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Resumen

Los alimentos balanceados para ga-
llinas ponedoras pueden estar conta-
minados con hongos. Las micotoxinas
producidas por éstos generan proble-
mas econdmico-productivos en las
aves, tales como disminucién de la
produccidén, pérdida del estado ge-
neral y en casos extremos la muerte.
Las micotoxinas que mas afectan a las
aves son las aflatoxinas producidas
por el género Aspergillus. El objetivo
del presente trabajo fue relevar la
presencia de aflatoxinas en alimentos
comerciales y manufacturados por
productores para gallinas ponedo-
ras en la ciudad de General Pico, La
Pampa. Las muestras obtenidas se
analizaron por el método de ELISA.
Se determind la presencia de niveles
toxicos de aflatoxinas en el 77,8% de
las muestras analizadas. La presen-
cia de aflatoxinas en los alimentos es
consecuencia de la falta de controles
de calidad a la materia prima y sis-
temas de almacenamiento inadecua-
dos. Estos resultados determinan la
necesidad de que aquellas personas
que manipulan alimentos balancea-
dos adopten medidas preventivas
para evitar los riesgos a los cuales
se exponen. Mientras tanto, el uso de
secuestrantes es la indicacién mas
adecuada para reducir los efectos to-
xicos en las aves y evitar pérdidas en
la produccion.

Palabras clave: micotoxinas, aflato-
xinas, alimentos balanceados, galli-
nas ponedoras.

Presence of Mycotoxins in balanced
food for laying hens. Survey performed
in General Pico, La Pampa, Argentina
Abstract

The balanced food for laying hens
may be contaminated with strains
of fungi. The mycotoxins produced
by them generate economic and pro-
ductive problems in birds, such as
decreased production; lose of overall
state and death in extreme cases. The
mycotoxins that affect more birds are
aflatoxins produced by Aspergillus
species. The aim of this study was to
relieve the presence of aflatoxins in
commercial food and manufactured
by producers for laying hens in the
city of General Pico, La Pampa. The
samples obtained were analyzed by
the ELISA method. The presence of
toxic levels of aflatoxins was deter-
mined in 77.8% of the analyzed sam-
ples. The manifestation of Aflatoxins
in food is a result of the lack of qual-
ity controls of the raw materials and
inadequate storage systems. These
results determine the need for pre-
ventive measures for food handlers to
avoid risks to which they are exposed.
Meanwhile, the use of sequestrants
is the most appropriate indication
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to reduce toxic effects on birds and Keywords: mycotoxins, aflatoxins,
avoid production losses. balanced food, laying hens.

Introduccion

Algunos hongos pueden producir sustancias quimicas conocidas
como micotoxinas. Los principales géneros de hongos producto-
res de estas sustancias son Aspergillus, Fusarium y Penicillium
(Altolaguirre, 2006; Anguiano Cabello et al., 2012).

Las micotoxinas son metabolitos secundarios cuya inges-
tién, inhalacion o absorcion cutdnea reduce la actividad de otros
organismos, causando enfermedades o ain la muerte en anima-
les, sin excluir las aves y personas (Pitt, 1996). Diversos factores
como temperatura, pH, humedad, presencia de plagas, madurez
del grano al momento de la cosecha, dafio mecanico y condicio-
nes de almacenamiento, influyen en la produccién de micotoxi-
nas, pudiéndoselas encontrar en diversos alimentos y forrajes,
por lo que se han relacionado con diferentes enfermedades de
animales y personas (Mayer, 1953; Coker, 1997).

La exposicion de los animales a las micotoxinas puede pro-
ducir toxicidad aguda o crénica. Los sintomas pueden manifes-
tarse con alteraciones del sistema nervioso central, abortos en
las cerdas, trastornos del aparato digestivo, cardiovascular, res-
piratorio, hepatomegalia, formacién de higado graso y muerte.
Estos efectos afectan la produccién y ademas disminuyen la ca-
lidad de los productos.

En el hombre, las micotoxinas pueden actuar como agen-
tes cancerigenos, mutagenos, teratdgenos e inmunodepresores.
Actualmente estd muy extendida la opinion de que el efecto mas
importante de las micotoxinas, particularmente en los paises en
desarrollo, es la capacidad de algunas de ellas de obstaculizar la
respuesta inmunitaria y por consiguiente, reducen la resistencia
a las enfermedades infecciosas (FAO, 2003). La exposicién a las
micotoxinas se produce principalmente por ingestion, aunque
también por su inhalacidn y contacto cutaneo. Los efectos pro-
ducidos se conocen como micotoxicosis, cuya gravedad depende
de la toxicidad de la micotoxina, del grado de exposicidn, edad,
estado nutricional del individuo expuesto, tipo de produccién y
de los posibles efectos sinérgicos de otros agentes quimicos a los
que este expuesto (Combita Prieto, 2009; Torres, 2011).
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Se han identificado hasta el momento mas de 200 micoto-
xinas. Las que pueden encontrarse mas frecuentemente como
contaminantes naturales en los alimentos para animales y para
humanos son: aflatoxinas, ocratoxinas, fusariotoxinas, citrini-
na, patulina, sterigmatocistina, alcaloides del Ergot (Gimeno y
Martins, 2011).

El nivel maximo admisible de aflatoxinas en los alimentos
para consumo humano dado por la FAO/OMS es de 20 partes
por billén (ppb). Niveles superiores de estas toxinas pueden
causar intoxicacidon que se manifiesta principalmente en lesio-
nes hepaticas.

En ponedoras que consumen dosis de 8 ppm de aflatoxinas,
durante varios dias, es frecuente hallar casos de higado graso.
También provocan disminucidn de calcio, colesterol y triglicéri-
dos plasmaticos (Leeson, 1996). Cuando los niveles de ingesta
son mayores, aumentan los efectos, observandose pérdida de la
postura, sintomas de enfermedad aguda y muerte. Las funcio-
nes intestinales son alteradas interfiriendo en la absorcion de
nutrientes (Applegate et al., 2009). Debido a esto las aflatoxinas
aumentan el tiempo necesario para la absorcién de nutrientes
en el intestino, incluidos los aminoacidos que son importantes
para la produccion, tal el caso de metionina. La intoxicacién cré-
nica con aflatoxinas aumenta la excrecion renal de iones Ca**,
“PO, y Na*, reduciendo la produccién de huevos (Martinez-de-
Anda et al, 2010).

El valor limite de aflatoxinas en alimentos comerciales para
aves o en los ingredientes utilizados para su elaboracién varia de
acuerdo a la edad, peso y tiempo de suministro; siendo el valor
utilizado en Argentina de 12 ppb para ponedoras. Brasil, tercer
productor mundial de carne de aves, quinto de huevos y quinto
de alimentos para aves a nivel mundial (Watt, 2013) permite un
maximo de 50 ppb de aflatoxinas para cualquier materia prima a
ser utilizada directamente o como ingrediente en raciones desti-
nadas a consumo animal (Ministério da Agricultura, 1988).

Hasta el momento han sido identificadas 20 aflatoxinas di-
ferentes, sin embargo tnicamente las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2
se originan de manera natural en sustratos contaminados por
Aspergillus aflatoxigénicos y provocan serios problemas en las
aves. Las demas aflatoxinas como M1, M2, P1, Q1 y aflatoxicol
entre otras, ocurren como productos metabdlicos de sistemas
microbianos o animales (Rojas Contreras et al., 2009).
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En este trabajo se proyectaron estudios para determinar
la posible presencia de aflatoxinas totales B1, B2, G1 y G2 en
alimentos comerciales para ponedoras y pollos parrilleros. En
esta primera etapa se publican los resultados obtenidos de las
determinaciones realizadas en alimentos destinados a ponedo-
ras. Las determinaciones se llevaron a cabo utilizando la técnica
de ELISA. Los resultados de este trabajo permitiran a los pro-
ductores conocer la calidad sanitaria del alimento que utilizan
y relacionarlo, en los casos positivos, con la disminucién en los
rendimientos productivos.

Materiales y Métodos

Obtencién de las muestras

La recoleccién se realizd en los meses de julio-agosto y
septiembre.

Se seleccionaron 3 proveedores de alimentos comerciales
trazables de la ciudad de General Pico, La Pampa. Se tomaron
en total ocho muestras de alimento balanceado de distinta pro-
cedencia, para evaluar la posible presencia de aflatoxinas. Las
muestras, de 200 gramos cada una, se preservaron en bolsas de
plastico, fueron rotuladas y llevadas al Centro de Investigacion
y Desarrollo de Farmacos (CIDEF) de la Facultad de Veterinaria
para su conservacion, aisladas de la luz y refrigeradas hasta el
momento de la realizacion de los ensayos.

Se analizaron nueve muestras: 1a, 1b, 1c, 2a, 2b, 2c, 3a, 3¢
y 3b.

Las muestras identificadas como 1b y 2b, de origen comer-
cial, contenian como ingredientes: granos de trigo, avena, ceba-
da, maiz tratado por extrusidn, afrechillo de trigo, harina de car-
ne y soja, poroto de soja desactivada, complementos vitaminicos
y macro/microminerales. Las muestras identificadas como 3a y
3c contenian maiz, expeller de soja, conchilla, harina de carne,
sal, metionina y nudcleo vitaminico-mineral.

Las muestras 3a y 3c, fueron preparadas por el productor,
pudiendo obtener ademas una muestra del maiz utilizado en su
elaboracién que se identific6 como 3b.

Las muestras 1a, 1c, 2ay 2c fueron provistas por proveedo-
res que no revelaron su formulacion.
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Preparacion de la muestra:

Extraccion de las aflatoxinas

Cada muestra por separado fue molida y tamizada. Se pe-
saron 20 g de las muestras de balanceado y 10 g de la mues-
tra de maiz. Se extrajeron agregando 100 mL de una solucién
metanol-agua (70/30, v/v) y agité6 durante 3 minutos. Se dejo
sedimentar y filtré utilizando papel de filtro Whatman grado 1.
Los extractos obtenidos se rotularon y controlé el pH (rango 6-8,
requerido para evaluar la presencia de aflatoxinas por el test de
ELISA).

Determinacion de aflatoxinas

Se determind la concentracion de aflatoxinas presentes en
los extractos obtenidos de las muestras por medio de la prue-
ba de inmunoensayos enzimaticos competitivos de tipo ELISA
(Fernandez-Surumay et al., 2000).

El Kit comercial empleado para determinar la presen-
cia de aflatoxinas totales fue el AgraQuant® Total Aflatoxin
(COKAQ1000) con un rango de cuantificacion de 4-40 ppb y li-
mite de deteccion de 3 ppb.

Las soluciones estandar y las muestras fueron afiadidas a
los pocillos que contienen los anticuerpos anti-aflatoxinas. Se in-
cubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente. Durante
el periodo de incubacidn, las moléculas libres de aflatoxinas se
unieron a los mencionados anticuerpos. Las sustancias que que-
daron sin unir se eliminaron en el proceso de lavado con agua
destilada. La actividad de la enzima ligante se determiné afia-
diendo una enzima sustrato que da a la solucién un color azul.
Se lo dejo incubar 5 minutos a temperatura ambiente y luego se
afiadié la solucidn stop, la cual frena la reaccién y produce un
cambio de coloracion de azul a amarillo.
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Resultados

Tabla 1. Valores de absorbancia y concentracion de aflatoxinas regis-
trados en los controles (estandar) y en las muestras.

Pocillos Muestra Absorbancia Concentraciéon de
(nm) aflatoxina (ppb)

F1 Muestra 1.a 1.088 22.264
G1 Muestra 1.b 1.750 39.667
H1 Muestra 1.c 0.687 12.468
A2 Muestra 2.a 0.283 Nd

B2 Muestra 2.b 0.635 11.251
Cc2 Muestra 2.c 1.236 26.151
D2 Muestra 3.a 0.492 6.960
E2 Muestra 3.b 0.834 15.991

(Maiz)

F2 Muestra 3.c 0.302 Nd

Al Estandar 1 0.302 0.000
B1 Estandar 2 0.403 4.000
C1 Estandar 3 0.583 10.000
E1l Estandar 4 1.002 20.000
D1 Estandar 5 1.763 40.000

Ref. Nd: no detectable en el rango de lectura. Los estandares utiliza-
dos como controles son provistos por el proveedor del Kit de ELISA.
Se consideran positivas concentraciones = 12 ppb

Discusion

La recoleccion de las muestras se realizé en los meses de ju-
lio-agosto y septiembre, épocas del afio donde las condiciones
de temperatura y humedad favorecen el desarrollo de hongos
productores de micotoxinas.

En el presente estudio se determind y cuantificé por medio
de la técnica de ELISA la concentracién de aflatoxinas en dife-
rentes lotes de alimentos balanceados para ponedoras. Si bien
Pineda Mejia et al. (2012) indica que, para la confirmacién de
los resultados obtenidos aplicando ELISA, se requieren ademas
otras técnicas, Fernandez Surumay et al. (2000) afirman que la
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determinacidn de aflatoxinas por el método espectrofotométri-
co ELISA, resulta ser una técnica eficaz para la cuantificacion de
estas toxinas en materias primas para alimentos balanceados,
por su gran rapidez y sensibilidad.

Los resultados registrados en el presente trabajo eviden-
cian la presencia de aflatoxinas en el 77,8% de las muestras de
alimento balanceado para aves.

La muestra 3b, constituida sélo por maiz, present6 niveles
de aflatoxinas de 15,99 ppb que se encuentra por encima del li-
mite sugerido (Tabla 1).

Concentraciones de aflatoxinas por encima del valor sugeri-
do llegan a alterar en las ponedoras la digestién de las proteinas
y la absorcion de los aminoacidos causando un retraso en el cre-
cimiento. Asimismo se ha observado una deficiencia en la res-
puesta inmunitaria, dejando al organismo predispuesto a otras
enfermedades y una disminucién en la eficiencia reproductiva,
en la puesta y tamafio de los huevos, ingesta de alimento, tal
como lo detectan Chi Fang y Broomhead (2009), en USA, donde
con pequefias cantidades de aflatoxinas en el alimento ya se ve
afectado el rendimiento.

Durante el periodo de obtenciéon de muestras, se observo
que los sitios de almacenamiento del balanceado que poseen
los distintos proveedores de las muestras estudiadas, no pre-
sentaban las condiciones necesarias para la conservacion del
alimento como son baja temperatura ambiente, restriccion de la
humedad, y buena aireacién, (Mallmann et al, 2007), situacién
que favoreceria el desarrollo de micotoxinas (Garcia et al, 2012)
y explicaria, al menos en parte, los resultados obtenidos en el
presente estudio.

Varios estudios estuvieron dirigidos a determinar la presen-
cia de residuos de micotoxinas en higado, musculo o huevos de
gallinas. Los resultados no permiten pensar que estos produc-
tos constituyan una fuente de intoxicaciéon por micotoxinas en
los consumidores humanos. Por el contrario, estudios llevados a
cabo en codornices revelaron la presencia de residuos en canti-
dades cercanas a los limites establecidos (Bintvihok et al., 2002;
Arbaiza et al., 2009; Zaghini et al., 2005; Capriotti et al., 2012).
Sin embargo, existe riesgo para el operador que manipula con
manos sin guantes las materias primas o el alimento contamina-
do, ya que a través de la piel las aflatoxinas pueden ser absorbi-
das y causar un efecto nocivo en la salud.
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Se ha comprobado que estas toxinas se ligan al ADN, favore-
ciendo la aparicién de mutaciones, considerandose de esta for-
ma a estos metabolitos secundarios como agentes cancerigenos,
teratdgenos y mutagénicos. Los efectos tdxicos dependen tanto
de la dosis diaria como del tiempo de exposicion a la misma.

Debido a que es imposible evitar en su totalidad la presen-
cia de aflatoxinas, se han desarrollado métodos fisicos y quimi-
cos de detoxificacién para destruir o inactivar las aflatoxinas.
Dentro de los métodos fisicos se encuentran la extraccién con
solventes organicos, la inactivacion térmica, la irradiaciéon. La
amoniacion y el uso de peroxido de hidrégeno han sido emplea-
dos con éxito en la destrucciéon quimica de las aflatoxinas. Los
adsorbentes, tales como la bentonita, los aluminosilicatos de
sodio y calcio, son de uso corriente en la industria del alimento
balanceado por ser baratos y muy eficientes (Lopes et al., 2006;
Zhao et al,, 2010; Magnoli et al.; 2011).

De las muestras analizadas para el presente trabajo dos de
ellas (3a y 3c) contenian en su formulacién sustancias secues-
trantes como los aluminosilicatos que se unen a las aflatoxinas,
impidiendo que esta sea absorbida por los intestinos, eliminan-
dose sin que llegue a ser metabolizada, reduciendo consecuen-
temente el dafio en las aves (Gimeno y Martins, 2011). Diversos
trabajos de investigacién concluyen que el uso de adsorbentes
es una ayuda efectiva a la solucién de problemas de productivi-
dad y alimentos contaminados (Arbaiza et al, 2009).

Para la adopcion de medidas de control, coincidiendo con
Mallmann et al. (2007), es necesario saber con exactitud el gra-
do de contaminacién existente, siendo imprescindible la imple-
mentacién de un programa de monitoreo de materias primas
destinada al consumo.

El control futuro del problema de micotoxinas en la econo-
mia avicola, dependera del desarrollo y ejecucién de politicas
adecuadas en el &mbito del manejo agricola, y de los sistemas
de almacenamiento, que como se observa son el meollo de la
cuestion.

Conclusiones

 Los datos obtenidos en el presente trabajo evidencian la
presencia de aflatoxinas en el 77,8% de las muestras de
alimento balanceado para aves.
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* El sistema de almacenamiento, las materias primas y los
productos terminados, tienen puntos criticos que parecen
resultar insalvables en las condiciones actuales de comer-
cializacion. Por los tanto se recomienda el uso de secues-
trantes para minimizar el impacto econémico-productivo
de las aflatoxinas en la produccién avicola. Ademas seria
conveniente concientizar a los elaboradores de alimentos
balanceados y a quienes manipulan alimentos o materias
primas sobre los riesgos que corren al trabajar con ingre-
dientes contaminados, a fin de evitar sus posibles efectos

toxicos.
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