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Eficacia de aditivos antimicotoxinas en pollos
consumiendo raciones naturalmente contaminadas

Effect of inclusion of anti-mycotoxin additives in naturally
contaminated diets fed to broilers

Mosca', V. y Marichal®, M. de J.

Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay
Facultad de Agronomia, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay

Resumen

En pollos parrilleros (n=160) se evalud el efecto de incluir aditivos anti-micotoxinas (AAM) en
raciones naturalmente contaminadas, sobre parametros serolégicos y hematolégicos. En dos
experimentos se evaluaron dos raciones: racién 1 con 6 ppb de aflatoxina y 4,5 ppm de
fumonisina, y racién 2 con 500 ppb de zearalenona, 500 ppb de DON y 1,2 ppm de fumonisina.
Cada racibn se combindé con aluminosilicato de sodio y calcio hidratado (HSCAS),
glucomananos esterificados (EGM) o aditivo multimodular (MM), recibiendo un grupo de aves
(en cada experimento) racién sin AAM. A los 21 dias se extrajo sangre determinandose lactato-
deshidrogenasa (LDH), proteina total, albumina, acido urico, colesterol, hemoglobina vy
hematocrito. Cada experimento fue analizado en forma independiente en un disefio
completamente aleatorizado. Con respecto al tratamiento sin AAM, en el experimento 1, MM
generdo mayor (p<0,05) proteina total, albumina, colesterol, y hematocrito, menor (p<0,05) acido
urico y LDH; EGM produjo mayor (p<0,05) albumina y colesterol y menor (p<0,05) acido urico
y LDH, mientras HSCAS disminuy6 (p<0,05) acido urico y LDH, y aumenté (p<0,05)
hemoglobina y hematocrito. En el experimento 2 MM produjo mayor (p<0,05) proteina total,
albimina y hematocrito, y menor (p<0,05) acido urico y LDH; EGM generé mayor (p<0,05)
colesterol y hematocrito, y menor LDH mientras que HSCAS disminuyé (p<0,05) proteina total
y aumento (p<0,05) colesterol. En ambos experimentos MM aparent6 ser el AAM mas
promisorio.

Palabras clave: micotoxinas, parrilleros, aditivos antimicotoxinas secuestrantes.

Summary

The effect of the inclusion of three antimycotoxin feed additives (AAM) in naturally contaminated
chicken diets with mycotoxins in serological and hematological parameters in growing broiler
chickens (n=160) was evaluated. Two poultry diets were evaluated Diet 1: contained 6 ppb
aflatoxin and 4.5 ppm fumonisin; Diet 2: contained 500 ppb zearalenona, 500 ppb DON and 1.2
ppm fumonisin. Each diet was combined with: hydrated sodium calcium aluminosilicate
(HSCAS), esterified-glucomannan polymer (EGM) and multi modular additive (MM). Blood was
collected at chickens 21 days-old to determine lactate dehydrogenase activity (LDH), total
proteins, albumin, uric acid, cholesterol, haemoglobin and haematocrit. Each experiment was
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analyzed independently in a completely randomized design. In experiment 1 higher (p<0.05)
levels of total proteins, albumin, cholesterol and haematocrit, and lower levels (p<0.05) of uric
acid and LDH were produced by MM, when compared to diet without AAM. Higher levels
(p<0.05) of albumin and cholesterol and lower levels (p<0.05) of uric acid and LDH were
produced by EGM, while with HSCAS lower levels (p<0.05) of uric acid and LDH and higher
(p<0.05) hemoglobin and haematocrit were observed. In experiment 2 higher (p<0.05) total
proteins, albumin and haematocrit, and lower levels (p<0.05) of uric acid and LDH were
produced by MM. Higher levels (p<0.05) of cholesterol and haematocrit and lower level (p<0.05)
of LDH were produced by EGM. Lower levels (p<0.05) of total protein and higher (p<0.05)
cholesterol were observed on HSCAS. In both experiments MM appeared to be the most

promissory to counteract the adverse effect produced by these mycotoxins combinations.
Key words: mycotoxins, broilers, antimycotoxin additives.

Introduccién

Las micotoxinas son metabolitos toxicos
secundarios producidos por hongos filamento-
sos llamados hongos toxicogénicos. La conta-
minacion con estos metabolitos de los alimen-
tos destinados alas aves, implican pérdidas de
orden econdmico, sanitario y comercial (Os-
weiller,2000). EImayor perjuicio econémico se
atribuye a la ingestidon continua de alimentos
contaminados con bajas dosis de micotoxinas,
con ausencia de signos o lesiones evidentes
en los animales pero que resultan en una
disminuciéon delrendimiento productivo (Deve-
gowda y Murthy, 2005). Lo més frecuente es
que los alimentos sean invadidos por varias
especies de hongos simultaneamente, y que
una especie de hongo produzca méas de una
micotoxina. Existen antecedentes (Chowdhury
etal.,2005) que muestran que combinaciones
de micotoxinas en concentraciones individua-
les menores a las reconocidas como toxicas,
pueden alterar los valores hematolégicos y
serolégicos de las aves.

Frente a esta problematica los aditivos
anti-micotoxinas (AAM) se presentan como
una alternativa de detoxificacion. Estos AAM
son capaces de combinarse con las micoto-
xinas, formando complejos indigestibles en
el tracto gastrointestinal reduciéndose la
dosis de micotoxinas absorbidas (Diaz y
Smith, 2005). Entre los AAM disponibles se
encuentran compuestos inorganicos como
los aluminosilicato de sodio y calcio hidratado

(HSCAS), compuestos organicos como los
glucomananos esterificados (EGM), y com-
puestos mixtos como un aditivo multimodular
(MM). El objetivo de este trabajo fue evaluarla
actividad detoxificadora de tres AAM en los
valores séricos y hematolégicos de pollos
parrilleros en iniciacion, consumiendo racio-
nes naturalmente contaminadas con niveles
subtodxicos de varias micotoxinas.

Materiales y Métodos
Ubicacién geografica del estudio. La investi-
gacion se realizé en San Bautista, Canelones,
Uruguay (34°S, 56°W ). Durante la experimen-
tacion se respetaron los procedimientos indi-
cados en la Guia de Buenas Practicas para el
Uso de Animales en Investigacion, Pruebas y
Ensefianza de la Universidad de la Republica
(Diario Oficial, 2000).

Area de experimentacién. E| area experimen-
tal consistid en dos filas de cuatro corrales (2
x 1,5 m c/u), separadas por un pasillo de un
metro de ancho. El piso fue cubierto (5 cm)
con cascara de arroz. El area de experimen-
tacion fue rodeada en su totalidad por corti-
nas a efectos de crear un microclima de
temperatura (promedio 30°C) adecuada para
parrilleros. Los corrales se dividieron al azar
en dos grupos, asignandose a cada grupo una
de las raciones experimentales.
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Raciones experimentales. Se evaluaron dos
raciones de igual composicién y elaboradas
conlos mismos alimentos (Cuadro 1). La Gnica
diferencia entre las raciones fue el origen de
los granos de maiz empleados, lo cual resulté
en dos raciones con diferente combinacion de
micotoxinas. La racién 1 contenia 4,6 ppb de
aflatoxina B, 1,1 ppb de aflatoxina B, y 4,5
ppm de fumonisina, ylaracion 2 presenté 500
ppb de zearalenona, 500 ppb de DON, y 1,2
ppm de fumonisina, no detectandose ochrato-
xina, T2 ni aflatoxinas G1 y G2. De ambas
raciones se tomaron muestras representati-
vas, formandose una muestracompuesta para
la determinacion de micotoxinas.

Tratamientos. Cada unade las raciones expe-
rimentales se combiné con tres AAM generan-
dose cuatro tratamientos para cada racion, un
control (C, sin AAM) , MM (C + 1,5% de MM),
EGM (C +0,2% de EGM)yHSCAS (C +0,5%
HSCAS). El HSCAS empleado estaba com-
puesto por didxido de silicio, 6xido de aluminio,
oxido de hierro, 6xido de calcio, 6xido de
magnesio, 6xido de sodio y 6xido de potasio
(Sintox® Allinat). EI EGM es obtenido de la

Cuadro 1: Composicion de la dieta.
Table 1: Composition of diet.

esterilizacion de la pared celularde las levadu-
ras Saccharomyces cerevisiae (Mycosorb®
Alltech), y el MM esta formado por minerales-
,enzimas, microorganismos, sustancias fitogé-
nicas y constituyentes ficoliticos (Mycofix®
Plus 3.0 Biomin).

Animales. Se emplearon 160 pollitos parrilleros
no sexados de undia de edad, de lineacomer-
cial ROSS, los que estuvieron sometidos a
idénticas condiciones de manejo y alimenta-
cion hasta los 21 dias de edad. Elconsumo de
racion fue ad libitum, las aves tuvieron acceso
libre y continuo a agua de buena calidad,
fueron mantenidas en un plan de 24 horas de
luzyunafuente de calor continua. Se controla-
ron diariamente los signos de confort térmico,
enfermedad y mortalidad. Se registraron las
muertes que ocurrieron en los diferentes lotes
(un pollito en el tratamiento MM y dos del
tratamiento HSCAS que consumian la racién
1, y dos pollitos en el tratamiento MM de la
racion 2), las que se produjeron en su totali-
dad dentro de la primer semana de vida, no
realizandose autopsia en los mismos. Las
aves se pesaron a los 7,14y 21 dias de vida.

Alimento kg
Grano de maiz 572
Harina de soja, harina 278,0
Harina de carne 124,0
Sebo 19,3
Cloruro de sodio 2,0
Metionina 1,6
Lisina 1,5
Coccidiostatico 0,6
Nucleo vitaminico mineral 1,0
Composicién (Base tal cual)

Proteina bruta 21%
Extracto etéreo 3%
Fibra bruta 5%
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Determinacién de Micotoxinas. En las dos
muestras de raciones, las detecciones de
zearalenona, ochratoxina, DON y T2 fueron
realizadas en la Seccion Toxicologia del De-
partamento de Patobiologia, Division Labora-
torios Veterinarios Dr. Miguel C. Rubino del
Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca
(Montevideo, Uruguay). Las detecciones para
DON, zearalenona, T-2 y ochratoxina se reali-
zaron por Cromatografia en Capa Fina (TLC),
utilizandose columnas de limpieza Romer 224
para zearalenona, Romer 225 para DON y T2
y Romer 212 para ochratoxina. En el Departa-
mento de Toxinas Naturales del Laboratorio
TecnolégicodelUruguay (LATU) se determiné
aflatoxinas B1, B2, G1 y G2, individuales y
totales, por TLC (AOAC, 2005).

Variables evaluadas. A los 21 dias de edad,
en condiciones de ayuno (6 horas), se extrajo
de cada animal un ml de sangre intracardiaca
por la técnica de punctura cardiaca por el
flanco izquierdo. Las muestras de sangre de
cada animal fueron colectadas en dos grupos
de tubos. En un grupo (muestras para evaluar
variables hematolégicas), las muestras fueron
conservadas con etilen diamino tetra acético
(EDTA) en tubos Tap-Val ®. En estas mues-
tras, se determiné Hematocrito (Hto), Hemo-
globina (Hb) y, en base a ellos, se calculd el
Indice Hematimétrico de Hemoglobina Cor-
puscular Media (MCHC). Para la determina-
cién de Hto se uso la técnica del micro hema-
tocrito (Bounus y Stedman, 2000), emplean-
dose tubos capilares que fueron centrifugados
(5 minutos, 10000 rpm) en una centrifuga
Hawksley Micro-Haematrocrit. Para la cuanti-
ficacion de Hb se usé la técnica de Cianuro de
Hemoglobina (pH 7,2 con lectura en espec-
trofotometro a 540 nm) (Bounus y Stedman,
2000). El otro grupo de muestras de sangre,
colectadas en tubos sin anticoagulante, fueron
rapidamente centrifugadas para obtener el
suero y conservadas a -20 °C hasta que se
realizaron las cuantificaciones correspondien-
tes. En el suero se determiné proteina total,
albamina, acido urico, colesteroly actividad de
lactato deshidrogenasa segun técnicas de
determinacion cuantitativa recomendadas en
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los Kits comerciales (Bio Systems® Espafa)
conlectura en espectrofotémetro. La actividad
de la deshidrogenasa lactica se determino por
elmétodo ultravioleta optimizado DGK (lectura
a 340 nm; IFCC, 1994), la proteina total por el
método colorimétrico de Biuret (lectura a 540
nm; Doumas y Peters, 1997), la albumina por
el método colorimétrico de verde de Bromo-
cresol (BCG en medio tamponado a pH 3.8
lectura a 625 nm; Johnson et al., 1999), el
acido urico por técnica enzimatica del punto
final de Trinder (lectura a 505 nm; Newman y
Price, 1999), y colesterol por la técnica enzi-
matica colorimétrica de Alain (lectura 505 nm;
Rifal et al., 1999). Para realizar estas determi-
naciones se utilizé un fotémetro con filtro
interferencial Humalizer Junior (HUMAN
GmbH, Germany). Las determinaciones
hematoldgicas y sexoldgicas se realizaron en
el Laboratorio de Analisis Clinicos de la Facul-
tad de Veterinaria, Uruguay.

Andlisis estadistico. Cada ensayo fue analiza-
do en forma independiente a través de una
prueba de analisis de varianza (ANOVA) de
unavia, enundisefio completamente aleatori-
zado. En cada uno de los ensayos, cuando se
detectaron diferencias entre los tratamientos,
se analizaron cada uno de los pares control
vs. AAM, mediante el test de Bonferroni. Las
diferencias entre tratamientos se consideraron
significativas cuando p<0,05, y las diferencias
entre medias con valores de p>0,05y <0,10
se aceptaron como tendencias a diferencias.

Resultados y Discusién

Los niveles de micotoxinas presentes en
las dos raciones evaluadas en este trabajo
estuvieron por debajo de los valores maximos
admisibles por la normativa internacional y
nacional (FAO, 2004; MERCOSUR, 2002), y
de los valores indicados como toxicos para los
parrilleros de 0 a 3 semanas (Watts et al.,
2003). Sin embargo, las diferencias en las
variables séricas y hematoldgicas observadas
entre los pollitos que consumieron la racion
sin y con AAM podrian explicarse por la
accion protectora de los aditivos.
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En ambos experimentos, la inclusion de  mento 2), (Cuadros 2 y 3). Los menores
AAM en las raciones generd en los pollos niveles de LDH (considerada un indicador de
menores (p<0,001) niveles de LDH sérica la integridad tisular) en los pollos que consu-
(excepto la inclusion de HSCAS en el experi- mieron las raciones con AMM, indicarian que

Cuadro 2: Experimento 1: Efecto de la adicién de aditivos antimicotoxinas en las variables séricas y
hematoldgicas de pollos parrilleros consumiendo racién naturalmente contaminada.

Table 2: Experiment 1: Effect of adding antimycotoxin additives on serological and hematological
variables in broilers consuming naturally contaminated rations.

Control MM’ EGM HSCAS CME?
N 20 19 20 18
Variables seroldgicas
Lactato deshidrogenasa,Ul/| 335,0° 207,7° 204,1° 245,7° 75,5
Proteina Total, g/dl 3,0° 3,5° 3,3° 3,3° 0,46
Albumina, g/dl 1,6° 1,96° 2,08% 1,31° 0,5
Acido urico, mg/d| 6,2° 3,4b° 2,9° 4,3 1,8
Colesterol, mg/dl 114,6° 179,4° 247,7° 138,2° 59
Variables hematologicas
Hemoglobina, g/dI 8, 8,1° 7,6° 10,52 1,73
Hematocrito, % 26,4° 29,4° 28,4° 30,3% 3,13
MCHC?, g/dl 32,22 27,6 27,0° 34,5% 4,86

' MM: multimodular; EGM: glucomananos esterificados; HSCAS: aluminosilicato de calcio y sodio
hidratados. ? CME: Cuadrado medio del error. * MCHC Indice Hematimétrico de Hemoglobina
Corpuscular Media. **°: En las filas, nimeros con letras distintas difieren (p<0.05).

Cuadro 3: Experimento 2: Efecto de la adicion de aditivos antimicotoxinas en las variables séricas y
hematoldgicas de pollos parrilleros consumiendo racién naturalmente contaminada.

Table 3: Experiment 2: Effect of adding antimycotoxin additives on serological and hematological
variables in broilers consuming naturally contaminated rations.

Control MM EGM HSCAS CME?
N 20 18 20 20
Variables séricas
Lactato deshidrogenasa,Ul/l 252,42 171,3° 203,0° 246,7° 56,6
Proteina Total, g/dl 2,7° 3,1° 2,7° 2,4° 0,4
Albumina, g/dl 1,6° 2,5% 1,8° 1,7° 0,5
Acido urico, mg/dl 3,12 2,1° 2,8° 3,7° 0,9
Colesterol, mg/dl 124,1° 107,2° 262,7° 212,0° 68
Variables hematoldgicas
Hemoglobina, g/dI 12,62 8,9° 8,0° 7,8° 2,2
Hematocrito, % 25,1° 30,7° 32,2° 25,3 4,2
MCHC?, g/dI 49,72 294° 252° 31,1° 10,2

' MM: multimodular; EGM: glucomananos esterificados; HSCAS: aluminosilicato de calcio y sodio
hidratados. 2 CME: Cuadrado medio del error. * MCHC Indice Hematimétrico de Hemoglobina
Corpuscular Media. **: En las filas, nimeros con letras distintas difieren (p<0,05).

Revista Argentina de Produccién Animal Vol 31 (1): 55-62 (2011)



60

estos aditivos podrian haber evitado o dismi-
nuido el dafio tisular resultante de la presencia
de fumonisinas (experimentos 1y 2), aflatoxi-
nas, (experimento 1) y DON (experimento 2).
La informacién presentada por Arrieta et al.
(2005), Espada et al. (1994) y Kubena et al.
(1997), indican que la presencia de estas
micotoxinas en las raciones para aves produ-
ce la peroxidacion de las membranas celula-
res, lo cual resulta en la lisis de las misma y la
consecuente liberacion de enzimas al medio
sanguineo.

En los dos experimentos, la presencia de
MM resulté en mayores (p<0,02) concentra-
ciones séricas de proteinas totales, albumina,
y menor (p<0,001) acido urico con respecto al
grupo control. En contraposicion, la inclusién
de los otros AAM produjo respuestas diferen-
tes en estos parametros. En el experimento 1,
los animales que consumieron la racién que
incluia EGM, result6é en mayores valores
(p<0,001) de albumina y menores (p<0,001)
de acido urico, mientras que al incorporar
HSCAS se observo menor (p<0,001) concen-
tracion sérica de acido urico. En el experimen-
to 2 no se observaron diferencias (p>0,1) en
las concentraciones de proteinas totales,
albumina y 4cido urico entre los pollos que
consumieron la dieta control y las raciones
con EGM o HSCAS. Diferencias en proteinas
totales, albumina y &acido urico como las
observadas en el experimento 1, han sido
informadas en trabajos evaluando la efectivi-
dad de incluir HSCAS (Kubena et al., 1990),
EGM (Swamy et al., 2002) y MM (Micheluzzi,
2004) en raciones para parrilleros. La menor
concentracion de proteinas totales yalbumina,
asi como el mayor acido urico en suero obser-
vados en los animales consumiendo las racio-
nes control en el experimento 1, podrian
relacionarse a una sintesis proteica deprimida
en el higado resultante de la presencia de
aflatoxinas en la racién. Tedesco et al. (2004)
indican que las tasas fraccionales de sintesis
proteica hepatica se reducen como conse-
cuencia de la afinidad de metabolitos de
aflatoxinas con regiones especificas del ADN
del nucleo de los hepatocitos. Al afectarse
negativamente la sintesis proteica, los ami-
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noacidos no empleados podrian usarse como
fuente de energia resultando en un aumento
de acido urico en el plasma (Girish et al.,
2008).

En ambos experimentos, EGM registro
mayores valores (p<0,001) séricos de coleste-
rol que C, observandose la misma respuesta
(p<0,001) en MM en el experimento 1 y en
HSCAS en el experimento 2, y una tendencia
(p=0,093) a mayor (p<0,001) concentracion
sérica de colesterol al incluir HSCAS en la
racion del experimento 2. La mayor concen-
tracion de colesterol sérico en aves ha sido
informada por Kubena et al. (1990) al evaluar
el efecto protector de HSCAS en dietas para
pollos contaminadas con aflatoxinas, y por
Faixova et al. (2007) al evaluar la efectividad
de EGM en raciones para parrilleros contami-
nadas con DON. Los aumentos de colesterol
sérico podrian responder a un aumento en la
sintesis de la enzima hidroximetilglutaril-CoA-
Reductasa (HMGCoA), asi como de lipopro-
teinas en el higado (Anyanwu et al., 2007).

Enla comparacién de las variables hema-
tolégicas entre las aves consumiendo la
racioén sin y con AAM, se observaron respues-
tas diferentes a la inclusion de aditivos en la
racion del experimento 1 con respecto a la
adicién de los mismos en la racion del experi-
mento 2. En el experimento 1, Hb fue similar
en C, MM y EGM, y menor (p<0,001) que
HSCAS; en el experimento 2 las tres raciones
con AAM resultaron en menor (p<0,001) de
Hb que C. En los dos experimentos, MM
presentd mayor (p<0,001) Hto que C, y
HSCAS y EGM mostraron mayores (p<0,001)
valores que C, en los experimentos 1y 2,
respectivamente. Enambos experimentos, los
valores de MCHC fueron similares en C y
HSCAS, y mayores que en MM y EGM. En los
dos experimentos, tanto los grupos control
como los tratados, presentaron valores de Hto
y Hb reportados por Bounous y Stedman
(2000) como normales para la especie (22 a
35% y 7 a 13 g/dl para Hto y Hb, respectiva-
mente). Esto sugiere que los niveles de mico-
toxinas consumidos no habrian afectado
marcadamente la sintesis de Hb y la produc-
cién de eritrocitos, aun cuando se registraron
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diferencias (p<0,001) entre los tratamientos
evaluados en los dos experimentos.

En el experimento 1, en los tratamientos
C, MM, EGM y HSCAS, las aves pesaron,
respectivamente, 109, 116, 107 y 116 g a los
7 dias; 352, 353, 351 y 354 a los 14 dias, y
607, 605, 596 y 581 g a los 21 dias. En el
experimento 2 y para los mismos tratamien-
tos, los pesos de los pollos fueron, respectiva-
mente, 105,112, 113 y 118 a los 7 dias; 306,
342,342 y 337 alos 14 dias, y 589, 605, 671
y 652 a los 21 dias.

En ambos experimentos, MM parecio ser
el AAM de mayor efectividad de proteccioén por
poseerenzimas capaces de degradar aflatoxi-
nas, fumonisinas y DON (Diaz y Smith, 2005).
En el experimento 1, el efecto negativo de las
aflatoxinas presentes enlaracién, pudo haber
sido contrarrestado eficazmente por los tres
AAM evaluados mientras HSCAS y EGM no
serian eficaces para contrarrestar los posibles
efectos negativos de las fumonisinas presen-
tes enlaracion. En el experimento 2, la mayor
efectividad de MM estaria relacionada a la
presencia en la racién de DON, ya que este
seria el Unico aditivo capaz de desdoblar el
anillo epoxicaracteristico de los trichotecenos
por poseer en su formulacién la enzima epoxi-
dasa (Diaz, 2002).

Conclusiones

Los niveles y combinaciones de micotoxi-
nas presentes en las dos raciones evaluadas
parecieron incidir en la integridad tisular y el
metabolismo hepatico de pollitos de 21 dias.
El aditivo multimodular MM apareceria como
elmas promisorio para modificar positivamen-
te los efectos de esas micotoxinas en las
variables serolégicas monitoreadas.
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