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Resumen

Los alimentos balanceados para gallinas ponedoras pueden es-
tar contaminados con hongos. Las micotoxinas producidas por
éstos generan problemas econdmico-productivos en las aves,
tales como disminucién de la produccion, 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 pre-
sencia de aflatoxinas en alimentos comerciales y manufactura-
dos por productores para gallinas ponedoras en la ciudad de
General Pico, La Pampa. Las muestras obtenidas se analizaron
por el método de ELISA. En el aflo 2014 se determind la presen-
cia de niveles toxicos de aflatoxinas en el 77,8% de las mues-
tras analizadas, en tanto que en la primera mitad del afio 2015
se analizaron 17 muestras obteniéndose niveles por encima de
los deseables en el 64,7% de las mismas. La presencia de afla-
toxinas en los alimentos es consecuencia de la falta de contro-
les de calidad a la materia prima y sistemas de almacenamiento
inadecuados. Estos resultados determinan la necesidad de que
aquellas personas que manipulan alimentos balanceados adop-
ten medidas preventivas para evitar los riesgos a los cuales se
exponen. Mientras tanto, el uso de secuestrantes es la indicacion
mas adecuada para reducir los efectos toxicos en las aves y evi-
tar pérdidas en la produccion.

Palabras claves: micotoxinas, aflatoxinas, alimentos balancea-
dos, gallinas ponedoras.
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Presence of mycotoxins in balanced food
for laying hens

Abstract

The balanced food for laying hens may be contaminated with
strains of fungi. The mycotoxins produced by them generate
economic and productive problems in birds, such as decreased
production, loss of overall state and death in extreme cases. The
mycotoxins that affect more birds are aflatoxins produced by
Aspergillus genus. The aim of this study was to assess the pres-
ence of aflatoxins in commercial and manufactured by farmers
food for laying hens in the city of General Pico, La Pampa. The
samples obtained were analysed by the ELISA method. In 2014
the presence of toxic levels of aflatoxin was determined in 77,8%
of the analysed samples, while in the first half of 2015 out of 17
samples 64,7% of them were with toxic levels. The appearance
of Aflatoxins in foodstuff is a result of the lack of quality controls
of the raw materials and inadequate storage systems. These re-
sults determine the need for preventive measures for food han-
dlers to avoid risks to which they are exposed. Meanwhile, the
use of sequestrants is the most appropriate indication to reduce
toxic effects on birds and avoid production losses.

Keywords: mycotoxins, aflatoxins, balanced food, laying hens.

Introduccion

La introduccién de nuevos métodos de almacenamiento de gra-
nos, como la incorporacion del silo bolsa, contribuyeron a que
se detecten con mayor frecuencia problemas por micotoxicosis
(CAST, 2013). Principalmente el control se realiza sobre hon-
gos micotoxigénicos pertenecientes al género Aspergillus spp.
(Tomasevi-Canovi et al., 2003; Vaamode et al., 2003). Las aflato-
xinas producidas por este género, B1, G1, B2 y G2, tienen impor-
tancia en salud humana y animal. Se ha determinado que la mas
toxica es la B1 provocando serios problemas en la salud, como la
posibilidad de inducir carcinoma hepatocelular por formaciéon
de ligandos, entre los metabolitos que se forman en el higado y
el ADN de los hepatocitos, alterando la replicacion hepatocelu-
lar (Smela et al,, 2002; Wild et al., 2002). El inadecuado alma-
cenamiento y condiciones ambientales desfavorables antes de
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la cosecha, pueden actuar aumentando el efecto toxico de estas
aflatoxinas. Estudios epidemiolégicos, llevados a cabo en seres
humanos en Asia y Africa, evidencian una posible correlacién
entre la ingesta de alimentos contaminados con la presencia de
otras enfermedades (Groopman et al., 1996; Periaca et al., 1999;
Egner et al., 2001). También se ha demostrado que producen un
efecto aditivo cuando la toxicosis se presenta combinada con
algunos agentes quimicos (Combita Prieto et al.,, 2009; Torres,
2011).

Las aflatoxinas presentes en los cereales contaminan, por
distintas vias de ingreso, tanto a animales como a seres huma-
nos expuestos por via oral, por inhalacion (Lakab et al., 1994;
Krysnska Traczyk et al., 2001) y también por via cutdnea (Pitt,
1996), alcanzado niveles sistémicos que producen efectos toxi-
cos de curso cronico como carcinogenicidad, inmunosupresion
y disrupciones endécrinas (Wild y Hall, 1996; Frink Gremmels
et al.,, 1999). Esta caracteristica hace dificil identificar a las afla-
toxinas como los agentes etioldgicos responsables de estas en-
fermedades en seres humanos o del atraso en el desarrollo y la
produccién en animales. Por el contrario, cuando los cereales
poseen una alta concentracion, los sintomas se muestran rapi-
damente y resultan orientativos para el diagnostico.

De acuerdo con lo expresado, bajas concentraciones de
aflatoxinas en alimentos destinados a gallinas ponedoras pue-
den pasar desapercibidas, ya que en general, el balanceado no
presenta alteraciones a simple vista que evidencien mal esta-
do. Tampoco seria posible observar alteraciones por altas con-
centraciones si los alimentos balanceados han sido procesados
adecuadamente y se encuentran uniformemente mezclados. Por
otro lado, como se indico, los sintomas tardan un tiempo en apa-
recer, dependiendo directamente de la concentraciéon de estas
toxinas en el alimento. Pero representan un grave peligro para
las personas que manipulan los alimentos balanceados sin pro-
teccion adecuada, considerando las vias de ingreso de las afla-
toxinas al organismo. Estas caracteristicas ponen en evidencia
la necesidad de realizar controles sistematicos. En general, los
productores avicolas confian en la calidad de los alimentos co-
merciales, pero puede ocurrir que determinadas condiciones de
humedad durante el proceso de almacenaje favorezca el creci-
miento de hongos y éstos liberen aflatoxinas por encima de ni-
veles de 20 pg/kg. Se indica este valor ya que es aplicado por 17
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paises, la mitad de ellos en América Latina, armonizado en el
MERCOSUR y en varios paises del Africa. También en los Estados
Unidos, uno de los primeros en fijar un limite de accién para las
aflatoxinas, se rigen por este limite (FAO, 2004).

En la fabricacion de alimentos, ante la disponibilidad de ma-
teria prima contaminada pueden adoptarse dos opciones, des-
cartarla o minimizar los riesgos empleando sustancias secues-
trantes (Bueno et al., 2001).

Se utilizan dos tipos de secuestrantes: los organicos y los
inorganicos. Los primeros ligan la toxina en sitios de union sin
que estén relacionados directamente con cargas electrostati-
cas y corresponden, en general, a derivados de la pared celular
de Saccharomyces cerevisiae (b-D-glucanos). Estos productos
presentan accién secuestrante para diversas micotoxinas, en-
tre ellas las aflatoxinas. Los secuestrantes inorganicos, ligan
la micotoxina por diferencia de carga. Entre estos compuestos
pueden mencionarse a minerales de arcillas como por ejemplo
bentonita, zeolitas, carbén activado, colestiramina y clorofilina.
Estos secuestrantes inorganicos tienen mayor especificidad so-
bre las aflatoxinas (Shatzmayr, 2004; Zakhia Rozis et al., 2007;
Diaz y Smith, 2008).

Las pérdidas econémicas que generan las aflatoxinas, junto
con el riesgo potencial para los consumidores y personas que
manipulan alimentos, evidencian la necesidad de analizar esta
problematica para determinar el estado actual de la situacién
y eventualmente proponer medidas preventivas. El agregado
sistematico de secuestrantes demostré resultados satisfactorios
para prevenir los problemas en las aves, ya que se evita la ab-
sorcion intestinal de las micotoxinas presentes en el alimento,
sin embargo, ain queda un riesgo latente para las personas que
trabajan en criaderos y estan expuestos al contacto cutaneo y
a la inhalacion de estas sustancias. Con respecto a este riesgo
latente la Organizacién Panamericana de la Salud, determiné
que “en paises desarrollados, la contaminacién por aflatoxinas
raramente afecta alimentos en niveles suficientes para causar
aflatoxicosis aguda en seres humanos. Por ese motivo, los estu-
dios de la toxicidad en el hombre apuntan hacia su posible efecto
carcinogénico”.

Los antecedentes expuestos parecen relativizar los efectos
sobre la produccién y la toxicidad en animales cuando se em-
plean secuestrantes. Sin embargo, ponen en duda la potencial
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gravedad de sus efectos en seres humanos a largo plazo. Por este
motivo, se llevaron a cabo estudios de alimentos balanceados de
origen comercial o preparados por los propios productores en
la zona de influencia de la ciudad de General Pico, La Pampa,
destinados a la alimentacién de gallinas ponedoras y pollos pa-
rrilleros con el objetivo de determinar el grado de alimentos y
materia prima destinada a la elaboraciéon de balanceados con-
taminados. Estudios previos realizados durante el afio 2014 por
este grupo de trabajo, determinaron que el 77,8% de las mues-
tras contenian aflatoxinas. En esta publicacién se muestran los
resultados obtenidos en el afio 2015.

Materiales y Métodos

Obtencion de las muestras

Se recolectaron al azar muestras de alimentos, preparados por
productores y de materia prima en la zona de influencia de
General Pico, La Pampa. Las muestras, de 200 gramos cada una,
se preservaron en bolsas de plastico, fueron rotuladas y lleva-
das al Centro de Investigacién 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.

Preparacion de la muestra: Extraccion de las aflatoxinas
Cada muestra por separado fue molida y tamizada. Se pesaron
20 g de las muestras de alimento 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 agité durante 3 minutos. Se dejo
sedimentar y filtr6 utilizando papel de filtro Whatman grado
1conservando el sobrenadante. Los extractos obtenidos se ro-
tularon y controld 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 inmunoensayo enzimdtico 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
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(COKAQ1000) con un rango de cuantificacion de 4-40 ng/ml y
limite de deteccion de 3 ng/ml.

Las soluciones estdndar y las muestras fueron afadidas 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
unen a los mencionados anticuerpos. Las sustancias que quedan
sin unir se eliminan en el proceso de lavado con agua destilada.
La actividad de la enzima ligante se determina afladiendo una
enzima sustrato que da a la solucién un color azul. Se lo dejo
incubar 5 minutos a temperatura ambiente y luego se afnadio la
solucién stop, la cual frena la reaccién y produce un cambio de
coloracién de azul a amarillo.

Resultados

Se determiné la presencia de aflatoxinas en el 64,7% de las
muestras analizadas. El calculo porcentual se realizé sobre el to-
tal de muestras analizadas. Las muestras que mostraron valores
inferiores a 12 ppb de aflatoxinas totales fueron consideradas
negativas (Lesson, et at., 1996).

Tabla 1. Resumen de las muestras analizadas en alimentos y maiz
para determinar el grado de contaminacion con aflatoxinas. Primer
Semestre de 2015.

Sustrato Muestras positivas/ Rango de

Muestras totales contaminaciéon
Alimento balanceado 2/4 25 ppb
comercial

Alimento balanceado
elaborado por productores 4/6 32 ppb

Maiz 5/7 40 ppb

Ref. Las muestras fueron analizadas con el método de ELISA.
Discusion
En el presente estudio se determind y cuantificé por medio de

la técnica de ELISA la concentracién de aflatoxinas en alimentos
balanceados comerciales, preparados por productores y maiz
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destinado a la alimentacién de ponedoras. Pineda Mejia et al.
(2012) pone en duda la técnica de ELISA como Unico método
de deteccién, sin embargo otros estudios llevados a cabo por
Fernandez Surumay et al. (2000) determinaron que el método
espectrofotométrico ELISA es rapido, sensible y puede detectar
niveles entre 0,26 y 44 ng/ml. Esta afirmacién permitié al gru-
po de trabajo seleccionar el método de ELISA aceptandolo como
confiable para este relevamiento.

Un estudio similar realizado por los autores, fue llevado a
cabo durante el aflo 2014 evidenciando la presencia de aflatoxi-
nas en el 77,8% de las muestras de alimento balanceado y maiz
empleado para su elaboracién.

Los datos obtenidos en este trabajo durante el afio 2015
muestran que el 64,7% de las muestras superan las 12 ppb.

Teniendo en cuenta que el nimero de muestras recolecta-
das fueron al azar y que las muestras de materia prima, maiz,
estaban destinadas a la elaboraciéon de alimentos balanceados,
se considera que los resultados 2014 - 2015 evidencian un alto
porcentaje de contaminacién.

No se han realizado estudios en la zona de influencia donde
se realizo este trabajo que determinen el beneficio que se le atri-
buye al uso de secuestrantes evitando los efectos inmunologicos
y la pérdida de la eficiencia en la produccién por la ingesta de
alimentos contaminados descriptos por Chi Fang y Broomhead
(2009).

Mallmann et al. (2007), sefialaron que las inadecuadas
condiciones de almacenamiento como elevada temperatura y
humedad ambiente y mala aireacion, favorece el desarrollo de
micotoxinas, las que aumentan proporcionalmente al tiempo de
almacenaje. El tiempo de almacenaje varia segin la demanda y
mas recientemente esta vinculado con la politica comercial del
pais, tales los casos de la estrategia utilizada por los agriculto-
res, quienes conservan los cereales en los silos bolsa hasta el
momento del afio en que logran mayor precio para sus produc-
tos. Con respecto a la demanda de cereales por la avicultura, ésta
es mayor en los meses de noviembre y especialmente diciem-
bre. Generalmente, los ultimos silo - bolsas se abren en enero
y febrero, en visperas de la nueva cosecha. En ambos casos, el
tiempo de almacenamiento excede ampliamente las recomen-
daciones de utilizacién de esta tecnologia. Un estudio realiza-
do por Cuniberti, (2014) determiné que para trigo, soja y maiz
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los periodos recomendados de almacenaje en silo bolsa, segliin
la humedad son los siguientes: a) Riesgo Bajo con humedad in-
ferior al 14%, de 6 a 12 meses. b) Riesgo Medio con humedad
entre el 14y 16%, de 2 a 6 meses y c) Riesgo Alto con humedad
superior al 16%, de 1 a 2 meses.

Rodriguez et al., (2002) realizaron un estudio detallado
de distintos aspectos relacionados con la conservacion en silo
bolsa, analizando el efecto del almacenaje a través del tiempo.
Sin embargo, aun conociendo los periodos de almacenamiento
aconsejados, factores relacionados con la politica econémica
del pais determinaron que se excedan largamente. Con el fin de
monitorear la presencia de micotoxinas en silos bolsa de maiz,
con prolongado tiempo de almacenamiento, el Laboratorio de
Control de Calidad de Biofarma, programé un muestreo en dis-
tintas zonas del pais en los meses de enero y febrero de 2006.
Por el método de ELISA se encontraron aflatoxinas en el 24,6%
de las muestras que fueron almacenadas entre 8 y 11 meses.

Conclusiones

¢ Estudios realizados en el afio 2014 y 2015 determinaron que
el 77,8% y 64,8% respectivamente de las muestras de alimen-
tos balanceados y maiz destinado a la alimentacién de las aves
contenian niveles de aflatoxinas totales superiores a 12 ppb.

¢ Losresultados de este trabajo determinan que un elevado por-
centaje de muestras de alimentos destinados a la alimenta-
cion de las aves se encuentran contaminadas con aflatoxinas.

¢ Es evidente que el uso sistematico de secuestrantes resulta
efectivo para prevenir la absorcion intestinal de las aflatoxi-
nas explicando la falta de sintomas.

¢ El elevado porcentaje de muestras positivas debe ser conside-
rado como una alerta para tomar precauciones relacionadas
con el cuidado de la salud de operarios que estan en contacto
con los alimentos.
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