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RESUMEN

Se realiz6 un estudio para determinar el efecto de arcillas en alimentos como
secuestrante de aflatoxinas sobre los pardmetros productivos y lesiones macro-
microscopicas en el higado de patos Pekin a 3828 msnm, en la FMVZ, en la UNA, Puno
- Peru. Se distribuyeron 100 patos recién nacidos en un disefio completo al azar con 5
tratamientos y 5 réplicas por tratamiento. Los tratamientos Ay B sin secuestrantes fueron:
control - (sin aflatoxinas) y control + (con aflatoxinas); tratamiento C, D y E con
secuestrantes (Arcilla 3A-T purificada; Arcilla 3A-T purificada- activada y Myco-Ad) y
aflatoxinas. En Las raciones experimentales se utiliz6 maiz contaminado con aflatoxinas,
obtenido por siembra del hongo Aspergillus flavus. Se controlaron los parametros
productivos (CMD, GMD e ICA) y la mortalidad a los 5, 19, 26 y 32 d. También se
determind las lesiones hepéticas extrayendo al azar un pato de cada replica a los 19, 26 y
32d. Al final del experimento no se observaron diferencias significativas en los
parametros productivos (P> 0.05) entre los tratamientos. No obstante, se observé que el
CMD del periodo 6-19d del tratamiento D, tuvo una mayor diferencia aritmética sobre el
tratamiento A control (-), (38.71 vs 34.9 g/d; P> 0.05 respectivamente). Mientras que la
GMD del tratamiento E en el periodo 0-32d tuvo una mayor diferencia aritmética sobre
el tratamiento D (19.64 vs 16.16 g/d; P> 0.05 respectivamente); y también el control (-)
tuvo similar ICA que el tratamiento C en el periodo 0-32d, (2.74 vs 2.74, P> 0.05
respectivamente). Sin embargo, hubo evidencia de aflatoxicosis aguda a los 19 d de edad
en patitos y en algunos casos se observo lesiones hepéaticas macro-microscépicas. En
conclusion, se tuvo niveles de aflatoxinas que habitualmente es posible tenerlos de forma

natural en el maiz y que no afectaron los parametros productivos en patitos Pekin.

Palabras clave: Aflatoxinas, materiales arcillosos, micotoxinas, patos.
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ABSTRACT

A study was carried out to determine the effect of clays in feed as aflatoxin
sequestrant on productive parameters and macro-microscopic lesions in the liver of Pekin
ducks at 3828 masl, in the FMVZ, in the UNA, Puno - Peru. 100 newborn ducklings were
distributed in a completely randomized design with 5 treatments and 5 replicates per
treatment. Treatments A and B without sequestrants were: control - (without aflatoxins)
and control + (with aflatoxins); treatment C, D and E with sequestrants (purified Clay
3A-T; Clay 3A-T purified-activated and Myco-Ad) and aflatoxins. Corn contaminated
with aflatoxins, obtained by sowing the fungus Aspergillus flavus, was used in the
experimental rations. The productive parameters (CMD, GMD and ICA) and mortality at
5, 19, 26 and 32 d were controlled. Liver lesions were also determined by randomly
removing one duck from each replicate at 19, 26 and 32d. At the end of the experiment,
no significant differences were observed in the productive parameters (P> 0.05) between
the treatments. However, it was observed that the DMC of the period 6-19d of treatment
D, had a greater arithmetic difference over treatment A control (-), (38.71 vs 34.9 g/d; P>
0.05 respectively). While the ADG of treatment E in the period 0-32d had a greater
arithmetic difference over treatment D (19.64 vs 16.16 g/d; P> 0.05 respectively); and
also the control (-) had similar ICA than treatment C in the period 0-32d, (2.74 vs 2.74,
P> 0.05 respectively). However, there was evidence of acute aflatoxicosis at 19 d of age
in ducklings and in some cases macro-microscopic liver lesions were observed. In
conclusion, there were levels of aflatoxins that are usually possible to have naturally in

corn and that did not affect the production parameters in Pekin ducklings.

Keywords: Aflatoxins, clay materials, mycotoxins, ducks.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

La avicultura peruana, orientada a produccion de carne y huevos comerciales,
tiene una participacion dentro de la estructura del Valor Bruto de la Produccion
Agropecuaria y viene destacando como una importante actividad econémica
convirtiéndose en uno de los mas importantes proveedores de proteina animal a nivel
nacional y regional (MINAGRI, 2019). En este sentido, la produccion de carne de pato
ha aumentado a nivel mundial, incrementando en forma directa la demanda de alimentos

y materias primas destinadas para la alimentacion (FAO, 2013).

Dentro de los aspectos sanitarios relacionados con la alimentacion de aves, uno
de los problemas recurrentes es la presencia de hongos y micotoxinas en el alimento

balanceado. La contaminacion del alimento para animales es un grave problema que afecta a los
granjeros, a la industria ganadera, a los fabricantes de alimento y a los procesadores de alimento

(Channaiah, 2012); consecuentemente, las condiciones del clima en diferentes regiones del

Per0 contribuyen a la contaminacion y crecimiento de hongos en diversos alimentos.

Los hongos tienen una capacidad altamente nociva al desarrollarse en los tejidos
vegetales vivos. Estos tienen una gran capacidad invasiva, rapida propagacion y dafio de
los productos almacenados (Channaiah, 2012). Algunos hongos “mohos”, presentan la
capacidad genética de producir metabolitos secundarios toxicos, “micotoxinas”, los
cuales provocan intoxicaciones por consumo de alimento contaminado tanto en animales
como en el humano (Gimeno & Martins, 2011). Los géneros de mohos Aspergillus,

Fusarium y Penicillium son los que generan mayor preocupacion sanitaria, tanto por su

14
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alta actividad de producir micotoxinas, como de su presencia en productos alimentarios
(Marin et al., 2013); por otra parte, las micotoxinas encontradas con mayor frecuencia en
cultivos, alimento y piensos para animales son: aflatoxinas (AFs), ocratoxinas (OTs),
fumonisinas (FBs), zearalenona ( ZEN ) y tricotecenos, donde se incluye el
deoxynivalenol y la toxina T — 2 (Pereira et al., 2014);(Yang et al., 2020). La
contaminacion del alimento con micotoxinas implica grandes pérdidas a nivel econémico,
comercial y sanitario mas aun en la produccién de patos Pekin por la mayor suceptibilidad
que poseen esta especie a diferencia de las otras especies de aves de produccion avicola,

afectando negativamente los pardmetros productivos.

Las aflatoxinas son contaminantes naturales de las materias primas y de los
alimentos para los animales, tienen fuertes efectos hepatotoxicos y cancerigenos y estan
reguladas por la ley en al menos 100 paises (Van edmond et al., 2004). Las aflatoxinas
son capaces de provocar efectos hepatopatoldgicos, suprimiendo la inmunidad y cambios
en el peso relativo de los 6rganos. El dafio producido por las aflatoxinas a diversos tejidos,
ocasiona disminucion del rendimiento productivo de los animales (Mallmann et al.,

2007).

Existen varios tipos de aflatoxinas, entre ellas, la aflatoxina B1 (AFB1) la cual se
encuentra con mayor frecuencia y es considerada la de mayor toxicidad. Los efectos
negativos de las aflatoxinas en la salud animal se han estudiado significativamente, lo que

permite resaltar sus efectos en el rendimiento de los animales (Yunus et al., 2011).

Una disminucion en la concentracion de proteinas plasmaticas totales y en

albimina, destacaron como indicadores relevantes de la alteracion en la sintesis de

15
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proteinas observada en la aflatoxicosis (Quezada et al., 2000). Otros estudios han
demostrado que el pato es la especie mas afectada por la intoxicacion aguda por
aflatoxinas. La DL50 de un pato de un dia es de 0.3 mg/kg de peso corporal, en

comparacion con 6.3 mg/kg para el pollo (Dhanasekaran et al., 2011).

Diversos métodos se investigaron para controlar y disminuir la exposicion de los
animales a las aflatoxinas en alimentos contaminados. La inclusion de agentes
secuestrantes en los alimentos balanceados es uno de los mas utilizados dentro de la
produccion avicola. Los estudios in vitro utilizados para verificar la capacidad de
adsorcion de las micotoxinas son muy Utiles para una primera seleccion de los candidatos
potenciales. Sin embargo, es dificil asumir con certeza que un producto con una buena
eficacia in vitro podria tener un buen desempefio cuando se suministra en el alimento de
patos intoxicados. Por lo que, los métodos in vivo son cruciales para evaluar

objetivamente la eficiencia de un aditivo.

Investigaciones realizadas por (Garcia et al., 2006) demuestran que la arcilla
chacko o ch’aqo de nuestro Altiplano presenta gran capacidad para adsorber (ligar)
distintas moléculas organicas (poder secuestrante), pudiendo tener grandes expectativas
para ser utilizadas como secuestrante de aflatoxinas. Con todos estos antecedentes se

planted los siguientes objetivos:

16
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1.1 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.1.1 Objetivo general

Determinar el efecto de diferentes materiales arcillosos en el control de la

aflatoxicosis inducida en patos Pekin.

1.1.2 Objetivos especificos

Determinar el efecto de la inclusion del 0.5% de arcilla Montchack 3 A-T
(purificada vs purificada y activada) y un secuestrante comercial (Myco-AD®), en dietas
que contienen aflatoxinas sobre los pardmetros productivos (consumo de alimento,

ganancia de peso y conversion alimenticia) y mortalidad.

Determinar el efecto de la inclusion del 0.5% de arcilla Montchack 3 A-T
(purificada vs purificada y activada) y un secuestrante comercial (Myco-AD®), en dietas
que contienen aflatoxinas sobre la presencia de lesiones macro-microscopicas en el

higado de los patos Pekin.
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

2.1 CICLO BIOLOGICO DEL GENERO ASPERGILLUS

El Aspergillus se propaga a través del aire, del suelo y por medio de insectos que
lo diseminan. Pueden inocular y colonizar los granos en cualquier tiempo desde la fecha
de floracién hasta la de cosecha; cuando se presentan simultdneamente algunas
condiciones como la sequia, el dafio de los granos por insectos o condiciones subdptimas
de temperatura y humedad en el almacenamiento. Entonces los hongos infectan las

semillas o cereales y producen las aflatoxinas (Abarca et al., 1994) (Martinez et al., 2013).

Como se observa en la siguiente figura, la aflatoxicosis tiene su origen en un
organismo fitopatdgeno que tiene en el suelo su reserva natural y, en consecuencia, se
puede proponer que el ataque de aflatoxinas y animales es mas bien un “accidente”; en el
ciclo biolégico o bien es el resultado que el humano y animales ocupe un nicho ecoldgico
propio de los organismos o competidores del hongo; asi como de otros que son

naturalmente granivoros.
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Figura 1. Interrelacion entre indculos primario y secundario en el ciclo de vida del

Aspergillus flavus (Diener & Davis, 1987).

2.2 MICOTOXINAS

El término micotoxina deriva de las palabras griegas “mykes” (hongos) y
“toksicons” (veneno). Las micotoxinas son metabolitos secundarios toxicox producidos
por los hongos; que provocan cambios patoldgicos, tanto en seres humanos como en

animales a nivel del tubo digestivo (Amandus, 2008).

Las micotoxinas son producidas por determinados hongos que crecen en los
alimentos, como Aspergillus, Penicillium, Fusarium spp y etc. Hasta el momento se
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conocen mas de 300 micotoxinas, de las cuales algunas tienen mayores estudios por su
mayor amenaza para la salud animal y humana. (IARC, 1993) clasifica las aflatoxinas
(B1y M1)y la ocratoxina (A) como carcinogénicas y la Fumonisina (B1); como posible

carcinogeno.

2.3 PRINCIPALES ESPECIES DE HONGOS Y SUS MICOTOXINAS CON

ESPECIAL INTERES BIOLOGICO O ECONOMICO

Las principales especies fungicas mostradas en la tabla 1; son especies con mayor
incidencia en muchos lugares sobre la produccién de alimentos tipo agricolas ya que son
la materia prima en la elaboracion de alimentos balanceados para la avicultura;

provocando intoxicacion principalmente por las micotoxinas que producen estos hongos.

Tabla 1. Principales especies productoras de micotoxinas.

Especies Fungicas Micotoxinas
Aspergillus flavus (Cepa de campo) y A parasiticus Aflatoxinas
Ochraceus, Penicillium viridicatum y P. Cyclopium Ocratoxinas
Fusarium culmorum, F. graminearum y F. poae Zearalenona
Fusarium culmorum, F. graminearumy F. sporotrichioides Deoxinivalenol, vomitoxina
F. proliferatum, y F.verticillioides Fumonisinas
F. sporotrichioides y F. poae T-2 toxina
F. sporotrichioides F. graminearum y F. poae Diacetoxyscirpenol
Acremonium coenophialum Alcaloides ergéticos

Fuente: D’mello & Macdonald (1997).
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2.4 MICOTOXINAS Y MICOTOXICOSIS EN AVES

Las aflatoxinas son producidas principalmente por los hongos del género
Aspergillus y se consideran un serio problema en lugares de clima himedo y caluroso;
aungue en zonas templadas debe ser considerada cuando los ingredientes son importados
de las primeras regiones. La aflatoxina B1 es la mé&s dafiina y su efecto en el desempefio
de las aves incluye un pobre crecimiento y conversion alimenticia, aumento de la
mortalidad, disminucion de la produccion de huevos, toxicidad embrionaria, problemas
de calcificacién, pigmentacion deficiente y decomisos de canales. Los patos y pavos son
mas susceptibles a las aflatoxinas que los pollos, gallinas y codornices. Las aflatoxinas
son hepatotoxicas, provocando higado graso y/o friable, a veces hemorragico o con
lesiones necrdticas, degeneracion de los hepatocitos, hiperplasia de conducto biliar y
alteracion de las funciones normales del higado; que se muestra pélido e inflamado. El
aumento de la fragilidad capilar con mayor presencia de magulladuras es otro efecto

nocivo de las aflatoxinas (Diaz, 2005).

2.5 MICOTOXINAS E INMUNOSUPRESION

A través de los afios se ha demostrado consistentemente que el sistema inmune es
un blanco importante de las micotoxinas; donde producen un efecto adverso sobre su
funcionamiento; presentandose supresion de una o mas de sus funciones. Estas fallas en
el sistema inmune Idgicamente predisponen a los animales a la presencia de enfermedades
infecciosas. Los niveles de micotoxinas necesarios para causar inmunosupresion son muy

inferiores a los niveles capaces de mostrar sintomas visibles de toxicidad. Las
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micotoxinas que mas afectan el sistema inmune de las aves son aflatoxinas, ocratoxinas

y tricoticenos (Campbell et al., 1983)(Corrier, 1991); (Daftary & Pomeranz, 1965).

El efecto de las aflatoxinas sobre el sistema inmune, parece ser producto de las
lesiones a nivel del higado y de la inhibicidn de sintesis proteica. Las aflatoxinas pueden
interactuar con el ADN y el ARN en los hepatocitos de mamiferos y aves; formando un
compuesto llamado AB1-ADN cuando se combinan con el ADN. Se ha demostrado en
estudios in vitro que la aflatoxina B1 causa una inhibicién de la sintesis de ADN,

correlacionada con la dosis usada.

Los efectos de las aflatoxinas sobre el sistema inmune pueden presentarse a nivel
de la respuesta celular o sobre los factores humorales; explicandose algunos de estos
efectos de manera parcial por la atrofia de la bolsa de Fabricio, timo y bazo. Con respecto
a la inmunidad celular, se ha demostrado que causan una reduccion en la actividad
fagocitica de los macréfagos; retardo en la reaccion de hipersensibilidad de la piel y una
reduccion de la produccion de linfoblastos. En base a los estudios realizados se considera
que la aflatoxina B1 suprime especialmente la respuesta a la inmunidad mediada por
células, lo que se demuestra por el bajo peso del timo, 6rgano correlacionado con la
formacion de linfocitos tipo (T). Sobre el sistema inmune humoral puede producir una
reduccion en la produccién de inmunoglobulinas (IgG e IgA) presentes en el suero

sanguineo (Doerr et al., 1983).

Para enfatizar la importancia de este efecto sobre el sistema inmune; debemos
aclarar que la IgG es el caballo de batalla del sistema inmune de las aves y mamiferos;

dado que es el tipo de anticuerpo que se produce en mayores cantidades luego de una
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infeccion (inicialmente se produce IgM). Las aflatoxinas afectan la inmunogénesis sin
suprimir por completo la produccién de anticuerpos; suprimiendo también la formacion
de sustancias humorales no especificas relacionadas con el desarrollo de resistencia a los

agentes patdégenos; como es el caso del interferon.

Los reportes en la literatura demuestran que estas toxinas incrementan el nivel de
susceptibilidad a varias enfermedades infecciosas. En pollos de engorde se ha observado
que aumentan la sensibilidad y en algunos casos la severidad a varias enfermedades como
la coccidiosis causada por Eimeria tenella, la enfermedad de Marek, Salmonelosis,
Hepatitis por Cuerpos de Inclusion y la Enfermedad de Gumboro (Gimeno & Martins,

2011).

26 LAS MICOTOXINAS MAS COMUNES Y SUS IMPACTOS EN LA

PRODUCCION ANIMAL

Las micotoxinas que generan impactos negativos sobre la produccion animal
debido a la contaminacion de las materias primas para la elaboracion de alimentos; poseen
distintos efectos patolégicos y letalidad para cada especie animal en comun. El cual se

explica en la siguiente tabla.
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Tabla 2. Resumen de las diferentes micotoxinas y sus efectos tdxicos sobre diferentes

especies de animales

Genero Micotoxina Granos Efectos Especies afectadas

Toxico hepdtico, depresion del

. . (. Todas las especies
sistema inmunoldgico,

Maiz,mani, harina

A ill Aflatoxi d ill I incll /
spergillus \flatoxinas e semilla de algon T i incluyendo a
y sorgo. . . humano.
carcinogéna.
A ill Mai. I , Principal
sperg{ _us y Ocratoxina ity BEERIES 7 Degeneracion renal. rincipales aves y
Penecilium arroz. cerdos.
A ; ; . . -
sperg{l{us y ' Ac:‘/dcz ' Cereales, r’nalz y Toxico renal y calidad de e
Penecilium ciclopiazonico mant. carcasa.

Disminucion del apetito,
Fusarium Deoxinivalenol Cereales y maiz. vomitos y problemas Cerdos y aves.
neuroldgicos.

. Disminucion en la produccion
Cereales y semillas

Fusarium Toxina T-2 . de huevos y pobre calidad de Aves.
(oleaginosas). .
cdscara.
Fusarium Zearalenona Maiz,heno y pasto. Problemas reproductivos. Cerdos y ovejas.
Fusarium fumonisina Maiz y granos. Problemas neuroldgicos. (CelRHES, GTees )

aves.

Fuente: (Asrani & Rakesh, 2021).

2.7 PRINCIPALES MICOTOXINAS EN AVICULTURA

Segin Mallmann et al. (2001) indican que tanto las aflatoxinas como los

tricotecenos son las principales micotoxinas que atacan la produccion de aves (tabla 3).

Tabla 3. Principales micotoxinas, hongos productores, alimentos méas contaminados y
condiciones para su aparicion en la avicultura

Alimentos mds
, . Hongo que la Mayores fuentes de
Micotoxina propensos a la .,
produce . na contaminacion
contaminacion
. Aspergillusflavus y A. Castafias, nueces, maiz, sorgo y Almacenamiento en
Aflatoxinas - .
Parasiticus cereales en general. condiciones Inadecuadas
Temperatura fria, alta
Tricotecenos Fusarium Maiz y cereales de invierno. humedad y problemas de
almacenamiento.
Fuente: Mallmann et al. (2001).
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2.8 IMPACTO NEGATIVO DE LAS MICOTOXINAS SOBRE LA SALUD Y

PRODUCTIVIDAD DE LOS ANIMALES

Los efectos agudos o crénicos de las micotoxinas sobre los animales: dependen
de la susceptibilidad de éstos y por supuesto de la especie. Generalmente los animales
monogastricos son los mas susceptibles a la toxicidad de las micotoxinas. EI suministro
de dietas contaminadas con micotoxinas causa serios problemas en la mayoria de aves
domeésticas; provocando reducciones en la productividad y en casos mas graves; la
muerte. La exposicion a altos niveles de toxina puede inducir el bajo consumo de
alimento, descenso en la produccion de huevos, inducir dafios en drganos internos y
muerte de los animales; mientras que la exposicion cronica afecta la eficiencia
alimenticia, deprime el sistema inmune y reduce la eficiencia reproductiva (Martinez &

Denli, 2010).

El impacto econdmico de las micotoxinas en la produccion avicola incluye un
aumento en los costos de produccion, segmentados en parametros sanitarios, reduccion
de la produccién, disposicion final de alimentos y materias primas contaminadas e
inversion de investigacion y aplicacion en métodos que reduzcan la severidad del

problema (Martinez & Denli, 2010).

2.9 AFLATOXINAS

Las aflatoxinas son un grupo de hepatocarcindgenos pertenecientes a la familia de
las difurano-cumarinas; se clasifican en dos grandes grupos de acuerdo a su estructura

quimica, la serie 1 difuro-cumaro-ciclo-pentanonas (AFB1, AFB2, AFB2A, AFM1,
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AFM2, AFM2A vy aflatoxicol) y la serie 2 difuro-cumaro-lactonas (AFG1, AFG2,
AFG2A, AFGM1, AFGM2, AFGM2A y AFB3). Las dos principales especies de
Aspergillus que producen aflatoxinas son: A. flavus que produce aflatoxinas B1 y B>

B. parasiticus que produce aflatoxinas By G

Sin embargo, las mas importantes son B1, B2, G1 y G2; distinguidos por su color
fluorescente bajo la luz ultravioleta (B: “blue”, azul y G: “green”, verde), (Urrego & Diaz,
2006). Las aflatoxinas M1 y M2 son respectivamente productos hidroxilados del
metabolismo oxidativo de las aflatoxinas B1 y B2, estos metabolitos pueden eliminarse
en la leche; tanto en humanos como en animales (Urrego & Diaz, 2006). De estos
compuestos la Aflatoxina B1, es la de mayor preocupacion ya que es la mas toxica y esta
asociada con el cancer de higado. Afecta a todas las especies animales y la patologia se

presenta con higado graso, palido, descolorido, inflamado y friable (Lara, 2003).

Las aflatoxinas son inodoras, insipidas e incoloras. Quimicamente, son estables
en los alimentos y resistentes a la degradacion bajo procedimientos de coccion normales.

Es dificil eliminarlas una vez que se producen (Urrego & Diaz, 2006).

2.10 ESTRUCTURAS DE LAS TOXINAS MAS PELIGROSAS.

Las estructuras quimicas de las cuatro principales toxinas fungicas mas comunes
y peligrosas que habitualmente podemos encontrar en distintos alimentos se observan en

la figura 2.
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Figura 2. Estructura quimica de las toxinas fungicas.

Fuente: La Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC, 1993).

2.11 NIVELES DE AFLATOXINAS PERMISIBLES EN LOS ALIMENTOS.

La Legislacion de la Comunidad Europea; establece las siguientes
concentraciones maximas permitidas de AFB1 en alimentos compuestos con un valor de

humedad del 12% (Gimeno, 2003):

¢ Alimentos completos para aves (excepto los animales jovenes) = 20 ppb.
e Alimentos complementarios para aves (excepto animales jovenes) = 30

ppb.

e Alimentos completos para aves jévenes = 10 ppb.

Dejando el criterio de la Legislacion Comunitaria a nivel de préactica y

observaciones de campo; se pueden establecer las siguientes concentraciones maximas
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tolerables para AFBL1 en el alimento compuesto destinado a los siguientes animales; Aves

jévenes = 20 ppb y Gallinas ponedoras = 50 ppb (Jones et al., 1994).

Tabla 4. Niveles de actuacion propuestos por la FDA para la presencia de aflatoxinas

en los alimentos

Niveles Max. (ppb) Ingredientes Especies
0,5 (AFM1) Leche Humanos
20 Todo excepto leche Humanos
20 Todos Todas
Excepciones
100 Maiz \;zgzggmgeproductoms, cerdas y
200 Maiz Engorde de cerdos (mayor 45 Kg.)
300 Maiz Engorde de terneros
300 Semilla de algodon Todas las especies

Fuente: Departamento de Alimentos y Drogas de EEUU (FDA, 2007).

2.12 TOXICOCINETICA

Una vez absorbida las aflatoxinas desde el tracto digestivo, llega al tejido hepatico
y produce alteraciones fisioldgicas e histoldgicas. Su distribucion en el organismo no
tiene mayor informacion; especialmente en lo que concierne a su acumulacién de algun
tejido en particular. Se habla, que el limite permisible de la suma de aflatoxinas B1, B2,

Gly G2, es 10 mg/Kg 6 5mg/Kg para la AFB1 sola (ALLTECH, 1998).

Las aflatoxinas son probablemente excretadas con rapidez ya que dentro de las 24
horas de haber sido ingeridas; su nivel en el organismo desciende por debajo del limite
de deteccidn. Para la eliminacion; los rifiones juegan un importante papel en el caso de
aflatoxina G1. Por lo demas la eliminacion via biliar que esta en el orden del 70%; se

interpreta como un medio de reabsorcion (ALLTECH, 1998).
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2.13 SUSCEPTIBILIDAD DE LOS ANIMALES A LAS AFLATOXINAS

En general las aves son mas sensibles a las aflatoxinas que los mamiferos. El orden
de susceptibilidad en aves es, patos, pavos, pollitos y pollos; y en mamiferos es perros,
cerditos, cerdas, terneros, cerdos de engorde, bovinos adultos, ovejas; también los

caballos son sensibles (Rodriguez & Oscar, 2001).

214 IMPACTO DE LAS AFLATOXINAS SOBRE LA SALUD Y

PRODUCTIVIDAD DE LAS AVES

Las toxinas fangicas son sumamente resistentes, soportan mas de 200 °C de
temperatura, por eso es comun encontrarlas cuando el hongo ya desaparecié (Gingins,

2010).

Lesiones Anatomopatoldgicas: en la forma aguda se observa hemorragias
petequiales, gastroenteritis hemorragicas, necrosis, hemorragias hepaticas, higado
aumentado de tamarfio o fibrosis hepatica debido a un aumento de la infiltracion grasa
hepética (Escalona et al., 2005); mientras que en la forma crénica se observa cirrosis,
ascitis, hidrotérax y edema de la pared vesicular biliar. Microscopicamente puede
observarse hiperplasia en el conducto biliar a los pocos dias de la intoxicacion. Se indica
ademas una disminucion del peso relativo de la bolsa de Fabricio, asi como otras

alteraciones en pancreas, bazo, etc. (Smith & Hamilton, 1970).

Las aflatoxinas son compuestos extremadamente toxicos y carcinogénicos,

especialmente la B1 que a su vez es la mas frecuente y probablemente constituye el agente
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cancerigeno mas potente que se conoce (su limite de tolerancia en el maiz es 20 ppb).
Tienen un tropismo sobre el parénquima hepatico en el que ocasionan dafio celular al
interrumpir la sintesis proteica y bloquear de esta manera la regeneracion hepatocelular.
Debido a la interrupcion enzimatica, la oxidacion y fosforilacion grasa no se lleva a cabo,
dando lugar a una lipidosis hepatica y, al mismo tiempo, una reaccién de los conductos

biliares ante el cuadro toxico, que se denomina hiperplasia de los conductos biliares.

Como también las aflatoxinas alteran el metabolismo de los minerales y vitaminas,
lo que corresponde al Ca y P se interpreta como causal de algunos problemas de patas y
de fragilidad dsea, mas aun por la relacion que existe entre el metabolismo del Cay el de
la vitamina D. También se han reportado interferencias en el metabolismo del Fe y Cu.
Por ser sustancias inmunosupresoras potentes, disminuyen la eficiencia fagocitica de las
células de la serie blanca y macrofagos, atacando también al timo y a la bursa de Fabricio,
con deficiente produccion de linfocitos T y B con lo que se incrementa la susceptibilidad

de los animales a diversas enfermedades.

Afecta las tasas de sintesis proteica y altera el metabolismo energético
(carbohidratos y lipidos) (Kubena et al., 2001); (Rosa et al., 2001). Por lo que Interviene
diversos sistemas enzimaticos ligados al proceso digestivo y del metabolismo de los

nutrientes.

El crecimiento animal esta tipicamente limitado al nivel de proteinas (Santurio et
al., 1999). La pérdida en la ganancia de peso, esta determinado por la reduccion de las
tasas de sintesis proteica y por alteraciones en el metabolismo energético (Kubena et al.,

2001); (Rosa et al., 2001).

30

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Se observan palidez de las mucosas y patas, también en pollos y ponedoras que
reciben alimento balanceado contaminado con aflatoxinas. Esta pigmentacion deficiente
parece resultar de la menor absorcién, reduccién en el transporte y deposicion residual de
los carotenoides de la dieta, siendo la aflatoxicosis identificada como “‘sindrome del ave

palida” (Mallmann et al., 2012).

La toxicidad es mucho mas severa cuando las dietas son bajas en proteina cruda o
en metionina o cuando contiene niveles marginales de riboflavina, cido félico o vitamina

D3.

2.15 SINTOMAS Y ALTERACIONES NUTRICIONALES OBSERVADAS EN

CAMPO

En la aflatoxicosis en el campo, una de las caracteristicas mas relevantes es la
mala digestion que se manifiesta con la presencia de particulas de racion mal digeridas
en las excretas de las aves. Estd asociada con esteatorrea o excrecion aumentada de
lipidos. Esta mala absorcion perjudica la conversién alimenticia y, consecuentemente,
aumenta el costo de produccion. La esteatorrea puede ser severa con el aumento de hasta
diez veces el tenor de grasas en la materia fecal, en pollos de carne es acompafiada por
una disminucioén en las actividad especifica y total de la lipasa pancreatica, principal
enzima digestiva de las grasas, y por la disminucion de las sales biliares, las cuales son
necesarias tanto para la digestion como para la absorcion de grasas, llevando a esteatosis

hepética (Mallmann et al., 2000).
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2.16 OTRAS INVESTIGACIONES

Los aluminosilicatos, son arcillas con propiedades estimuladoras del metabolismo
permitiendo la obtencién de mejores rendimientos. El objetivo del presente experimento,
fue evaluar diferentes niveles de un secuestrante de micotoxinas comercial (Biotecap®
Biotetox) a base de silicato de aluminio hidratado en dietas para pollos de engorda. Para
el presente estudio se utilizaron 90 pollos de la linea Ross 308 Aviagen de 5 dias de edad,
con un peso promedio de 102.1 £ 10 g, distribuidos en un disefio completamente al azar.
Las variables evaluadas fueron: consumo de alimento, ganancia de peso, conversion
alimenticia, eficiencia alimenticia, asi como variables fisicoquimicas de la canal, las
cuales fueron: rendimiento, pH y capacidad de retencion de agua de la canal. Los
tratamientos fueron los siguientes: T1: Dieta basal (testigo); T2: Dieta basal + 0.35 % del
secuestrante; T3: Dieta basal+ 0.50 % del secuestrante. Con los datos obtenidos se realizé
un ANOVA mediante el procedimiento GLM del paquete estadistico SAS 2002 y las
medias se compararon con la prueba de Tukey (P < 0.05). Los resultados mostraron que
la inclusion de T2 (0.35 %) y T3 (0.50 %) del secuestrante de micotoxinas presentaron
una mejor respuesta productiva (P < 0.05) en consumo de alimento, ganancia de peso,
conversion alimenticia y eficiencia alimenticia en comparacion con el testigo, por el
contrario, no hubo respuesta (P > 0.05) en las caracteristicas fisico-quimicas evaluadas
de la canal. Por lo que se concluy6 que el T2 y T3 obtuvieron las mejores respuestas

productivas.(Carmona & Eutiquio, 2020).

Pollitos de 1 dia de vida que fueron alimentados durante 7 semanas con piensos
contaminados con concentraciones de AFB1 comprendidas entre 75y 675 ppb, sufrieron

problemas de inhibicion del desarrollo con las concentraciones mas bajas y muertes con
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las concentraciones mas altas Es evidente que en todos los casos, la mortalidad aumento
en consonancia con una mayor concentracion de AFB1, pero esta mortalidad decrece
entre las 24-33 semanas de vida y alcanza valores mas altos entre las 9-24 semanas,
incluso para el control, posiblemente los pollos tuvieron algln otro problema que agravo
la situacion y una vez superado este problema, la edad de los pollos ayudé a resistir algo

mas los efectos de la AFB1, habiendo una menor mortalidad (Doerr et al., 1983).

Tabla 5. Efecto de la aflatoxina B1 (AFB1) en la mortalidad

Porcentaje Porcentaje Porcentaje
Tratamientos L L L
Mortalidad Mortalidad Mortalidad
(0-9 semanas) (9 - 24 semanas) (24 - 33 semanas)
0 ppb (Control) 7.26 17.77 5,4
308 ppb 8 21.05 3.23
610 ppb 11 31.58 19.23
1834 ppb 47 35.48 25

Fuente: (Doerr et al., 1983).

El efecto de las aflatoxinas fue detectado con mayor amplitud en la fase inicial (1
a 21 dias) de crecimiento de los pollos, es decir, cuando las aves ingirieron aflatoxina en
los primeros 21 dias de vida, el reflejo negativo sobre ganancia de peso fue irreversible
hasta el sacrificio a los 42 dias de edad (Mariani, 1998).

Concentracion de calcio en el suero, las lesiones histologicas fueron una
vacuolizacion de los hepatocitos y una infiltracion grasa (Fernandez et al., 1994). Estos
resultados coinciden con los obtenidos por otros autores (Lanza et al., 1980). Con la edad

los pollos son més resistentes a la accion toxica de las aflatoxinas (Gimeno, 2003).
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Contaminaciones con AFB1 de 75 a 800 ppb en alimentos compuestos,
suministrados a pollitos de 1 dia de vida en periodos de 3 a 10 semanas, provocaron una
inhibicidn del desarrollo con las concentraciones mas bajas y lesiones hepaticas graves y

muertes con las concentraciones mas altas (Doerr et al., 1983).

Pollitos de 1 dia de vida al consumir durante 3 semanas un alimento compuesto
con 20 % de proteina bruta y con 5000 ppb de AFB1, sufrieron una reduccién de peso del
orden de 20 % comparado con el control. Sin embargo, cuando la proteina bruta fue
aumentada para 30 % con el mismo nivel de contaminacion, la reduccion de peso fue solo
de un 5,4 %. Parece ser que un aumento de la proteina ayudo a reducir esos efectos

(Gimeno & Martins, 2015).

La intoxicacion con Aflatoxinas y otras micotoxinas ha sido estudiada
intensamente a nivel laboratorio donde las dosis son elevadas para poder observar los
efectos que en campo se llegan a presentar con niveles bajos de contaminacion. La razon
de esto se debe a que en las instalaciones pecuarias la intoxicacion puede complicarse con

otros factores estresantes.

La influencia de ciertas condiciones de estrés no identificadas fue mostrada en un
experimento de laboratorio, donde se observo que pollos que consumieron alimento
contaminado con 900 ppb de Aflatoxinas no mostraron efectos sobre el peso corporal,
mientras que los que consumieron alimento con 75 ppb presentaron una afectacion en el
peso similar a la producida por el consumo de alimento con 2700 ppb, todo esto bajo las

mismas condiciones de experimentacion (Doerr et al., 1983).
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Se analizaron 4 lotes de animales, 1 lote control y 3 lotes a los que se administrd
cantidades crecientes de HSCAS, 0.75, 1.4, 2.2 Kg/Tm. A los 42 dias se sacrificaron y se
obtuvo los siguientes los resultados. El Factor de Eficiencia Europeo de Produccion
(FEEP) mejor6 notablemente a medida que se fue incrementando la dosis de HSCAS.
Esta mejora supuso una disminucion del gasto en alimentacion durante el mismo periodo
en estudio, debido a que se obtuvo un menor indice de conversién y un incremento de la

ganancia de peso vivo (Gimeno, 2005).

(Kubena et al., 1991) estudiaron la disminucion de las aflatoxicosis mediante el
empleo de HSCAS en pollos de engorde y comprobd que la presencia de un 5% de
HSCAS respecto al total de la dieta previene o reduce de forma significativa el efecto

toxico causado por las aflatoxinas.

2.17 ARCILLAS

Modernamente las arcillas se definen como filosilicatos y se clasifican segln los
minerales que las componen. Las arcillas mas comunmente empleadas en la alimentacion
animal son las denominadas esmectita, caolin, talco, sepiolita y atapulgita. Las zeolitas
no son arcillas, puesto que pertenecen al grupo de los tectosilicatos pero se emplean en
alimentacion animal (Castaing, 1990). Son aditivos que no destruyen la micotoxina, sino
que evitan por fendmenos bioquimicos la absorcion de estas toxinas en la luz intestinal,
y logicamente su distribucién a través del torrente circulatorio. Estos fendémenos
conducen a la quelacion de moléculas via fuerzas electrostaticas o por formacién de

enlaces covalentes entre la micotoxina y el aditivo (ALLTECH, 1998).
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2.18 PROPIEDADES Y USOS DE LA ARCILLA EN LA ALIMENTACION

ANIMAL

Las arcillas se utilizan a menudo en la alimentacién animal debido a que 1)
Aumentan la digestibilidad de los nutrientes por reducir la velocidad de transito intestinal,
2) Protegen la mucosa gastrica e intestinal y previenen las diarreas, 3) Mejoran la
deposicion de proteina corporal e incrementan el peso del aloumen del huevo mediante
una reduccién en la excrecion de nitrégeno urinario, 4) Disminuyen la produccion de
huevos sucios y las emisiones de amoniaco y malos olores al medio ambiente, 5) Mejoran
el rendimiento de las prensas granuladoras y la durabilidad de los granulos debido a sus
capacidades fluidificantes, antiapelmazantes, lubricantes y aglomerantes, 6) Mejoran la
calidad del granulo y la liberacion de amoniaco, manteniendo la calidad del agua y
reduciendo el impacto ambiental en las piscifactorias, 7) Debido a su efecto tampdn,
reducen la acidosis ruminal en vacunos e incrementan la produccion de leche, 8) Por la
presencia de una amplia superficie activa, con enlaces no saturados, interaccionan con
diversas sustancias, en especial compuestos polares como el agua y las toxinas, 9) Sus
capacidades adsorbentes de agua y secuestrantes de toxinas producen heces mas secas y
disminuyen los efectos nocivos de las toxinas (Castaing, 1990). En cualquier caso, uno
de los usos més frecuentes de las arcillas se relaciona con su capacidad para adsorber

ciertas micotoxinas (Kubena et al., 1991).

2.19 CLASIFICACION DE LAS ARCILLAS

Las arcillas se clasifican segin su disposicion estructural y su composicién

mineral, todos los filosilicatos tienen estructuras laminares, excepto la sepiolita y la
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atapulgita que tienen estructuras pseudolaminares o tubulares. Todos tienen una
disposicion en tres capas, una capa octaédrica de aluminio (esmectita) y dos capas
tetraédricas de silicio, excepto el caolin que tiene solo dos capas, una octaédrica de

aluminio y otra tetraédrica de silicio (Castaing, 1990).

Como se puede comprobar, la composicion quimica de cada arcilla es responsable
en parte de su conformacion estructural. Sin embargo, la estructura dependera también de
la configuracion bajo la cual estén organizados los minerales dentro de cada capa, por
ejemplo, el talco tiene una capa de magnesio di octaédrica, como consecuencia, la
estructura laminar del talco pasa a ser pseudolaminar para la sepiolita, formandose los
canales que le confieren su caracteristica estructura porosa y su elevada superficie

especifica (Castaing, 1990).

Tabla 6. Clasificacion de las arcillas

ZEOLITAS
Naturales | Sintéticos
Dispos.
01:01 02:01 02:01 02:01 Tetraedros Tetraedros
Capas
Especie Caolinita Talco Esmectita Sepiolita | Atapulgita | Clinoptilolita Zeolita-A
P Si Al Si Mg Si Al Si Mg Si Mg Al Si Al Ca Na K Si Al Ca Na

Fuente: (Castaing, 1990).
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2.20 PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE LAS ARCILLAS

Dichas propiedades derivan de su tamarfio de particula (menor de 2 micras), de su
morfologia laminar (filosilicatos), de las sustancias isomorficas que dan lugar a la
aparicion de carga en las laminas y a la presencia de cationes débilmente ligados en el

espacio interlaminar (Garcia & Suarez, 2008).

Superficie especifica; es el area de la superficie externa mas el area de la
superficie interna de las particulas constituyentes por unidad de masa, expresada en m?/g,
por lo que la arcilla posee una elevada superficie especifica, donde la interaccion solido-

fluido dependen directamente de esta propiedad (Garcia & Suarez, 2008).

Cuanto mayor sea la superficie especifica, mayor cantidad de sustancias podran
ser homogéneamente distribuidas sobre ella. Sin embargo, es esencial que dicha
superficie tenga una muy baja actividad quimica para minimizar las interacciones con
sustancias con valor nutritivo o terapéutico y evitar que se produzcan interferencias. Las
zeolitas, que a pesar de poder llegar a tener superficies de 1000 m2/g, suelen ser productos
con altisima C.1.C. (capacidad de intercambio cationico), por lo que tienen una alta
probabilidad de interaccionar con otras sustancias. Por otro lado, el empleo de las
zeolitas presentara ventajas considerables, gracias a su alta C.1.C., cuando se trate de

neutralizar el efecto negativo de sustancias toxicas y anti nutricionales (Castaing, 1990).

Capacidad de Intercambio Catiénico (C.1.C); propiedad fundamental de las
esmectitas. capaz de cambiar facilmente los iones fijados en la superficie exterior de sus

cristales, en los espacios interlaminares. Se puede definir como la capacidad de suma de
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todos los cationes de cambio que un mineral puede adsorber a un determinado pH (Garcia

& Suarez, 2008).

Las arcillas con mayor C.I.C. son las esmectitas, también denominadas bentonitas
o montmorillonitas. Cuando la carga superficial de una esmectita se compensa con
cationes de Ca®" se forman las esmectitas calcicas (bentonitas célcicas), mientras que

cuando se compensa con cationes Na*, se forman las esmectitas sodicas (Castaing, 1990).

Capacidad de adsorcién; donde adsorben agua u otras moléculas en el espacio
interlaminar (esmectitas) o en los canales estructurales (sepiolitas), esta capacidad esta
relacionado con las caracteristicas texturales (superficie especifica y porosidad). La
adsorcion de agua por la arcilla es mayor del 100% con respecto al peso (Garcia & Suarez,

2008)

La capacidad de adsorcion de agua y de amoniaco de las arcillas es de sobra
conocida por todos, sin embargo, los mecanismos de absorcidén son muy distintos para los
distintos productos. En las esmectitas, el agua se retiene por hidratacion de los cationes
que estan compensando la carga superficial y por hinchamiento osmético. EI amoniaco,
sin embargo, se retiene principalmente mediante intercambio cationico del ibn amonio

(NH4"), (Castaing, 1990).

Hidratacion e hinchamiento; hidratacion y deshidratacion del espacio
interlaminar son propiedades caracteristicas de las esmectitas donde el grado de
hidratacién esta ligado a la naturaleza del catién interlaminar y a la carga de la lamina.

La absorcién de agua en el espacio interlaminar provoca la separacion de las ldminas
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dando lugar al hinchamiento, este proceso depende del balance entre la atraccion
electrostatica cation-ldmina y la energia de hidratacion del cation (Garcia & Suarez,

2008).

2.21 PROPIEDADES DIFERENCIALES DE LOS SILICATOS

Los silicatos son arcillas que poseen la capacidad de secuestras sustancias como
toxinas, el cual es de importancia saber sus propiedades diferenciales. En la siguiente

tabla se explica sus caracteristicas.

Tabla 7. Propiedades fisico-quimicas diferenciales de los silicatos

Silicatos Arcillas (Filosilicatos) Tectosilicatos
Esmectita
Ca** | Na*
C.I.C. meq/100 g 10 5 100 200 15-20 50 200-1000
Superficie especifica m?/g 20 10 80 100 350 150 40-150
Porosidad - - + + +++ ++ 4+
Propiedades reologicas - - + ++ +++ ++ -
Hinchabilidad - - + 4+ = - -
Adsorcion - - + ++ ++ ++ -
Absorcion - - + +++ ++ ++ ++ 4+
Retencion NH; - - + ++ + oS At

Fuente: (Castaing, 1990).

Las arcillas con mayor C.I.C. son las esmectitas, también denominadas bentonitas

o montmorillonitas (Castaing, 1990).
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2.22 BENTONITA

Esmectita es el nombre general para este grupo de minerales de la arcilla. En
muchos casos se denominan incorrectamente bentonitas, que es el nombre de la roca en
Estados Unidos, o bien montmorillonitas, que es el nombre de la roca en Francia

(Castaing, 1990).

La bentonita tiene una doble mision: actia como promotor del crecimiento y como
atrapador de toxinas. Esto se debe a que el alimento mezclado con bentonita, debido a su
gran capacidad de adsorcion, permanece mas tiempo en la zona intestinal, la arcilla
adsorbe el exceso de agua, y hace que los nutrientes permanezcan mas tiempo en el
estomago, siendo mayor su rendimiento (mayor produccion). Por otro lado, adsorben
toxinas no pudiendo éstas, por tanto, atravesar las paredes intestinales. La mayor
adsorcion de agua de los nutrientes, ademas, hace que los excrementos sean menos
himedos, asi los lechos permanecen mas tiempo limpios y se reduce la probabilidad de

epidemias y la proliferacion de moscas y parasitos.

Las aves que comen este tipo de alimentos excretan un 26 % mas de toxinas y
absorben un 42 % mas de proteinas. Las cantidades que se requieren son pequefias.
Generalmente las concentraciones de bentonita como agente de soporte son del 0,5-5 %

y del 1-2 % (Garcia & Suarez, 2008).

(Lindemann et al., 1993) indica que hay disminucién de los efectos negativos de

aflatoxinas cuando hay bentonita sddica al 0.5 % tal como se observa en la tabla 8.

41

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

ﬂ. UNIVERSIDAD

Tabla 8. Efecto de la bentonita sédica (0.5%) sobre los rendimientos de pollos
alimentados con dietas completas a base de maiz, soya y con dietas deficientes en Na

(Def.-Na), en minerales traza (Deef.-MT) y en proteina bruta (Def.-PB)

Trat Aumento de peso Consumo indice de conversion
Dieta | Control | Esmectita-Na | Control | Esmectita-Na | Control | Esmectita-Na
Completa| 32.5 33.3 45.1 47.4* 1.39 1.42*%
Def.-Na 8.6 10.9 24.2 27.6% 2.81** 2.53
Def.-MT 17.3 17.9 28.2 30.5* 1.67 1.70%
Def.-PB 20.9 20 44.3 45.7 2.12 2.28*%*
Media 19.82 20.52 35.62 37.8*%* 2.99 1.98

Fuente: (Lindemann et al., 1993). *P>0.05 **P>0.01

En 1992 se empez6 a fabricar con bentonitas un innovador producto comestible
denominado “Repotentiated Bentonita (RB)” segun estudios de ‘“Poultry Research
Institute” el aporte de pequenias cantidades de bentonitas (1%) a la alimentacion de aves

de corral reporta importantes beneficios: Se incrementa la produccién de huevos en un

15%, su tamafio en un 10% y la cascara se hace méas dura (Garcia & Suarez, 2008).

2.23 ARCILLA CHACKO O CH'AQO

El “chacko” (Cha’aqo, ch’aqu, chaco, ch’ako, ch’aquo, chhacco, ch’akko,
chachakko, upi) es una variedad de las arcillas de tipo bentonita (Aragon & Benigno,
2002). Mientras que (Garcia et al., 2006) la ha clasificado como esméctica del tipo

beidellita.

El “chacko” es comercializado tal como se le obtiene de la naturaleza o moldeado

representando variados animales u objetos o0 como panes elipticos de 6 x 2 cm (Valdizan
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& Maldonado, 1992), (Frisancho, 1988). El consumo de la arcilla-chacko por los

indigenas se reporta desde el siglo XI1X (Malpica, 1970); (Frisancho, 1988).

2.24 CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DE LA ARCILLA “CHACKO”

Estudios de chacko de las caracteristicas fisico — quimicas de la arcilla realizados
en el Dpto. de Cristalografia y Mineralogia de la Facultad de C.C. Geoldgicas de la
Universidad Complutense de Madrid en Espafia de una muestra procedente del
departamento de Puno-Perl. Indican que la arcilla chacko desde el punto de vista
mineraldgico esta compuesta por esmectita de gran pureza, identificandose pequefias
impurezas de cuarzo. La muestra en estado natural presenta un cierto grado de
delaminacion o desorden. Su formula estructural media, es (Si 7,45 Al 055) (Al 2,54 F&3* 0.92
Mg 0,64 Ti004) Ca 018 K 0,19Nao,13. Se trata de una esmectitadioctaédrica (d 060 = 1.49
A) de carga tetraédrica (beidellita). También se han encontrado, como impurezas,
pequefias cantidades de illita de formula (Si 677 Al 1.23) (Al 2,01 F€** 073 Mg 0.6 Ti 0,03) Ca
0,08 K 101Nao 07, de muy baja carga (carga de vermiculita) acompafiando a las esmectitas

(Garcia et al., 2006).

Desde el punto de vista textural se trata de una arcilla muy homogénea y compacta
formada por pequefias placas de esmectita que constituyen agregados laminares con
tamafos medios inferiores a 1 um dispuestas segun una textura tipo maiz expansionado.
Entre los agregados laminares, se observan ocasionalmente placas de mayor tamafio, que
se corresponden con particulas de illita recubiertas de laminas de esmectita. Asimismo,
aparecen abundantes restos de caparazones fosiles de diatomeas dispuestos entre las

esmectitas. Estos caparazones se encuentran parcialmente disueltos, de forma que
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aparecen formando moldes en las esmectitas, y creciendo sobre los restos siliceos en otros

casos (Garcia et al., 2006).

El &rea superficial de la arcilla chacko es de 81 m?/g, una superficie externa de 61
m?/g y una superficie de microporos de 20 m?/g. El pequefio tamafio de particula y la
delaminacién o desorden en la direccién de apilamiento de las laminas. Es el responsable
de la relativamente alta superficie externa que presenta la capacidad de adsorcién de
distintas moléculas organicas (poder secuestrante) en esta arcilla estaré relacionada con
dos factores:1) La elevada superficie externa que da lugar a numerosos bordes de particula
con abundantes enlaces rotos que son por tanto centros activos y 2) El gran nimero de
centros &cido tipo Bronsted que posee debido a su elevada carga tetraédrica (Garcia et al.,

2006).

2.25 USOS DE LA ARCILLA “CHACKO”

El poblador inca tuvo la idea que el chacko era un producto bueno para curar las
ulceras, y aun se dice hoy que es eficaz contra el cancer. Por ejemplo, en Puno donde hay

un alto consumo de chacko, el indice de cancer es muy bajo (Antunez de mayolo, 1978).

El campesino tiene la impresion que la papa, especialmente la recién cosechada,
es agria y picante, y para neutralizar estos efectos se condimenta las papas con una salsa
preparada de chacko a la que se le ha adicionado bastante sal; la sal se adiciona a fin de
gue no fermente (Antunez de mayolo, 1978). Que se extrae de lugares contiguos a los
collpares (zonas salinas, muy apreciadas por las alpacas y llamas) (Malpica, 1970);

(Frisancho, 1988).
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En los usos medicinales que se le dio antiguamente, cuando se mezcla chacko con
vinagre o zumo de membrillo quita los dolores de la gota. Tiene accidn astringente ya que
detiene las hemorragias por gastritis ulcerosas cronicas, como talcos en las excoriaciones
entre las piernas de los nifios y las personas muy gordas. Los curanderos indigenas la
usaron para quitar manchas (accion detergente) y puede suplir la falta de jabon, al levantar
espuma, con ella limpian la ropa y se lavan la cabeza, combatiendo de esta forma la

piojera (Frisancho, 1988).

Un estudio realizado en el Laboratorio de farmacologia de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, confirma que el efecto citoprotector del chacko y la
regeneracion de la mucosa géstrica, se da en pocos dias de tratamiento (Pascual &

Villanueva, 1993).

2.26 ARCILLAS COMERCIAL

Condition ade (aluminosilicato de calcio sédico hidratado)

La superficie molecular de los aluminosilicatos cuando son saturados con agua
dentro del sistema, atrae la estructura atomica polar funcional de la micotoxina y la
atrapan en su superficie, esto aisla a la micotoxina del proceso digestivo y por lo tanto
previene de entrar en la circulacion (Carmona & Eutiquio, 2020). La dosis recomendada

por la Corporation of AmericaOil-Dri es de 3 Kg/ton de alimento.

En la Universidad Federal de Santa Maria de Brasil, se realizdé un experimento
con 540 pollos de un dia de edad de la linea Cobb, en 42 dias. En donde se le adicioné el
adsorbente Condition Ade 200 HPC (Aluminosilicato de calcio sodico hidratado) en los
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niveles de 0.25 y 0.5% a las raciones de los pollos, en la cual se observé una disminucion
del efecto negativo de las micotoxinas; en términos de consumo de racién, mejoro la
ingesta de alimentos, que se refleja en una mejor ganancia de peso de 65 y 105 gramos
respectivamente en los lotes mixtos, comparados con el lote testigo. La adicién de
ConditionAde 200 HPC fue capaz de reducir la mortalidad de las aves intoxicadas,
tomando en cuenta que 3 ppm de aflatoxina es una cantidad muy elevada, y mejoro el

indice de Eficiencia Productiva en los lotes de los machos (Mallmann & Dilkin, 2007).

Myco-ad (Arcilla bipolar illita y clorita de grupo Mica no hidratado)

La dosis recomendada por la Special Nutrients Inc., es de 2.5 kg/ton compuesto
por Aluminosilicato de calcio y sodio hidratado cuyo mecanismo de accion es adsorber y
retener las micotoxinas in vitro e in vivo, a nivel gastrointestinal siendo expulsadas en las
heces fecales, disminuyendo o eliminando la toxicidad y permitiendo la mejor adsorcion

de los nutrientes.

2.27 REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES EN PATOS

En la siguiente tabla observamos los requerimientos nutricionales que necesita el

pato, desde su inicio hasta la séptima semana de acabado.
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Tabla 9. Requerimientos nutricionales en patos desde el inicio de su crianza hasta su

acabado para su beneficio

Nutrientes Inicio ( 0 - 2 ) Semanas Acabado (2 -7 ) Semanas
EM, Kcal/Kg 2900 3000
Proteina bruta 22,00 16,00
Lisina % 0,90 0,65
metionina % 0,40 0,30
Met + Cist % 0,70 0,55

Fuente: Nacional Research Council (NRC, 1994).

2.28 ANTECEDENTES

Efecto de la inclusion de la arcilla 3A-T sobre los parametros productivos de 400

pollos.

(Mamani et al., 2005) realizo un trabajo para determinar el efecto de la inclusion
de la arcilla 3A-T sobre los parametros productivos de 400 pollos machos de la Linea
comercial Cobb-500 de un dia de edad, distribuidos en 5 tratamientos (control, 10 ppb de
aflatoxina B1 + 40 ppb de ocratoxina A con 0.00, 0.25, 0.50 6 0.75% de arcilla) con 8
repeticiones y 10 animales alojados conjuntamente por réplica. Todos los animales
consumieron raciones isoprotéicas e isocaloricas durante el experimento. Los parametros
productivos como consumo de alimento, peso vivo, conversién alimenticia y mortalidad,
no fueron afectados negativamente por el contenido de micotoxinas en el alimento
(P>0.05), esta ausencia de diferencias se debi6 principalmente a los bajos niveles de
micotoxinas, estos resultados indican que la adicidn de arcilla chaco en niveles de hasta
0.75 % en la racion no afectan negativamente el rendimiento productivo del pollo de

carne. Los resultados sugieren que la arcilla 3A-T puede adicionarse a la racién a los
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mismos niveles recomendados para las arcillas comerciales (0.25 a 0.50 %), sin que afecte

a los pardmetros productivos.

Se determiné también la capacidad secuestrante de la arcilla 3A-T en alimentos
contaminados con aflatoxinas y consumidos por pollitos de puesta. 240 pollitos fueron
distribuidos en 4 tratamientos (control, 4.0 ppm de aflatoxina A con 0.00, 0.50 6 1.00 %
de arcilla) y 6 réplicas de 10 pollitos cada una por tratamiento. Todos los animales
consumieron raciones isoprotéicas e isocaléricas durante el experimento. Los pollitos del
tratamiento con aflatoxinas y sin la adicion de arcilla presentaron menor rendimiento
productivo con incremento en la mortalidad a los 21 d, ademés las heces fueron mas
acuosas (figura 4) que los pollitos de los otros tratamientos durante la primera semana de
vida (P<0.05). También el peso relativo del higado y las lesiones hepaticas en los
conductos hepatobiliares fueron mas manifiestos en los pollos que consumieron raciones
con aflatoxinas a los 7, 14 y 21 d de edad (P<0.05). Respecto a la comparacion entre el
tratamiento control y los tratamientos con 4.0 ppm de aflatoxina mas la inclusién de 0.5
6 1.0 % de arcilla no hubo diferencias en ninguna de las variables estudiadas. Estos
resultados también sugieren que la arcilla 3A-T presenta capacidad secuestrante de
aflatoxinas, ya que existe un alivio en el detrimento del rendimiento productivo de los

pollitos que consumen alimentos contaminados.

Inclusion de arcilla Montchack 3 A-T (chacko) en el alimento, influencia sobre los

parametros productivos y salud en pollas de la linea Hy line Brown.

Las aflatoxinas producidas por los hongos Aspergillus flavus producen problemas
en la produccidn avicola. La investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto de la
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inclusion de cuatro arcillas Montchack 3 A-T (Chacko) en el alimento contaminado con
aflatoxinas y su influencia sobre los parametros productivos y mortalidad en pollas de la
linea Hy — Line Brown. El trabajo se realiz6 en la Granja de aves de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAP. Se utilizaron 180 pollitas distribuidas en
seis tratamientos con 5 repeticiones cada uno; Control (C), Control con Aflatoxinas (CA),
Aflatoxinas+Acora (AAc), Aflatoxinas+Asillo (AAs), Aflatoxinas+Azangaro (AAz) y
Aflatoxinas+Tiquillaca (AT). El alimento fue administrado ad libitum y cada dieta
experimental a excepcion del grupo control [-] fue contaminada con aflatoxinas
producidas en maiz amarillo. El peso vivo (PV), la ganancia media diaria de peso (GMD),
el consumo medio diario de alimento (CMD), el indice de conversion alimenticia (ICA)
y la mortalidad fueron determinados a los 14, 28 y 42 dias. Los resultados indican que las
aflatoxinas tuvieron un efecto negativo importante sobre el peso vivo de las pollitas a los
42 dias (P<0.001), pero los tratamientos AAs y AT mostraron pesos similares al control
[-] (381.2, 379.1 vs 406.4 g; P> 0.05, respectivamente). Considerando el periodo de 0 a
42 dias, el CMD fue reducido significativamente por efecto de las aflatoxinas (P< 0.008)
y solo los tratamientos AAz y AT tuvieron similar consumo que el grupo control (-) (24.9,
25.0 vs 26.9 g/d; P> 0.05, respectivamente). También la GMD fue reducida por las
aflatoxinas (P< 0.001), sin embargo, el tratamiento AAs no mostro diferencias con el
tratamiento control [-] (8.4 vs 8.9 g/d; P> 0.05, respectivamente). Mientras que el ICA de
las pollitas no fue afectado por el tratamiento (P< 0.290). Finalmente, tanto la materia
seca de las heces como la mortalidad de las pollitas no fueron afectadas significativamente
por las aflatoxinas. En conclusién, existe efecto positivo de la adicion de arcillas
Montchack 3A-T sobre los parametros productivos, materia seca de las heces y
mortalidad de las pollitas de la linea Hy Line Brown alimentadas con dietas contaminadas

con aflatoxinas (Velasquez & Aranibar, 2017).
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Importancia y control preventivo de la aflatoxicosis

Las micotoxinas son producidas en el metabolismo de los hongos y causan
importantes problemas en la produccion animal, asi como pérdidas econémicas, sanitarias
y comerciales. Se pueden encontrar en las materias primas gue consumen los animales,
en los productos de los animales (carne, huevos y leche) y por lo tanto ser consumidas
por el hombre, constituyéndose de esta forma en un problema de salud publica y de salud
animal. La mé&s importante es la aflatoxina, debido a que es absorbida en el intestino y
causa lesiones hepaéticas, renales y al sistema inmunoldgico. Las micotoxicosis agudas
son raras, sin embargo, las cronicas son mas frecuentes y provocan reduccién en la
eficiencia productiva. Una de las formas de control de la micotoxicosis, es la de adicionar
arcillas al alimento contaminado para secuestrar ciertas micotoxinas y debe ser lo méas
répido posible, de tal forma que, cuando pasan por el tubo digestivo no sean absorbidas.
En el altiplano peruano, existen yacimientos de arcilla 3A-T (Acora, Asillo, Azangaro y
Tiquillaca) que pertenece al grupo de las esmectitas y que ha sido consumida por los
pobladores andinos con la finalidad de disminuir el sabor amargo de la papa nativa y
como medicina popular para el tratamiento de ulceras gastricas y diarreas. Recientemente
se han realizado estudios fisico-quimicos de la arcilla los mismos que indican que se trata
de una esmectita de alta pureza y con presencia de enlaces no saturados en su estructura,
lo cual hace que tenga mucha afinidad por moléculas polares como el agua y las toxinas.
También se realizaron experimentos para demostrar su capacidad secuestrante in vitro y
en pollitos que consumen alimentos contaminados con aflatoxinas, observandose
resultados satisfactorios. Se concluye que la aflatoxicosis es un problema importante en

la avicultura comercial y que la inclusion de 0.05 % de arcilla 3A-T en raciones
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contaminadas puede ser una alternativa en el control de la aflatoxicosis avia (M. Aranibar,

2007).

Modelo Unico en patos para probar la eficacia de secuestrantes de aflatoxinas B1

El modelo desarrollado es especifico, rapido, reproducible y se basa en los
animales mas sensibles a las aflatoxinas: los patos. Este modelo en vivo esta mucho mas
cerca de las condiciones de campo en comparacion con un modelo in vitro en un
laboratorio. EI modelo consiste en administrar diferentes tipos de aditivos a los patos
expuestos a aflatoxinas. Los parametros fisiologicos y zootécnicos de estos patos se
comparan con los patos no expuestos a las micotoxinas y los patos expuestos a las
micotoxinas sin ningdn tratamiento. Los analisis de parametros fisioldgicos especificos

permiten la deteccidn de intoxicaciones antes de la medida de los pardametros zootécnicos.

MATERIAL & METODOS.
DIETAS: Dietas contaminadas = dieta base + adicion de 50, 125, 250 y 500 ppb

de aflatoxina B1 pura sintética.

ANIMALES: Patos Pekin de 240 dias de edad fueron alojados en 10 jaulas (2
réplicas de 24 aves para cada dieta) DURACION: 21 dias.

PARAMETROS EVALUADOS: La mortalidad, pesos individuales y consumo
de alimento por jaula fueron registrados cada semana. Los animales fueron sacrificados
a los 21 dias de prueba. El peso relativo de sus érganos fue calculado. Parametros
sanguineos (colesterol, tasa de proteinas plasmatica, albdmina) fueron analizados como
biomarcadores de intoxicacion.
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RESULTADOS: el andlisis del contenido de AFB1 de las dietas revel6 una
contaminacion de 26, 92, 183y 367 ppb respectivamente. Una depresion significativa (p<
0.001) para el corazén (desde 92 ppb), el bazo (desde 183 ppb), el proventriculo (desde
367 ppb) y la molleja (desde 367 ppb). El peso relativo del higado no fue afectado
significativamente. En cuanto a los parametros sanguineos, cambian muy rapidamente
debido a la reduccion de la funcidn hepética. A los 21 dias de prueba, las proteinas
plasmaticas totales y la albumina fueron significativamente disminuidas para todas las

concentraciones de aflatoxinas.

Se concluyd que los 3 diferentes parametros plasmaticos son valiosos indicadores
para evaluar la posible prevencion de los efectos tdxicos de la aflatoxina con el uso de
secuestrantes de toxinas. El nivel de proteina plasméatica fue conservado como el
biomarcador mas preciso de intoxicacion, debido a que mostro tener el mas bajo nivel de
variacion individual y como tal, fue posteriormente correlacionado con otros parametros
plasmaticos. PT/albumina: r = 0.98 y PT/colesterol: r = 0.9. El nivel de contaminacion de
92 (100 ppb) de aflatoxina B1 fue también validado como referencia para un control
positivo (contaminado). Este nivel de contaminacién permite observar el efecto
fisiologico (tasa de proteina plasmatica) pero también el efecto zootécnico en el
rendimiento de los animales, cuando una dosis mas baja provocaria solo efectos
fisiologicos en un periodo de corto plazo. Si bien esta contaminacion puede ser
considerada como baja, comparada con niveles probados en algunos estudios en vivo y
con niveles encontrados en algunas ocasiones en materias primas naturalmente

contaminadas, esta dosis fue elegida como el mejor compromiso entre la economiay la
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sensibilidad del modelo. Finalmente, 10 dias de exposicién fueron estimados como el

tiempo suficiente para observar efectos de aflatoxina (NUTRINEWS A, 2019).

Cuantificacién de hongos y micotoxinas en alimento balanceado provenientes de

establecimientos avicolas de la provincia de coronel Portillo, Ucayali

Se realizd la cuantificacion de hongos y micotoxinas en alimento balanceado
provenientes de establecimientos avicolas de la provincia de coronel Portillo, region
Ucayali. Se obtuvieron muestras de alimento balanceado de 40 establecimientos (granjas)
avicolas ubicados en los distritos de Campo Verde, Calleria, Yarinacocha y Manantay. El
procesamiento se realiz6 mediante el conteo en placa para mohos y levaduras en alimento
y el método de ELISA competitiva para la deteccidn cuantitativa de micotoxinas mas
frecuentes y perjudiciales en alimento balanceado reportadas en la crianza avicola
(aflatoxina B1, ocratoxina A, toxina T-2/HT-2, fumonisina Bl y zearalenona). En la
cuantificacion de hongos, el 25% (10/40) de establecimientos tuvieron alimento con
calidad insatisfactoria, la mayor cantidad de muestras inaceptables procedié de Campo
Verde [40% (4/10)], y de las etapas de postura (2/4, 50%) e inicio (4/12, 33.3%),
igualmente con promedios mas altos en la cuantificacion; [1.68 x 105, (5.8 x 104 - 4.2 x
105)] para inicio, y [9.15 x 104, (1.15 x 104 - 2.8 x 105)] para postura. En el analisis de
micotoxinas, el 60% (24/40) de las muestras de alimento tuvieron concentraciones de
aflatoxina B1 por encima a los limites méaximos permisibles (LMP), de las cuales el mayor
porcentaje se encontr6 en el distrito de Yarinacocha 75% (9/12) y en la etapa de postura
[100% (4/4)]; ademas, el promedio total y rango de aflatoxinas en el total de las muestras
fue de 34.25 ppb (ND - 124.6). Por otra parte, se encontraron escasas cantidades o no se

encontraron niveles por encima a los LMP de las demés micotoxinas. Los resultados
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evidencian una contaminacion moderada por hongos y elevada por aflatoxina B1 en el
alimento balanceado para la crianza de aves, contaminacion que estuvo extendida en la

provincia de Coronel Portillo, Ucayali (Guevara, 2021).

2.29 METODOS DE DETECCION Y CUANTIFICACION DE AFLATOXINAS

En los primeros afios que siguieron al descubrimiento de las aflatoxinas el hombre
tuvo interés en los métodos rapidos que le permitiera inspeccionar en corto tiempo un
gran volumen de granos. Fue asi como se publicé el uso de la ldmpara ultra violeta para
detectar la fluorescencia. Luego surge la utilizacion de los anticuerpos monoclonales para
la deteccion rapida de aflatoxinas, en lotes sospechosos que posteriormente podran ser
sometidos al andlisis cuantitativo. La cromatografia en capa delgada (TLC) se toma como
una herramienta valiosa en el anéalisis semi cuantitativo, adoptdndose como métodos
oficiales, establecido por la Association of Analytical Chemist hasta llegar hoy en dia a
métodos mas sofisticados como la Cromatografia de Alta Precision (HPLC) y la Reaccién

en Cadena de Polimerasas (PCR).

2.30 PARAMETROS PRODUCTIVOS

2.30.1 Consumo de alimento
Es la cantidad de alimento que ingiere las aves por unidad de tiempo (Shimada,

2013).
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2.30.2 Ganancia media diaria del peso vivo

Es la variable que se usa para medir el crecimiento desde el nacimiento hasta el
dia de beneficio del animal, se determina por: el peso vivo ganado en cada periodo de
tiempo (semanal) y la edad (nimero de dias de crianza) que demoran las pollas BBS para

alcanzar un peso vivo (Ploog, 1994).

2.30.3 Indice de Conversion Alimenticia
Se define como consumo de alimento promedio diario (Kg) entre la ganancia de

peso vivo promedio diario (Kg) en animales (Shimada, 1984).

_ALIMENTO CONSUMIDO PROMEDIO DIARIO Kg
"~ GANANCIA PROMEDIO DE P.V. DIARIO Kg

2.30.4 Porcentaje de materia seca en heces
Se define como la cantidad porcentual a la masa fecal de secadas a 105 grados

centigrados en sus rejillas de recoleccion.

RESIDUO DE LA DESECACION

% MS =
% PESO DE LA MUESTRA

2.31 MORTALIDAD

Se expresa en porcentajes y se calcula dividiendo el nimero de aves muertas entre
el nimero de aves iniciadas, y se multiplica por 100 (GRUPO LATINO, 2006), esta no

debe exceder el 5% del total de la poblacion.

55

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

N° DE AVES MUERTAS

N° DE TOTAL DE AVES < 10V

% MORTALIDAD =

2.32 LESIONES HEPATICAS

Los patos Pekin son 200 veces mas sensibles a las aflatoxinas que los pollos de
engorde. Larazon de esta sensibilidad radica en el higado: en patos, las enzimas hepaticas
responsables de la bioactivacion de las aflatoxinas son mas activas, mientras que las
enzimas hepaticas responsables de la detoxificacion y eliminacion de las aflatoxinas

funcionan més lentamente que en pollo (PLUSVET ANIMAL HEALTH, 2017).

Las hepatotoxinas producen degeneracion grasa, hemorragia y necrosis del
parénquima hepético. En algunos casos hay tamafio anormal del hepatocito y su ndcleo
(megalocitosis: pérdida de la relacién tamafio del citoplasma-tamafio del nucleo).
Hiperplasia de conductos biliares puede ocurrir en algunas micotoxicosis y pueden

inducir al hepatoma (Perusia & Rodriguez, 2017)(Aranibar, 2007).
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CAPITULO 111
MATERIALES Y METODOS

3.1 MEDIO EXPERIMENTAL

El estudio experimental se ejecutdé en los laboratorios de nutricional animal,
microbiologia e inmunologia, patologia animal y bioterio (area de ensayos
experimentales) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, en la Universidad
Nacional del Altiplano, que se encuentra ubicado en la ciudad de Puno a 3824 m.s.n.my

coordenadas UTM 8248773; 19L 390597 (SENAMHI, 2021).

El ensayo experimental en patos finalmente se realiz6 en el bioterio donde consta
con luz y termorregulacion automatica (Controlador StarAgri, Holanda), calefactor
ventilador acondicionado con el fin de alcanzar el calor requerido por los patos Pekin. La
sala de cria tiene una dimension de 14.2m? (4.3m/3.3m); con 25 jaulas para metabolismo
por dos baterias con bebederos automaticos tipo niple y comederos tipo canaletas
individuales para cada jaula. Asi mismo, en la parte inferior las jaulas cuentan con una
bandeja de aluminio colectora de heces. Las instalaciones cuentan con cortinas de

polietileno oscuras.

3.2 MATERIAL EXPERIMENTAL

3.2.1 Los animales
Se utilizaron 100 patos de raza Pekin sin sexar de un dia de edad de una granja
comercial de la ciudad de Lima, estos fueron trasladados via aérea hasta la ciudad de

Juliaca y posteriormente hasta el Bioterio de la Facultad de Medicina Veterinaria y
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Zootecnia de la Universidad Nacional del Altiplano, Puno. Donde fueron pesados y
distribuidos al azar dentro de 25 jaulas, a razon de 4 aves por jaula. Las aves durante el
periodo de estudio, permanecieron con agua y alimento ad libitum. Se evalud
semanalmente el consumo de alimento, ganancia de peso e indice de conversion

alimenticia.

3.2.2 Aflatoxinas

Se obtuvieron desde una muestra de maiz contaminado con aflatoxinas del
laboratorio de nutricion animal de la fmvz de UNA-Puno, posteriormente fue identificado
en el laboratorio de Microbiologia, fmvz, UNA- Puno, mediante siembra como
Aspergillus flavus, por aislamiento en placa y replicada; siguiendo el siguiente

procedimiento:

Pasos para la produccion de aflatoxinas mediante la siembra de Aspergellus
flavus:
Para la preparacion del medio de cultivo, en una fiola de 1 It se coloc6 17.5 g de

Agar Sabouraud glucosado y 250 ml de agua destilada y luego se reposo por 5 min.

En una hornilla eléctrica se colocé la fiola agitandola constantemente para
disolver el agar a 118 a 121 °C por 3 minutos. Se sello la fiola con papel craft y se llevd

a la autoclave a 121 °C por 15 minutos a 18 Ib de presion, para su esterilizacion.

Se agreg6 15 ml del medio de cultivo estéril a cada placa y se dejo6 enfriar.
Aparte en un tubo de ensayo estéril se llen6 3 /4 partes con suero fisiol6gico y se
agregd una pequefia porcién de la muestra de maiz contaminada, luego se tapé bien el

tubo de ensayo, para agitarlo y se dejé sedimentar por 10 minutos y se reservo.
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Cerca de un mechero con una mano cogimos la placa Petri con el medio de cultivo
y con la otra mano el hisopo microbioldgico estéril, que se sumergio6 solo el asa en el
sobrenadante del tubo de ensayo reservado, se colocd el asa dentro la placa y movimos
por encima del medio del cultivo en zigzag con el asa, luego, se flameo el asa y se tocd
en la region donde se hizo las ultimas estrias y se continuo la siembra con la misma
técnica, en la superficie de medio sin sembrar adn.

Se encubaron en 7 placas sembradas por 3 a 5 dias.

3.2.3 Maiz contaminado para las dietas experimentales

Se obtuvo el maiz aparentemente normal en buen estado en el mercado local, el
cual se tamizo (separar granos contaminados partidos y contaminados). EI maiz entero
con 10 % de humedad (contenido normal de humedad del maiz secado al ambiente) fue
colocado en bolsas de plastico N° 2, de la siguiente forma: Por cada 250 gramos de maiz
se adiciono 52.5 ml de agua, para alcanzar una humedad de 40 % en el maiz entero
(Modificado de (Dilkin et al., 2002)). Las bolsas fueron colocadas en la autoclave a 115
°C durante 15 minutos, en este proceso se destruyé cualquier contaminacion y se logré
aumentar la humedad del maiz entero.

Para el presente estudio solo se utilizd una placa con el medio de cultivo del
Aspergellus flavus, de un color gris con abundante espora, fueron homogenizados con
350 ml de agua destilada, seguidamente 5 ml de homogenizado fue inoculado a cada bolsa
de maiz entero conteniendo aproximadamente 40 % de humedad; luego las bolsas fueron
colocadas en una caja de madera cerrado con una temperatura ambiente de 10 °C a 18°C
, con baja luminosidad por un tiempo requerido de 12 dias, hasta que se observé un

completo desarrollo de los Aspergellus flavus y sus aflatoxinas, luego fueron colocadas
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en el autoclave a 115 °C por 5 minutos. Dejamos enfriar y secar al ambiente libre durante
72 horas, y luego se recogid el maiz contaminado con aflatoxinas y luego se trituro con
la ayuda de un moledor de café. Con este maiz se elaboraron las dietas experimentales

para 4 tratamientos en patitos Pekin.

3.2.4 Protocolo para purificacion y activacion de arcilla Monchacck 3 A-T

(modificado de Aranibar H. (2011):

a. Se obtuvo la arcilla natural de un yacimiento y se purifico mediante
sedimentacion en agua a fin de separar a la montmorillonita de impurezas y otros
minerales como illita y cuarzo.

b. EIl sobrenadante con arcilla pura fue centrifugado a 3000 rpm por 10
minutos y la arcilla quedo al fondo del tubo y se eliminé el agua clara.

c. laarcilla fue secada, molida y pasada por una malla N° 100, obteniéndose
una textura fina.

d. Enun balén de pirex de 2 It, se colocé la arcilla fina y la solucién de &cido
clorhidrico 2N (5ml/g), luego se calentd el balon con una hornilla eléctrica (con
regulador de temperatura), alcanzando temperaturas cercanas a la ebullicion (85- 90
°C) durante 2 horas. Todo este sistema de activacion fue realizado dentro de una
campana (los vapores de acido clorhidrico son altamente tdxicos para las vias
respiratorias).

e. Terminado la activacion, se colocé el baldn en reposo (se espero6 a que la
arcilla sedimente) y se retird el sobrenadante acido.

f. Se lavd la arcilla con agua destilada o des ionizada, minimo en una

proporcion de 1 a 5 (por cada gramo de arcilla se colocd 5 ml de agua).
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g. Después de la 4ta lavada, se usé el papel de lectura de pH, para ver el pH
de la solucion de lavado. El pH ya no cambio a la cuarta lavada y se retir6 el acido de
la arcilla.

h. Los procesos de lavado se realizaron rapidamente con la ayuda de una
centrifuga grande de arcilla. luego se retird la arcilla himeda para el secado.

i. Finalmente se molié6 manualmente con un molino marca corona para su

utilizacion en las dietas.

3.3 DIETAS EXPERIMENTALES

Antes de Los iniciar con las dietas experimentales, se alimentd a los patos con
dietas balanceadas de pollos de engorde durante el periodo de estandarizacion (0-5d) para
luego recibir las dietas experimentales para el periodo de estudio (6-32d), que fueron
formuladas y elaboradas en el Laboratorio de Nutricion Animal de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia — UNAP.

Las dietas experimentadas fueron formuladas y elaboradas en el laboratorio de
nutricion animal de la facultad de medicina veterinaria y zootecnia - UNAP. Para la
formulacion de las dietas se utilizo la tabla de composicion de alimentos NRC 1998 y el
programa de balanceo de raciones a un minimo costo (AEZO, 1998). Una vez obtenido
el balanceo de racidn se procedié con la adquisicién de las materias primas para su
preparacion. Al contar con todos los insumos correspondientes estos fueron pesados en
una balanza digital de 100 +0.1kg, y se procedio a realizar el mezclado de todas las
materias primas para luego pasarlo en una mezcladora. En la tabla 10 las dietas que se
utilizaron fueron dos controles, uno negativo y otro positivo y paralelamente 3 dietas
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contaminadas con la misma aflatoxina y 3 tipos de arcilla distintas, entre las cuales se
obtuvo dos variedades de arcilla Monchack 3 A-T, en su forma purificada vs purificada -
activada y una arcilla comercial llamada Myco-AD®. Con la finalidad de que las dietas
experimentales sean isocaloricas e isoprotéicas se adiciond Celite® como material inerte

para los controles experimentales para sustituir a las arcillas secuestrantes en las raciones.

Tabla 10. Composicion y contenido de nutrientes de las dietas experimentales de

inicio (6 - 32d)
TRATAMIENTOS
(%)
A B C D E
Ingredientes . Arcilla 3A-
Control | Control Arcilla 3 A- T MYCO-AD
- + ] T (Purificada @
(Purificada) _activada)

Maiz amarillo 57.63 0.00 0.00 0.00 0.00
Maiz marillo + aflatoxinas 0.00 57.63 57.63 57.63 57.63
Soya intral 12.04 12.04 12.04 12.04 12.04
Soya afrecho 22.15 22.15 22.15 22.15 22.15
Polvillo de arroz 0.97 0.97 0.97 0.97 0.97
Harina de pescado 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00
Carbonato de Ca (piedra caliza) 1.22 1.22 1.22 1.22 1.22
Premezcla (vitaminas + minerales): 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Sal comun 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40
Arcilla secuestrante 0.00 0.00 0.50 0.50 0.50
Ceniza insoluble (celite®) 0.50 0.50 0.00 0.00 0.00
Fosfato mono-bicalcico (Montafos®) 0.90 0.90 0.90 0.90 0.90
DL-metionina 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09
TOTAL 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
Contenido de nutrientes:

EMA,Mcal/kg 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
Proteina bruta 22.00 22.00 22.00 22.00 22.00
Fibra cruda,% max 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50
Ca,% 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80
lys,% 1.10 1.10 1.10 1.10 1.10
Met,% 0.48 0.48 0.48 0.48 0.48
Cis, % 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35
Try,% 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22
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Arg,% 1.20 1.20 1.20 1.20 1.20

tre, % 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76
Fuente: Elaboracion propia utilizando el programa de balanceo de raciones a minimo costo (AEZO, 1998).

Para el periodo de experimentacion (6-32), se formuld el alimento experimental
para cada tratamiento de la siguiente forma: tratamiento A (control -), alimento sin
aflatoxinas y celite (0.5%): tratamiento B (control +), alimento con aflatoxinas y celite
(0.5%); tratamiento C, D, E; alimentos con aflatoxinas (0.5%) y secuestrantes respectivos
(0.5%). Los cinco tratamientos de experimentacion se constituyeron, segun las

especificaciones mostradas en la tabla 11.

Tabla 11. Tratamientos experimentales

Tratamientos Inclusion de arcilla N° de animales
A. Control negativo (maiz sin aflatoxinas) Ninguna 20
B. Control positivo ( maiz con aflatoxinas) Ninguna 20
C. Maiz con aflatoxinas Arcilla 3 A-T, (purificada) 20
D. Maiz con aflatoxinas grctich A_T' oty 20
activada)
E. Maiz con aflatoxinas Arcilla Myco AD ® 20
Total 100

3.4 DISENO EXPERIMENTAL

Al inicio de la experimentacién se distribuyeron a los patos en un disefio
completamente al azar con cinco tratamientos (2 controles y 3 grupos de prueba), con 5
réplicas por tratamiento y 4 patos por replica alojados en cada jaula, con un total de 25
jaulas como se muestra en la tabla 12.

El tamafio de muestra ha se determind mediante la informacion bibliografica

disponible, considerando que 4 patos en una jaula representan una réplica.
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Tabla 12. Distribucién de los animales en el ensayo

Replicas
25 Jaulas Patos Por
Tratamiento
) I i 1v "4
A 4 4 4 4 4 20
(7,
g B 4 4 4 4 4 20
Q
E C 4 4 4 4 4 20
5 D 4 4 4 4 4 20
~
E 4 4 4 4 4 20
Total de patos 100

3.5 CONDUCCION DEL EXPERIMENTO

3.5.1 Temperatura del ambiente de la sala de cria.

La temperatura de la sala de cria fue proporcionada por dos calefactores eléctricos,
el cual fueron controlados automaticamente por un sensor conectado al equipo StarAgri.
Holanda que se programo en el periodo de 0-32d a 32° C y se redujo progresivamente a
3°C por semana hasta alcanzar 20°C a los 32 dias de edad. La ventilacion era manual hasta
por 4 veces al dia por la apertura de la puerta; se mantuvo un programa de luz durante el

dia y por las noches sin luz.

3.5.2 Suministro de alimento.

Desde el inicio hasta los 32d se suministré alimento ad libitum en forma de harina
en sus respectivos comederos tipo canaleta, manteniendo siempre con alimento los
comederos, cada jaula poseia su propio balde el cual los alimentos eran pesados mediante
una balanza digital.
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Primero fueron estandarizados de 1-5 dias de edad con una dieta Gnica balanceada
de un concentrado comercial para los 5 tratamientos, luego se les suministraron las dietas

experimentales desde 6 — 32 dias de edad.

3.5.3 Toma de muestra del alimento contaminado para la determinacion de
aflatoxinas mediante la prueba de Cromatografia en Capa fina (TLC).

Se procedio a la toma de muestra del alimento contaminado; la cantidad de 300 g
en una bolsa de papel kraft con respectivo rotulado y se envié a un laboratorio comercial

BiosLab para la determinacion del andlisis cuantitativo aflatoxinas.

3.5.4 Control de pesos.
Para el control de pesos se utiliz6 una balanza digital con una sensibilidad de 0.1
gramos. Los pesos tomados eran por un total de 4 patos por replica o jaula, el peso vivo

fue controlado de 0, 6, 19, 26 y 32d.

3.5.5 Sacrificios de los animales.

Los animales para el sacrificio fueron seleccionados al azar, uno por cada jaula 'y
pesados respectivamente; siendo sacrificados por la técnica de aturdimiento y degollé a
los 19, 26 y 32d; en una cantidad de 25 patos por cada fecha programada respectivamente
a los dias ya mencionados, con una cantidad final de 75 sacrificios hasta los 32 d.

Posteriormente a las necropsias se realizd la toma de muestra del 6rgano de higado
para su descripcion macroscopica y microscopicamente por lectura en placa

histopatoldgica.
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3.5.6 Sanidad.

Se mantuvo restringida la visita a la sala de cria de experimentacion de personas
extrafias, con la finalidad de evitar la transmisién y brote de enfermedades. Se utilizé cal
en polvo en bandeja en la puerta de ingreso. Se realizé la necropsia respectiva a todos los
animales muertos para determinar la causa de muerte durante el periodo de estudio de O-

32d.

3.6 VARIABLES DE EVALUACION Y ANALISIS

3.6.1 Consumo de Alimento.
El consumo de alimento se registré de forma diaria y semanal con la ayuda de un
registro que fue de elaboracion propia, esto para el control sobre el consumo de alimento

de los patos.

3.6.2 Ganancia de peso Vvivo.

La ganancia de peso vivo se determind tomando los pesos vivos ganados en cada
periodo de tiempo (1-5 d; 6-19 d; 20-26 d y 27-32 d) del 100% de los patos por jaula, de
cada fecha de los 5 controles y la edad (nimero de dias de crianza) que demora el pato

para alcanzar el peso vivo.

3.6.3 Indice de Conversion Alimenticia (1C).
Se determind a través de la relacion que existe entre el alimento consumido y el
peso vivo en los cuatro controles de: 6, 19, 26 y 32 d. El indice de conversion alimenticia

se determind mediante la siguiente formula.
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_ Alimentoconsumido Kg.

Gananciadepesovivo Kg.

3.6.4 Porcentaje de Mortalidad
El porcentaje de mortalidad se determind para cada uno de los periodos y la
posible causa de muerte a traves de la necropsia correspondiente los resultados de la

mortalidad se determinaron mediante la siguiente formula:

. — N°de animales muertos
% Mortalidad — * 100

N? total de animales

3.6.5 Porcentaje de materia seca en heces (% MS).

El porcentaje de materia seca de las heces se determiné a los 11; 16; 26 y 32del
cual fueron recolectadas en bandejas de metal, colocadas debajo de las rejillas de los pisos
para cada jaula, secadas en horno a 70°C por 24hrs y pesadas en una balanza digital para

luego hallar su porcentaje mediante la siguiente formula.

Residuo de la desecacion
%MS= *100

Peso de la muestra

3.6.6 Lesiones hepaticas.

Se tomaron muestras de 30 higados del lado derecho en el primer periodo de
experimentacién 6-19d, los cuales 5 muestras de higado fueron tomadas de los patos
muertos fortuitamente entre los 2d - 12d y las restantes 25 muestras de higado fueron
obtenidas de los primeros sacrificios programadas al 19d en sus respectivas necropsias,

el cual fue el Unico periodo que presentaron mortalidad y evidencia patoldgica a la
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inspeccion macroscopica. De la misma manera se llevd a cabo los sacrificios de las aves
programadas a los 26d y 32d para sus respectivas necropsias, dentro de toda la etapa de
experimentacion.

las muestras fueron descritas macroscopicamente ante las necropsias y procesadas
en laminas histoldgicas en el laboratorio de patologia de la facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia (U.N.A - Puno). Y posteriormente fueron descritas
histopatolégicamente en el laboratorio de patologia Aviar de la facultad de Medina

Veterinaria (U.N.M.S.M- Lima) y clasificadas de acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla 13. Graduacion de las lesiones hepatopatologicas de las muestras histologicas de

higado de patos Pekin

Grado Descripcion de la lesion

Degeneracion de hepatocitos

I
Leve (+) Incipiente proliferacion de conductos biliares.
Pletorizacion de vasos sanguineos
Degeneracion de hepatocitos
/] Degeneracidn grasa

Leve a moderada (++)
Proliferacion de conductos biliares

Degeneracion de hepatocitos

Necrosis de hepatocitos.

Proliferacion de conductos biliares

I]/]
Moderada a severa (+++) | infiltracién de polimorfonucleares, mononucleares y heterofilos

Degeneracion de hepatocitos

v
Severa (++++) infiltracion intersticial de sustancia acidofila

Proliferacion de conductos biliares
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Infiltracion de heterofilos y polimorfonucleares.

3.7 DISENO ESTADISTICO

En el analisis de los datos obtenidos se determind el efecto de las variables
independientes (5 diferentes raciones) sobre las variables dependientes (consumo de
alimento, peso vivo, conversion alimenticia, mortalidad, porcentaje de materia seca en
heces y lesiones hepéticas). Los 100 patitos fueron distribuidos en un disefio
completamente al azar (DCA) con 5 tratamientos y 5 réplicas por tratamiento,

considerando 4 patitos por replica, cuyo modelo aditivo lineal fue el siguiente:

Yij = W +Ti + Ejj

=1, 2,3, 4,5 (tratamientos) j=1,2,3,4,5 (replicas)

Donde:

Yij = Observacion

K = Media poblacional

Ti = Efecto de i-esimo tratamiento

eij = Efecto de Error experimental

Los datos fueron analizados mediante el procedimiento GLM de SAS V. 9.00 para
disefios completamente al azar y se utilizo la prueba LS Means para la diferenciacion de

medias.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ANALISIS DE LAS AFLATOXINAS EN EL ALIMENTO CONTAMINADO

MEDIANTE LA PRUEBA DE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC)

El analisis cuantitativo de aflatoxinas de la dieta experimental contaminada, fue
determinada mediante la prueba de cromatografia en capa fina (TLC) obteniéndose 10
ppb de concentracion de aflatoxina B1. Es decir que los niveles encontrados en el analisis
de la muestra de alimento, resultan ser los maximos permitidos segun la legislacion de la

Unién Europea en las dietas para patos (Gimeno, 2009).

En el Peru el limite maximo tolerable para los alimentos de consumo humano es
de 10 ppb segun el Codex Alimentarius, pues no hay normas alimentarias en nuestro pais.
La Federacion de Administracion de Alimentos y Drogas (FDA) de EUA establece que
el limite méaximo permitido en los alimentos y productos de consumo humano es de 20
ppb. Mientras que la FAO/OMS sefiala que la reglamentacién venezolana, para
micotoxinas en maiz y sus derivados, admite concentraciones de aflatoxinas B1, B2 y G
de hasta 20 ppb; no obstante, siendo estos valores permitidos similares a los aceptados en
otras regiones, como EUA. y otros paises latinoamericanos y europeos, en donde indican
permitir valores desde 1 hasta 20 ppb para alimento destinado a personas y rangos desde

20 a 300 ppb para animales.
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Por lo tanto, las concentraciones obtenidas en los alimentos experimentales son
relativamente bajas como para observar cuadros sintomaticos de aflatoxicosis en patos

Pekin.

4.2 PARAMETROS PRODUCTIVOS

4.2.1 Consumo de alimento.
El consumo de los alimentos experimentales que tenian inclusion de diferentes

arcillas a los cuales fueron sometidos los patitos, se detalla en la tabla 14.

Tabla 14. Efecto de los tratamientos sobre el consumo medio diario durante el

experimento (g/d) en patos Pekin

Edad, dias
Tratamiento
0-5 6-19 | 20-26 | 27-32 | 0-32
A. Control + (alimento sin aflatoxinas) 20.01 37.99 63.02 97.93 51.89
B. Control - (alimento con aflatoxinas) 18.15 34.9 68.24 92.52 50.38
C. Alimento con aflatoxinas + 3A-T (Purificada) 18.14 34.56 60.75 69.38 44.25

D. Alimento con aflatoxinas +3A-T (Purificado y Activada) 18.76 38.71 55.59 84.67 47.9

E. Alimento con aflatoxinas+Myco-ad 18.23 37.98 57.9 79.02 46.95
EEM (n=5) 0.57 2.39 7.45 11.33 | 3.561
Probabilidad 0.15 0.63 0.79 0.44 0.6

EEM = error estandar de media

Observamos que en el periodo estandarizacion de 0-5 dias todas las aves
consumieron la similar cantidad de alimento debido a que era una misma racién no
existiendo diferencias significativas (P> 0.05). Sin embargo, en el periodo experimental
de 6-19 d a pesar que los animales consumieron alimentos con aflatoxinas no se

observaron diferencias significativas (P> 0.05) hasta los 32 d de edad.
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La ausencia de diferencias se debe principalmente a los bajos niveles de

aflatoxinas en los alimentos experimentales (10 ppb). Una disminucién en el consumo es

dependiente del nivel de micotoxinas del alimento. Investigaciones realizadas concluyen

gue con 3 ppm de aflatoxina B1 en el alimento se observa una reduccién significativa en

el consumo de alimento (Escalona et al., 2005; Mallmann et al., 2000).

4.2.2 Peso vivo

Los pesos vivos de los patitos durante los cinco controles realizados, se detallan

en la tabla 15.

Tabla 15. Efecto de los tratamientos sobre el peso vivo medio durante el experimento (g)

en patos Pekin

Edad, dias
Tratamiento

0 5 19 26 32

A. Control + (alimento sin aflatoxinas) 49.4 121.3 368.68 527.72 732.9
B. Control - (alimento con aflatoxinas) 49.2 113.25 340.86 493.66 638.3
C. Alimento con aflatoxinas + 3A-T (Purificada) 49 115.65 348.7 470.03 566.2

D. Alimento con aflatoxinas +3A-T (Purificado y Activada) | 48.45 121.2 356.99 510.94 677

E. Alimento con aflatoxinas+Myco-ad 49.4 113.4 373.87 533.84 646
EEM(n=5) 0.285 | 3.105 | 14.538 | 20.674 | 45.683

Probabilidad 0.147 | 0.193 0.491 0.217 | 0175

EEM = error estandar de media

Como podemos apreciar en la tabla 15 no se observaron diferencias significativas

(P> 0.05), solo se tuvo a los 19 y 26 d diferencias aritméticas, siendo observado el mejor
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peso en los tratamientos E y A (373.87 g y 368.68 g vs 533.84 g y 527.72 g,

respectivamente), sin embargo, al dia 32 estas diferencias desaparecieron.

Es decir que a pesar de la evidencia del efecto de los tratamientos A, C, Dy E,
sobre los pesos vivos a los 19, 26 y 32 dias, en superioridad comparativa con el
tratamiento C (control negativo). No hubo diferencia significativa hasta los 32d de edad

(P> 0.05).

Estos resultados sugieren una mejor capacidad adsorbente en las arcillas de los
tratamientos D (3 A-T purificada y activada) y E (Myco-ad), debido a la obtencion de
mejores pesos vivos que los otros tratamientos contaminados con aflatoxinas. En el
tratamiento C (3 A-T purificada) los pesos vivos fueron menores que el resto de los otros
tratamientos contaminados con aflatoxinas, esto probablemente por su forma no activa,
el cual posee menor capacidad secuestrante. Sin embargo, estos resultados no

demostrables por la falta de diferencias estadisticas.

Esta capacidad secuestrante de la arcilla 3A-T, podria sustentarse con la
afirmacion de (Suarez, 2002), quien menciona que la adicion de arcilla chacko al alimento
reduce la toxicidad a las sustancias nocivas como son las aflatoxinas. Consistentemente
(Wang et al., 2008) mencionan que las arcillas son utilizadas en la alimentacion animal
por su capacidad de absorber ciertas micotoxinas, ademas de aumentar la digestibilidad
de los nutrientes y proteger la mucosa gastrica e intestinal y de mejorar la asimilacion de

proteina corporal e incremento del peso.
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4.2.3 Ganancia media diaria del peso.
La ganancia media diaria de peso (g/d) de los diferentes tratamientos durante los

32 dias experimentales se observa en la tabla 16.

Tabla 16. Efectos de los tratamientos sobre la ganancia diaria de peso durante el

experimento (g/d) en patos Pekin

Edad, dias

Tratamiento
0-5 6-19 | 20-26 | 27-32 | 0-32
A. Control + (alimento sin aflatoxinas) 15.65 14.7 19.42 23.76 17.58
B. Control - (alimento con aflatoxinas) 14.38 17.67 22.72 34.2 21.36
C. Alimento con daflatoxinas + 3A-T (Purificada) 12.81 16.26 21.83 24.11 18.41
D. Alimento con aflatoxinas +3A-T (Purificado y Activada) | 13.33 16.65 17.33 19.2 16.16
E. Alimento con daflatoxinas+Myco-ad 14.55 16.84 21.99 27.68 19.64
EEM(n=5) 0.62 1.063 2.15 5.51 1.426
Probabilidad 0.16 0.55 0.37 0.45 0.18

EEM = error estandar de media

Como apreciamos periodos 6-19; 20-26 y 27-32 dias, no existe diferencias
significativas entre cada tratamiento (P >0.05), probablemente esta falta de diferencias se
debe a los niveles bajos de aflatoxinas en el alimento (10 ppb) para que se presente una
aflatoxicosis cronica que se caracteriza por una disminucién gradual de la ganancia de
peso. (Mallmann et al., 2000) afirman que la inclusion de 3 ppm de aflatoxinas B1 en
pollos causa una reduccion significativa en la ganancia de pesos vivo. También Lara
(2003) afirma que el alimento con 900 ppb de aflatoxinas no mostraron diferencia
significativa sobre el peso vivo, pero si mostraron una diferencia significativa los que

consumieron alimento contaminado con 2700 ppb de aflatoxinas B1.
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4.2.4 Indice de Conversion Alimenticia.
El indice de conversion alimenticia durante los cinco periodos experimentales, se

muestran especificamente para cada tratamiento en la tabla 17.

Tabla 17. Efecto de los tratamientos sobre el indice de conversién alimenticia durante el

experimento en patos Pekin.

) Edad, dias
Tratamiento 05 | 6-19 | 20-26 | 2732 | 0-32
A. Control + (alimento sin aflatoxinas) 1.4 2.17 3.03 3.22 2.47
B. Control - (alimento con aflatoxinas) 1.42 2.14 3.15 4.47 2.74
C. Alimento con daflatoxinas + 3A-T (Purificada) 1.37 2.08 3.6 3.93 2.74
D. Alimento con aflatoxinas +3A-T (Purificado y Activada) 1.29 2.29 2.52 3.07 2.44
E. Alimento con aflatoxinas+Myco-ad 1.46 2.06 2.59 3.5 2.51
EEM(n=5) 0.07 | 0.096 | 0.382 | 0.567 | 0.122
Probabilidad 0.6 0.47 0.29 0.43 0.24

EEM = error estandar de media

En la tabla 17 se muestra los cambios de la conversion alimenticia durante los
distintos periodos experimentales de todos los tratamientos, desde el primer periodo de
estandarizacion hasta el Gltimo periodo de 27-32d. Aungue no se aprecian diferencias
significativas, podriamos mencionar que los adsorbentes de aflatoxinas tuvieron alguna
influencia positiva. Sin embargo, al momento de hacer la comparacion entre los controles
A (positivo) y B (negativo) no existe ninguna diferencia entre tratamientos con
secuestrantes, de esta manera los resultados nos sugieren que la baja concentracion de
aflatoxinas en los tratamientos provoco que no haya diferencias significativas hasta los

32 dias de edad (P> 0.05).
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Las arcillas poseen la capacidad de secuestrar las aflatoxinas en el alimento
contaminado reduciendo los problemas gastrointestinales. En este sentido, (Wang et al.,
2008) mencionan que las arcillas son utilizadas en la alimentacion animal por su
capacidad de adsorber ciertas micotoxinas, ademas de aumentar la digestibilidad de los
nutrientes y protegen la mucosa géstrica e intestinal, ademas mejoran la asimilacion de
proteina corporal y los parametros productivos. También (Suarez, 2002) menciona que
como antagonico, la arcilla chacko resta la toxicidad a las sustancias nocivas. Un estudio
preliminar realizado en el Lab Altheias de Argentina indico que las arcillas de Asillo y
Azéngaro presentaban mayor adsorcién y menor desorcion de las aflatoxinas. Estos
resultados en cierta forma son corroborados por los mejores parametros productivos
observados en el presente estudio, probablemente esto se deba a que existe mejor afinidad
de adsorber las aflatoxinas por parte de estas arcillas. También (Zghal et al., 2008)
encuentran resultados favorables, donde el aumento de la dosis de sepiolita afiadida al
alimento se asocia con una reduccion significativa del consumo de alimento esto puede
deberse a que existe una disminucion de la velocidad de transito esto en los pollos broiler.
Consistentemente (Ouhida et al., 2000) encuentran datos similares, ellos indican que el
aumento de la viscosidad ileal es lo que estaria provocando el menor consumo alimento.
Estos investigadores no tuvieron diferencias significativas en cuanto al consumo de

alimentos.

4.2.5 Porcentaje de materia seca en heces.

Los mayores porcentajes de humedad de las heces son indicativos de diarrea en
las aves. La presencia de diarrea es uno de los sintomas importantes en la afeccion por
aflatoxicosis. En la tabla 17 se aprecia los contenidos de materia seca de las heces a los

11, 16, 26 y 32 dias experimentales.
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Tabla 18. Efecto de los tratamientos sobre los porcentajes de materia seca en heces

durante el experimento (%)

) Edad, dias
Tratamieto
11 16 26 32
A. Control + (alimento sin aflatoxinas) 19.53 28.66 45.66 39.16
B. Control - (alimento con aflatoxinas) 17.34 21.89 51.95 44
C. Alimento con aflatoxinas + 3A-T (Purificada) 16.98 24.57 41.99 45.54
D. Alimento con aflatoxinas +3A-T (Purificado y Activada) 18.87 21.47 43.53 35.35
E. Alimento con aflatoxinas+Myco-ad 17.68 24.44 44.35 29.83
EEM(n=5) 0.516 3.1 7.976
Probabilidad 0.7288 0.5086 0.9167

EEM = error estandar de media

Como podemos observar en la tabla 18 no existe diferencias significativas de
materias secas (11, 16, 26, 32d), debido a que las heces de los patos son muy humedas y

no se puede determinar con exactitud la diferencia entre materias secas.

Se ha observado que la inclusion de las arcillas en el alimento de aves de puesta,
producen heces més secas disminuyendo la fermentacion y formacién de amoniaco en los
galpones avicolas, este efecto benéfico también puede ser Util para producir huevos mas

limpios (Castaing, 1990).

También (M. Aranibar & Calmet, 2006) reportaron en un experimento con pollitos
que la materia seca de las heces a los 7 dias de edad en el grupo control fue de 53.2%,
mientras que en el que contenia aflatoxinas sin arcilla fue de 44.5%, entre tanto el grupo
que contenia aflatoxinas mas un 0.5% de arcilla la materia seca fue de 50.1% y finalmente
en el grupo que contenia aflatoxinas mas 1.0% de arcilla el contenido de materia seca en

las heces fue de 48.9%. Estos resultados indican claramente que la induccién de 0.5y 1%
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en la racion fueron capaces de restablecer el contenido de materia seca de las heces
observada en el tratamiento control.

No existen estudios en relacion de materia seca en patos, para tratamientos de
experimentacion con arcillas secuestrantes vs aflatoxinas, para hacer una debida
comparacion con nuestros resultados. Por lo tanto, en el presente estudio no se presenta

ningun efecto de la inclusion de la arcilla sobre el porcentaje de materia seca.

4.3 PORCENTAJE DE MORTALIDAD

Un indicativo de la severidad de la aflatoxicosis es la morbilidad y mortalidad. En

la tabla 19 se aprecia las mortalidades para cada periodo experimental.

Tabla 19. Efecto de los tratamientos sobre los porcentajes de mortalidad (%) de los patos

hasta los 32 dias experimentales.

Tratamieto Edad, dias
0-5 | 6-19 20-26 27-32 0-32
A. Control + (alimento sin aflatoxinas) 0.99 0.99 1.98
B. Control - (alimento con aflatoxinas) 1.98 1.98
C. Alimento con aflatoxinas + 3A-T (Purificada)
D. Alimento con aflatoxinas + 3A-T (Activada) 0.99 0.99
E. Alimento con aflatoxinas + Myco-ad 0.99 0.99 1.98
TOTAL 1.98 4.95 6.93

EEM = error estandar de media

En la tabla 19 se aprecia que durante el periodo de 0 a 5 d hubo dos muertes por
onfalitis con un porcentaje de 1.98 % y en el periodo experimental de 6-19 d, fue el Unico
periodo donde se presenté una mortalidad de 4.95 %, siendo causado por una aflatoxicosis

aguda. Mientras que en los demas periodos no se observé mas mortalidad.
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Los datos encontrados con respecto al porcentaje total de mortalidad con 6.93, no
fueron significantes ya que obtuvimos 7 patitos muertos: 2 patitos por onfalitis fuera de
la etapa de experimentacion, 1 patito del tratamiento A de control + ( alimento con
aflatoxinas), 2 patitos del tratamiento B de control - (alimento sin aflatoxinas), 1 patito
del tratamiento D (alimento con aflatoxinas y arcilla 3 A-T purificada y activada), 1
patito del tratamiento E (alimento con aflatoxinas y arcilla Myco-ad). La mortalidad de
un pato por intoxicacion del control negativo puede explicarse probablemente a la
contaminacion cruzada que hubo al momento de la forma de ingesta de alimento molido
y agua que tienen los patos Pekin, ubicadas en jaulas contiguas aleatoriamente. Por otro
lado, la mortalidad se deba a la mayor susceptibilidad que tienen los patitos Pekin en
comparacion con otras especies de aves de produccion durante sus primeros dias de

crecimiento.

Por lo tanto, la inclusion de las arcillas sobre mortalidad, aparentemente fue eficaz
para determinar la baja mortalidad, este podria ser resultado de la baja toxicidad y/o a la
capacidad secuestrante en la inclusion de las arcillas en los alimentos contaminados para

patos Pekin.

Estudios en pollos broiler indican mortalidades de hasta 17% para pollos que
consumen 4.0 ppm de aflatoxina. Por su parte, Alvear et al. (2004) mencionan que el
tratamiento testigo, la mortalidad fue 1.2% (3 aves muertas) y el tratamiento 4 con el
0.8% de mortalidad (2 aves muertas). Resultados similares fueron obtenidos por Aranibar
et al. (2008) en un estudio del chacko como ingrediente novel en pollitos con alimentos
contaminados con aflatoxinas y pollitos del tratamiento sin adicién de arcilla presentaron

menor rendimiento productivo e incrementandose la mortalidad a los 21 dias.
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En el presente estudio la comparacion entre los tratamientos control y los
tratamientos con 10 ppb de aflatoxinas méas la inclusion de 0.5 % de las arcillas
secuestrantes no hubo diferencias en ninguna de las variables estudiadas estos resultados
también nos indican que la arcillas fueron capaces de contrarrestar los efectos nocivos de

las aflatoxinas en los patos.

Adicionalmente Velasquez & Aranibar (2017), indican los datos encontrados con
respecto a la mortalidad no fueron significantes ya que obtuvimos uno por causa de
onfalitis siendo del grupo de control positivo y otro del grupo de Montchack Azéngaro
dando una mortalidad de 1.11%. Estos resultados probablemente pueden explicarse por
el menor consumo de alimento que tienen las pollitas de postura, ya que estudios con
pollos broiler indican mortalidades de hasta 17% cuando consumen 4.0 ppm de

aflatoxina.

4.4 LESIONES PATOLOGICAS

En la tabla 20 se observa el grado de lesiones en los 5 tratamientos del
experimento, que se obtuvieron a la lectura via microscopica de 30 laminas histoldgicas
de muestras recolectadas durante el periodo de 6-19 d; de las cuales 5 ldminas fueron
muestras de higados de patos muertos fortuitamente y las otras 25 laminas fueron de los

25 de patos muertos por eutanasia al 19 d.
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Tabla 20. Grado de lesion histoldgica de higados de patos Pekin, que consumieron

alimentos contaminados con aflatoxinas durante 6-19 d

Muestras de Tratamientos
higado de patos
pekin por: A B ¢ b E
Al ++ B4 +++ [ C2 + D5 ++ E3 +++
Muertes por A9 ++ B6 ++ | C10 +H+ D8 ++ E11 ++
Eutanasia Al2 + B7 + C18 ++ D13 ++ E17 +++
Al4 + B16 ++ | C21 +H++ D15 +H++ E22 ++
A20 ++ B23 ++ C24 ++ D19 ++ E25 ++
A1** -+ B23* | +++ D13* 4+ E25% | ++4
Muertes fortuitas
B4* +++

Como podemos observar en la tabla 20, se observa la graduacion de lesiones
hepatopatoldgicas. Se apreciar el grado de lesion de leve - moderada a severa de 5
muestras histopatoldgicas de higados de los patos por muertes fortuitas y por
aflatoxicosis, entre el dia 1 al dia 7 y el resto de las 25 muestras recolectadas de las

eutanasias nos muestran un grado de lesion desde leve hasta severa.

Por lo tanto a pesar de la inclusion de las arcillas adsorbentes de aflatoxinas no
hubo efecto para evitar las lesiones microscopicas en higados de patos pekin que

consumieron dietas contaminadas con aflatoxinas. De igual manera no se evidencia
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ninguna graduacion diferencial entre las lesiones de los tratramientos control y el resto de

los tratamientos que si tuvieron adsorbentes.

Lesiones macroscopicas de higados de patos Pekin
tratamiento A | tratamiento B | tratamiento C | tratamiento D | tratamiento E

I3 1Y

Figura 3 Descripcion macroscopica de las lesiones de los higados de 5 tratamientos, a

la necropsia del 19 d en patos Pekin que consumen alimentos contaminados con
aflatoxinas.

Tratamiento A: Higado de pato de tamafio intermedio con incremento del color a
0SCcuUro venoso congestivo, tiene los bordes bien definidos con el filo caracteristico y no
presenta deformidades. En su superficie se denotan tres manchas pélidas blanquecinas
por posible fibrosis post necrética multifocal.

Tramiento B: Higado de pato con palidez (méas palido del grupo) de aparente
degeneracion grasa, el tamafio es intermedio, la forma se aprecia algo globosa mostrando
cuatro manchas palidas fibrosas en su superfice parietal.

Tratamiento C: Higado de pato con dos manchas fibrosas en la superficie con
bordes filosos y normales.

Tratamiento D: Higado de pato con incremento de tamafio respecto a los demas
del grupo, con algo de palidez y mostrando tres manchas fibrosas en su superficie.

Tratamiento E: Higado de pato que muestra el menor tamafio de entre los del

grupo con forma y color normales.
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En la primeras necropcias se hizo el muestreo de higados de patos y
macroscopicamente se realizo la discusion comparativa de los organos determinandose
de mayor a menor afecccion patologicaen el siguiente orden : tratamiento B (control +),

tratamiento D , tratamiento A (control -), tramiento C y tratmiento E.

Por lo tanto la inclusion de las arcillas no tuvieron un efecto para evitar la
presencia de lesiones macroscopicas en los higados de los patos pekin que consumieron
aliementos contaminados y de igual manera no de pudo determinar alguna diferenciacion

macroscopica coherente en base a la capacidad de cada tratamiento.

En los resultados obtenidos en la deteccion de aflatoxinas (10 ppb) en los
alimentos experimentales, se encontrd que el nivel de aflatoxinas se encuentra por debajo
a los limites méximos permisible (LMP). En otra investigacion Caballero et al. (2001)
encontraron que el 20% de muestras de maiz peruanas sobrepasaron los LMP. Esto podria
estar comprometido mayormente con problemas subclinicos en aves y con escasos
problemas clinicos. Cabe sefialar que, el consumo de alimento con altos niveles de
aflatoxinas tendria que producirse durante periodos prolongados y en altas dosis. Por lo
general los higados de patos pekin no se evidencia un dafio macroscopico considerable

para determinar una insuficiencia hepatica.
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V. CONCLUSIONES

a. El alimento contaminado tuvo niveles bajos de aflatoxinas B1 (10 ppb), que no
fueron capaces de producir efectos negativos, en los parametros productivos
como: consumo de alimento, peso vivo, ganancia de peso y conversion

alimenticia, en los patos Pekin a los 32 d.

b. La materia seca de las heces no se no fueron diferentes entre los alimentos
experimentales y fue bastante dificultoso debido a la alta humedad de las heces
propio de la especie y a la dificultad para una colecta exacta entre jaulas contiguas,

y también a los habitos alimenticios por ingesta de alimento y agua.

C. En la patologia de los patos Pekin de las muestras de higados, hubo evidencia de
intoxicacion debido a la presencia de lesiones hepaticas pero no hubo una
diferencia definida entre las lesiones hepaticas de cada tratamiento debido a la
baja concentracion de aflatoxinas, pero cabe recalcar que a la semana de inicio del
consumo del alimento contaminado hubo la mayor mortalidad especificamente
del tratamiento B del control positivo el cual nos da a entender que las

aflatoxicosis se presenta de una forma aguda con mayor letalidad.
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VI. RECOMENDACIONES

a.  Debido al alto costo de las aflatoxinas purificadas (500 ddlares/g) se debe realizar

el cultivo de los hongos Aspegillus flavus con protocolos que permitan en el

laboratorio obtener una mayor produccion de aflatoxinas, el cual sea capaz de
causar mayores dafios en el animal y de esta manera poder probar las eficacias de

las arcillas.

b. Comparar la capacidad secuestrante de las arcillas 3A-T purificado y 3A-T

purificado y activado, in vitro.

c.  Realizar un andlisis bromatoldgico de las materias primas antes de formular la

racion debido a que puede existir alta variabilidad en su contenido nutricional.

d.  Realizar un andlisis cuantitativo de Ocratoxinas, debido a su presencia normal

generalmente en el maiz para el alimento de aves.

e.  Ante este tipo de experimento de riesgo biolégico, por contaminacion aérea de

esporas de Aspeqillus flavus y particulas de aflatoxinas, se debe realizar los

tratamientos en distintos ambientes independientes con las mismas condiciones.

f. Para la especie de patos Pekin tomar en cuenta los habitos alimenticios, para
mejorar la homogeneidad mediante alimentos peletizados y evitar la contaminacion

cruzada con jaulas de mayor amplitud y menor contaminacién entre ellas.
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ANEXOS

ANEXO A: Lectura de laminas histopatoldgicas de higados de patos Pekin.

ANEXO B: Cuadro escala de lesion histopatologica de higado de pato Pekin que

consumen alimentos contaminados con aflatoxinas de 0-19 dias.

ANEXO C: Fotografias del desarrollo experimental.
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ANEXO A: Lectura de ldminas histopatoldgicas de higados de patos Pekin.

Laminas

. . lectura
histopatologicas

Leve degeneracidn de hepatocitos con extravasacion de glébulos rojos e

Al (1005022
( ) hiperplasia de endotelio, proliferacién de conductos biliares.+B2:B10

Ligera degeneracion de hepatocitos con incipiente proliferacion de
Al14 (1004565) conductos biliares, leve degeneracion de grasa pletorizacion de vasos
sanguineos.

Moderada a severa degeneracion de hepatocitos con necrosis multifocal.
Proliferacién de conductos biliares con infiltraciéon de células
polimorfonucleares, extravasacion de gldbulos rojos y pletorizacion de
Vasos sanguineos.

B4 (1004563)

Leve a moderada degenerada de hepatocitos con incipiente proliferacion de

B16 (1004941
( ) conductos biliares, degeneracidn grasa con incipiente metaplasia de tejido.

Moderada degeneracién y necrosis de hepatocitos. Proliferacion de
B23 (1004558) conductos biliares heterofilos y polimorfonucleares, leve infiltracién de
sustancia acidolfila.

Leve a moderada degeneracidn de hepatocitos en focos de necrosis,
C10 (1005025) moderados focos hemorrdgicos con dafio endotelial, proliferacion de
conductos biliares, infiltracion de heterofilos y células mononucleares.

Severa degeneracion de hepatocitos, pletorizacion de vasos sanguineos
con severa extravasacion de glébulos rojos. Infiltracidn de heterofilos y
polimorfo nucleares, proliferacion de conductos biliares con degeneracién
grasa. Infiltracidn intersticial de sustancia acidofila con distensidn del

€21 (1005080)

Leve a moderada degeneracidn de hepatocitos, extravasacion de glébulos
D5 (1003198) rojos, proliferacion de conductos biliares con leve degeneracidn grasa,
hiperplasia de células de revestimiento.

Degeneracidn leve a moderada de hepatocitos con disgregacion del
D8 (1004928) parénquima, incipiente proliferacion de conductos biliares. Extravasacion
de glébulos rojos, leve infiltracién de células mononucleares.

severa degeneracion de hepatocitos con focos de necrosis difusa.
D15 (1005184) Infiltracidn intersticial de sustancia acidofila y fibrina, proliferacién de
conductos biliares e infiltracion de heterofilos y polimorfonucleares.

Degeneracion moderada de hepatocitos con disgregacién de parénquima,
C24 (1004957) proliferacion de conductos biliares y degeneracidn grasa, leve infiltracion
de heterofilos y polimorfonucleares
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ANEXO B: Cuadro escala de lesion histopatoldgica de higado de pato Pekin

gue consumen alimentos contaminados con aflatoxinas de 0-19 dias.

Tratamiento A | Tratamiento B | Tratamiento C | Tratamiento D | Tratamiento E
8 8 S5/ 8| 8 |3s/8| 8 3518 8 [35/8) 8|3
S| 3 38 5| 5 |S¢ 5|3 [Fg 5| 5 |88 s| 3 Bk
(3 |y x O [§57| x © 5T x O [§57] x e
Al (1005022 ++ B4 [1004563| +++ | C2 (1005054 + D5 1003198 ++ E3 (1005217 +++
A1l [1005023| ++ | B4 |1004564| +++ | c2 [1005066] + | D5 [1003199| ++ 1005218 +++
E3

Al [1005024| ++ | B4 |1004947| +++ | Cc10 [1005025| +++ | D8 [1004928| ++ | E11 |1005221| ++
Al * |1006066| ++++| B4 [(1004951| +++ [ C10 |1005026( +++ | D8 |1004931| ++ | E11 (1004544| ++
A9 [1005182| ++ | B6 [1003670| ++ | C18 |1005078| ++ [D13*[1006075|++++| E17 |1005111 +++
A12 [1003206] + | B6 [1003669| ++ | C18 [1005079| ++ [D13*[1006076|++++| E17 |1005112 +++
A12 [1003319| + | B7 [1004105( + | C21 |1005080( ++++| D13 (1005205 ++ | E17 |1005113( +++
A14 [1004565| + | B7 (1004103 + | C24 |1004957| ++ | D13 [1005206| ++ | E22 |1004560( ++
Al14 |1004566( + | B16 [1004941| ++ | C24 |1004959| ++ | D15 |1005184|++++ | E22 (1004561 ++
A20 (1005196 ++ | B16 [1004945| ++ D15 |1005185| ++++ [ E22 [1004562| ++
A20 [1005197| ++ | B23 [1004557| ++ D19 |1005186| ++ | E25 [1003973| ++
A20 (1005198 ++ | B23 [1004558| ++ E25 |1003974( ++

B23 [1004559| ++ E25*|1004007 | +++

B23*|1005085| +++ E25* 11004004 +++

B23* 1005086 +++

B23* 1005087 +++
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ANEXO C: Fotografias de desarrollo experimental.

ANEXO C.1. Muestra de maiz contaminada con Aspergillus flavus.
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ANEXO C.3. Lavado de la arcilla Chacko activado con acido clorhidrico.

ANEXO C.4. Lavado de la arcilla Chacko activado con acido clorhidrico.
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ANEXO C.5. Bioterio: Jaulas de bandejas metalicas para el recojo de heces de patitos
Pekin.

ANEXO C.6. Bioterio: Sistema de bebederos tipo niple.
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ANEXO C.7. Bioterio: Instalacion de comederos rectangulares
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ANEXO C.9. Sacrificios de patitos Pekin

ANEXO C.10. Obtencion muestras de higado de patitos Pekin
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ANEXO C.11. Laminas histopatoldgicas de higado de patitos Pekin.

ANEXO C.12. Lectura de laminas histopatolégicas de higado de patitos Pekin
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ANEXO C.13. lamina Al (1005022): Leve degeneracion de hepatocitos con
extravasacion de globulos rojos e hiperplasia de endotelio, proliferacion de conductos
biliares.

ANEXO C.14. D15 (1005184), severa degeneracién de hepatocitos con focos de
necrosis difusa. Infiltracion intersticial de sustancia acidofila y fibrina, proliferacién de

conductos biliares e infiltracion de heterofilos y polimorfonucleares.
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ANEXO C.15. Lamina B23 (1004558 Moderada degeneracion y necrosis de hepatocitos.
Proliferacion de conductos biliares heterofilos y polimorfonucleares, leve infiltracion de
sustancia acidolfila.

ANEXO C.16. Patos Pekin del tratamiento control negativo.
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