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RESUMEN

Se evalué la respuesta inmune de pollos (Hubard x Hubard)
con la inclusion en la dieta por 42 dias de 70 p/kg de Aflatoxi-
na B1 (AFB1) ademas de la capacidad de 2,5 mg/kg de Selenio
(SE) y el Saccharomyces cerevisiae 0,1% (SC) para prevenir
la aflatoxicosis. Usando un disefio de experimento factorial con
ocho tratamientos y cuatro replicas de 15 aves para cada uno
(480 pollos). Los tratamientos fueron: Ti= dieta basal;, To=
AFB1: T3= SC; T4 = AFB1+ SC; Ts = SE; Te= AFB1+ SE ;T7=
SC + SE; Tg = AFB1+ SC + SE. Las variables estudiadas fue-
ron: Numero de glébulos blancos (GB); Leucograma (LEU); Ti-
tulos de anticuerpos (Gumboro y Newcastle) (TA); Proteinas
séricas (PS); Gammaglobulinas (Gamma); Relacién albumina
/globulina (alb/glo); indice peso Bursa/peso corporal (Pb/Pc);
Porcentaje de linfocitos viables en Bursa (PLV); Grados de le-
sion de Bursa (GL). Se aplicé un andlisis de la varianza (ANO-
VA). Se realizaron comparaciones de medias usando la prue-
ba de Dunnet. La variable GL se analizé utilizando Kruskal
Wallis todas del paquete estadistico SAS. Los resultados indi-
caron: la AFB1 disminuy6 GB, indujo linfocitosis y heteropenia,
disminuyé PS, afect6 Pb / Pc e incrementd GL. El selenio in-
crementé PS e indujo una mayor respuesta celular, ademas
disminuyé GL en presencia de AFB1. La levadura no previno
las alteraciones en ninguna de las variables afectadas por la
AFB 1. Estos resultados sugieren que la exposiciéon constante a
bajas dosis de AFB; afecta la respuesta inmune de los pollos
de engorde y que la utilizacion del selenio a 2,5 mg/kg previe-
ne este efecto, no asi el Saccharomyces cerevisiae a la dosis
utilizada.
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ABSTRACT

This research aimed at evaluating a 42 day long exposure to Af-
latoxin B1 70 wkg (AFB1) on poultry immune responses and an
application of 2.5 mg/kg of selenium (SEL) and 0.1% Saccharo-
myces cerevisiae (SC) as a dietary supplement to prevent afla-
toxicosis. In a factorial experiment design with eight treatments of
15 chickens each and four repetitions (480 male Hubbard x Hub-
bard) was used. The treatments were: T1= control (basal diet
common for all the groups); T2= AFBy; Ta= SC; T4 = AFB1+ SC;
Ts = SEL; Te= AFB1+ SEL;T7= SC + SEL; Tg = AFB1+ SC +
SEL. The parameters evaluated were: number of leucocytes
(WC); percentage distribution of leucocytes (LEU); antibody title
for Gumboro and Newcastle (AT); Serum proteins (SP), Gamma-
globulins (Gamma) Albumin/globulin index (alb/glo); Bursa/body
Weight (B/BW); viable lymphocyte percentage in Fabricius Bursa
(VLP); Bursal degree of Histopathological lesion (LD). Data were
analyzed using Variance analysis using the SAS GLM procedure.
Treatment means were analyzed by Dunnet's test, while the
Kruskal Wallis test was used to analyze LD variable. Results indi-
cated that AFB1 decreased GB, induced an arise in lymphocytes
and a hetherophylic depletion, decreased PS and B/BW, and in-
creased the degree of lesion in Bursa. Thus, the immune re-
sponse was impaired. Selenium in the presence of AFB1 in
creased PS, improved cellular response and showed an impor-
tant preventive effect in relation to Bursal damage. The yeast cul-
ture did not prevent alterations in any immunological variable af-
fected by AFB1 This data suggest that long time-low level expo-
sure to AFB1 affects immune response in broilers and that sup-
plementation with 2.5 mg/kg of Selenium is a useful tool in pre-
venting the problem. The Saccharomyces cerevisiae level used in
this assay showed no profitable results.

Key words: Aflatoxin B, selenium, Saccharomyces cerevi-
siae, immune response, broiler chicks.
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INTRODUCCION

En el tropico las altas temperaturas y humedad inducen
la proliferacion de hongos productores de micotoxinas [52].
Las micotoxinas son una serie de metabolitos procedentes de
los hongos, con efectos tdxicos sobre los animales y el hom-
bre, siendo la Aflatoxina B, la méas estudiada por su amplia dis-
tribucion mundial y frecuencia de aparicion [33]. Las Normas
COVENIN [11] han establecido 20 pg/Kg como nivel maximo
de tolerancia de Aflatoxina B1, en la materia prima con la que
se elabora el alimento concentrado para aves. Fernandez y
col. [17] reportaron la presencia de niveles subclinicos de mi-
cotoxinas en materias primas importadas, utilizadas para la
elaboracion del alimento balanceado para aves en Venezuela;
a su vez Mazzanni y col. [36] reportaron la presencia de aflato-
xinas en granos producidos y almacenados en el pais.

El mecanismo de accion de la AFB; se fundamenta en la
capacidad de los metabolitos activos de la misma (Aflatoxin
8,9-epoxido) de interactuar con el ADN, ARN y proteinas intra-
celulares en los hepatocitos de las aves [9, 25]. La AFB; es
capaz de ingresar al nacleo del hepatocito, unirse al ADN, lo
gue determina una inhibicion de la ARN Polimerasa y una dis-
minucién de la sintesis de ARN mensajero. La consecuencia
directa es la reduccion de la sintesis proteica [25, 26, 28, 43].

La aflatoxicosis en las aves se presenta bajo dos formas
clinicas, que se conocen como aflatoxicosis aguda y crénica
[61, 68]. La forma aguda es reconocida como una enfermedad
hepatotoxica violenta, clinicamente caracterizada por depre-
sion, anorexia, ictericia y hemorragia. Histolégicamente evi-
dencia necrosis peri-portal asociada con la proliferacién e hi-
perplasia de los conductos biliares, degeneracién vacuolar de
hepatocitos y esteatosis hepatica conocida como higado graso
[15, 44, 49, 68]. La aflatoxicosis crénica, resulta de la ingesta
constante de bajos niveles de la toxina y trae como conse-
cuencias: disminucién en la ganancia de peso y consumo de
alimento, incremento de la conversion alimenticia y comprome-
timiento de la respuesta inmunoldgica del ave [13, 59, 62].

La inmunosupresion inducida por la aflatoxicosis, afecta
al ave en su capacidad de sintetizar anticuerpos, sustancias
humorales como: citosina, interferon y proteinas del sistema
complemento, afectando ademas el nimero y funcionalidad de
los glébulos blancos, disminuyendo la capacidad quimiotaxica
y fagocitica de heteréfilos, monocitos y macréfagos [2, 10, 33,
47, 48, 57]. Estas alteraciones disminuyen la capacidad de
ofrecer resistencia a las enfermedades, comprometiendo la
respuesta productiva del lote [49].

La utilizacion de selenio y levaduras para prevenir los
dafios causados por las toxinas, ameritan ser evaluadas en
profundidad pues son costosas y es necesario adecuar su utili-
zacion en funcién a la relacién costo-beneficio que provean
[69]. El uso del selenio pre-contaminacién evita la accion biol6-
gica de la AFBy, inhibiendo los enlaces de la AFB,con el ADN,
blogueando asi la inhibicion de la sintesis proteica [32, 58, 66].

El Saccharomyces cerevisiae incrementa la biodisponibi-
lidad de los nutrientes [42, 63]. El mecanismo de accién pro-
puesto es la quelacién de la toxina y su eliminacion en el tracto
gastrointestinal [12, 19]. Otro mecanismo de accién postulado
es la accion de la levadura sobre las enzimas microsomales,
acelerando la eliminacién del toxico [63]. En el presente ensa-
yo el objetivo basico fue determinar las consecuencias de la
exposicion a 70 g/Kg de AFB; y de la suplementacién con 2,5
ppm de selenio y/o Saccharomyces cerevisiae al 0,1% en la
respuesta inmune de pollos de engorde.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se realizé en el Centro Experimental de
Produccién Animal (CEPA) de la Facultad de Ciencias Veteri-
narias de la Universidad del Zulia, ubicado en el municipio La
Cafada de Urdaneta del estado Zulia; la zona es clasificada
como un bosque muy seco tropical [14] con una temperatura
media de 30°C y una precipitacion que oscila entre 125 y 500
mm/afio. Se utilizé un galpdn de 35 metros de largo por 6 me-
tros de ancho, cerrado con malla anti-pajaro y cortinas de po-
lietileno, dividido en dos filas de 16 cubiculos de tres metros
cuadrados (2 x 1,5 mts) cada uno.

Poblaciéon y manejo

Se trabaj6 con 480 pollitos machos de la linea Hubbard-
Hubbard de un dia de edad. Las aves fueron vacunadas contra
Gumboro y Marek (Herpes virus de pavo) y se les aplico por as-
persion la vacuna contra Newcastle (Cepa La Sota). Una vez en
el galpén experimental el manejo individual de las aves se res-
tringié al maximo y las vacunaciones se realizaron por via oral
en el agua de bebida administrandoseles una dosis de
Newcastle cepa La Sota al dia 7 y Gumboro a los 7 y 14 dias.

Experimento

El experimento se condujo como un disefio factorial con
un total de 8 combinaciones de tratamiento factorial. La valida-
cion del mismo se fundamenta en los grados de libertad pre-
vistos para estimar el error experimental (31 grados) [54]. Las
unidades experimentales consideradas para el analisis fueron
cada uno de 32 corrales habilitados, en los cuales se distribu-
yeron de manera aleatoria 15 aves para cada uno. Los trata-
mientos aplicados fueron: T,= control; T,= Aflatoxina (70
1ag/Kg); Ts= Saccharomyces cerevisiae (0,1%); T, = Aflatoxina
(70 pg/Kg) + Saccharomyces cerevisiae (0,1%); Tg = selenio
(2,5 mg/Kg.); Tg= Aflatoxina (70 pg/Kg) + selenio (2,5 mg/Kg.);
T,= Saccharomyces cerevisiae (0,1%) + selenio (2,5 mg/Kg.);
Tg Aflatoxina (70 pg/Kg) + Saccharomyces cerevisiae (0,1%) +
selenio 2,5 mg/Kg.

Dietas experimentales

El alimento utlizado (2000 Kg) se analizé para
determinar su contenido de aflatoxina a través del método de
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columnas de inmunoafinidad (Aflatest®) segun el protocolo
descrito por la Asociacion Oficial de Andlisis Quimico (AOAC)
[1] sin encontrar niveles detectables. La mezcla de la AFB,
con el alimento se realizé en cantidades suficientes para lograr
la concentracion deseada de 70 pg/Kg antes y después de la
adicion del selenio 2,5 mg/Kg y la levadura al 0,1%.

Al andlisis bromatolégico la dieta basal mostrd: alimento
pre-iniciador (primeras tres semanas): Energia metabolizable
3098 Kcal.; Materia seca: 88,63%; Proteina: 23,1%; Grasa:
8,3%; Fibra: 2,8%. Alimento terminador (Ultimas tres semanas):
Energia metabolizable 3300 Kcal. Materia seca 88,67%; Protei-
na: 18,91%; Grasa 10,53%; Fibra: 2,8%; La concentracion de
selenio en la dieta basal se calculé en funcién a la premezcla
utilizada en la elaboracién del alimento, resultando 0,5 mg/Kg.

Respuestainmune

Se determind el niumero de glébulos blancos y su distribu-
cién porcentual, los titulos de anticuerpos contra Gumboro y
Newcastle alcanzados a los 42 dias, las proteinas totales, el ni-
vel de Gammaglobulinas y la relacion albimina/globulina. A su
vez se evalu6 el indice peso Bursa/peso corporal y se analizé
histopatolégicamente la Bursa por dos técnicas: evaluacién mi-
croscopica y determinacion del porcentaje de linfocitos viables.

Muestras

Previo al sacrificio, el dia 42 fue pesada y separada una
sub-muestra de 2 animales por corral, lo que permitié obtener 8
aves por tratamiento. Se tomaron muestras de sangre por pun-
cién cardiaca, con y sin anticoagulante. De las muestras sin anti-
coagulante se realizé la determinacion de proteinas totales [50] y
serologia utilizando kits comerciales de Elisa (ProFlok Plus corp
Maryland, USA) [60]. Para determinar el patrén proteico se usé la
técnica electroforética en placas de Acetato de Celulosa (EPAC)
inicialmente descrita por Kohm (1957) y citada por Pierson [50].

El recuento total de leucocitos se obtuvo con la formula:
Glébulos blancos contados + 10% x 200. EI hemograma se
realiz6 sobre la base de 100 células mediante frotis, tefiidos
con colorante Dip Quick Stain (Jorgensen Laboratory) [50].

Las aves se sacrificaron por dislocacion cervical, se extrajo
la Bursa de Fabiricio, la cual se pesé y dividié en dos partes igua-
les conservandose en formalina bufferada al 10%. Para determi-
nar la relacion peso Bursa/peso corporal (B/PC) se dividio el
peso de la Bursa entre el peso del ave y se multiplicé por 1000
[20]. La determinacion de los linfocitos viables presentes en la
Bursa de Fabricio (PLV), se realiz6 a través de la técnica de ana-
lisis de imagenes [41]. Las Bursas fueron evaluadas histopatold-
gicamente. Los grados de lesion observados fueron trasladados
a la escala ordinal segun lo expuesto por Henry y col. [23].

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados empleando un andlisis de la
varianza para un disefio factorial a través del procedimiento
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general lineal model (GLM) disponible en el paquete estadisti-
co Statistical Analysis System (SAS) [64]. Las comparaciones
de las medias de los tratamientos se realizaron a través de la
prueba de Dunnett. El analisis de las lesiones de la bursa de
Fabricio, se realiz6 con la prueba de Kruskal-Wallis disponible
en el procedimiento Npar 1 way [46]. El grado de correlacion
entre las variables se midi6 a través de la prueba de Spear-
man. Todos los criterios relacionados con significancia fueron
basados en una probabilidad de P< 0,05 excepto la variable
recuento de glébulos blancos para la cual se consider6 una
probabilidad de significacion de P< 0,07.

RESULTADOS

El recuento de glébulos rojos no fue afectado significati-
vamente por ninguno de los tratamientos ni sus interacciones.
Se observé una disminucion del nimero de glébulos blancos
en los tratamientos con AFB; El menor promedio corresponde
al T, (4238« 364/mm3') el cual difiere (P< 0,07) del control
(6125 + 320/mm?3) (TABLA I).

El valor minimo de heterdfilos se observé en el grupo que
consumio la dieta basal mas la aflatoxina T, (50,87% =+ 4,54) el
cual es significativamente menor (P< 0,05) que el grupo control
(68,37% + 4,61). (TABLA 11). En los tratamientos donde el sele-
nio acompario a la toxina, se incremento el porcentaje heterdfi-
los (P<0,006). El valor mas alto de linfocitos (30,87% + 4,25)
corresponde al grupo T, que consumi6é AFB; sin aditivo. Este
valor es mayor y significativamente diferente (P<0,05) a los gru-
pos en que esta presente el selenio (Tg T7 y Tg,). El Selenio de-
mostré tener un efecto significativo (P<0,006) disminuyendo la
proporcion de linfocitos en sangre. Para los eosindfilos, las va-
riaciones fueron minimas y no significativas. El promedio mas
bajo de monocitos corresponde al grupo control (11,62% =+
1,65) que difiere P<0,05 del T (24,62% + 2,84) y el T; (24,37%
+ 4,07) en los cuales esta presente el selenio, el cual incremen-
té significativamente el ndmero de monocitos en sangre
(P<0,02). Asi pues la AFB; indujo linfocitosis + heteropenia y el
selenio revirtié ese efecto (TABLA 1.

El nivel de proteinas séricas (PS) (3,25 £ 0,19 gr/dl) en
el grupo T, (expuesto a la toxina) y el que consumié la dieta
basal mas levadura T3 (3,25 + 0,07 gr/dl) son significativamen-
te menores (P<0,05) que el control (3,98 + 0,27 gr/dl). El efec-
to de la AFB; sobre la disminucién de PS fue significativo
(P<0,02). (TABLA I1lI). Ninguno de los factores ni sus interac-
ciones afecté significativamente las gammaglobulinas, aun
cuando se evidencia una tendencia a niveles séricos de
gammaglobulinas mayores en los grupos expuestos a AFB;.
Los resultados de la relacion albdmina/globulina muestran que
el promedio (0,87 + 0,17) correspondiente al grupo T, es me-
nor que el del grupo control (1,11 + 0,07) sin embargo, las dife-
rencias no son estadisticamente significativas. La adicion de
Saccharomyces cerevisiae indujo una disminucién de la rela-
cion albimina/globulina en las aves que lo consumieron
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RECUENTO DE GLOBULOS ROJOS, GLOBULOS BLANCOS EN POLLOS DE ENGORDE,
EXPUESTOS A AFB1 Y SUPLEMENTADOS CON SACCHAROMYCES CEREVISIAE Y SELENIO

Tratamiento

Variables

Gldébulos rojos

Gloébulos blancos

(x108/ml) (x mm3)
T1 control 2,66 +0,13 6125 + 320
T2
AFB; 2,51+0,15 4238 + 364*
T3
Lev 2,78+0,17 7163 + 1464
T4
AFB1 + Lev 2,65+ 0,11 6813 + 1902
T5
Sel 2,57+0,18 7819 + 1011
T6
AFB;+Sel 2,48 + 0,14 5875 + 806
T7
Lev+Sel 2,58+ 0,14 6700 + 1184
T8
AFB1+Lev+Sel 2,88 + 0,33 9950 + 2374

Los valores en cada caso corresponden a la media de ocho aves. * Error. Estandar.

AFB 1= Aflatoxina B1 (70 pg/Kg)

cerevisiae Sel 2,5 mg/Kg (*) difiere dentro de la columna con una probabilidad de significancia P<0,07.

Lev=0,1% Saccharomyces

TABLA I

LEUCOGRAMA EN POLLOS DE ENGORDE EXPUESTOS A 70 PPB DE AFB1 Y SUPLEMENTADOS
CON SACCHAROMYCES CEREVISIAE Y SELENIO

Variables
Tratamiento o . . . o
Heterofilos % Linfocitos % Monocitos % Eosinofilos %

T1 control 68,37 + 4,61 19,87 + 4,18 11,62 1,65 0,25 + 0,25
T2

AFB1 50,87 + 4,54* 30,87 + 4,25* 18,12 2,14 0,25+ 0,25
T3

Lev 60,37 + 4,14 23,75 + 3,22 15,75 + 2,52 0,25+ 0,25
T4

AFB1 + Lev 60,37 + 6,09 20,87 + 4,39 18,37 + 2,37 0,50 £ 0,38
T5

Sel 54,87 + 3,67 20,87 + 3,27 24,62 + 2,84* 0,00 + 0,00
T6

AFB1+Sel 65,12 + 3,06 18,12 + 3,17* 16,75 + 1,56 0,12+ 0,13
T7

Lev+Sel 61,12 + 4,19 14,37 + 3,03* 24,37 + 4,07* 0,12+ 0,13
T8

AFB1+Lev+Sel 69,25 + 4,74 14,00 + 1,77* 16,62 + 3,93 0,25+ 0,25

Los valores en cada caso corresponden a la media de ocho aves. + Error. Estandar. AFB1= Aflatoxina B1 (70 pg/Kg) Lev=0,1% Saccharomyces
cerevisiae Sel 2,5 mg/Kg (*) difiere dentro de columna (P<0,05).
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(P<0,05) (TABLA IlI). Ninguno de los otros factores, ni sus in-
teracciones, incluso la presencia de la AFB; demostraron afec-
tar la capacidad de respuesta humoral especifica del ave (No
se muestra la data).

La media (0,40 £ 0,29) para la relacién peso Bursa/peso
corporal (B/PC) correspondiente al grupo T, (expuesto a la
AFB,) fue menor (P<0,05) a la obtenida por el control (0,72 +
0,17) y el grupo Tg (0,73 £ 0,26) (TABLA V). El porcentaje de
linfocitos viables (PLV) no fue afectado significativamente, aun
cuando se observo una tendencia a que los grupos expuestos a
la AFB; excepto el grupo Tg presenten PLV mas bajos.

En la TABLA IV se reflejan los grados de lesion de la
Bursa (GL), donde se observa que el GL del grupo T, (3,25 +
0,31) es significativamente mayor (P<0,05) que el mostrado
por el control (2 + 00). En la Fig. 1 se muestran las lesiones
causadas por la toxina sobre la bursa. El andlisis factorial arro-
ja una fuerte relacion causa-efecto entre la presencia de afla-
toxina y la aparicion de lesiones en la Bursa (P<0,0008). To-
dos los grupos en los cuales se incluy6 aflatoxina presentaron
un mayor grado de lesiéon que los grupos que no la consumie-
ron. La presencia de selenio indujo una disminucién del grado
de lesion de la Bursa de Fabricio en las aves expuestas a la
AFB; (P<0,03). Se demostr6 un alto grado de correlacién
P<0,001 entre los resultados de PLV y GL.

DISCUSION

Las condiciones ambientales, de manejo y la genética
del ave influyen y condicionan las variables utilizadas para cla-
sificar la inmunocompetencia de las aves [65]. Por lo que es
inadecuado extrapolar los datos provistos por la literatura, sin
tener claro si se repiten bajo condiciones ambientales propias
de Venezuela [14]. Ningln reporte que evalle la respuesta in-
mune utilizando una concentracion en la dieta de 70 pg/Kg du-
rante 42 dias esta disponible en la literatura, esta concentra-
cion y tiempo de exposicién constituye un escenario probable
en las explotaciones comerciales de nuestro medio [17].

Los efectos de la exposicion a la AFB; son dependientes
tanto de la concentracion en el alimento como del tiempo de ex-
posicién [57]. La concentracion y tiempo de exposicion utiliza-
das en el ensayo, no fueron capaces de alterar el nimero de
glébulos rojos en las aves. Esto concuerda con lo reportado por
Santurio y col. [55] y Fernandez y col. [16] quienes indicaron no
conseguir variacion en el recuento de globulos rojos como con-
secuencia de la exposicion a concentraciones entre 600 y 2.500
Hg/Kg de AFB,. Contrariamente, diversos autores [6, 24, 39, 44,
70] observaron anemia en aves que consumieron alimento con
concentraciones de AFB4 entre 2.000 y 10.000 pg/Kg. La con-
centracion menor administrada en el presente ensayo pudiera
explicar la diferencia observada con respecto a estos reportes.

TABLA Il

PROTEINAS TOTALES, GAMMAGLOBULINAS Y RELACION ALBUMINA/GLOBULINA EN POLLOS DE ENGORDE
EXPUESTOS A AFB1 Y SUPLEMENTADOS CON SACCHAROMYCES CEREVISIAE Y SELENIO

Tratamiento Variables
Proteinas totales y Globulinas) Relacion Alb./Glb.
(g/dih (g /dI-1)

T1 control 3,98 £ 0,27 0,73 £ 0,05 1,11 £ 0,07
T2

AFB1 3,25+ 0,19* 0,91+0,13 0,87 +0,17
T3

Lev 3,25+ 0,07* 0,80 + 0,05 0,91 + 0,03
T4

AFB1+ Lev 3,50+ 0,14 0,93 £ 0,07 0,86 £ 0,08
T5

Sel 3,82+ 0,14 0,92+0,14 0,97 +0,13
T6

AFB1+Sel 3,48 £ 0,08 1,15+ 0,09 0,94 £ 0,10
T7

Lev+Sel 3,35+ 0,06 0,92 + 0,06 0,74 + 0,06
T8

AFB1+Lev+Sel 3,63+ 0,16 1,01+£0,19 0,83+0,12

Los valores en cada caso corresponden a la media de ocho aves. + Error. Estandar. AFB = Aflatoxina By (70 pg/Kg) Lev= 0,1% Saccharomyces
cerevisiae Sel 2,5 mg/Kg Alb/glob= Nivel sérico de Albiminas dividido entre el nivel de Globulinas totales determinadas por electroforesis. g dit=

gramos por decilitro (*) difieren en la columna (P< 0,05)
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TABLA IV
INDICE DE RELACION PESO AVE/ PESO BURSA. PORCENTAJE DE LINFOCITOS VIABLES E HISTOPATOLOGIA
DE LA BURSA DE FABRICIO EN POLLOS DE ENGORDE A LOS 42 DIAS DE EDAD EXPUESTOS A AFB1
Y SUPLEMENTADOS CON SACCHAROMYCES CEREVISIAE Y/O SELENIO

Variables
Tratamiento indice B /PC PLV Grados histopatologia
T1 Control 0,72 +£0,17 28,01 +£1,86 20
T2
AFB1 0,40 £ 0,29* 23,55 + 3,56 3,25 +0,31*
T3
Lev 0,55+ 0,05 29,62 £ 2,21 2,44 + 0,22
T4
AFBi1+ Lev 0,43 £ 0,03 25,83 + 2,50 2,62+ 0,18
T5
Sel 0,59 + 0,08 28,38 £ 2,19 2,25+ 0,16
T6
AFB;1+Sel 0,44 £ 0,02 25,53 £2,21 2,75+ 0,26
T7
Lev+Sel 0,46 + 0,02 26,20 £ 2,24 2,25+ 0,25
T8
AFB1+Lev+Sel 0,73 +0,26 32,02+ 2,74 2,25+ 0,16

Los valores en cada caso corresponden a la media de ocho aves. + Error. Estandar. AFB:= Aflatoxina B (70 pg/Kg). Lev=0,1% Saccharomyces
cerevisiae Sel 2,5 mg/Kg (*) difiere dentro de columna (P<0.05). (1) Indice = Peso de la bursa de Fabricio/ Peso del ave x 1000. Saume y col.
(2001) [56]. (2) PLV = Porcentaje de linfocitos viables; Valores porcentuales entre 30 y 35% = bursa sana. (3) Grados de lesién: El score de
lesiones se rige por el siguiente baremo: Grado 0 = normal, Grado 1 = foliculos aislados con necrosis leve, Grado 2 = deplecion linfoide moderada o
foliculos aislados con deplecién linfoide severa. Grado 3 = deplecion linfoide severa en mas del 50% de los foliculos. Grado 4 = foliculos con
escasos linfocitos y con quistes, aumento del tejido conectivo, epitelio engrosado y con pliegues. Grado 5 = pérdida total de la estructura folicular y
marcada fibroplasia.

FIGURA 1. BOLSA DE FABRICIO GRADO 3. PERTENECIENTE AL TRATAMIENTO 2. SE OBSERVAN LOS FOLICULOS
LINFOIDES CON LINFOPENIA Y PERDIDA DE LA ESTRUCTURA FOLICULAR (€), PRESENCIA DE QUISTES (8) H-E. 65X.
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En el presente ensayo la aflatoxina indujo una tendencia
a la leucopenia. Este resultado concuerda con varios autores
[21, 33, 47] quienes reportaron leucopenia y una consecuente
disminucion de la inmunidad celular en aves expuestas a dis-
tintas concentraciones de AFB;. Contrariamente Fernandez y
col. [16] no consiguieron variacion alguna en el recuento de
glébulos blancos, mientras Oguz [44] demostr6 un aumento
significativo en la cuenta blanca, ambos como resultado de la
administracion por tres semanas a las aves de 2.500 pg/Kg de
AFB;. La leucopenia podria explicarse por la disminucién en la
produccion de las sustancias estimuladoras de la leucopoyesis
a consecuencia de la interferencia de la AFB, a nivel del ADN
de los leucocitos [10, 30].

El leucograma obtenido difiere de lo reportado como nor-
mal por varios autores [4, 5, 6, 38] quienes observaron una
proporcion mayor de linfocitos que de heterdéfilos en sangre
(TABLA 1). Se observa un predominio de heterdfilos sobre el
resto de los grupos celulares en las aves. La AFB1 suministra-
da a 70 pg/Kg indujo un incremento relativo de linfocitos, a ex-
pensas de una disminucién marcada de los heterdfilos. Al con-
trario de lo observado por Campbell y col. [6] quienes reporta-
ron una linfocitopenia marcada. Sin embargo, los resultados
de este experimento coinciden con otros expuestos por Cara-
bafio [7] quién reporté un aumento en la proporcion de linfoci-
tos al someter a pollos de engorde a una concentracion de 100
1a/Kg de AFB; por 4 semanas. Por su parte Oguz y col. [44]
utilizando una concentracion de 2.500 pug/Kg observaron una
marcada heterofilia. La respuesta observada en los leucocitos
a la exposicion a bajas concentraciones de la toxina puede de-
berse a una movilizacién del pool circulante de heterdéfilos ha-
cia los sitios de dafio tisular [27, 31]. Mientras que a mayores
concentraciones de la toxina se compromete la funcionalidad
de los heterdfilos, lo cual induce una respuesta compensatoria
gue incrementa su numero [7, 27, 31].

El proceso inflamatorio causado por el dafio tisular que
genera la intoxicacién, induce un incremento en el nimero de
monocitos en sangre periférica (TABLA 1l). Esto concuerda
con lo expuesto por Kaneko [27] y Latimer y col. [31] quienes
reportaron un aumento en la participacion de los monocitos en
las intoxicaciones con AFB1, pero difiere de lo reportado por
Carabafio [7] cuyos resultados mostraron una disminucion sig-
nificativa de los monocitos. Las proporciones celulares del leu-
cograma son afectadas de manera diferente por distintas con-
centraciones de la toxina en respuesta a factores medio-am-
bientales, de manejo y condiciones individuales del ave.

Uno de los efectos mas notorios de la exposicion de las
aves a la AFB;, fue una disminucién de las proteinas séricas y
una alteracion del patron de proteinas. Este resultado concuer-
da con lo expuesto por varios investigadores [8, 12, 39, 43, 49,
70] es importante sefialar que estos autores utilizaron concen-
traciones muy superiores a las 70 pg/Kg. De los resultados se
extrae que la exposicidon constante a concentraciones subclini-
cas de AFB; es capaz de afectar las proteinas séricas en las
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aves. Contrariamente Carabafio [7] no consiguié efectos signi-
ficativos sobre el nivel de proteinas séricas utilizando niveles
de inclusion de AFB4 en un rango entre 100 y 300 pg/Kg. Sin
embargo advirti6 una alteracién del perfil proteico reportando
cambios para el andlisis de la proteina fraccionada.

Las gammaglobulinas mostraron una tendencia al incre-
mento en los tratamientos en los cuales estuvo presente la
AFB1, lo que concuerda con lo indicado por Kaneko [27] quien
explicéd que ante un proceso inflamatorio como el que ocurre a
nivel tisular, por causa de la exposicion a dosis subclinicas de
AFB1, se presenta un leve incremento de las gammaglobuli-
nas, probablemente esto sea la explicacién a los resultados
obtenidos en el presente ensayo.

La relacion albumina/globulina en el ave es un indicador
de alta significancia clinica para evaluar la respuesta inflama-
toria en caso de enfermedad [27]. En procesos inflamatorios,
tanto agudos como cronicos, es comin observar un incremen-
to de las alfa, beta y gamma globulinas y un decrecimiento de
la albumina plasméatica, maxime si el proceso inflamatorio
compromete al higado, que es el Unico lugar de sintesis de la
albumina [27, 65]. En la TABLA Il se evidencia la tendencia a
una disminucion del indice albumina/globulina en las aves ex-
puestas a la AFB 1. Estos resultados probablemente encuen-
tren explicacion en una disminucion en la sintesis de albimina
por parte del higado, acompafiada del incremento de las alfa 1
glicoproteinas, alfa 2 macroglobulinas y beta globulinas, todas
presentes en procesos inflamatorios [5, 27]. No se encontraron
en la literatura reportes sobre el status albumina/globulina en
aves expuestas a AFB 1.

Distintos investigadores [2, 3, 18, 35, 56, 72] consiguie-
ron una disminucion de los titulos de anticuerpos contra la en-
fermedad infecciosa de la Bursa y la enfermedad de Newcast-
le en aves expuestas a concentraciones de AFB1 en un rango
entre 100 y 2.500 pg/Kg. Contrariamente autores como: Sklan
y col. [59] y Campbell y col. [6] no evidenciaron diferencias sig-
nificativas entre los controles y animales intoxicados con con-
centraciones desde 200 hasta 2.500 pg/Kg de AFBj, lo que
concuerda con el presente ensayo donde se utilizé una con-
centracion menor (70 pg/Kg) sin que se afectaran los titulos de
anticuerpos. Igualmente Saume y col. [56] si bien reportaron
disminucion en los titulos de anticuerpos, soélo fue posible a
partir de una concentracion de 200 pg/Kg. La concentracion de
70 g/Kg adicionada al alimento en este experimento, probable-
mente es insuficiente para inducir alteraciones en los titulos de
anticuerpos.

La AFB1 disminuyo6 el indice Bursa/peso corporal (B/PC)
el cual es un indicador muy Gtil de inmunocompetencia en el
ave, esto se atribuye a una disminucién en el tamafio de la
Bursa como consecuencia de la accion téxica de la AFB1 so-
bre el tejido bursal, lo que demuestra que aun a niveles tan ba-
jos de inclusién en la dieta la inmunocompetencia del ave se
ve comprometida. Este resultado es acorde con lo encontrado
por varios autores [6, 20, 22, 45, 56]. Por su parte la determi-
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nacion del porcentaje de linfocitos viables en la Bursa (PLV)
permite evaluar el dafio ocasionado por la AFB en el tejido de
la Bursa y es una medida ajustada de la capacidad de res-
puesta inmune del ave [41]. En el presente ensayo se obtuvie-
ron valores por debajo de 25% para las aves que consumieron
el alimento contaminado con AFB; sin aditivos, lo que es bajo
si se compara con el control que estuvo en promedio por enci-
ma del 28%. La utilizacién de la determinacion del porcentaje
de linfocitos viables, en la investigacion de las consecuencias
biologicas de la aflatoxicosis es novedosa y sin duda de gran
utilidad. Se evidencioé un alto grado de asociacion entre los re-
sultados del PLV y el grado de lesion inducido por la toxina so-
bre la estructura de la Bursa de Fabricio (P< 0,001) lo cual per-
mite con gran rapidez y exactitud evaluar el status inmunol4gi-
co del ave a través de tecnologia emergente. Sin embargo, no
se encontraron en la literatura referencias a la utilizacién de
esta técnica, como indicador de inmunocompetencia en casos
de intoxicacion con AFB; o cualquier otra micotoxina, proba-
blemente debido a lo reciente de su implementacion.

La accion de la AFB1 sobre el grado de alteracion histo-
patoldgica, es el efecto mas dramatico observado en el pre-
sente ensayo, las aves pertenecientes al grupo T2 (expuesto a
AFB1) mostraron un mayor grado de alteracion histopatologica
que el resto de los grupos. Esto concuerda con lo reportado
por varios autores [6, 8, 15, 29, 45, 53, 59, 68, 71], quienes
realizaron sus experimentos utilizando concentraciones de
AFB; en un rango entre 400 y 5.000 pg/Kg y resefiaron altera-
ciones en la Bursa de Fabricio tales como: disminucion en el
namero de células presentes en el centro del foliculo de la
Bursa (deplecion linfoide) picnosis y cariorexis de las células
linfoides, lesiones quisticas, aumento del tejido conectivo, epi-
telio engrosado e incluso pérdida total de la estructura folicular
y marcada fibroplasia de la Bursa de Fabricio. En el presente
ensayo las lesiones observadas en Bursa fueron: deplecion
linfoide severa en méas del 50% de los foliculos, epitelizacion
de los foliculos y cavidades quisticas en el estroma folicular.
La aparicién de lesiones a tan bajas concentraciones, proba-
blemente es debido a que el tiempo de exposicion (toda la vida
productiva) gener6 un efecto aditivo que indujo los dafios tisu-
lares mencionados. Contrariamente, Micco y col. [37] realiza-
ron un experimento alimentando pollos y gallinas con bajas
concentraciones (50 pg/Kg) de AFB; y no encontraron lesio-
nes en ningun organo, pero el tiempo de exposicion utilizado
fue de soélo tres semanas.

De los dos aditivos utilizados en el ensayo, el selenio
resulté ser mas eficiente previniendo las consecuencias de la
exposicion a 70 pg/Kg de AFB1 que el Saccharomyces cere-
visiae. En el experimento, la suplementaciéon con 2,5 mg/Kg
de selenito de sodio previno el dafio tisular de la Bursa indu-
cido por la aflatoxina, esto concuerda con los efectos positi-
vos del selenio sobre la inmunocompetencia y la capacidad
de respuesta general de las aves expuestas a AFB; reporta-
dos por varios autores [22, 32, 35, 66, 67]. A su vez indujo un

incremento en los niveles de heterdéfilos y monocitos en las
aves expuestas a AFB,, lo que concuerda con lo reportado
por Surai [66] quién observd un incremento en variables rela-
cionadas con la respuesta inmune celular, como consecuen-
cia de la suplementacién con selenio. Los efectos positivos
probablemente encuentren su explicacion en que el selenio
produce una inhibicién del mecanismo de accién celular de la
aflatoxina. El selenio es capaz de impedir la formacién de los
enlaces entre la forma activa de la AFB; (8,9-epoxido) y los
residuos de guanina del ADN nuclear, impidiendo la inhibicion
de la sintesis proteica y el dafio celular [34, 58]. A su vez el
selenio es considerado como el mineral mas importante en el
mecanismo de detoxificacion de AFB, catalizado por la gluta-
tion-s-transferasa, debido a que es constituyente per se de la
selenioproteina glutation peroxidasa y ademas esta relacio-
nado con la regulacién post- trascripcional de los genes de la
glutation peroxidasa [34,40, 58].

El Saccharomyces cerevisiae al 0,1% indujo una dismi-
nucion en el nivel de proteinas séricas y en la relacion albi-
mina-globulina, siendo incapaz de mejorar los indicadores in-
munoldgicos evaluados en el ensayo. Esto difiere de lo ex-
puesto por varios autores [12, 51, 63] quienes reportaron un
marcado incremento en las proteinas séricas y el nivel de al-
bamina plasmatica en respuesta a la suplementacion con
Saccharomyces cerevisiae al 0,1% en aves expuestas a 2,5y
5 mg/Kg de AFB Las diferencia entre los resultados de este
ensayo Yy lo reportado en la literatura puede deberse a que, a
una concentracion de 70 pg/Kg de aflatoxina, se alcanz6 una
saturacion de la levadura a la concentracion utilizada en el
ensayo.

CONCLUSIONES

1. La Aflatoxina B1 suministrada a una concentracion de 70
1g/Kg por 42 dias afectd el recuento de globulos blancos
y la distribucién del leucograma generando linfocitosis y
heteropenia, disminuyé el nivel de proteinas séricas y la
relacion entre el peso de la Bursa y el peso corporal,
ademas de incrementar el grado de alteracion histopato-
l6gica de la Bursa de Fabricio en pollos de engorde. En
consecuencia es capaz de comprometer la respuesta in-
mune del ave.

2. El selenio suministrado a una concentracion de 2,5
mg/Kg demostré prevenir los efectos negativos de la
aflatoxicosis mejorando la respuesta inmune a través del
incremento de los heterdfilos y monocitos, de aumentar
el nivel de proteinas séricas y disminuir el grado de alte-
racion histopatolégica de la Bursa de Fabricio.

3. El Saccharomyces cerevisiae al 0,1% no previno las al-
teraciones en ninguna de las variables afectadas por la
Aflatoxina B 1.
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