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Resumen

Los hongos filamentosos son productores de metabolitos secundarios conocidos
como micotoxinas, presentes en los alimentos balanceados que consumen los pollos de
engorde, generan lesiones en los animales dependiendo de la cantidad presente en sus dietas,
etapa de desarrollo y fisiologia. El alimento se ve expuesto a diversos procesos, el manejo
que se le dé en la fabrica de produccién y el almacenamiento que tiene en granjas son dos
procesos que se deben monitorear. Para lograr un mejor control de calidad en los alimentos
balanceados y asegurar la integridad de los pollos de engorde, se monitorearon los procesos
utilizando técnicas biotecnoldgicas. Sé cuantificd la presencia de hongos en alimentos para
pollos mediante el recuento de mohos y levaduras utilizando la técnica Petrifilm Rapid, se
determind la concentracion y prevalencia de aflatoxina, zearalenona, ocratoxina, fumonisina,
T-2 y DON en alimentos para pollos mediante la técnica de enzimoinmunoanalisis de
absorcion (ELISA), por ltimo, se evalud la relacion entre la ocurrencia de lesiones en pollos
y la presencia de micotoxinas en su alimento. En total, se realizaron 684 anélisis, 528 para
producto terminado y 156 para las materias primas. Los resultados mostraron un 99% de las
muestras analizadas con concentraciones detectadas, la determinacion de micotoxinas mostrd
en los alimentos analizados medias méas elevadas en granja que en fabrica, sin embargo, no
hay niveles registrados como representantes de mortalidad en pollos. La cantidad de riesgo
equivalente (REQ) para la interaccion de las micotoxinas determinadas en producto
terminado y materias primas a través del software Alltech® Total Diet Mycotoxin Estimator
indico tendencias de interaccion menores y leves. Se determind lesiones en diferentes
organos de los pollos cualitativamente, siendo el muslo el 6rgano en el que se encontré mayor
cambio morfolégico. Enfocarse en la prevencién de afectaciones en pollos de engorde
buscando la eficiencia en la produccion y la optimizacion del proceso desde fabrica, enfatiza
la importancia de las investigaciones biotecnoldgicas en la cadena de produccion, desde las
materias primas con las que se elaboran los alimentos balanceados, hasta los productos

finales y su almacenamiento en granjas.



Introduccion

1.1.  Antecedentes

Las micotoxinas han sido el foco de estudio desde 1960, afio en que se descubrieron
las primeras toxinas en el mundo; conforme el tiempo avanza los estudios son mas intensos
y profundos debido a su impacto econémico, en la salud humana y animal (FAO, 2003).
Humanos y animales se encuentran expuestos a micotoxinas a través del consumo directo o

indirecto de alimentos contaminados (Abdallah et al., 2017; Molina et al., 2017).

Existen muchas enfermedades asociadas al consumo de alimento contaminado con
micotoxinas; se han visto los efectos toxicologicos en diferentes especies, entre los que se
incluyen equinos, cerdos, ratas de laboratorio y aves; del mismo modo, se ha tratado de
caracterizar los posibles efectos en los seres humanos (Weibking et al., 1993; Duarte-Vogel
& Villamil-Jiménez, 2006).

Organismos internacionales han establecido limites permitidos de micotoxinas en los
alimentos balanceados y alimentos de consumo humano entre los que se encuentran la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), y Food and Agriculture Organization. (FAO)
(Denli & Pérez, 2006). En el afio 2003, la FAO realiz6 el estudio: “Reglamento mundial para
micotoxinas en los alimentos”, donde se describe que al menos 99 paises tenian reglamentos
para las micotoxinas, comparado con el Gltimo estudio realizado en 1995, por ende, en el
2003, se tenia un aumento del 30% en reglamentaciones a nivel mundial. La poblacion de
estos paises representaba un 87% de los habitantes del mundo en ese mismo afio (FAO,
2003).

En el afio 2003, en México, se describid la presencia de micotoxinas en alimentos
balanceados y granos empleados para la produccion de aves, cerdos y ganado, este estudio
revel6 muestras contaminadas con niveles por arriba de las normas de regulacion para cada
micotoxina, se estima que cerca de un 25% de granos se encuentran contaminados con

micotoxinas a nivel mundial (Ortiz et al., 2006).

Los cereales, principalmente el maiz, son utilizados como fuente de energia en la dieta

animal para diferentes especies, estas materias primas representan el 50-80% de la dieta



animal en Américay Europa. En el 2014, la produccién mundial de alimento balanceado para
animales alcanz6 964 millones de toneladas, siendo Estados Unidos y Brasil los principales
paises exportadores de maiz. En Costa Rica, el alimento balanceado para animales producido
contiene una base de productos de maiz, en el 2015 se importaron mas de 764 254 toneladas

de productos de maiz (Molina et al., 2017).

Un estudio realizado, en el 2017, en Argentina, analizo aflatoxinas en alimentos
comerciales y manufacturados por productores para gallinas ponedoras, por el método de
ELISA. Los resultados reflejaron niveles toxicos de aflatoxinas en el 77,8% de las muestras
analizada (Toso et al., 2015). En Per, se cuantifico en maiz y soya la presencia de Ocratoxina
A (OTA) y T-2 por ser materias primas utilizadas como ingredientes principales en la dieta
de aves producidas para el mercado, los resultados mostraron porcentajes mayores al 60%
del total de muestras analizadas con presencia de las micotoxinas mencionadas (Castro et al.,
2015a).

Los resultados de un estudio realizado en el 2009-2011, donde se analizaron materias
primas como maiz, soya, harina de soya, trigo, granos secos, cereales de América, Europa y
Asia, mostraron que el 81% de estos productos estaban contaminados por lo menos de un
tipo de micotoxinas, siendo el maiz el que mostrd el mayor porcentaje de contaminacién
(Peng et al., 2018). Estos estudios demuestran la contaminacion tan alta que existen a nivel
mundial, y manifiesta la importancia de tener controlados los procesos para evitar la

aparicion y produccion de micotoxinas.

La susceptibilidad humana y animal se puede ver afectada por micotoxinas, esto se
debe a que los alimentos balanceados y sus ingredientes se encuentran al principio la cadena
alimentaria lo cual puede provocar , un impacto adverso en el resto de la red alimentaria, la
calidad de los alimentos afecta directamente la productividad animal, la salud y puede tener
efectos drasticos en la alimentacién humana como productos finales afectando la salud
intestinal y el sistema inmune innato y adaptativo (Berek et al., 2001; A. Molina et al.,
2017). La salud animal y el impacto de las micotoxinas adquiere relevancia presente y futura,
lo que conlleva trabajar en la produccion de alimentos inocuos para toda la poblacion

humana. Es necesario, realizar investigaciones que permitan desarrollar soluciones practicas



y econdmicamente justificadas para contrarrestar la contaminacioén por micotoxinas en los

alimentos y los efectos que estos generan sobre la salud humanay animal (Berek et al., 2001).

Los tricotecenos (principalmente deoxinivalenol o DON) vy ocratoxinas
(principalmente Ocratoxina A u OTA) poseen las actividades enteropatégenos mejor
caracterizadas en humanos, son conocidos los efectos de alteracion en las funciones del
intestino, lo que conduce a diarreas, vomitos, mala absorcion, inflamacion intestinal in vivo
(Maresca et al., 2008).

Se efectuo un estudio con el objetivo de determinar aflatoxinas en las materias primas
utilizadas para alimentos balanceados para animales y en los productos terminados de
empresas manufactureras en Guyana. Para los andlisis utilizaron metodologias mixtas,
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) y ensayo por inmunoabsorcién ligado a
enzimas (“Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay” (ELISA), los resultados determinaron
que cinco muestras de las 27 analizadas para producto terminado se encontraban sobre el
limite permitido segun la Comisién de la Union Europea (EUC) y la United States Food and
Drug Administration (USFDA). Mientras que solo 3 de 30 muestras de las materias primas
analizadas se encontraban sobre el limite permitido. El estudio revelo que la mayoria de
muestras mantuvieron la calidad hasta el punto de venta, sin embargo la presencia de las
muestras contaminadas generan la necesidad de investigar la cadena de produccion y su
mercadeo para garantizar la calidad de los productos terminados (D. M. Morrison et al.,
2017).

En el 2019, Wang, en forma conjunta a otros colaboradores, investigaron sobre la
preferencia que tienen los pollos de engorde, el rendimiento y comportamiento hacia dietas
con alimento contaminado con micotoxinas producidas por Fusarium en especial
deoxinivalenol. Los resultados demostraron como las dietas contaminadas moderadamente
con DON pasaban mas tiempo en los comederos que las dietas control. Concluyendo que los
pollos de engorde se ven afectados negativamente en su rendimiento al crecer, distinguiendo

dietas con bajas cuantificaciones de las micotoxinas en estudio (Wang et al., 2019).

Otra investigacion, liderada por Anhoa Wang, presenta los pollos de engorde que
consumieron alimentos balanceados con cargas de micotoxinas producidas por Fusarium,

demostré de igual forma que bajos rendimientos en crecimiento conllevaria a pérdidas
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econdémicas en la produccion. Ademas, se realizé analisis histopatoldgicos de la region de
ileon, los cuales revelaron cambios en la morfologia intestinal relacionandose con el bajo

crecimiento de los pollos de engorde (Wang & Hogan, 2019).

Eugenia Quintana y otras investigadoras, en el afio 2007 reportaron ocratoxina A en
plasma humano y en café de Costa Rica por un método de ELISA; sin embargo, no se
encontrd relacion estadisticamente significativa entre los consumidores de café y la presencia
de la ocratoxina A en plasma; ademas, el valor promedio de la micotoxina entre los
tomadores y no tomadores de café tampoco fue significativo. Los investigadores concluyeron
que esto se debe a que se consumen muchos productos en Costa Rica que tienen presencia de
la ocratoxina A como granos y cereales de consumo diario tales como arroz, cebada, avena,
mani, maiz, sorgo, almendra, frijoles, de algodon, girasol y soya, y subproductos como
harinas, ademas de frutos secos, frutas deshidratadas, leche y productos lacteos, hierbas,
especias, café, cacao, piensos, aceites vegetales, cerveza y legumbres entre otros (Quintana
et al., 2007)

En el 2009, en el estudio sobre la calidad microbiol6gica de alimento concentrado
para perros adultos que se comercializa en Costa Rica, Arias y colaboradores describieron,
en su analisis, que la mayoria de los recuentos de hongos y levaduras realizados a las muestras
fueron superiores al umbral aceptado de 102 UFC/g, concluyendo que el alimento puede verse
deteriorado por el metabolismo de los hongos y levaduras. Ademas, dependiendo de las
condiciones en las que se almacene se podria ver el desarrollo de micotoxinas como ha sido

descrito en otros trabajos a nivel mundial (Arias et al., 2009).

En el afio 2012, se realiz6 un estudio sobre la produccién y distribucion de alimentos
para animales en una fabrica comercial integral; este estudio iba enfatizado en la aplicacion
de buenas préacticas de manufactura y el control de plagas (Miranda, 2012). Sin embargo, no
hay estudios publicados respecto a la identificacién de micotoxinas en alimentos balanceados
para pollos de engorde en fabricas comerciales e integradas, ni estudios sobre el seguimiento
de las condiciones de estos alimentos en las granjas, que permitan el mejoramiento de la

calidad de éstos, y de los procesos involucrados.

En Costa Rica, se publico el estudio sobre la presencia de hongos y contaminacion

con micotoxinas en ensilajes para alimentacion de rumiantes domésticos, donde se ha
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identificado el crecimiento de hongos en los forrajes aptos para producir toxinas de
importancia para la salud publica y animal. Los principales efectos descritos en rumiantes de
las micotoxinas encontradas en los ensilajes se asocian a alteraciones del sistema digestivo,

reproductivas y del sistema inmunolégico (Alpizar Solis, 2016).

Los géneros identificados en los estudios revisados alrededor del mundo fueron
Penicillium spp., Fusarium spp. y Aspergillus spp., ademas reportaron la contaminacion de
ensilajes principalmente con aflatoxinas (AFB1), fumonisinas (FB1), tricotecenos (DON,
T2) y zearalenona. Los factores influyentes en el desarrollo de los hongos y produccion de
micotoxinas fueron la presencia de oxigeno durante el ensilaje, la temperatura ambiental, el

embalado y el manejo postcosecha de los forrajes (Alpizar, 2015).

1.2.  Justificacion

Las micotoxinas se describen como metabolitos secundarios producidos por algunos
hongos filamentosos que se ven expuestos a factores ambientales. Estas sustancias son
encontradas a nivel mundial, a pesar de las diferencias geograficas y climéticas que existen
(Alizar, 2015; Binder et al., 2007). Se conocen alrededor de 300 a 400 micotoxinas, sin
embargo, las mas importantes consideradas en la fabricacion de piensos, debido a que se
componen de los sustratos favoritos para el perfil final de las micotoxinas son las aflatoxinas,
deoxinivalenol (DON), zearalenona, fumonisinas y ocratoxinas (Binder et al., 2007., Streit
etal., 2012).

Cuando las micotoxinas son ingeridas por animales o humanos se produce una
respuesta del sistema conocida como micotoxicosis; el nivel de afectacion que va a tener el
organismo va a depender de la especie (Binder et al., 2007b). Los sintomas en los animales
van desde niveles bajos de peso corporal, reduccion de la fertilidad, susceptibilidad a
enfermedades por la disminucién de la respuesta inmunologica del organismo, hasta muerte.
Los sintomas clinicos incluyen tumores, hemorragias, diarreas y dafio hepatico, entre otros
(Peng et al., 2018).

Para la fabricacion de alimentos procesados y la cria de animales las micotoxinas se

presentan como una amenaza diaria. Esta problematica representa péerdidas econdémicas



estimadas en 140 millones de ddlares solo por la disminucion en peso de los pollos de
engorde, que consumieron en 1986 niveles bajos de micotoxinas en los Estados Unidos
(Ortiz, 2012). ElI mismo autor indica que se han reportado pérdidas econémicas en amplias
zonas de Sudamérica, Asia y Europa. Ademas, el consumo de animales, alimentados con
alimento balanceado contaminado, afecta la cadena alimenticia humana, ya que las
micotoxinas se acumulan en los diferentes 6rganos e ingresan a la poblacion humana a través

de productos como leche, huevos y carne (Kongkapan et al., 2016).

Las metodologias utilizadas para prevenir las micotoxinas y combatirlas son una
combinacidn de buenas practicas agricolas durante las cosechas y la remediacién pos cosecha
a las materias primas y productos terminados en procesos de produccion (Binder et al.,
2007b). Los productos que utilizan para esto funcionan en su mayoria como materiales
absorbentes dentro del tracto gastrointestinal en la alimentacién, para la eliminacion de
ciertas toxinas (Zhu et al., 2016). Sin embargo, no todos los tratamientos aplicados a
productos contaminados con micotoxinas son provechosos ni altamente especificos, de ahi
la importancia de valorar la eficacia de los métodos con los que se tratan los alimentos
balanceados. Esto permitiria tomar decisiones con criterios validos para cambiar y probar
otras tecnologias para combatir las micotoxinas de una forma méas adecuada, aunque esto

genere un costo un poco mas elevado (Zhu et al., 2016).

Las micotoxinas, al ser un grupo de toxinas naturales a diferencia de las toxinas
artificiales como los pesticidas y aditivos alimentarios, presentan mayor dificultad para ser
controladas, especialmente porque la contaminacion en los alimentos balanceados para
animales o humanos puede ocurrir desde los cultivos en el campo, produccion,

almacenamiento y logistica de los productos terminados (Peng et al., 2018).

La fabricacion y calidad de los alimentos proporcionados a los animales es
transcendental en operaciones de produccién animal (Lateef & Gueguin, 2014). En granjas
lecheras se sugiere que la mala gestion de almacenamiento de alimentos balanceados, sumado
a factores de temperatura y humedad origina la produccion de micotoxinas (Chaisri et al.,
2017). Al analizar, no solo la produccién en una fabrica de los alimentos balanceados sino

tomar en cuenta como se estd manejando el concentrado en las granjas, permitird a las



empresas tomar medidas en caso de que la contaminacion de micotoxinas se esté dando mas

en granjas que a la hora de elaborar los alimentos balanceados en la fabrica.

Una empresa comercial integrada se define como aquella constituida a partir de otras
empresas, la cuales prestan servicios especializados a sus contrapartes. Asi, una empresa
comercial puede poseer una fabrica de fabricacion de alimentos balanceados y dar soporte a
granjas dedicadas al engorde de animales. Los alimentos balanceados deben salir de la fabrica
con concentraciones bajo el limite permitido para las micotoxinas. Sin embargo, las granjas
almacenan estos alimentos en diferentes condiciones y si no tienen controles de inocuidad y
limpieza se presentan circunstancias que favorezcan el desarrollo de hongos y produccién de
estos metabolitos secundarios, lo cual podria generar en este proceso, lesiones al animal que

consuma el alimento balanceado (D. M. Morrison et al., 2017).

Un aspecto de suma relevancia se refiere a conocer si el proceso de fabricacion resulta
eficiente en la produccion de un alimento balanceado bajo los limites permitidos para
micotoxinas. Asi mismo, monitorear si en las granjas se presentan problemas con la
produccion y presencia de estos metalitos secundarios (Anhao Wang & Hogan, 2019). Esto
permite identificar si existe un problema en estos procesos y asi tomar las medidas necesarias

para dar un seguimiento y control

Por los motivos antes citados, en este trabajo se identificara la etapa del proceso de
fabricacion y almacenamiento de tres alimentos balanceados para engorde de pollos en la que
se presenta la mayor concentracion de micotoxinas producidas por mohos, mediante la
técnica ELISA, para determinar cual proceso podria estar afectando de forma significa al

consumidor final.



1.3.  Planteamiento del problema

Conocer el comportamiento de las micotoxinas en los diferentes eslabones de la
cadena primaria avicola es fundamental para el control de calidad. ;El almacenamiento del
alimento en granja es un factor de aumento en hongos, levaduras y micotoxinas, influencia
directamente en la calidad de lo que consume el animal, o es producto del proceso de

produccién en fabrica?

1.4.  Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Determinar mediante técnicas biotecnoldgicas la prevalencia de seis micotoxinas
durante la produccion en fabrica y el uso en granja de alimentos balanceados para pollos de
engorde para la caracterizacion de sus efectos en la cadena productiva avicola.

1.4.2. Objetivos especificos

1. Analizar la presencia de mohos y levaduras durante la produccion en fabrica y el uso en
granja de alimentos balanceados para pollos de engorde utilizando la técnica de placas
3M® Petrifilm®

2. Determinar la concentracion y prevalencia de seis micotoxinas durante la produccion en
fabrica y el uso en granja de alimentos balanceados para pollos de engorde mediante la
técnica de enzimoinmunoandlisis de absorcion (ELISA).

3. Evaluar las lesiones asociadas a la ingesta de micotoxinas en pollos de engorde, como

posible evidencia de los efectos de la micotoxinas en la industria avicola.



2. Marco Teorico

2.1.  Micotoxinas en ingredientes para alimentos balanceados

En 1960, se establece por primera vez el término micotoxina, tras la muerte masiva
de més de 100.000 pavos que consumieron alimento balanceado contaminado con aflatoxina.
Las micotoxinas son sustancias toxicas provenientes del metabolismo secundario de algunos
hongos filamentosos que crecen en diferentes sustratos, se producen en mayor cantidad en el
periodo final de crecimiento exponencial del hongo y durante la fase estacionaria. Se
caracterizan por ser compuestos organicos de bajo peso molecular y por no poseer
inmunogenicidad (Bennett & Klich, 2003; Mallmann, Hummes, et al., 2007; Sanchez-
Montero, 2017).

Las micotoxinas poseen estructuras pequefias que se componen desde anillos
heterociclicos simples, con pesos moleculares de hasta 50 Da y grupos con 6-8 anillos
heterociclicos con un peso molecular mayor a 500 Da. El tamafio pequefio de estas moléculas
tiene implicaciones de riesgo en la respuesta obtenida del sistema inmune, y existe
incapacidad biologica en el organismo para detectar las micotoxinas presentes en los
alimentos (Bezerra da Rocha et al., 2014; Pitt, 2000).

2.1.1. Micotoxinas de importancia avicola

Uno de los campos agricolas mas importantes a nivel mundial se refiere al sector
avicola, este produce la mayor parte de proteina animal que se consume (Wyatt, 1988). Por
esto, las empresas especializadas se han apoyado en la tecnologia para mejorar sus
producciones, la seleccidn genética, la nutricion y la sanidad. En estos aspectos, se invierte
cada vez mas dinero e investigaciones para su desarrollo y calidad (Sorrentino & Sabrina,
2013).

La presencia de micotoxinas se ha convertido en uno de los principales problemas a
los que se enfrenta el sector avicola; sus efectos impactan aspectos a nivel economico, en la
salud animal y el riesgo para la salud publica (Abdallah et al., 2017; B Grenier et al., 2017,
Wyatt, 1988). Se han descrito mas de 300 micotoxinas; sin embargo, las que han sido de

interés cientifico son pocas y se caracterizan por ser las que mas afectan a nivel econdémico,



en la salud humana y animal, ademas de ser las que se encuentran con mayor frecuencia en
la contaminacion de los alimentos (Castro et al., 2015b). Las micotoxinas mas importantes
(Figura 1) son; las aflatoxinas, producidas principalmente por hongos del género Aspergillus;
fumonisinas, zearalenona, tricotecenos (toxina T-2, deoxinivalenol (DON) son sintetizadas
por Fusarium; ocratoxinas son producidas por géneros como Aspergillus; Penicillium y los

alcaloides ergoticos, son derivados de Claviceps (Denli & Pérez, 2006).

OAﬂO in G2 Q '-I.A‘f(]3 in M1 ?
atoxin G CH3 atoxin CHa

(O e)

Y 1
Aflatoxin B1 Aflatoxin B2 I
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Fumonisin B2 OH H
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Zearalenone

Patulin

Figura 1. Estructuras quimicas de las principales micotoxinas. Fuente: Kovalsky et al.,
(2016).
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2.1.1.1. Aflatoxinas

Son micotoxinas de gran importancia por su alta peligrosidad en alimentos
balanceados por su resistencia a los tratamientos, producidas principalmente por Aspergillus
flavus y Aspergillus parasiticus, sin embargo, en los Ultimos afios se han descubierto otras
especies que sintetizan estas toxinas como A. nonius, A. bombycis, A. pseudotamari y A.
ochraceorosus (Denli & Pérez, 2006; Varga et al., 2011).

Se conocen cuatro aflatoxinas principales, la By, B2, G1 y G2, su nomenclatura se debe
a los colores fluorescentes verdes y azules que se observan bajo la luz UV en cromatografia
de capa fina. También, existen las aflatoxinas M1 y M2, son metabolitos derivados de B1, B>
gue se encuentran en la leche o productos lacteos que han sido ingeridos con alimento
balanceado contaminado por el animal, los cuales metabolizan las toxinas y las excretan en
la leche. (Denli & Pérez, 2006; Sanchez-Montero, 2017).

Las aflatoxinas se pueden encontrar alrededor de todo el mundo en una variedad de
alimentos balanceados, la contaminacion que generan lo hongos productores de aflatoxinas
puede ocurrir en casi todas las etapas: produccion en cadena; el campo; el proceso de

almacenamiento; y el transporte. (Molina et al., 2017).

La presencia de los hongos productores de aflatoxinas puede darse antes y después
de la cosecha de frutos secos, cereales, oleaginosas (Coker, 1997). Se han presentado estas
toxinas en cereales, avellanas, higos, especias, crecimientos que se dan eventualmente por un
inadecuado almacenamiento o secado de los productos. Son toxinas que prefieren los climas
templados, tropicales y subtropicales (Denli & Pérez, 2006), su peligrosidad radica en que
son resistentes a los procesos de produccion de alimentos balanceados; termoestables por lo
que los alimentos que son peletilizados; puede destruirse el hongo, sin embargo, la toxina

gueda en el alimento (Mendoza et al., 2006).

Las aves en general son muy sensibles a estas micotoxinas, se presenta reduccion en
el crecimiento, alteracion en procesos de coagulacion sanguinea, en pollos de engorde se
producen problema en la patas (Castro et al., 2015b), se pueden absorber residuos en el
higado lo que provoca riesgo en la salud publica aun con la ingesta de cantidades minimas
en la dieta (Chen et al., 1992; Mendoza et al., 2006).
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En 1998, se comprobo la susceptibilidad existente en pollos de engorde segun la edad
de las aves, se indico que las aves mas jovenes presentan dafios mas severos en su desarrollo
en comparacion con las aves adultas. La aflatoxicosis en el campo se puede observar
claramente en las excretas de las aves, las cuales presentaran particulas mal digeridas, eso
ocurre por la excrecion aumentada de lipidos o esteatorrea. Las aves fallan en la absorcion y
se ve perjudicada la conversion alimenticia, lo que provoca altos costos en la produccién. En
pollos de engorde, la excrecion aumentada de lipidos se origina por la no funcidn de la lipasa
pancratica, enzima digestiva de grasas; y por la disminucion de sales biliares cuya funcién es
la absorcion de grasa; ocasionando esteatosis hepatica o higado graso. (Mallmann, Dilkin, et
al., 2007; Mallmann, Hummes, et al., 2007).

También, en brotes de aflatoxicosis es normal encontrarse con el sindrome del ave
palida, esta afectacion se da cuando los pollos presentan palidez en las mucosas y patas, la
pigmentacion deficiente va de la mano con la reduccion en el transporte y la disminucion de
la deposicion residual que tienen los carotenoides consumidos en el alimento balanceado

contaminado. (Mallmann, Dilkin, et al., 2007; Mallmann, Hummes, et al., 2007).
2.1.1.2.  Fumonisinas

Las fumonisinas fueron descritas por primera vez en 1988 en Sudafrica, son
producidas por hongos del género fusarium, de las principales especies sintetizadoras de estas
toxinas se tienen F. moniliforme y F. proliferatum. El grupo de las fumonisinas es amplio,
sin embargo las mas importantes por su toxicidad son la B1 y la B2 (Mallmann, Dilkin, et al.,
2007; Marasas, 2001), desde 1993 se clasifica como una posible toxina del carcinoma
humano segln la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC por sus siglas en
inglés), especialmente su grupo Bi1 que corresponde a la mas toxica de todo el grupo de
fumonisinas, representando el 70% del grupo en su totalidad (Mallmann, Dilkin, et al., 2007;

Marasas, 2001; Stockmann-Juvala & Savolainen, 2008).

Se deben prevenir la aparicion de las fumonisinas en toda la cadena alimentaria, desde
la produccidn de las cosechas hasta la etapa de consumo, especialmente porgue estas toxinas
se encuentran en la mayoria de las materias primas utilizadas en la industria pecuaria como
el maiz, sorgo, soya, pasta de algoddn, ensilados e incluso la leche (Chavarri et al., 2017).
Un estudio realizado en los laboratorios de anélisis micotoxicolégicos (LAMIC) de 1996 al
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2007comprobaron la presencia de fumonisinas en un 41% de maiz y 44% de muestras de

alimentos balanceados (Mallmann, Dilkin, et al., 2007).

Las fumonisinas afectan a las aves provocandoles un incremento en el peso del
higado, molleja y rifidn, necrosis hepatica, hay un decrecimiento en la ganancia del peso por
la disminucion del consumo del alimento, diarrea, se da elevada actividad enzimética en
suero, el animal se vuelve débil y escuélido (Landeros et al., 2008; Lee et al., 2018;
Mallmann, Dilkin, et al., 2007). Es importante considerar que los hongos capaces de
sintetizar fumonisinas también pueden producir otros compuestos toxicos, los cuales junto
con las fumonisinas agravan mas la situacién del pollo de engorde, ocasionando pérdidas de
rendimiento mas significativas (Mallmann, Dilkin, et al., 2007).

Una forma de evaluar la intoxicacion por Fumonisinas se realiza por medio de
pardmetros sanguineos o con biomarcadores presentes en orina, suero y tejidos, ya que
cuando los 6rganos estan expuestos a fumonisinas, la toxicidad y carcinogenicidad se da por
la interferencia que causa en la enzima del metabolismo de los esfingolipidos, la
naciltransferasa de esfiganina, esta alteracion incrementa la relacion esfinganina (SA) y
esfingosina (SO), estos precursores pueden ser detectados (Mallmann, Dilkin, et al., 2007,
Swamy et al., 2003).

2.1.1.3. Zearalenona

Zearalenona se refiere al grupo de micotoxinas producidas por hongos del género
Fusarium, entre las principales especies productores de esta toxina las cuales son
ampliamente distribuidas a nivel mundial se tiene a F. graminearum, F. culmorum, F.
crookwellense, F. equiseti y F. semitectum. Estas toxinas son quimicamente estables por lo
que prevenirlas es una de las mejores opciones para tratarlas, persisten en procesos de
almacenamiento, molienda, procesamiento de alimentos y cocina, lo que aumenta su

peligrosidad para animales y humanos (Bottalic, 1998; Sforza et al., 2006).

Zearalenona esta presente en todos los cultivos del mundo, afectando el trigo, maiz,
avena, cebada, arroz, maiz, sorgo, entre otros (Bottalico & Perrone, 2002). Esta toxina se
metaboliza en el higado, rapidez de absorcidn desde el tubo digestivo, considerada como un
disruptor endocrino por su facilidad de union directa a los receptores de estrogeno. En
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general, afecta a diferentes especies de animales provocandoles infertilidad, reduccion de

fertilidad, alterando niveles de progesterona (Conkova et al., 2001; Shier et al., 2001).

Estas toxinas tienen un mecanismo de accion que afecta la reproduccién, es mas
sencillo comparado a otras micotoxinas que tienen efecto sobre la inmunidad. En pollos no
se registran tantos sintomas como por ejemplo en cerdos, que son la especie mas sensible
produciéndoles descenso de la fertilidad, mortalidad de embriones y reduccién en el tamafio
de las camada (Denli & Pérez, 2006).

A pesar de que las aves de corral han sido consideradas relativamente resistentes a
estas toxinas, se ha demostrado en investigaciones muy recientes que las concentraciones
de micotoxinas por debajo de los limites de la Unién Europea y Estados Unidos o
concentraciones inferiores a las que causarian micotoxicosis clinica, pueden afectar de

forma el rendimiento productivo y la salud de las aves. (B Grenier et al., 2017).

Los nuevos hallazgos se pueden explicar tomando en cuenta que antes de la década
de 1990, los ensayos de alimentacion se realizaron en diferentes variedades de aves,
ademés, se ha evidenciado una sensibilidad diferencial a las micotoxinas entre la
produccién avicola tradicional y la moderna. (Yunus et al., 2011). La causa se deber a la
seleccion genética a la que se ha visto expuesta la produccién avicola moderna, una
consecuencia debido al crecimiento rapido que puede haber alterado el metabolismo y la
particién de nutrientes lo cual puede reducir la inmunidad (Cheema et al., 2003). Sumado
a que las investigaciones actuales se enfocan en el campo de la salud intestinal, y los
reportes descritos recientemente sobre micotoxinas se han centrado principalmente en sus

efectos en el tracto gastrointestinal (Bertrand Grenier et al., 2016)
2.1.1.4. Ocratoxinas

Las ocratoxinas son producidas por hongos del género Penicillium y Aspergillus, son
toxinas nefrotoxicas que producen acido oxalico y otras sustancias que pueden generar dafios
tubulares y ocasionar nefrosis toxica tubular (Ravelo et al., 2011). En presencia de una
ocratoxicosis se puede observar el rifion con un aumento de tamafio y pérdida de coloracion

debido a la acumulacion de acido drico (Mallmann, Dilkin, et al., 2007).
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Las ocratoxinas son 7 amidas isocumarinas de B-fenilalanina, se conocen como A, B,
C, D, siendo el metabolito secundario mas peligroso de este grupo la ocratoxina A (OTA)
(Monaci & Palmisano, 2004). Estas toxinas son producidas por Penicillium y Aspergillus, es
sintetizada por dos especies de Penicillium, P. nordicum y P. verrucosum. En las especies de
Aspergillus  encontramos a A. ochraceus, A. niger, A. carbonarius, A. stynii y A.
westerdijkiae (Sdnchez-Montero, 2017). Su estructura quimica se compone de un anillo de
dihidroisocumarina unida por el grupo 7-carboxilo a una molécula de L-B-fenilalanina
mediante un enlace amida. Estas toxinas se encuentran en alimentos como cereales, cafe,
vino (Duarte et al., 2010; Franco et al., 2014; Ravelo et al., 2011).

La ocratoxina A en aves se conoce por ser de las mas toxicas que existen, en alimentos
balanceados su crecimiento es rapido cuando se encuentra en condiciones de alta humedad y
temperatura (Belli et al., 2004). Entre las lesiones que se observan cuando las aves se
encuentran frente a estas toxinas son, disminucion de la pigmentacion, problemas de patas
en el caso de pollos de engorde, inmunosupresion, reduccién en el crecimiento, alteracion en

los procesos de coagulacién sanguinea (Castro et al., 2015b).
2.1.1.5. Deoxinivalenol (DON)y T-2

Deoxinivalenol (DON) y T-2 son micotoxinas pertenecientes a los tricotecenos
producidas por hongos del género Fusarium, como Fusarium graminearum y Fusarium
roseum. Estos hongos provocan pérdidas econémicas grandes y a nivel de produccion, esto
porque estos hongos tienen capacidades de producir altas cantidades de micotoxinas
(Mallmann, Dilkin, et al., 2007; Scaglioni et al., 2012).

Estas micotoxinas afectan a la mayoria de los animales, en el caso de la T-2
especialmente a las aves, en pollos de engorde cuando son alimentados con niveles de 1 ppm
de T-2 en su alimento balanceado se producen lesiones orales. La T-2 también provoca,
necrosis de los tejidos linfoide, disminucion del consumo de alimento balanceado,
alteraciones en el cuadro sanguineo y neurotoxicidad (Mallmann, Dilkin, et al., 2007
Scaglioni et al., 2012).

Por otro lado DON tiene un comportamiento diferente en aves, las concentraciones

toleradas de DON son mayores en comparacion con T-2, estudios han evidenciado que su
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toxicidad en aves no causan tantos lesiones como las demas micotoxinas, las lesiones

encontradas son la reduccion en los niveles de hemoglobina (Mallmann, Dilkin, et al., 2007).

2.2.  Coocurrencia, micotoxinas enmascaradas y emergentes.

La co ocurrencia de las micotoxinas puede darse al estar en presencia multiple en los
alimentos, esto sucede con frecuencia por la posibilidad de los hongos de producir diferentes
micotoxinas. Para la elaboracion de alimentos balanceados es necesario la combinacion
variada de materias primas, lo que aumenta la diversidad de micotoxinas que pueden estar

presentes en la dieta animal (Kovalsky et al., 2016; Smith et al., 2016).

Existen también las micotoxinas a las que se le une una proteina o carbohidrato a su
estructura, conocidas como enmascaradas, logrando no ser identificadas en los
analisis(Kovalsky et al., 2016). DON-3-glucésido y ZEN-14-sulfato son ejemplos que se
encuentran en este grupo, se conoce que el sulfato de ZEN-14-sulfato se hidroliza al ser
consumido en los alimentos balanceados por los animales, dejando libre la zearalenona la
cual tiene afectaciones negativas en los animales por ejemplo la repuesta estrogénica en
cerdos. Este grupo se encuentra en constante investigacion sobre la toxicidad que representa
para la salud animal (Dall’Erta et al., 2013; Gareis et al., 1990; Kovalsky et al., 2016).

Las micotoxinas emergentes son metabolitos fangicos que tienen estructuras
quimicas incomparables a las conocidas (Kovalsky et al., 2016). Los metabolitos mas
conocidos producidos por Fusarium son enniatinas, moniliformina y beauvericina,
Aspergillus produce, esterigmatocistina y emodina, Penicillium, &cido micofendlico
y Alternaria, alternariol, alternariol monometil éter y acido tenuazonico(Gruber-Dorninger
et al., 2017; Kovalsky et al., 2016). Existen estudios respecto a su toxicidad en su mayoria
in vitro, los resultados obtenidos in vivo no han logrado llegar a sugerir efectos negativos por
falta de evidencia(Dall’Erta et al., 2013; Fornelli et al., 2004; Gruber-Dorninger et al., 2017,
Ivanova et al., 2006; Zhan et al., 2007).

2.3.  Meétodos analiticos para micotoxinas

Conforme han pasado los afios y se han generado requerimientos de calidad y limites
reglamentarios para las micotoxinas se ha impulsado el desarrollo de métodos analiticos para
la identificacion y cuantificacion de micotoxinas en alimentos, alimento balanceado para

animales y matrices biol6gicas (Arroyo-Manzanares et al., 2014).
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Lo analisis requieren alto grado de exactitud, por lo que se usan métodos
recomendados, como los métodos normalizados propuestos por la Organizacion
Internacional para la Normalizacion (1SO) y el Comité Europeo de Normalizacion (CEN) o
los Métodos Oficiales de Analisis de la Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales
(AOAC) donde existen mas de cincuenta métodos validados para la determinacion de

diversas micotoxinas en gran variedad de alimentos (Arroyo-Manzanares et al., 2014).

Existen actualmente muchos procedimientos analiticos diferentes, se tienen los
métodos cromatograficos (cromatografia de capa delgada (TLC), cromatografia de gases
(GC) con deteccidon de captura de electrones (ECD) o deteccidn selectiva masiva (MS), asi
como cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con UV, deteccion de fluorescencia
y espectrometria de masas, este método e ventajoso por su sensibilidad y selectividad, ya que
ciertas micotoxinas (OTA, aflatoxinas) presentan fluorescencia nativa) (Arroyo-Manzanares
et al., 2014; Berger et al., 1999). Todos estos analisis dependen de la validez de preparacion
de la muestra, extraccion y tratamiento del extracto, y también tienen ventajas de velocidad,

simplicidad y eficiencia (Krska, 1998).

La tecnologia va avanzado estableciendo métodos que permitan la confirmacién de
los analitos que abarquen micotoxinas de diferentes familias, es decir métodos multi-
micotoxinas (Latorre Ferndndez, 2017). Se han propuesto recientemente métodos para la
determinacion simultanea de 27 micotoxinas y otros metabolitos secundarios en maiz, 49
micotoxinas diferentes en una variedad de alimentos y 21 micotoxinas en alimentos
infantiles utilizando HPLC-MS/MS (Arroyo-Manzanares et al., 2014).

Existen alternativas a las metodologias tradiciones, las metodologias moleculares
como la PCR que amplifica a la vez el nimero de genes especificos de la especie y los genes
estructurales o reguladores implicados en la biosintesis de las micotoxinas han funcionado
para detectar hongos micotoxigénicos en una diversidad de alimentos balanceados para

animales (Ramana et al., 2011; Rashmi et al., 2013).

Las micotoxinas pueden interactuar de forma simultanea en un mismo producto por
lo que se han desarrollado métodos que permiten la determinacién multiple de micotoxinas.
Normalmente el método mediante cromatografia liquida de alto rendimiento permiten el

analisis de micotoxinas individuales, lo cual hace que se aumente el costo y el tiempo que se
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debe invertir en la determinacion de cada clase de micotoxina. La técnica HPLC-MS/MS se
ha vuelto muy utilizada, sin embargo requiere de cuidado la preparacion de una muestra
multitoxina, la razon principal es la diversidad quimica de los analitos de la matriz que vaya

ser analizada (Biselli & Hummert, 2005).

Existen otras pruebas de métodos de deteccion y cuantificacion inmunoldgica, como
ensayos de inmunoabsorbente (ELISA) o ensayos de radioinmunoanalisis (RIA), usualmente
no requieren purificacion de la muestra y son altamente especificos debido a los anticuerpos
y su sensibilidad con las moléculas de micotoxinas, pero tienen la desventaja de determinar
una sola toxina por prueba (Zheng et al., 2004). El ensayo inmuno absorbente ligado a
enzimas conocido como ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbed Assay) es una técnica
basada en la formacion especifica de los complejos antigeno-anticuerpo, que concluye

midiéndose a través de una reaccion colorimétrica (Valderrama, 2017).

2.4.  Micotoxinas en fabricas de alimentos balanceados

La produccion mundial de alimentos balanceados en el 2014 fue de 964 millones de
toneladas, el impacto de las micotoxinas en sectores industriales productores de alimentos
balanceados es alto debido a lo agresivo de estas toxinas en la salud animal (Kovalsky et al.,
2016). Se ha descrito una variedad de materias primas y productos que son sensibles a
micotoxinas. Los alimentos balanceados formulados actualmente contienen ingredientes
como subproductos de animales, grasas vegetales y animales, antibioticos entre otros. La
mayoria de estos productos antes mencionados son un buen sustrato para el desarrollo de
hongos y produccion de micotoxinas. Durante el proceso de fabricacion, los cuidados
establecidos para este problema son los almacenajes correctos de las materias primas,
controlar las temperaturas dentro de los silos, monitoreo de actividad del agua, limpieza de

los equipos para evitar el desarrollo de hongos filamentosos (Sapkota et al., 2007).

2.4.1. Exposicion de los alimentos balanceados en granjas

La mayoria de las granjas se han desarrollado en los ultimos 60 afios
significativamente, adoptaron sistemas de operaciones a gran escala. Asi mismo la
formulacién de los alimentos para animales se ha visto modificada para aportar alimentos
definidos para aumentar las tasas de crecimiento y eficiencias de la conversion alimenticia

(Sapkota et al., 2007). Los sistemas de alimentacion en las granjas, el manejo inadecuado a
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granel, el almacenamiento que se le da a los alimentos balanceados pueden contribuir a la

produccion de hongos que en condiciones de estrés originen micotoxinas (Bryden, 2012).

Los principales metabdlicos encontrados en el alimento que consumen los animales
de granja son las fumonisinas, aflatoxinas, ocratoxina A, zearalenona y deoxinivalenol. Los
efectos de la micotoxinas en animales de granjas como cerdos o pollos son severos, la
citotoxica y el amento de apoptosis son inducciones de estas toxinas (Figura 2) (C. Yang et
al., 2020). Es por esta razon que el control microbioldgico, la limpieza y desinfeccion en las
granjas es fundamental para garantizar la proteccion de la salud animal, de los trabajadores
y del consumir (BURBARELLI et al., 2020; Cafarchia et al., 2014)
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Figura 2. Principales micotoxinas que afectan a los animales de granja. Fuente: C. Yang et
al., (2020)
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2.5. Normativa regulatoria de micotoxinas

Segun el estudio realizado por la FAO en el 2003, donde se describieron 99 paises
que tenia reglamentos para micotoxinas, en Africa, aunque no se desconoce del problema, la
mayoria de los paises no cuentan con reglamentos especificos para las micotoxinas, y
reconocen tener inconvenientes que corresponden a estas toxinas. Asia y Oceania cuentan
con veintiséis paises que tienen reglamentos especificos para micotoxinas, un 88% de la

poblacion, Europa posee 39 paises, es decir un 99% de la poblacion del continente que
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contaban con reglamentos especificos para micotoxinas. En América del norte (Estados
Unidos y Canada), contaban con reglamentos desde hacia muchos afios y se han
implementado técnicas de muestreo y analisis avanzados (FAO, 2003).

Aflatoxina, ocratoxina a, zearalenona, fumonisina y deoxinivalenol estan regulados
por la Comision Europea para alimentos balanceados para animales, mientras que para
alimentos humanos ademas de las micotoxinas antes mencionadas, tiene niveles maximos
permitidos para patulina y citrina. La FDA cuenta con regulaciones para alimentos animales,

pero solamente para aflatoxina, fumonisina, deoxinivalenol (Smith et al., 2016).

En América Latina y América del Sur, se cultivan productos agricolas muy
susceptibles a las micotoxinas (maiz, trigo, café, algodon, soya, cebada, girasol, manies y
nueces de arbol, cocoa y lacteos), 19 paises de ambos sectores tenian reglamentos en el 2003
para micotoxinas, lo que representa el 91 por ciento de la poblacion de la region. Argentina,
Brasil, Paraguay y Uruguay son de los paises perteneciente a MERCOSUR, una integracion
regional que cuenta con reglamentaciones especificas sobre micotoxinas, otros paises

indicaron seguir este reglamento (FAO, 2003).

Costa Rica tiene una legislacion respecto al manejo, fabricacion, venta y distribucién
de los alimentos balanceados, esta legislacion comprende la Ley General del Servicio
Nacional de Salud Animal No 8495, Ley para el Control de la Elaboracion y Expendio de
Alimentos para Animales No 6883, el Decreto ejecutivo 16899 del MAG junto con el
Reglamento Técnico Centroamericano ( RTCA) (Miranda, 2012). Sin embargo, la Unica
excepcion entre los niveles maximos permitidos de micotoxinas es para Aflatoxina M
(Whitaker, 2006).

2.6.  Control de micotoxinas

Las micotoxinas al ser un grupo de metabolitos secundarios con alta toxicidad son un
riesgo para la salud humana y animal, por ello se han desarrollado métodos para controlar la
contaminacion que provocan. Existe el control pre recoleccion, el cual trata de mitigar las
condiciones de estrés en la fabrica, también se da control de insectos por medio de pesticidas
para evitar que por su casusa se facilite el crecimiento de hongos (Sanchis et al., 2000).
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El control post recoleccion es la prevencion efectuada en el almacenamiento para
evitar que factores como temperatura, actividad del agua, atmosfera, favorezcan el desarrollo
de hongos que produzcan micotoxinas. En este control se aplican métodos fisicos y quimicos
para descontaminar los alimentos, la FAO estipula las siguientes condiciones que debe
cumplir un proceso como estos; debe destruir, inactivar o eliminar las micotoxinas, no
producir residuos toxicos, retener el valor nutritivo y aceptabilidad del producto, no alterar
las propiedades tecnoldgicas del producto, destruir el micelio y esporas fungicas, ser

respetuoso con el medio ambiente (Sanchis et al., 2000; Widstrom et al., 1995).

La biotecnologia es una de las herramientas mas utilizadas en la actualidad para
controlar micotoxinas, se trabaja con la modificacion a fabricas huésped para el incremento
de la resistencia contra la contaminacion generada por micotoxinas. Otra de las aplicaciones
biotecnologicas son los mecanismos moleculares y bioquimicos que intervienen al hongo
para que no produzca micotoxinas. También se aplican los agentes biocompetitivos, esto
quiere decir que se hace una modificacion a los microrganismos que son competidores de

hongos micotoxigénicos (Sanchis et al., 2000).

Existen métodos bioldgicos, quimicos, fisicos y la aplicacién de secuestrante para
limitar los efectos de las micotoxinas. Los secuestrantes son polimeros de gran peso
molecular organicos u inorganicos, funcionan cuando se afiaden al alimento formando
complejos irreversibles con las micotoxinas, disminuyendo su absorcion en el intestino para
luego ser excretados en las heces. El resultado final que se espera utilizando secuestrante es
una reduccion del nivel de micotoxina en la sangre, logrando disminuir los efectos que estas

provocan en el animal cuando recibe un alimento contaminado (Pan et al., 2016).

Los secuestrantes se activan al ponerse en contacto con los jugos gastricos, forman
complejos insolubles y estables con las micotoxinas, permitiendo que no haya absorcion en
el tracto gastrointestinal. Entre los secuestrantes organicos Sse encuentran
los glucomananos esterificados (EGM) y un segundo tipo denominado multimodular (MM)
y entre los inorganicos se encuentran los alimino silicatos hidratados de calcio y sodio
(HSCAS), estos son basicamente arcillas de aluminio y silicato. Los HSCAS contienen

ademas otros minerales en arreglos tridimensionales, formando estructuras con alta
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porosidad y superficie de contacto, designadas aluminosilicatos (Gonzalez, Martinez,
Morales, & Orddnez, 2009; Pan et al., 2016).

Los glucomananos esterificados (EGM) son obtenidos a partir de la esterilizacion de
la pared celular de las levaduras Saccharomyces cerevisiae. Funcionan atrapando las
micotoxinas atrapadas en la matriz del glucomannano en el tracto gastrointestinal, lo que
impediria su posterior absorcién. EI multimodulador (MM) es un secuestrante compuesto por
minerales que acttan en la absorcion selectiva y estable de aflatoxinas y fumonisinas cuando
se dan condiciones de pH &cido. Mientras que la fraccion biologica se compone de enzimas
con la capacidad de inactivacion de micotoxinas poco polares (toxinas producidas por
Fusarium), funcionan degradando grupos funcionales e hidrolizando enlaces éster, lo cual
inactiva los metabolitos y los hace no toxico por biotransformacién (Pan et al., 2016; Raju
& Devegowda, 2000; Yiannikouris et al., 2004).

Ademas de los métodos antes mencionados, existen herramientas que nos ayudan a
llevar un control para aminorar los efectos que las micotoxinas causan en los animales,
Alltech es una empresa que ha desarrollado Alltech® PROTECT ™ Calculator, software que
estima la cantidad de riesgo equivalente RQE (siglas en ingles) segun la interaccion de las
micotoxinas en un alimento, permitiendo a sus clientes crear y mantener un efectivo

programa de gestion (Alltech, 2016).

2.7.  Las micotoxinas en alimentos balanceados como riesgo para la salud humana

La manifestacion humana a micotoxinas se identifica por el consumo de cereales y
granos contaminados los cuales son ingeridos de forma directa, esto provoca efectos
nefrotdxicos en la salud, efectos cancerigenos e inmunosupresores. Desde 1999, se reconocia
por los investigadores de la Division de Epidemiologia y Vigilancia del USDA la inquietud
sobre la ingestion de productos alimenticios a base de animales contaminados por
micotoxinas. Sin embargo, existen pocos estudios que relacionen los efectos en la salud por
consumo de leche, carne y huevos, originarios de alimentos balanceados expuestos a
micotoxinas en la produccién animal que hayan sido analizados directamente de las personas.
La evaluacion generada para ver la exposicion a micotoxinas usualmente se basa en analisis
a los datos de poblacion sobre el consumo de alimentos (Heyndrickx et al., 2015; Orriss,
1997; Sapkota et al., 2007).
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Los efectos inmunoldgicos de las micotoxinas (deoxinivalenol (DON), 3-
acetildeoxinivalenol, fusarenon-X, toxina T-2, zearalenona, a-zearalenol, B-zearalenol y
nivalenol) producidas por Fusarium se probaron en células mononucleares de sangre
periférica humana de diferentes donantes de sangre. Entre las ocho micotoxinas analizadas,
la toxina T-2, fusarenon X, nivalenol y deoxinivalenol ejercen el mayor efecto
inmunosupresor en células mononucleares de sangre periférica humana in vitro. Se manifestd
la inmunosupresion inducida por micotoxinas como actividad deprimida de linfocitos T 0 B
(Berek et al., 2001).

Los efectos de las micotoxinas producidas por Fusarium son diferentes segun la edad
del huésped y la dosis y duracion de exposicién, afectando el sistema inmune atravesando el
epitelio intestinal y alcanzando el compartimiento sistémico. Ademas estas micotoxinas
logran alterar el metabolismo de los patdgenos, lo que puede resultar en la alteracion de la

enfermedad infecciosa (Antonissen et al., 2014).

Los tricotecenos (principalmente deoxinivalenol o DON) vy ocratoxinas
(principalmente ocratoxina A u OTA) poseen las actividades enteropatégenas mejor
caracterizadas en humanos, son conocidos los efectos de alteracion en las funciones del
intestino, lo que conduce a diarreas, vomitos, mala absorcién, inflamacion intestinal in vivo
(Maresca et al., 2008).

3. Marco Metodoldgico

El estudio se realizé en: una fabrica comercial e integrada de alimentos balanceados
para animales localizada en Orotina, Alajuela, Costa Rica (Figura 3.a), una granja de
produccién avicola localizada en Higuito, San Mateo, Costa Rica y una fabrica de
procesamiento en Ciruelas, Alajuela, Costa Rica (Figura 3.b). El recuento de mohos y
levaduras y la determinacion de las micotoxinas se realizaron en el Laboratorio de

Microbiologia de la Unidad Industrial Pecuaria de la Corporacion Multi Inversiones,
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encargada de elaborar los alimentos para animales y comercializarlos bajo la marca

ALIANSA®. La determinacion de las lesiones en pollos se realiz6 in situ en la fabrica de

procesamiento (Figura 3.c).
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Figura 3. Sitios de muestreo, a) Fabrica de alimentos balanceados, b) Granja de produccion
avicola y ¢) Fabrica de procesamiento.

3.1. Determinacion de mohos y levaduras y micotoxinas
3.1.1. Muestreo en fabrica de produccion de alimentos balanceados

De las principales materias primas utilizadas para la elaboracion de los alimentos
balanceados se recolectaron 7 muestras de maiz y 6 de harina de soya. Las muestras de los
diferentes alimentos balanceados se recolectaron antes de ser despachados a la granja de
produccion avicola: 1 muestra del alimento Fase I, 4 del alimento Fase Il y 8 del alimento
Fase I1l. Las muestras para la determinacion de mohos y levaduras se recolectaron de forma
aséptica y aleatoria para obtener una muestra compuesta de 1 kg (10-20 submuestras). Para
la determinacion de micotoxinas se recolectaron entre 20-30 submuestras, obteniendo una

muestra compuesta de 5 kg.

3.1.2. Muestreo en granja de produccién avicola

Se recolectaron muestras diarias de los alimentos balanceados durante los 31 dias del
uso en granja, directamente de los comederos ubicados en los galpones. Los alimentos
balanceados, Fase I, Fase 1l y Fase 11, se suministraron de forma sucesiva durante 7, 8y 16
dias, respectivamente. Para el recuento de mohos y levaduras se recolectaron entre 10 y 20
sub muestras de forma aséptica y aleatoria en diferentes sitios de los galpones para generar
una muestra compuesta de 2.5 kg, aproximadamente. Para la determinacién de micotoxinas
se recolectaron aleatoriamente 180 sub muestras de 50 g c/u del 50% de los comederos,

obteniendo una muestra compuesta de 9 kg.
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3.2. Procesamiento de muestras

Las muestras fueron trasladadas al laboratorio y se almacenaron a 21 °C protegidas
de la luz solar hasta ser procesadas (menos de 24 h para la determinacion de mohos y
levaduras y de 1-6 dias para la determinacion de las micotoxinas). Las muestras para mohos
y levaduras recolectadas en la fabrica y en la granja fueron homogenizadas manualmente y
divididas en dos sub muestras de 25 g. Las muestras compuestas para determinacion de
micotoxinas se homogenizaron mediante un divisor de muestras de ranuras multiples tipo
Rifle para obtener una muestra de 3 kg la cual fue molida para el proceso de extraccion y
deteccion de los metabolitos.

3.3.  Determinacion de mohos y levaduras en materias primas y alimentos
balanceados.

El recuento de mohos y levaduras se determind con base en la metodologia descrita
en AOA AOAC Official Method 2014.05 (Bird et al., 2015), utilizando el sistema de Placa
3M® Petrifilm® (3M, 2006). Veinticinco gramos de cada una de las muestras se disolvieron
en 225 mL de agua peptonada (APE 0.1%) y se homogenizo por 30 s con un Smasher®. A
partir de esta solucion se prepararon diluciones seriadas en APE (FD= 10) hasta 10”°. De cada
dilucion se inoculd por separado 1 mL en Placas 3M® Petrifilm® rapida para recuento de

mohos y levaduras.

Las placas se incubaron a 28 °C + 1.0 °C por 48 h £ 2 h. Luego del periodo de
incubacidn, se realizé el recuento de mohos y levaduras. La diferenciacion entre las colonias
se realizd de acuerdo a las siguientes caracteristicas: colonias pequefias con bordes definidos
de color canela rosado a verde azulado, con apariencia tridimensional y color uniforme
correspondieron a levaduras, colonias grandes centro oscuro con bordes difusos de color
verde correspondieron a mohos. El limite establecido por la fabrica para mohos y levaduras
en las materias primas y los productos terminados (alimentos balanceados) fue de 1.0 x 10°
UFC/mL.

3.4.  Determinacion de micotoxinas en materias primas y producto terminado del
alimento balanceado.

La cuantificacion de las micotoxinas: aflatoxina, deoxinivalenol, fumonisina,

ocratoxina, T-2 y zearalenona, en las muestras de materias primas y alimentos balanceados,
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se realizd con base en la metodologia descrita por el fabricante del kit Veratox® (Neogen®
Corporation, 2008, 2014a, 2014b, 2015a, 2015b, 2015c), muestreo conforme a las
especificaciones de Washington (2016) y (Whitaker, 2006).

Para cada determinacion se realizé la preparacion, molido (solo para maiz entero) y
extraccion de la muestra utilizando un divisor de muestras de ranuras multiples tipo Rifle y
el molino Stein Mill M2. La extraccion de las muestras se realizo de la siguiente manera:
para ocratoxina se utilizé 10 g con 40 mL de metanol al 50%, para aflatoxina, fumonisina,
T-2y zearalenona se utilizé 5 g con 25 mL de metanol al 70% y para deoxinivalenol se utiliz6
50 g con 250 mL de agua destilada y se homogeneiz6 con un agitador magnético por 5 min
para ocratoxina y 3 min para aflatoxina, deoxinivalenol, fumonisina, T-2 y zearalenona. El
extracto se filtré a través de un papel filtro Whatman® #1 y se ajust6 el pH en el &mbito de
6-8.

Después de obtener el extracto de la muestra, se procedié a realizar el ensayo de
enzimoinmunoanalisis de absorcion (ELISA) utilizando los kits Veratox® de la marca

Neogen®. El ensayo permiti6 obtener concentraciones de las micotoxinas en partes por billon
(Ppb).

En cada pozo mezclador, se dispensaron 100 pL del conjugado y, seguidamente, 100
pL de controles y muestras en los pozos mezcladores correspondientes. El liquido en los

pozos se mezclo tres veces utilizando una micropipeta multicanal.

Posteriormente, se transfirié 100 puL de cada muestra a los pozos con anticuerpos, se
mezclo deslizando el porta pozos rapidamente en una superficie plana y se incubd a
temperatura ambiente por 2 min para aflatoxina, 10 min para ocratoxina y 5 min para
fumonisina, deoxinivalenol, T-2 y zearalenona. Luego del periodo de incubacion, se removid
el liquido de los pozos y se les realiz6 5 lavados con agua destilada. Una vez secos los pozos,
se les transfirio 100 pL del reactivo sustrato, se mezcld deslizandolos sutilmente en una
superficie plana y se incubd por 3 min para aflatoxina, 10 min para fumonisina y ocratoxina

y 5 min para deoxinivalenol, T-2 y zearalenona.

Seguidamente, se transfirio 100 pL de la solucion interruptora en cada pozo y se
mezcld sobre una superficie plana. La lectura de las densidades opticas se realizé a 650 nm
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en un lector de microplacas ELx800 marca Bio-Tek®. La concentracion de cada micotoxina
se calculd a partir de las densidades dpticas registradas utilizando el software de Veratox®
(Version 2.3.3).

Los niveles m&ximos de micotoxinas permitidos en materias primas y alimentos

balanceados establecidos por la fabrica se muestran en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Niveles maximos de micotoxinas permitidos en materias primas y

productos terminados establecidos por la fabrica de alimentos balanceados.

Micotoxina Limite materia Limite producto
prima (ppb) terminado (ppb)
Aflatoxina 20 15
Deoxinivalenol 5000 4 000
Fumonisina 50 000 50 000
Ocratoxina 10 10
T-2 60 20
Zearalenona 200 150

3.5. Cantidad equivalente de riesgo (REQ)

Con los resultados de micotoxinas obtenidos en materias primas y alimentos
balanceados se calcul6 mediante el software Alltech® DIET™ Estimator, la cantidad
equivalente de riesgo (REQ) por semana durante los 31 dias de investigacion, con el fin de
estimar el riesgo potencial resultante de la combinacion de todas las micotoxinas
determinadas (Alltech®, 2020). Para la interaccion de las materias primas analizadas en
fabrica (maiz, harina de soya) se tomaron los resultados de las seis micotoxinas analizadas
(ocratoxina, aflatoxina, fumonisina, zearalenona T-2 y deoxinivalenol) de ambas materias

primas y se generd un analisis de cantidad equivalente de riesgo (REQ) por semana. Lo
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mismo se realizo con los alimentos balanceados, segun el lugar (fabrica, granja avicola) y el
tipo de alimento (fase I, fase Il y fase Il1).
3.6.  Caracterizacion de los efectos de las micotoxinas en la cadena productiva
avicola.
3.6.1. Muestreo y diagnostico en fabrica de procesamiento de pollos
Se muestrearon aleatoriamente 400 pollos de un lote de 21 000 aves. A cada pollo se
le analizé visualmente la cavidad oral, higado, molleja, pechuga y el muslo con base en
Moran et al., (1982), con algunas modificaciones, y la colaboracion de un especialista
ingeniero en zootecnia, para realizar un diagnostico cualitativo de lesiones presentes en estos
Organos que podrian estar asociados al consumo de micotoxinas en el alimento balanceado.
Para cada Organo o estructura, se registro la cantidad de pollos que presentaron lesiones
asociadas al consumo de micotoxinas, utilizando la siguiente escala: 0, sin lesion y 1,

lesionado.

4. Resultados

Los recuentos de mohos y levaduras realizados a las materias primas con las que se
producen los alimentos balanceados mostraron concentraciones menores a los limites
establecidos en la fébrica, exceptuando dos determinaciones en maiz, sin embargo, el

promedio se encontr6 por debajo del limite (Figura 4).
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Figura 4. Recuento de mohos y levaduras en materias primas de alimentos balanceados para
pollos de engorde.

El promedio de las determinaciones de mohos y levaduras para cada tipo de alimento
balanceado fue mayor, en un orden de magnitud, durante el almacenamiento y uso en granja
que durante su produccion en fabrica. Los promedios de las concentraciones de mohos y
levaduras en los 3 tipos de alimentos balanceados en fabrica no superaron el limite
establecido por la empresa, mientras que en granja, los 3 tipos de alimentos balanceados

sobrepasaron la concentracion de 1.0 x 10° UFC/mL (Figura 5).
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Figura 5. Recuento de mohos y levaduras en los alimentos balanceados para pollos de
engorde en su produccion en fabrica y almacenamiento en granja avicola.

En la figura 6 se muestra el recuento diario de mohos y levaduras de los alimentos
balanceados suministrados durante el periodo de vida de los pollos en granja. La mayoria de
las determinaciones de los alimentos balanceados, fase I, fase Iy fase 11, superaron el limite
establecido por la fabrica. Los mayores recuentos se registraron durante los Gltimos 6 dias,
evidenciando alta prevalencia e incremento de mohos y levaduras durante el almacenaje y

uso del alimento balanceado en granja
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Figura 6. Recuento de mohos y levaduras en los alimentos balanceados, Fase I, Fase Il. Y
Fase Il1, suministrados en granja a los pollos de engorde.

Las determinaciones de las micotoxinas analizadas en maiz y harina de soya
presentaron, para todos los casos, valores por debajo de los limites establecidos para materias

primas en la fabrica de alimentos balanceados (Figura 7).

32



30- &
25- +° o =
20- ol — )
15- — =
10- +
500 - ° )
400 - ° S
300~ 5 ol © %
200 - ) o 9]
100 - ) 3
o
1000 - %“
° 5
500 - o - >
| o 0(’% Si
o [
fe) i
s -
ol8 o
1 O' [o) (_‘2
o @ g*
05- X
ampP o -
16 - %
14- ce, o)
12- %'° X
10- gs+
(o]
8 N
75~ ot @
- o @
50 1 %
25= [e} =
o® 5
1 1
Maiz Soya

Materia Prima

Figura 7. Determinacion de micotoxinas en las materias primas utilizadas durante la
produccidn en fabrica de alimento balanceado para pollos de engorde.

Las determinaciones de aflatoxina, deoxinivalenol, fumonisina, ocratoxina y
zearalenona realizadas durante la produccion de los alimentos balanceados, mostraron
valores por debajo de los limites establecidos en la empresa. Solo el 37.5% de las muestras
determinadas durante la produccion del alimento balanceado Fase 11, presentaron valores de
T-2 sobre el limite permitido, con maximos de 27.91 ppb. Las determinaciones realizadas en
granja, mostraron el mismo comportamiento, siendo T-2 la Unica micotoxina con

concentraciones mayores a los limites establecidos. En granja, los tres alimentos balanceados
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presentaron valores de T-2 superiores a los 20 ppb. El 28.5% de las muestras recolectadas en
granja del alimento Fase I, 13% del alimento Fase 1y 81% del alimento Fase 11, presentaron
valores de T-2 sobre el limite establecido, con maximos promedio de 26.6, 21.9 y 29.3 ppb,

respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Concentracion de micotoxinas en los alimentos balanceados en fabrica y granja de
produccion avicola.

Respecto a la cantidad de riesgo equivalente (REQ) para la interaccion de las

micotoxinas en maiz y harina de soya determinado a través del software Alltech® Total Diet
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Mycotoxin Estimator indicé un REQ menor para las semanas 1, 2, 3 y 5. Mientras que para

la semana 4 se presenta una advertencia leve en su interaccion (Figura 9).
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Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5

Figura 9. Cantidad equivalente de riesgo (REQ) de la interaccién de las micotoxinas
determinadas en maiz y harina de soya durante las 5 semanas evaluadas.

Para el alimento balanceado Fase 1, el Total Diet Mycotoxin Estimator muestra un
REQ menor para la semana 1 en fabrica, mientras que en granja para la semana 1y 2 reveld
un RQE de advertencia. Para los alimentos balanceados Fase Il y Fase Ill, la cantidad
equivalente de riesgo calculada mostré advertencia tanto en fabrica como en granja a partir
de la semana 2 hasta la 5. Sin embargo, en los REQ en granja el indicador se desplazdé mas

hacia la zona de riesgo (Figura 10).
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Figura 10. Cantidad equivalente de riesgo (REQ) de la interaccion de las micotoxinas
determinadas en los alimentos balanceados durante las 5 semanas evaluadas.
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La caracterizacion de los efectos de las micotoxinas en la cadena de produccion
avicola, con base en la determinacion cualitativa de lesiones en diferentes 6rganos de los
pollos demostrd que el muslo fue el érgano en el que se encontrdé mayor cambio morfoldgico
(Figura 11), mostrando derrames vasculares epidérmicos, conocidos como petequias (Figura
12).
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Figura 11. Prevalencia de lesiones en diferentes 6rganos de los pollos de engorde en planta
de procesamiento.

El muslo y la pechuga mostraron dafio epidérmico. En higado se presentd cambio en
la coloracidn, se encontraron higados palidos, amarillentos, con hematomas difundidos por
todo el organo. La cavidad oral mostrd ulceraciones en lengua, mientras que las mollejas
lesionadas mostraron erosiones en la cuticula e hiperpigmentacién leve en cuticula (Figura
12).
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Figura 12. Cambios morfoldgicos o lesiones en érganos del pollo.
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5. Discusion

La industria avicola tiene una extension al mercado nacional e internacional de suma
importancia. Actualmente, los mercados son cada vez mas competitivos y las industrias
deben adaptarse a altos estdndares. Por esta razon, la industria avicola debe implementar el
aseguramiento de la calidad desde la compra de granos como el maiz y la harina de soya
hasta el nivel nutricional de los alimentos balanceados fabricados para pollos de engorde (De
Oliveira et al., 2018; Leinonen & Kyriazakis, 2016)

La presencia de hongos en el alimento balanceado aumenta la probabilidad de que se
encuentren micotoxinas representando un riesgo para la calidad del producto y para la salud
humana y animal, considerandose un obstaculo significativo en la economia avicola (De
Oliveira et al., 2018; Drastig et al., 2016). Con base en los resultados obtenidos, las materias
primas y los alimentos balanceados analizados en fabrica, presentaron concentraciones de
mohos y levaduras menores a los limites establecidos. Las determinaciones son consistentes
con los valores reportados por otros autores en diferentes alimentos balanceados, quienes han
registrado que estos microorganismos estan presentes en la dietas para aves con un nivel
promedio entre 10!-10* UFC / g (Greco et al., 2014; Jamroz D & Kubizna, 2011; Labuda &
Tancinova, 2006; Pavlovic et al., 2019).

Los programas de limpieza y desinfeccion son claves en el control de enfermedades
en granjas avicolas y contribuyen a la reduccidn en la prevalencia de infecciones (Gosling,
2018). Los resultados mostraron un incremento en el recuento de mohos y levaduras en los
alimentos balanceados durante su uso en granja, respecto a su produccién en fabrica.
Ademas, se registrd el aumento de mohos y levaduras en los alimentos balanceados conforme
avanza su tiempo en granja, especialmente en el alimento Fase 111, administrado a los pollos
en los ultimos dias del ciclo de engorde. (Cegielska-Radziejewska, Stuper, et al., 2013;
Ghaemmaghami et al.,, 2018) reportaron resultados similares, donde los alimentos
finalizadores para pollos de engorde mostraron mayores recuentos de mohos y levaduras

(Cegielska-Radziejewska, Stuper, et al., 2013; Ghaemmaghami et al., 2018).
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El aumento en la concentracion de mohos y levaduras en el alimento Fase 111, podria
corresponder a su composicion nutricional, ya que su contenido de harina de soya disminuye
y aumenta el porcentaje de otros ingredientes como el maiz, materia prima que,
generalmente, presenta mayor contenido de mohos y levaduras respecto a la harina de soya
(Khodaei et al., 2021). Los recuentos de mohos y levaduras determinados en granja son

similares a los reportados por otros estudios (Dalcero et al., 1998; Shareef, 2010).

Con base en los resultados obtenidos y considerando que algunos hongos son agentes
de riesgo por la capacidad de producir micotoxinas en cualquier etapa de la cadena de
produccion de alimentos balanceados para animales, desde las cosechas de los granos
utilizados como materia prima hasta el almacenamiento en las granjas avicolas, se genera
una necesidad de vigilancia para prevenir la aparicién de mohos en los alimentos balanceados
y, posteriormente, la produccion de metabolitos secundarios mediante planes de bioseguridad

y monitoreo (Lopes et al., 2006; Thie lamanaka et al., 2013).

El crecimiento de mohos en alimentos balanceados durante su almacenamiento en
granjas podria aumentar el riesgo potencial de micotoxicosis (Shareef, 2010). Un analisis
realizado en los afios 90, concluyé que alrededor de la mitad de los productos que se
elaboraban a nivel mundial estaban contaminados por micotoxinas y que en los paises en
desarrollo la problematica era ain mas grave, ya que son productores que exportan la mejor
calidad y son consumidores de productos de calidad inferior. Lo cual generaba un riesgo para

la salud humana y animal de los consumidores (De Oliveira et al., 2018).

La prevalencia de las micotoxinas estudiadas en el maiz y la harina de soya fue del
98%, sin embargo, las concentraciones toxicoldgicas fueron bajas. El control de calidad en
las importaciones de las materias primas consignadas para alimentos de consumo humano y
animal, la certificacion de analisis de micotoxinas en su mayoria valoradas en este estudio y
las auditorias a nivel nacional realizadas para el monitoreo de las buenas practicas de
manufactura en fabricas de alimento balanceado para animales, podria corresponder con los
resultados obtenidos en nuestro estudio para las materias primas (Codex Alimentarius, 2014;
Andrea Molina et al., 2019). Ademas, existe asociacion con los resultados del REQ, los
cuales mostraron riesgo menor para la mayoria de las semanas respecto a la interaccion de

las micotoxinas determinadas en las materias primas.
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El maiz y la harina de soya se utilizan en altos porcentajes en las formulaciones
nutricionales de los alimentos balanceados para pollos de engorde (Erdaw et al., 2016;
Frempong et al., 2019; Islam et al., 2015; Saki et al., 2012; Sun et al., 2012). El maiz
importado en Costa Rica tiene una calidad especifica para su funcién como consumo animal,
clasificado como maiz de grado 2 o 3, con caracteristicas como granos agrietados que
potencialmente puede generar una mayor propagacion de hongos, lo cual implica que con
otros agentes externos como la humedad y la actividad de agua, asi como el incumplimiento
de las buenas practicas de manufactura, podrian llegar a generar problemas toxicoldgicos en
el producto final (Islam et al., 2015; Molina et al., 2019).

Un estudio sobre el contenido natural de las micotoxinas en el alimento balanceado
para una granja avicola en Brasil report6 concentraciones de aflatoxinas <6 ppb (Rossi et al.,
2013), valores similares a las determinaciones obtenidas en el alimento balanceado producido
en la fabrica de alimentos balanceados en Costa Rica. Asi mismo se encuentran cerca del
rango detectado de <3.43 ppb de aflatoxinas en alimento balanceado para aves determinado
mediante metodologias de HPLC y ELISA en Guyana (Morrison et al., 2017).

La presencia de aflatoxinas provoca susceptibilidad de las poblaciones de aves
jévenes implicando problemas en parametros de produccion (Doerr et al., 1983; Nakavuma
et al., 2020; Nasaruddin et al., 2021). Concentraciones elevadas de entre 1 000 a 5 000 ppb
afectan principalmente al higado, sin embargo, se han realizado pocas investigaciones sobre
el comportamiento de las micotoxinas en pollos de engorde cuando las concentraciones son
bajas como las determinadas en este estudio (Bai et al., 2014; Liu et al., 2020; Miazzo et al.,
2000; J. Yang et al., 2012). Los resultados obtenidos de aflatoxinas de alimentos balanceados
en la fabrica y en la granja se encontraron bajo los niveles de La Unién Europea y de los
Estados Unidos, quienes trabajan con niveles méximos permitidos de 100 ppb de esta
micotoxina para productos destinados a la dieta de aves de corral maduras. Brasil tiene limites
de 50 ppb para los productos destinados a alimentacion animal (FAO, 2004; Rossi et al.,
2013). Con base en los resultados obtenidos y las concentraciones de aflatoxinas reportadas

por otros estudios, los productos terminados analizados presentan altos estandares de calidad.

Las muestras analizadas para deoxinivalenol presentan valores dentro del promedio

de los datos reportados en un estudio donde se determind la incidencia de tricotecenos en
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alimentos balanceados para aves en Eslovaquia (Labuda et al., 2005). En Polonia en un
estudio similar al anterior, reportaron muestras contaminadas con un nivel promedio de 38.58
ppb, valores inferiores a los reportados en este estudio. Sin embargo las concentraciones
determinadas no sobrepasaron los limites permisibles por Estados Unidos de 5 000 ppb
(Cegielska-Radziejewska, Stuper-Szablewska, et al., 2013). Investigaciones han
determinado que los pollos de engorde se ven afectados por la ingesta de alimentos con
deoxinivalenol en concentraciones entre 1 000 y 5 000 ppb, provocando consecuencias en
los rendimientos del peso corporal de los pollos, debido a que reduce el area de absorcion de
nutrientes al influir en el crecimiento de vellosidades en el yeyuno (Awad et al., 2011; Lucke
etal., 2017).

La toxina T-2 mostro presencia en la totalidad de las muestras analizadas, a diferencia
de un estudio realizado en Argentina donde analizaron materias primas y alimento
balanceado listo para ser entregado en granjas avicolas, donde no hubo presencia de T-2 (Del
Pilar Monge et al., 2012). Sin embargo, otras investigaciones han mostrado presencia en los
alimentos balanceados >18.2 ppb , acercandose a las medias obtenidas en este estudio (Greco
etal., 2014; Pleadin et al., 2012). Los resultados de estas toxinas son preocupantes y se deben
controlar debido a que se ha relacionado con pérdida de peso segun dosis recibida de T-2 por
inhibicion nutricional y sintesis proteica, inclusive con dosis bajas de 4 ppb se ha determinado
la toxicidad en los pollos de engorde (Pande et al., 2006; Singh et al., 2020; R. D. Wyatt et
al., 1975)

(Streit et al., 2012a) reportaron presencia de ocratoxina con concentraciones de 0.04
a 6.50 ppb en muestras tomadas de alimentos para aves, determinaciones similares a las
obtenidas en este estudio. En materias primas y alimentos balanceados para animales han
detectado altos porcentajes de incidencia de zearalenona y fumonisina (Krnjaja et al., 2013;
Pleadin et al., 2012; Rodrigues & Naehrer, 2012; Streit et al., 2012a; Yalcin et al., 2017),
resultados congruentes con los mostrados en el presente estudio. En alimento para pollos de
engorde utilizando HPLC, determinaron concentraciones de zearalenona menores a 20.87
ppb (Bilal et al., 2014), y 2.348 ppb (Binder et al., 2007a), siendo estos promedios inferiores

a los resultados obtenidos en este estudio. Mientras que una investigacion realizada a
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alimentos para aves mediante ELISA hall6 concentraciones de fumonisina de 188 ppb (Sonal

& HH, 2000), resultados por debajo de las medias obtenidas en este estudio.

Los resultados obtenidos muestran divergencias con otras investigaciones, lo cual se
podria deber a las metodologias que se utilizaron, las diferentes materias primas usadas para
los alimentos balanceados, las regiones y las estaciones del afio en que fueron realizadas. Se
ha demostrado que las bajas concentraciones de micotoxinas no se pueden relacionar
directamente con una condicion clinica, sin embargo, producen en el animal rendimientos
bajos en productividad y reproduccion, al afectar el sistema inmune y provocar
vulnerabilidad a patdgenos (Lopes et al., 2006). Varios estudios han visualizado que dietas
en aves de corral con concentraciones individuales de toxinas podrian no causar efectos
negativos en el rendimiento, sin embargo, con base en los resultados obtenidos se debe
considerar las interacciones entre las micotoxinas tomando en cuenta que el REQ reflejado
para la interaccion de las micotoxinas en los productos terminados gener6 advertencia. (B.
Grenier & Oswald, 2011).

La presencia de méas de una micotoxina en materias primas y alimentos balanceados
presenta una situacion de riesgo toxicolégico que terminan en interacciones sinérgicas o
aditivas (Del Pilar Monge et al., 2012). Los diagnosticos de micotoxicosis son complejos, y
por lo tanto, es necesaria la cuantificacion de las micotoxinas en los alimentos balanceados
con que se alimentan los pollos de engorde, procedimiento que normalmente esto se dificulta
por la rapidez del consumo de los alimentos en las granjas avicolas. Otro diagnostico
importante con los estudios patoldgicos de aves fallecidas (Puvaca, Ljubojevi¢, et al., 2018).

Investigadores han suministrado alimentos balanceados con 2 500 ppb de T-2 vy
observaron que los pollos toleraron durante 21 dias estas concentraciones y presentaron
efectos adversos en su salud a los 28 dias, mostrando lesiones en la cavidad oral como
inflamacidn y ulceracién en lengua asociadas al consumo de la dieta. Se ha evaluado que las
heridas orales producen la reduccion en la ingesta de alimento y por ende reduccion en el
peso corporal, estas lesiones han sido asociadas a dietas cargadas con tricotecenos (Diaz et
al., 2016; Vaccari et al., 2017). Otras investigaciones han determinado que dietas con 10 000
ppb de T-2 causan lesiones orales graves como necrosis (Damu Patil et al., 2014). Ademas,

se han evidenciado efectos en peso corporal asociado al consumo de alimento con niveles de
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150 ppb de esta micotoxina (Liu et al., 2020). En el presente estudio las medias de T-2 en el
alimento balanceado consumido en granja estan por debajo de las concentraciones
mencionadas anteriormente, lo cual se podria relacionar con las pocas lesiones encontradas

en la cavidad oral de los pollos de engorde en esta investigacion.

Varios autores han identificado que las ocratoxinas provocan erosiones en la molleja,
y que el higado presente cambios de coloracion palida, condicion disgregable y podria
presentar hemorragias. El dafio hepatico inducido por micotoxinas se debe a que son
causantes de estrés oxidativo en el higado, aumentando la formacion de peroxinitrito, un
agente oxidante que puede dafiar moléculas causando aductos con ADN, concluyendo en el
dafio hepatol6gico (Gowda et al., 2008). Las aflatoxinas muestran principalmente dafios en
el higado por la acumulacion de lipidos, morfolégicamente hay un cambio de coloracién
palido y amarillento, la estructura del higado se dafia presentando hemorragias (Dwivedi &
Burns, 1985; Hussain et al., 2008; Puvaca, Dragana, et al., 2018; Yildirim et al., 2011). Estas
lesiones fueron observadas en los 6rganos evaluados en este estudio. La falta de diferencias
significativas entre los drganos lesionados podria deberse a que las concentraciones de
micotoxinas detectadas en la dieta de los pollos de engorde no eran suficientes para causar

diferencias en estas variables (Valchev et al., 2014).

El nivel de las lesiones se ve inferido por la edad del pollo y la dosis ingerida. En los
musculos de la pierna y la pechuga se forman hemorragias petequiales siendo asociadas a la
ingesta de aflatoxinas en un rango de 400-800 ppb en la dieta de pollos de engorde (Bir6 et
al., 2002; Hussain et al., 2016). Las determinaciones realizadas en los alimentos balanceados
en este estudio fueron menores a 20 ppb en aflatoxinas, sin embargo, hubo aves que
mostraron todas las lesiones antes mencionadas que podria deberse a que aun con las dosis
bajas en sus dietas, su sistema inmunoldgico fue afectado por la interaccién de multi toxinas
lo cual genera el riesgo en las aves de ser susceptibles a infecciones y enfermedades (Damu
Patil et al., 2014). La mucosa intestinal de los pollos de engorde posee componentes de la
inmunidad especifica e inespecifica, los cuales pueden estar expuestos cuando el animal
consume alimentos balanceados contaminados con micotoxinas (De Oliveira et al., 2018).
Las toxinas interfieren en la barrera fisica del epitelio intestinal, lo cual provoca afectaciones

en funciones como la resistencia eléctrica transepitelial que existe en la monocapa celular,
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debido a la disminucién de las proteinas en las uniones celulares (Bouhet & Oswald, 2005;
De Oliveira et al., 2018).

Existen varias metodologias para tratar las micotoxinas. Visualizar los niveles de
contaminacion presentes en las fabricas de alimento balanceado y en las granjas avicolas se
debe considerar entre los procedimientos mas adecuados y convenientes para cada escenario.
Esto permitira un mejor uso de las herramientas para mitigar con el crecimiento fungico y las
micotoxinas en los alimentos balanceados que consumen los pollos de engorde (Cristina De
Pinho Cardo et al., 2014). Con base en los resultados obtenidos se deja en evidencia las
buenas préacticas de elaboracion presentes en la fabrica de alimento balanceado y la
recomendacion para mejorar en granja con la finalidad de evitar la propagacion fungica y

problemas toxicologicos posteriores(Codex Alimentarius, 2014).

Se ha comprobado que el uso de captadores de micotoxinas magnifican las ganancias
econdmicas, los pollos tienen mejores pesos corporales, la carne es de calidad superior y,
ademas, ayudan a compensar los efectos nocivos en los 6rganos viscerales de los pollos de
engorde, (Nabi et al., 2018). Las bajas determinaciones encontradas en este estudio para las
diferentes micotoxinas analizadas y las pocas lesiones se pueden relacionar a que el alimento
balanceado consumido por los pollos de engorde fueron dosificados con captadores de
micotoxinas, aglutinantes de alta calidad y de los mas populares a nivel internacional
(Hussain et al.,, 2016). Las micotoxinas son un problema mundial que debe ser
constantemente monitoreado para mitigar impactos nocivos en la salud animal y humana, y
reducir las pérdidas econdmicas para los productores. Se debe efectuar el uso de herramientas
tecnoldgicas para evidenciar riesgos emergentes debido a la interaccion de las micotoxinas,
asi como la implementacién de analisis de alta calidad y seguimiento de buenas practicas de

manufactura de los procesos en fabrica y granja (Streit et al., 2012b).
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6. Conclusiones

La incidencia de mohos en la totalidad de la muestras y las altas concentraciones
presentes en el alimento en las granjas justifica un continuo monitoreo durante toda
la cadena integrada suministrada a los pollos de engorde.

Enfocarse en la prevencion de afectaciones en el sistema inmunologico de los pollos
de engorde, con el objetivo de buscar la eficiencia en la produccion y la optimizacién
del proceso, enfatiza la importancia de las investigaciones sobre los hongos y su
produccidn de toxinas en la cadena de producciédn, desde las materias primas con las
que se elaboran los alimentos balanceados, hasta los productos finales y su
almacenamiento en granjas.

La produccidn avicola se ve gravemente afectada por las micotoxinas, por esto, se
debe tomar medidas de prevencion en fabricas y granjas para el control de hongos y
la produccion de micotoxinas, visualizando puntos criticos que favorecen la aparicion
de hongos y toxinas.

Utilizar metodologias para evaluar y monitorear la produccién de alimentos
balanceados se convierte en un aspecto esencial para mantener altos estandares de
calidad y evitar intoxicaciones por micotoxinas.

Otro elemento indispensable producto de la investigacion se centra en mantener la
calidad en los productos secuestrantes de micotoxinas para reducir el riesgo
inminente de estas toxinas, tanto en materias primas como productos terminados que
ayudan a prevenir y reducir los dafios que causan.

La calidad de los alimentos balanceados se reconoce que no es suficiente monitorear

los hongos, se deben realizar evaluaciones simultdneas de micotoxinas.
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7. Recomendaciones

Analizar hongos y bacterias mesofilos aerobios de los sistemas de ventilacion de las
granjas, para monitorear la concentracion microbiana que funciona como indicadores
de inocuidad y calidad.

Aislar e identificar los generos de hongos encontrados en los sistemas de ventilacion
y los alimentos balanceados cuando se producen en la empresa y durante su
almacenamiento en granja, considerando los efectos patogénicos que estos pueden
tener en los pollos de engorde y el personal de la granja.

Promover la investigacion de biotecnologias que implementen buenas practicas en el
manejo de granjas avicolas, produccion de alimentos balanceados en funcién del
mejoramiento de las areas.

Considerar el equipo y la metodologia utilizada para el analisis de micotoxinas, con
el fin de obtener mejores resultados y mayor cantidad e interacciones sinérgicas entre
las micotoxinas.

Utilizar metodologias como examenes histolégicos y enzimaticos para evaluar los
organos lesionados y las afectaciones que tienen las micotoxinas en pollos de
engorde.
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