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RESUMEN

Se realiz6 un estudio para determinar el efecto de bajas con
centraciones (70 ug/kg) de Aflatoxina By purificada (AFB1) so-
bre los valores hematoldgicos de pollos de engorde, la exposi-
cion a niveles subclinicos de AFB1 es causa de bajo rendi-
miento en la industria avicola a consecuencia de sintomatolo-
gia que va desde anemia hasta un comprometimiento de la
respuesta inmune. Se utilizaron 480 pollos de la linea Hubbard
x Hubard de un dia de edad y se dividieron en dos grupos de
240 animales: Control (T1) alimento comercial sin niveles de-
tectables de AFB1 y Tratamiento (T2) alimento contaminado
con 70 ug/kg de AFB;. El dia 42 se tomaron muestras de san-
gre a 32 aves de cada grupo para determinar: Proteinas Tota-
les (PT) Hematocrito (Hcto), Hemoglobina (Hem), Recuento de
Glébulos Rojos (GR), Recuento de Glébulos Blancos (GB) y
Hemograma (DIF). La base de datos fue analizada para un di-
sefio completamente aleatorizado a través de una analisis de
la variancia y comparaciones de medias utilizando la opcién
GLM del SAS. Los valores para el T1 fueron: (PT) 3,18 £ 0,42
g/dl; (Hcto) 28,9 +2,48%; (Hem) 9,05 + 1,10 g/dl; (GR) 2,65 +
0,41 millones /mL; (GB) 6951,56 + 3435 glébulos /mL, los cua-
les no difieren de los resultados del T2. Todas las aves del en-
sayo presentaron linfopenia, heterofilia y monocitosis, lo que
es compatible con un hemograma de stress calorico. Se con-
cluye que 70 ug/kg AFB1 durante seis semanas no es capaz
de afectar significativamente la respuesta hematoldgica en po-
llos de engorde.
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ABSTRACT

Sub-clinical aflatoxin exposure induces losses in the poultry
industry due to an impairment in immune response and anae-
mia. In order to determine the haematological response of
broilers over continuous low level exposure to Aflatoxin Bi
(AFB1) a study was realized. An experiment utilized 480 one
day old male hubbard x hubbard chicks. 240 chicks were
assigned to each of two treatments that were established:
Control (T1) non Aflatoxin detectable level commercial diet and
the treatment group (T2) fed with a 70 (ug/kg) AFB1
contaminated diet. At day 42 blood samples were taken from 32
chicks of each group to determine Total Protein (TP),
Haematocrit (Hct). Haemoglobin (Hb), Red blood cells count
(RBC), White blood cells count (WBC), Haemogram (DIF).
Statistical analysis of data was carried out for a completely
randomised design (CRD), using the SAS general lineal model
procedure. Mean values for T1 were: (TP) 3.18 + 0.42 g/dl;
(Hcto) 28.9 + 2.48%; (Hb) 9.05 + 1.10 g/dl; (RBC) 2.65 + 0.41
millions /mL; (WBC) 6951.56 + 3435 cells /mL. None of them
presented significant differences with T2 results. Linfopenia with
heterophylia and monocytosis was observed in all birds
sampled. This behaviour is compatible with stress mediated
response to high environmental temperatures. This study
indicates that a six week long continuous exposure to 70 xg/kg
of aflatoxin B1 had no significant effect on haematological
response in broiler chicks.

Key words: Aflatoxin Bi1, Broiler chicks, haematological
values.

INTRODUCCION

Las Aflatoxinas son metabolitos secundarios altamente
téxicos, producidos por hongos del genero Aspergillus sp, fun-
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damentalmente: A. flavus y A. parasiticus. La Aflatoxina B,
(AFB ) es muy importante debido a su amplia distribucion y alta
ocurrencia en paises de clima tropical y subtropical donde las
condiciones de temperatura y almacenamiento favorecen la
aparicion de la toxina en la materia prima utilizada para elaborar
el alimento que consumen tanto los animales como el hombre
[15, 33].

La aflatoxicosis ha sido reportada y descrita en pollos de
engorde, asi como sus consecuencias en la salud y capacidad
productiva del ave; La toxina llega al ave a través del alimento
y afecta negativamente tanto su salud como su rendimiento
productivo [22, 27].

La utilizacion de concentrados como Unica fuente de ali-
mentacion, en los pollos criados intensivamente, se transforma
en un importante factor de riesgo para la industria avicola. En
ocasiones la diferencia entre el éxito o el fracaso econémico
de una explotacion avicola es el adecuado manejo de la aflato-
xicosis y sus consecuencias [13]. Esto se debe a que las afla-
toxinas inducen una alteracion generalizada en el ave que
conlleva a perdida de peso, depresion, alteracion de la conver-
sion alimenticia e inmunosupresion, esta Ultima aumenta la
susceptibilidad del ave a los desafios con enfermedades vira-
les y bacterianas [4, 6, 17, 22, 27, 28].

Las aflatoxinas transforman al ave en un riesgo potencial
para la salud publica, debido al acumulo de la toxina en los
organos que son consumidos como alimento por el hombre
[18]. El érgano blanco por excelencia de las aflatoxinas es el hi-
gado en el que se presentan lesiones muy serias, caracteriza-
das por infiltracion grasa, degeneracién vacuolar y proliferacion
de los canaliculos biliares [26]. Lo cual genera cambios en el
metabolismo hepatico, disminucion en la sintesis de proteinas
debido a la afinidad de la toxina a regiones especificas del ADN
del ndcleo del hepatocito, bloqueando asi el proceso de tras-
cripcion requerido para la sintesis proteica [17,32]. En base a
este mecanismo de accion las aflatoxinas determinan alteracio-
nes en la constitucion y quimica sanguinea de las aves [9].

Los valores hematoldgicos de pollos de engorde que con-
sumen AFB1 se ven afectados significativamente por la toxina lo
que compromete el estado de salud y la capacidad de respues-
ta del ave [22]. Lanza y col [16] reportaron una disminucién pro-
gresiva de los valores hematoldgicos en relacién a incrementos
en los niveles de exposicion. Las aflatoxinas han demostrado
afectar tanto la via extrinseca, como la intrinseca de la coagula-
cion, ademas de la integridad del endotelio lo cual produce he-
matomas en tejidos y pérdidas economicas por descarte [11].
Ademés de los efectos antes descritos la aflatoxina induce una
supresién hemopoyetica que afecta tanto a glébulos blancos
como rojos, lo que genera leucopenia y anemia, su gravedad
dependera de factores como la concentracion y el tiempo de
exposicion [28].

Las alteraciones que se presentan durante el curso de
una aflatoxicosis dependen de un conjunto de factores tales
como: Tiempo de exposicion y concentraciéon de la toxina. [22,
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28], interaccién con otras micotoxinas [5,11], composicion del
alimento y valor nutricional [33], estado sanitario y nutricional
del ave [17], factores genéticos [16]. La mayor parte de la infor-
macién que se posee sobre la aflatoxicosis proviene de estu-
dios circunscritos a las tres primeras semanas de vida, momen-
to en el cual el ave es mas susceptible [1], donde se utilizaron
concentraciones superiores a 1.000 («g/kg), [10, 21, 22, 29]. En
la actualidad el reto al cual se enfrenta la industria avicola mo-
derna es distinto, pues como consecuencia de la conciencia co-
lectiva que se ha alcanzado sobre el tema y los controles que
se aplican a las materias primas y el alimento, los casos agudos
causados por altas concentraciones de AFB; son cada vez mas
esporadicos, por el contrario una aflatoxicosis crénica, inducida
por el consumo de bajas concentraciones de la toxina por un
largo tiempo, es la que afecta a las aves, [22, 28].

La norma COVENIN, [7] regula los niveles maximos de
Aflatoxina B 1 en las materias primas y los alimentos concentra-
dos en Venezuela e indica que valores superiores a 20 (xg/kg)
no deben suministrarse a los animales por el riesgo implicito
de inducir aflatoxicosis subclinica. En la presente investigacion
se pretende probar el efecto de la administracién de 70 (ug/kg)
de AFB1 purificada, durante seis semanas, sobre los siguien-
tes valores hematolédgicos en pollos de engorde: Proteinas To-
tales (PT) Hematocrito (Hcto), Hemoglobina (Hem), Recuento
de Glébulos Rojos (GR), Recuento de Globulos Blancos (GB)
y la Proporcion de Linfocitos, Heterdfilos, Monocitos, y Eosino-
filos por cada cien células. (DIF).

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del Ensayo

El experimento se llev6 a acabo en el Centro Experimen-
tal de Produccion Animal (CEPA) perteneciente a la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad del Zulia, ubicado en el
Municipio La Cafiada de Urdaneta del Estado Zulia; la zona con
una densa poblacion avicola es clasificada como un bosque
muy seco tropical con una temperatura promedio de 30°C y una
precipitacion que oscila entre 125 y 500 mm / afio [8].

Experimento

Se realizé en un galpén cubierto con una cama de con-
cha de arroz de 35 metros de largo por 6 metros de ancho, ce-
rrado con malla anti-pajaro y cortinas de polietileno, a fin de
garantizar una temperatura interna adecuada para la recep-
cién y primeros dias de vida de las aves. Este galpén se divi-
di6 en dos filas de 16 cubiculos de tres metros cuadrados (2 x
1.5 mts), para un total de 32 corrales considerados como las
unidades experiméntales del ensayo donde se asignaron alea-
toreamente 15 aves por corral, separadas por un pasillo cen-
tral de aproximadamente dos metros de ancho, los cuales con-
tenian un comedero plastico tubular y un bebedero de galon
para los primeros dias que posteriormente fue sustituido por
bebederos tipo Plasson.
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Aves

Se utilizaron pollitos de un dia de edad sexados macho,
de raza Hubbard-Hubbard, obtenidos de una incubadora co-
mercial de la zona. Una vez nacidas las aves fueron seleccio-
nadas de manera aleatoria, contadas y vacunadas individual-
mente contra Gumboro y contra la enfermedad de Marek (Her-
pes virus de pavo), para ser colocadas en cajas donde se les
aplicd por aspersion la vacuna contra Newcastle (Cepa La
sota). Posteriormente se realiz6 el traslado hasta el lugar del
experimento donde fueron pesados y distribuidos al azar, en el
galpon experimental donde se les dio acceso ad libitum a las
dietas (T1y T2) y al agua.

Los pollitos BB al dia uno se recibieron con apoyo de
criadoras, agua y alimento. A través de las seis semanas de
duracion del ensayo, el manejo se limité a un monitoreo cons-
tante del estado de salud, las mortalidades de la parvada y a
proveer a los pollos del alimento correspondiente al tratamien-
to asignado dos veces por dia. Se garantizé también el sumi-
nistro y calidad del agua lavando diariamente los bebederos.
Se usaron ventiladores y la manipulacion de las cortinas como
herramientas para aminorar los efectos de las variaciones cli-
maticas caracteristicas de la zona.

El manejo individual de las aves se evit6 al maximo y las
vacunaciones se realizaron por via oral en el agua de bebida,
siguiendo el plan de vacunacién de la empresa proveedora de
las aves, que consiste en una dosis de Newcastle cepa La
Sota y Gumboro a los 7 y 14 dias, lo que complementa la va-
cunacion recibida en la incubadora.

Alimento

El alimento utilizado se produjo en una fabrica de alimen-
to balanceado comercial, el andlisis proximal resulté en 3250
Kcal de energia metabolizable y un 22% de proteinas, la deter-
minacion de aflatoxina se realiz6 mediante la utilizacion del
equipo denominado Fluorémetro especialmente disefiado para
analisis de micotoxinas con las columnas de inmunoafinidad VI-
CAM, resultando no detectable para AFB1. La mitad del alimen-
to concentrado fue contaminado con AFB; purificada de Labo-
ratorios Sigma (USA), en cantidad suficiente para obtener las
concentraciones de 70 ug/kg en el alimento a consumirse en el
ensayo, el nivel de AFB1 fue monitoreado por el método antes
mencionado a lo largo de las seis semanas del ensayo para ga-
rantizar que las aves consumiesen lo deseado.

Muestras

El dia de sacrificio (dia 42) se procedi6 a tomar una
sub-muestra de 2 animales por unidad experimental (corral)
con lo que se cubrié satisfactoriamente los grados de libertad
requeridos para estimar el error. Obteniéndose 32 muestras
por tratamiento. De estos animales se procedié a extraer por
puncion cardiaca muestras de sangre (con y sin anticoagulan-
te), con la finalidad de obtener suero para la determinacion de
proteinas sericas y sangre completa para el resto de los anali-

sis, se utilizaron para tubos colectores estériles con y sin anti
coagulante (Etilen-diamino-tetracetato de Potasio). [23]. Las
muestras fueron conservadas en refrigeracion (hielo) por apro-
ximadamente 2 horas, hasta su procesamiento en el laborato-
rio de Diagnéstico Clinico de la Policlinica Veterinaria Universi-
taria. De la muestra sin anticoagulante una vez formado el
coagulo se procedié a extraer el suero, el cual se refrigero
hasta su evaluacién para determinar Proteinas totales (PT)
con el uso de un refractometro (TS meter) numero 10400,
American Optical Buffalo segun la técnica de Medway [23].

Para el Recuento de glébulos rojos (CR) y de células
blancas (CB), se utilizaron pipetas dilutoras de Thomas, el He-
mocitometro o cadmara de Newbauer y liquido dilutor de Natt
and Herricks, el cual tifie los leucocitos para diferenciarlos de
los globulos rojos nucleados de las aves [23]. El volumen del
paquete celular o hematocrito (Hct), se determiné mediante el
método del microhematocrito mientras que para la determina-
cién de los valores de hemoglobina (HEM) se utilizé el método
de la Cianometahemoglobina [23]. El recuento total de leucoci-
tos se obtuvo con la formula: Glébulos Blancos contados + 10%
X 200. El hemograma o diferencial (DIF) se realiz6 sobre la
base de 100 células mediante frotis delgados, tefiidos con colo-
rante Dip Quick Stain, (Jorgensen Laboratory) [23].

Anadlisis estadistico

La base de datos se estructur6 en Excel. Se verificé el su-
puesto de igualdad de varianza entre los grupos por medio de la
prueba de Levene.El andlisis estadistico se llevo a cabo para un
disefio completamente aleatorizado a través de una andlisis de
la variancia y comparaciones de medias utilizando la opcién Ge-
neral Lineal Model del sistema estadistico SAS. [30].

RESULTADOS Y DISCUSION

Los efectos toxicos de la exposicion a AFB4 son depen-
dientes tanto de la concentracion como del tiempo de exposi-
cion [28]. Aun cuando en el experimento se utilizé AFB; purifi-
cada durante todo el periodo productivo del ave (seis sema-
nas), la concentracion de 70 («g/kg) no fue capaz de inducir al-
teraciones que generen diferencias significativas en los valo-
res hematoldgicos, de donde se extrae que niveles de inclu-
sion tan bajos no afectan la salud del pollo de engorde proba-
blemente debido a la resistencia propia de la especie [1].

En la TABLA | se observa una tendencia a favor del gru-
po control en el recuento de los glébulos rojos (GR) aun que
sin significancia estadistica, este comportamiento de la varia-
ble se explica por el efecto negativo de la aflatoxina sobre la
sintesis de las citocinas a nivel hepatico, encargadas de la es-
timulacion de la hemopoyesis [14]. Por su parte Mohuiddin [19]
reportd una disminucion significativa en el nimero de glébulos
rojos en pollos de engorde como consecuencia de la intoxica-
cién con 20 mg/kg por 12 semanas; La concentracion utilizada
equivale a un volumen total de AFB; consumida mucho mayor
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al del presente experimento. Contrariamente Fernandez y col.
[9] reportaron no conseguir ninguna variacién en el recuento
de glébulos rojos, ni en ningun otro valor hematoldgico en po-
llos de engorde de tres semanas expuestos desde el naci-
miento a dosis de 2.500 y 5.000 ug/kg lo que concuerda con
los resultados de este trabajo. Tanto el control como el grupo
tratado se ubican dentro de los parametros idoneos de glébu-
los rojos para la especie [3].

El valor de hematocrito resultante no difiere significativa-
mente entre l0s grupos y se encuentra circunscrito en los ran-
gos expresados en la literatura que van entre un 22 y un 35%.
[3]. Existe una gran variabilidad en cuanto a los reportes de
valores hematolégicos de las aves en general, el hematocrito,
hemoglobina, el recuento de rojos y blancos en las aves fluc-
tdan en torno a niveles caracteristicos para cada individuo y en
funcién al método utilizado para la estimacion [31].

Urdaneta [34] reportdé un hematocrito promedio de
30,46% + 3,32 en una poblacion de pollos de engorde en el Es-
tado Zulia y establecié que valores por debajo de 27% deben
ser considerados como cuadros de anemia. Los resultados de
esta investigacion indican que las 64 aves muestreadas se ubi-
caron por encima de este umbral, por lo que no es posible re-
portar anemia como consecuencia de la aflatoxina, contrario a
lo reportado por diversos autores que efectivamente enuncian
un efecto negativo de la aflatoxina sobre el hematocrito de los
pollos [4, 10, 19, 20]. Esta diferencia puede deberse a que en
estos experimentos se trabajé con niveles y tiempo de exposi-
cién distintos a los de la presente investigacion.

Los niveles de hemoglobina obtenidos no difieren entre si
y se enmarcan en el contexto de lo normal para la especie [3].
No obstante Huff, [10] reportd una disminucion dependiente de
la dosis administrada de la hemoglobina en grupos de aves que
consumieron distintas concentraciones de AFB1: 625, 1250,
2500 y 10000 ug/kg, estos resultados difieren de los observa-
dos en este ensayo, probablemente debido a diferencias en la
concentracién y origen de la toxina, dado que este investigador
utilizé el producto de la fermentacion de arroz contaminado con
Aspergillus flavus el cual contiene aflatoxinas B1 B2 G1 y G2 lo
que difiere a la AFB; purificada utilizada en este ensayo.

Las proteinas totales son sin duda uno de los parame-
tros hematoldgicos mas relacionados con la ocurrencia de la
aflatoxicosis y permite monitorear el grado de exposicién de
una parvada a las micotoxinas. [17,22]. Esto se explica gra-
cias al mecanismo de accién de la aflatoxina, la cual una vez
transformada por la enzima citocromo p-450 a nivel del hepa-
tocito, es capaz de interactuar con el ADN, el ARN y con pro-
teinas intracelulares, inhibiendo la trascripcién y sintesis pro-
teica [12]. Las proteinas totales en el ensayo no se vieron
afectadas por las concentraciones de AFB1 utilizadas. Estos
resultados difieren de lo reportado por Oguz [20] quien utilizé
2500 ug/kg de AFB;1 y monitored las proteina totales las cua-
les se afectaron severamente probablemente debido a la alta
concentracion utilizada en ese ensayo.
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TABLA |
VALORES HEMATOLOGICOS EN POLLOS DE ENGORDE
A LOS 42 DIAS DE EDAD EXPUESTOS O NO A AFB1

Sin aflatoxina  Con aflatoxina
(control) X £ ES (70 mg/kg) X £

ES
Eritrocitos Millones por mL 2,65 + 0,41 2,63+ 0,57
Hemoglobina (g /dl) 9,05+1,10 8,83+ 0,99
Hematocrito (%) 28,90+ 2,48 28,93 £ 2,06
Proteinas Totales (g/dl) 3,18+ 0,42 3,37+£0,42

6951,56 + 3435 6718,75 + 4755

Cada valor corresponde a la media de 32 aves + el error standard. No
existe una diferencia significativa P<0,05 para ninguna de las medias
entre el grupo tratado y el control.

Globulos Blancos por Ml

Raju y col [24] reportaron una disminucion de las protei-
nas totales en animales expuestos a 300 ug/kg de aflatoxina,
mas no en animales expuestos a una dosis similar de ochratoxi-
nas lo cual apoya el hecho de que la disminucién en los niveles
séricos se debe a fallas en la sintesis hepatica de proteinas, ya
que el 6rgano blanco de la ochratoxina es el rifién. Sin embargo
contrario a lo antes expuesto y en concordancia con esta inves-
tigacion la exposicion de pollos de engorde durante 42 dias a
300 ug/kg de AFB; no generd efecto alguno sobre las proteinas
totales segun lo reportado por Santurio y col. [25].

Unas de las consecuencias mayores de la aflatoxicosis
tanto aguda como croénica es el efecto que tiene sobre la in-
munocompetencia de los animales, los efectos sobre la res-
puesta inmune estan bien documentados [6, 22, 27, 28]. Indi-
can que las aflatoxinas son capaces de suprimir la formacion
de sustancias humorales como las citocinas, lo que afecta la
genesis de todas las células de la linea mieloide, que se evi-
dencia en el ave por una disminucién en el numero de globu-
los blancos (leucopenia), ademas afecta el proceso de fagoci-
tosis en macréfagos, heterofilos y plaguetas lo que limita la
capacidad de defensa del individuo. [6, 27]. En el presente
ensayo la inclusion de 70 ug/kg de AFB; de manera continua
en el alimento, gener6 una tendencia no significativa a la leu-
copenia en el grupo tratado. Los valores correspondientes
tanto al T1 como el T2 son bajos si se compara con lo repor-
tado por Bounus, [3] quien establece un rango normal de en-
tre 7.000 y 17.500 G.B. xmL.

En la aflatoxicosis la leucopenia se explica como la
consecuencia de la disminucion de los estimulos para la leu-
copoyesis [6,14]. Pese a lo cual Fernandez y col [9] reporta-
ron que 2500 ug/kg de AFB4 no afectan el numero de glébu-
los blancos en Broilers, lo que concuerda con lo obtenido en
este estudio; No obstante Oguz [20] reportd un incremento en
la cuenta blanca, como el resultado de la administracion por
tres semanas de 2500 ug/kg de AFB,, este incremento fue
explicado como el resultado de la heterofilia propia de la res-
puesta inflamatoria aguda, generada por tan alta dosis de ex-
posicién a la toxina.



Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XIlI, N° 1, 59-64, 2003

TABLA I
TIPOS DE CELULAS BLANCAS POR CADA 100
(DIFERENCIAL) EN POLLOS DE ENGORDE A LOS 42 DIAS
DE EDAD EXPUESTOS O NO A AFB1

Con aflatoxina
(70 mg/kg) X+ ES

Sin aflatoxina
(control) X + ES

Heterofilos (%) 61,18 + 12,21 61,40 + 14,49
Linfocitos (%) 19,71 £ 9,90 20,96 £ 11,45
Monocitos (%) 19,09 £ 9,65 17,46 £ 7,16
Eosinofilos (%) 0,15+ 0,51 0,2+0,72

Cada valor corresponde a la media de 32 aves + el error standard. No
existe una diferencia significativa P<0,05 para ninguna de las medias
entre el grupo tratado y el control.

En el presente ensayo el hemograma no mostré diferen-
cias significativas entre T1 y T2 (TABLA 1), lo que indica que
la administracion continua de AFB; a una dosis de 70 (xg/kg),
no induce efectos sobre las proporciones de células blancas
en los pollos de engorde. A su vez difiere de los ultimos repor-
tes de hemograma normal de pollos de engorde, los cuales in-
dican el predominio de los linfocitos en sangre circulante, se-
guido en orden por los heterofilos, monocitos, eosinofilos y ba-
sofilos [2, 3, 5].

Cuando la linfopenia va acompafiada de heterofilia como
en las aves del ensayo es en respuesta a la liberacién de la
hormona adenocorticotropica (ACTH), como consecuencia del
stress térmico [5], ya que para el dia 42, las aves habian al-
canzado un peso superior a los dos kilogramos y se encontra-
ban en un medio ambiente donde las temperaturas diurnas su-
peran los 35°C promedio. En consecuencia el hemograma de
stress que se obtuvo, probablemente es el resultado de la acti-
vidad de los mineralocorticoides liberados por las aves [3, 31].

CONCLUSIONES

Concentraciones de 70 ug/kg de AFB; administradas por
seis semanas no induce cambios P<0,05 en el patrén de res-
puesta hematologica de los pollos de engorde.

En las aves del ensayo se present6 una linfopenia acom-
pafiada de heterofilia y monocitosis, o que es compatible con un
hemograma de stress, causado por las condiciones climaticas.

De los resultados de la presente investigacion se deriva
la necesidad de realizar otros ensayos donde se prueben dis-
tintos niveles de consumo de la toxina con la finalidad de esta-
blecer el nivel capaz de afectar negativamente los parametros
fisiologicos y de salud del ave en el tropico.
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