o AFB.

Tratamiento Albumina

Media + EE (g/L)
PCL 4478 £ 1.50°¢
AFB 200 23.60 £ 1.47°®
Mezcla AFB + PCL | 33.42 + 3.15°
Control 2396 + 1.20%

Albumina {ga)

i:— Ib 3
T

AFB 200 Contral Mezcls PCL 1
Tratamientos

PCL= Paredcelular de Saccharomyces cerevisiae0.5 Kg/Ton,AFB= Aflatoxina 200= 200 ng/Kg, + EE= error

estandar,Literales diferentes se consideran con diferencia estadistica significativa a < 0.05

En el cuadro 5 se observa que el tratamiento PCL obtuvo la concentracion de
albumina mas alta del experimento obteniendo una diferencia estadistica

significativa (p<0.05) en comparacion con los otros tres tratamientos.

Se puede observar que los tratamientos AFB 200 y Control obtuvieron las
concentraciones mas bajas mostrando diferencia estadistica significativa
(p<0.05) comparados con los tratamientos a los que se le suplemento la PCL, el
tratamiento Mezcla obtuvo resultados mas elevados de estos dos tratamientos
pero menores al tratamiento PCL, lo cual pudiera indicar que la PCL actud

positivamente sobre las aflatoxinas.
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Discusion:

El tratamiento AFB 200 indica que los niveles bajos obtenidos de albumina en
comparacion con los otros tratamientos fue debido al efecto toxico que tienen las
aflatoxinas sobre el higado, ya que este 6rgano es el responsable de proveer las
proteinas que ayudan a regular la presion osmotica, las disminuciones de albumina mas
comunes se producen por la pérdida de esta proteina por via urinaria, perdida intestinal

o bien por disminucion en su sintesis.!>

El autor Raju en el 2000'% reporta una disminucion de las concentraciones de
albumina de pollos de engorda que consumieron dietas contaminadas con aflatoxinas,
coincidiendo asi con los resultados del presente trabajo, sin embargo el autor Tedesco
en el 2004'%*menciona que no se observaron cambios en las concentraciones de la
proteina, esto se pudiera explicar porque la dosis de aflatoxina que utilizo el autor fue

menor a la que se utilizé en el presente trabajo (100 pg/Kg).
Es notable que al haber utilizado las PCL junto con las AFB en la dietas,

funciono positivamente en las concentraciones de albuminadado a la capacidad

adsorbente de aflatoxinas que poseen las PCL.!%*
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Cuadro 6 y Grafica 6. Inhibicion de la Hemoaglutinaciéon (UIHA) mostrando medias y

error estandar en pollos de engorda que consumen alimento suplementado con PCL y/o

AFB.
Tratamiento Media + EE (UIHA)
PCL 1664 + 221.7°
AFB 200 224 £ 55402
Mezcla AFB+PCL | 736 + 55.42%
Control 1600 + 258.6°
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AFB 200 Control Mezcla PCL 1
Tratamients

UIHA,
.

PCL= Paredcelular de Saccharomyces cerevisiae0.5 Kg/Ton,AFB= Aflatoxina 200= 200 ng/Kg, + EE= error

estandar,Literales diferentes se consideran con diferencia estadistica significativa a < 0.05

e En el cuadro 6 se observa que los tratamientos a los que se le administro
aflatoxinas, tuvieron una diferencia estadistica significativa (p<0.05) en
comparacion con los otros dos tratamientos, obteniendo los titulos de
anticuerpos mas bajos para la enfermedad de Newcastle. El tratamiento Mezcla a
pesar de no tener diferencia estadistica con el tratamiento AFB 200, presento un

leve aumento en los titulos de anticuerpos en comparacion con este.

e Los tratamientos PCL y Control obtuvieron titulos altos de anticuerpos contra
Newcastle sin obtener diferencia estadistica significativa (p>0.05) entre ellos,
pero comparados con los tratamientos en los que se le administro aflatoxinas, si

se obtuvo una diferencia estadistica significativa (p<0.05).
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Discusion:

Distintos investigadores como Azzam en 1998!%° Gabal en 1998!6, Mani en
2001'7 y Saume en 2001'8, encontraron una disminucion de los titulos de anticuerpos
en pollos de engorda que consumieron alimento contaminado con aflatoxinas en dosis

de entre 100 y 300 pg/Kg, el autor Saume en 20018

en su trabajo utilizo los mismos
contenidos de aflatoxinas que se utilizaron en el presente trabajo, mostrandose la misma

disminucién de los titulos de anticuerpos contra la enfermedad de Newcastle.

El tratamiento Mezcla mostro un leve aumento de los titulos de anticuerpos
comparado con el tratamiento AFB 200, aunque no se marco una diferencia estadistica
significativa (p>0.05) entre ambos tratamientos, pero aunque el aumento de los titulos
fue muy poco se puede decir que las PCL actuaron como adsorbente de las aflatoxinas,
Goémez en 2009'*menciona que las dietas para pollos de engorda suplementadas con
PCL mejoran los pardmetros productivos ya que secuestran a las aflatoxinas para no

dejarlas biodisponibles en el organismo mejorando asi también la respuesta vacunal.

En el presente trabajo se hace notar que la adicion de PCL incremento los titulos
de anticuerpos contra la enfermedad de Newcastle, esto concuerda con lo publicado por
investigadores como Shashidhara en 2003'®° quien utilizo una fraccion purificada de
PCL, mostrandose un aumento significativo en el titulo de anticuerpos de las aves que

consumieron esa dieta.
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Cuadro 7. Concentracion de enzimas séricas (ALT, AST y FAS) (u/L) mostrando medias y

error estandar en pollos de engorda que consumen alimento suplementado con PCL y/o

AFB.
Tratamiento ALT AST FAS
Media + EE (u/L) Media + EE (u/L) Media + EE (u/L)
PCL 0.013 £ 0.00162 0.062 + 0.0200? 0.005 £ 0.0200*
AFB 200 0.023 + 0.0059° 0.114 + 0.0075¢ 0.012 £ 0.0075¢
Mezcla AFB + PCL | 0.008 + 0.0024 * 0.102 + 0.0064 *¢ 0.007 + 0.0064 °
Control 0.004 £ 0.0016* 0.067 + 0.0135® 0.004 + 0.0135°

PCL= Paredcelular de Saccharomyces cerevisiae0.5 Kg/Ton,AFB= Aflatoxina 200= 200 ng/Kg, + EE= error

estandar,Literales diferentes se consideran con diferencia estadistica significativa a < 0.05

Grafica 7. Concentracion de Alanina Amino Transferasa (u/L) mostrando medias y error

estandar en pollos de engorda que consumen alimento suplementado con PCL y/o AFB.
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Grafica 8. Concentracion de Aspartato Amino Transferasa (u/L) mostrando medias y

error estindar en pollos de engorda que consumen alimento suplementado con PCL y/o

AFB.
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Grafica 9. Concentracion de Fosfatasa Alcalina (u/L) mostrando medias y error estandar

en pollos de engorda que consumen alimento suplementado con PCL y/o AFB.
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En el cuadro 7 se puede ver que para la ALT, el tratamiento AFB 200 obtuvo la
concentracion mas alta del experimento mostrando una diferencia estadistica
significativa (p<0.05) en comparacion con los demads tratamientos. Los
tratamientos a los que se le administro PCL y el grupo Control mostraron
concentraciones bajas de esta enzima aunque entre ellos no se presentd
diferencia estadistica significativa (p>0.05).El tratamiento Mezcla fue el que
obtuvo la segunda concentracion mas baja, si se compara con el tratamiento
AFB 200, la disminucion de la enzima ALT pudo haberse presentado por el

efecto positivo de la interaccion de las PCL con las aflatoxinas.

Se puede observar que la concentracion de la enzima AST fue més alta en los
tratamientos en los que se administrd aflatoxina, el tratamiento AFB 200 fue el
que presento medias mas altas presentando una diferencia estadistica
significativa (p<0.05) con respecto al tratamiento PCL y al Control. La
concentracion de tratamiento Mezcla fue la segunda mas alta mostrando
diferencia estadistica significativa (p<0.05) comparada con el tratamiento PCL,
mas no asi con los otros dos tratamientos. Si se compara la concentracion de la
enzima en el tratamiento Mezcla con la concentracion presente en el tratamiento
AFB 200, podemos observar una leve disminucion de esta, esto pudo ser debido
a los efectos que tienen las PCL sobre las aflatoxinas.El tratamiento PCL obtuvo
las medias mas bajas del experimento mostrando una diferencia estadistica

significativa (p<0.05) comparada con los tratamientos a los que se le administro
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aflatoxinas, pero no mostro diferencia estadistica significativa (p>0.05) con el

tratamiento Control, ya que obtuvieron medias muy parecidas.

En el cuadro 7, se puede observar que el tratamiento AFB 200 tuvo Ia
concentracion de FAS mas alta del experimento obteniendo asi una diferencia
estadistica significativa (p<0.05) con respecto a los demas tratamientos. El
tratamiento Mezcla obtuvo la segunda concentracion mas alta, mostrando asi
una diferencia estadistica significativa (p<<0.05) si se compara con los otros tres
tratamientos.Los tratamientos que mostraron las medias mas bajas fueron el
tratamiento PCL y Control, no mostrando diferencia estadistica significativa
(p>0.05) entre ellos, pero si se mostr6é al compararse con los tratamientos a los

que se le administro las AFB.
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Discusion:

La enzima ALT se encuentra principalmente en higado y en menores cantidades
también en rifiones, corazén y musculo; cuando se presenta una lesion en alguno de
estos oOrganos, los niveles de esta enzima aumentaran y tomando en cuenta que el
organo blanco de las aflatoxinas es el higado, se puede deducir que el incremento de la
concentracion de la ALT en el tratamiento AFB 200 se debe a las lesiones provocadas
por las toxinas en el higado. Los autores Oguz en 2002'®'y Surai en 2005'%’reporta un
incremento en las concentraciones de la ALT en pollos de engorda que consumieron
alimento contaminado con aflatoxinas (50-100 ppb), esto debido probablemente a
lesiones histologicas encontradas en los higados de estos pollos. El hecho de que en el
tratamiento Mezcla se encontraran concentraciones mas bajas en comparacion con el
tratamiento AFB 200 puede deberse a la accidén adsorbente que ejercen las PCL sobre

las aflatoxinas.

La enzima AST se localiza en varios tejidos del organismo y cuando alguno de
estos llega a presentar algun dafio se pueden encontrar altas concentraciones de esta

enzima en el suero. Valdivia en 200163

reporta un incremento de esta enzima en pollos
de engorda que consumieron alimento contaminado con aflatoxina a una dosis de 70
ng/Kg, esta dosis es menor a la usada en el presente trabajo, con lo que se puede decir
que a un mayor contenido de aflatoxina, como se utiliz6 en este trabajo (200 pg/Kg), la
magnitud de los efectos negativos de las toxinas se vera incrementada. En este apartado
se recalca de nuevo el efecto positivo que tuvieron las PCL, se sugiere asi, que la
severidad de las aflatoxinas puede ser disminuida con la adicion de este producto en las

dietas.

En los resultados de este trabajo se muestra el aumento de la enzima FAS en los
tratamientos que consumieron alimento contaminado con aflatoxinas, debido muy
seguramente al dafio celular ocasionado por las toxinas. Denli en el 2009'%* menciona
que el consumo de alimento contaminado con aflatoxinas (100 ppb) en pollos de
engorda mostro un aumento en la concentracion de FAS, en tal trabajo se demostrd que
la presencia de aflatoxinas, aumenta la presencia de la enzima en sangre debido al dafio
celular que ocasionan las aflatoxinas. El mismo resultado se pudo observar en el

presente trabajo, al obtener concentraciones mayores de FAS en el tratamiento AFB
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200. Asi mismo en el presente trabajo se pudo observar el efecto benéfico que
mostraron las PCL en el tratamiento Mezcla, ya que no solo se han observado cambios
positivos en las variables productivas sino que ademas estos efectos positivos también

pueden ser observados en la dinamica enzimatica, Stanley en 199316°

menciono que la
adicion de PCL (1 Kg/Ton) a dietas contaminadas con aflatoxinas para pollos de
engorda no mostro eficacia para disminuir los efectos negativos de las toxinas, con esto,
se puede pensar que el contenido utilizado en este experimento (0.5 Kg/Ton) es mas

eficaz contra las aflatoxinas.
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Cuadro 8. Peso relativo de érganos (Higado, riiion, bazo, bolsa cloacal %) mostrando

medias y error estandar en pollos de engorda que consumen alimento suplementado con

PCL y/o AFB.
Tratamiento Higado Rifion Bazo Bolsa cloacal
Media + EE (%) | Media+ EE (%) | Media+ EE (%) | Media + EE (%)
PCL 2,61+ 0.13° 0.70 +£0.0395 ® 0.18+ 0.003° | 0.18+ 0.011°
AFB 200 3.87+ 0.27° 0.93 +£0.0481° 0.09+ 0.010° 0.13+ 0.007°?
Mezcla AFB +PCL | 3.38 + 0.08° 0.73 £ 0.6895 * 0.14 + 0.003°® 0.15+ 0.004°
Control 274+ 0.18% 0.79 £ 0.0763 ® 021+ 0.027 ¢ 0.19+ 0.008°

PCL= Paredcelular de Saccharomyces cerevisiae0.5 Kg/Ton,AFB= Aflatoxina 200= 200 pg/Kg, + EE= error

estandar,Literales diferentes se consideran con diferencia estadistica significativa a < 0.05

Grafica 10. Peso relativo de Higado (%) mostrando medias y error estindar en pollos de engorda

que consumen alimento suplementado con PCL y/o AFB.
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Grafica 11. Peso relativo de rifion (%) mostrando medias y error estindar en pollos de engorda que

consumen alimento suplementado con PCL y/o AFB.
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Grafica 12. Peso relativo de bazo (%) mostrando medias y error estandar en pollos de engorda que

consumen alimento suplementado con PCL y/o AFB.
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Grafica 13. Peso relativo de bolsa cloacal (%) mostrando medias y error estindar en pollos de

engorda que consumen alimento suplementado con PCL y/o AFB.
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En el cuadro 10 se puede apreciar que para el higado los tratamientos que
contenian AFB en las dietas, mostraron 6rganos mas grandes y por ende de
mayor peso mostrando una diferencia estadistica (p<0.05) con los tratamientos

PCL y Control.

Se puede apreciar que para el riiidn, el tratamiento AFB 200 mostr6 el 6rgano
mas grandes y por ende de mayor peso, mostrando una diferencia estadistica
(p<0.05) con los otros 3 tratamientos, estos tratamientos registraron medias

similares sin mostrar diferencia estadistica (p>0.05) entre ellos.

Los pesos mds bajos que se registraron con respecto al bazo fueron los del

tratamiento AFB 200 mostrando wuna diferencia estadistica (p<0.05)
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comparandolo con los demds tratamientos, el tratamiento Mezcla obtuvo
mejores pesos mostrando una diferencia estadistica con los tratamientos AFB
200 y Control, siendo este ultimo tratamiento el que mayor medias registro
marcando una diferencia estadistica (p< 0.05) si se compara con los tratamientos
que contenian AFB; el tratamiento PCL a pesar de tener medias altas, solo

marca una diferencia estadistica con el tratamiento AFB 200.

Respecto a la bolsa cloacal los tratamientos que registraron mejore pesos del
organo, fueron los tratamientos PCL y Control obteniendo una diferencia
estadistica (p< 0.05) comparados con los tratamientos a los que se le administro
AFB; el tratamiento AFB 200 a pesar de tener medias mas bajas que el
tratamiento Mezcla no marco una diferencia estadistica (p<0.05) con este

ultimo.
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Discusion:

En el presente trabajo se observd que los pollos de engorda que consumieron
dietas suplementadas con PCL mostraron pesos relativos menores de higado y rifidén en
comparacion a las aves que consumieron dietas contaminadas con aflatoxinas, esto,
debido a que el principal 6rgano blanco de las aflatoxinas es el higado, pudiendo
provocar un proceso inflamatorio de curso crénico en este 6rgano y una tumefaccion
celular en rifiones como lo comentan los autores Aravind en 2003''® y Girish en

20047,

Con respecto a los 6rganos linfoides como bazo y bolsa cloacal, los peores pesos
se registraron en el tratamiento AFB 200 ya que al igual que en el higado, actian
negativamente sobre estos 6rganos, en este caso provocando deplecion linfoide y atrofia
de dichos 6rganos como lo refieren los autores Perozo en 2003'°® y Torrealba en
2001'%7, que en sus respectivos trabajos obtuvieron resultados semejantes a los
expuestos en este trabajo. Guo en 2003'*% y Ao en 20047° mencionan un incremento de
los pesos relativos del bazo y la bolsa cloacal en aves que consumian alimento
contaminado con aflatoxinas y al que se le adiciono PCL en dosis de 1 Kg/Ton, en el
presente trabajo se pudo observar lo mismo, con la diferencia que el contenido que se
utilizo fue menor (0.5 Kg/Ton), indicando que aun a contenidos bajos, las PCL pueden

actuar de manera efectiva hacia las aflatoxinas.
Asi se puede senalar que las PCL actuaron de manera positiva al secuestrar de

manera efectiva a las aflatoxinas para evitar el impacto negativo de estas sobre el

higado, rifién, bazo y bolsa cloacal.
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9. CONCLUSIONES.

El uso de las PCL como suplemento en las dietas (0.5 Kg/Ton), mejoro los
parametros productivos (consumo de alimento, indice de conversion alimenticia y
ganancia de peso), esto se traduce en un mejor desempeno de los animales en la

produccion trayendo consigo mejores beneficios para el productor avicola.

Las PCL demostraron ser eficaces en dietas contaminadas con aflatoxinas (200
ng/Kg), disminuyendo sus efectos negativos y mejorando los parametros productivos de

los pollos que consumieron aquella dieta.

El uso de las PCL adicionadas en el alimento contaminado con aflatoxinas,
obtuvo una buena respuesta en la concentracion de proteinas totales y de albumina, lo
que indico que el higado reacciono favorablemente a la presencia de este producto, cabe
recordar que el higado es el lugar en donde se lleva a cabo la sintesis de proteinas y por

lo tanto un higado sano tendra niveles 6ptimos de proteinas.

El contenido de aflatoxinas a 200 ug/Kg en el alimento del pollo de engorda,
impactd de manera negativa sobre la respuesta vacunal hacia la enfermedad de
Newcastle, pero la adicion de las PCL mejoro la respuesta a la vacunacion mostrando
titulos de anticuerpos mas altos, esto, debido a la capacidad que tienen para secuestrar a
las aflatoxinas y no dejarlas biodisponibles para su absorcion, evitando asi los efectos

que pudieran ocasionar sobre la inmunidad.

La concentracion de las enzimas ALT, AST y FAS se vieron alteradas cuando
las aflatoxinasse encontraban en el alimento, sin embargo, la concentracion de estas
enzimas disminuyo en el tratamiento en donde las aflatoxinas interactuaron con las
PCL, lo que indica que las PCL actuaron de manera efectiva en el secuestro de las

toxinas, disminuyendo asi los efectos toxicos sobre sus dérganos blancos.

La utilizacion de las PCL redujo los efectos negativos de las aflatoxinas, este
efecto se aprecid en el peso relativo del higado y rifion, mostrando mejores pesos de los
organos cuando estos dos compuestos interactuaron en comparacion con el tratamiento

que solo contenia aflatoxinas.
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Los organos linfoides como bazo y bolsa cloacal, obtuvieron mejores pesos en la
dieta en la que se administraron las PCL si se compara con el tratamiento al que solo se
le administro aflatoxinas, demostrando asi que las PCL actuaron de manera efectiva
hacia las toxinas disminuyendo sus efectos negativos sobre estos oOrganos, lo que
significa una mejora en la inmunidad de las aves y por lo tanto un mejor desempeio

productivo.
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