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RESUMEN

Se realizd un estudio en 12 cerdos de 13 a 18 semanas de
edad, los lechones mestizos de Yorkshire, de ambos sexos
procedian de 2 granjas porcinas de estados centrales de Ve-
nezuela (Aragua y Carabobo), los cuales sufrieron de muerte
subita, sin mostrar signos clinicos previos, al momento de ser
estudiados. El examen postmortem fue efectuado, con estu-
dios macroscopicos e histopatolégicos. Se practicod el estudio
toxicologico, el cual fue particularmente orientado para detec-
cién de micotoxinas en el alimento: Aflatoxina B1 (AFB1), Fu-
monisina B1 (FB1) y Ocratoxina A (OA), siguiendo la técnica
sugerida por la AOAC para HPLC. El aspecto macroscdpico
mostrd: edema agudo pulmonar con grado variable de hidroto-
rax, moderada congestién en higados y quistes renales; los
otros 6rganos no mostraron lesiones. El estudio histopatoldgi-
co mostrd, Pulmones: edema agudo pulmonar y marcada con-
gestion vascular; Higado: congestién sinusoidal y microfocos
de necrosis unicelular; Rifiones: quistes, ectasia tubular y glo-
mérulo esclerosis. El estudio toxicolégico de alimentos reveld:
10-40 ppm de FB1 y 20-39 ppm de OA. La causa de muerte
en todos los lechones estudiados fue edema agudo pulmonar,
no asociado con cardiopatia. Este evento patolégico agudo se
atribuye a la accion de FB1, demostrada en los andlisis toxico-
légicos. El edema pulmonar se debié al dafio vascular
ocasionado por esta micotoxina, mientras que las alteraciones
hepaticas eran causadas por la inhibicién de la ceramida sinte-
tasa, incrementandose la biosintesis de esfingolipidos, coinci-
diendo con lo demostrado en los valores toxicolégicos, los
cuales, aungue con niveles eventuales bajos, aparentemente
son potenciados o interactdan con los niveles de OA detecta-
dos, estos dltimos, responsables de las mencionadas lesiones
renales. En vista de que no fueron detectados otros agentes
toxicos, se pudo asumir que tales dafios Tisulares eran causa-
dos por la interaccion entre FB1 y OA. Este es el primer repor-
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te en Venezuela demostrando la interaccidn entre FB1 y OA,
lo que permite recomendar el monitoreo periddico de las men-
cionadas micotoxinas.

Palabras clave: Cerdos, interaccién natural de micotoxinas,
patologia.

ABSTRACT

Determination of several mycotoxins was carried out in twelve
13 to 18 week old, Yorkshire piglets. The animals were ob-
tained from two farms Aragua and Carabobo states, Vene-
zuela, which suffered sudden death with no previous clinical
signs.Postmortem examination was performed for gross and
histopathological study. Presence of two mycotoxins was as-
sessed: Fumonisin B1 (FB1) and Ochratoxin A (OA) from feed-
stuff samples, according to the HPLG technique. Gross exami-
nation showed: acute pulmonary oedema with several degrees
of hydrotorax. Mild congestion in liver and cysts in kidneys
were observed. No lesions were detected in other or
gans.Histopathological evaluation showed the following results,
Lungs: Acute oedema and marked vascular congestion. Liver:
Sinusoidal congestion, and unicellular necrosis microfocuses,
Kidneys: cysts, tubular ectasia and glomerulosclerosis. Feed-
stuff toxicological study showed: 10-40ppm FB1, and 20-39
ppm of OA. The cause of sudden death in all studied piglets
was acute pulmonary oedema not associated with cardiopa-
thy.This acute pathological event is attributed to Fumonisin B1
action shown through toxicological analyses. Pulmonary oe-
dema is due to vascular damage caused by this mycotoxin,
whereas liver alterations caused by inhibition of ceramide syn-
thetase, increasing sphyngolipids biosynthesis, which coincide
with the demonstrated toxicological values, that eventhough
show low levels of Ochratoxin, responsible for the mentioned
kidneys lesions. Since other etiological agents were not de-
tected it can be assumed that such tissue damage is caused
by FB1 and OA interaction.This is the first report demonstrating
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=21 and OA interaction in Venezuela, which suggest that peri-
sdical monitoring on these mycotoxins should be performed.

Key words: Swine, natural mycotoxins interaction, pathology.

INTRODUCCION

La presencia de micotoxinas en los alimentos se ha aso-
~izado a severos dafios orgénicos en animales y en el hombre
2]. Dentro de las micotoxinas de mayor relevancia se encuen-
wran: las aflatoxinas, ocratoxinas, fumonisinas, tricotecenos, er-
cotamina, zearalenona, deoxinivalenol, entre otras.

La intoxicacién por estas toxinas elaboradas por hongos
=n activo crecimiento 'se produce en los animales con relativa
Tracuencia [1].

En los establecimientos de cria de las diferentes espe-
-ies animales, las micotoxinas producen alteraciones en el
crecimiento, en la ganancia de peso, crean desodrdenes repro-
uctivos, incremento de la susceptibilidad a infecciones, lle-
zando incluso a producir la muerte [1, 2, 18].

Las micotoxinas y en especial las aflatoxinas han sido
objeto de numerosas investigaciones en Venezuela, algunas
-=lacionadas al aspecto agrondémico [1] y otras a cambios clini-
o patoldgicos ocurridos en varias especies, pariicularmente
=n los cerdos [4, 5, 14, 19].

Bajo ciertas condiciones de campo, existe la posibilidad
e que un alimento se encuentre contaminado con mas de una
micotoxina, asi que la presencia de dos o mas de estos com-
ouestos toxicos pueden producir efectos aditivos o sinérgicos,
sotenciarse o aun ser antagdnicos [5, 6].

Las Fumonisinas son uno de los mas recientes grupos
de micotoxinas descubiertos, son producidas por el hongo Fu-
sarium moniliforme [16]. La Fumonisina B1 (FB1) es la de ma-
yor importancia, ya que desde su identificacién ha sido asocia-
da a enfermedades; leucoencefalomalacia en equinos y ede-
ma pulmonar en porcinos [3, 17]. Su mecanismo de accidén es
= través de la alteracion de la sintesis de esfingolipidos [22],
de alli que la exposicién a FB1 produce incremento en los ni-
veles séricos de esfinganina y esfingasina, con deplecién de
os niveles de esfingolipidos. El edema agudo pulmonar des-
crito en porcinos se atribuye al dafio vascular causado por
ssta micotoxina y es causa primaria de muerte subita en cer-
dos [17]. Los niveles de tolerancia a FB1 en alimentos concen-
trados para la especie porcina deben ser iguales o inferiores a
10 ppm., segln las normas internacionales de la Federal Drug
Administration (F.D.A) [15].

Ocratoxina A es una micotoxina generada por hongos de
la especie Penicillium, siendo una de las mas t6xicas y distri-
buida ampliamente como un contaminante natural de cereales
y otras materias primas utilizadas en la elaboracion de alimen-
tos concentrados para animales. El érgano blanco principal de

esta toxina es el rifion, donde produce alteraciones en el tubu-
lo contorneado proximal y en los glomérulos, a través de la in-
terferencia con el DNA, RNA y sintesis de proteinas por inhibi-
cién de la enzima fenil alanina sintetasa. Aunque es capaz de
producir dafios hepaticos, son las lesiones renales las que me-
jor identifican su accion. Segun la F.D.A [10, 15] los niveles de
tolerancia a OA en alimento concentrado para porcinos son
iguales o inferiores a 20 ppm en el alimento. OA es considera-
da un serio problema de salud publica para humanos cuando
se ingiere came de porcino, y sus derivados especialmente en
4reas rurales donde los alimentos consumidos provienen de
cerdos domésticos que no han sido objeto de la inspeccion
adecuada por los organismos sanitarios competentes [12, 21].

La posibilidad de sinergismo entre FB1 y OA, aumenta el
efecto patégeno individual, requiriendo de menores niveles de
su presencia para generar los cambios organicos producidos
por cada una de ellas de manera independiente [9].

En Venezuela se han realizado pocos estudios sobre la
interaccion de FB1 con otras micotoxinas, de alli que el obje-
to de esta investigacion fue presentar los aspectos clinico-pa-
tolégicos de una interaccion natural entre FB1 y OA, en un
estudio de campo efectuado en granjas porcinas de los esta-
dos Aragua y Carabobo, sefialando los aspectos histologicos
relevantes, en casos de muerte sibita en cerdos en aparien-
cia, sanos [5].

MATERIALES Y METODOS

Entre los meses de enero y julio de 2000, se evaluaron 2
granjas porcinas de los estados Aragua y Carabobo, en las
cuales se habian presentado episodios de muerte slbita en le-
chones de 13 a 18 semanas de edad, raza Yorkshire-mesti-
zos, con aparente buen estado de salud, sin presentar ninguna
sintoratologia clinica previa. En las evaluaciones realizadas
en las granjas por los médicos veterinarios de planta los con-
troles bacterioldgicos y perfiles serolégicos no mostraban evi-
dencias de patologia infecciosa.

Las necropsias y revisidn macroscopica de las visceras
de 12 animales (6 en cada granja), fue efectuada en las res-
pectivas instalaciones de los establecimientos de cria. La eva-
luacién se realizé mediante los métodos de inspeccion ocular,
palpacién e incision de los organos, registrandose los hallaz-
gos macroscopicos mas relevantes.

Se tomaron muestras de las lesiones con mayor repre-
sentatividad de los érganos lesionados, se fijaron en formalina
bufferada al 10%, en una proporcion 1:10 muestra fijador; lue-
go fueron enviadas al laboratorio de Anatomia Patoldgica de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Central de
Venezuela (UCV), para su posterior deshidratacion e inclusion
en parafina, obteniéndose secciones histolégicas de 5 a 6 mi-
cras de los tejidos. Posteriormente fueron coloreadas con He-
matoxilina-Eosina (H-E) y reaccion del acido periodico de
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Schiff, segln técnicas convencionales [13], luego se estudia-
ron siguiendo los criterios anatomopatolégicos, en un micros-
copio optico. Los casos mas representativos se registraron y
fotografiaron.

Simultaneamente eran realizados los estudios toxicoldgi-
cos del alimento concentrado consumido por los animales,
para tal fin se tomaron 5 muestras procedentes de diferentes
partes del silo y de 5 comederas, del area ocupada por los cer-
dos afectados, tomando de los extremos y del centro de cada
uno de ellos 200 gramos, las muestras fueron trasladadas en
bolsas de papel en ambiente refrigerado al laboratorio de Toxi-
cologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UCV, para
proceder a realizar determinaciones de: AFB1, FB1, OA.

Mientras que las de AFB1 se utilizé el método de mini
columna de Velasco y cromatografia de capa fina, siguiendo
técnicas de Oficial Methods of Analisis of Association Che-
mists, A.O.A.C [15] y sometidas a la accion de acido sulfurico
para su verificacion.

Las determinaciones de FB1 y OA se realizaron siguien-
do el método de Cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) [8, 15].

RESULTADOS

Estudio morfolégico microscépico

— Permitié apreciar animales con buen estado fisico y de
carnes

— Congestion y edema pulmonar

— Congestién hepatica y esplénica

— Riflones congestivos, con formaciones quisticas en la
superficie de corte

— El resto de los 6rganos no mostro alteraciones.

Estudio morfolégico microscoépico (histopatolégico)
Los resultados obtenidos en todos los casos (n=12), se
resumen en la TABLA I

Las evaluaciones histopatolégicas mostraron en el 100%
de los pulmones:

— Edema agudo y masivo intralveolar, simplemente varian-
do en grado de caso a caso, pero de manera constante,
TABLA |, FIG.1.

— Los higados se observaron congestivos, con plétora si-
nusoidal, Vacuolizacion difusa de hepatocitos y microfo-
cos de necrosis intra parenquimatosos en el area perifé-
rica del lobulillo. FIG. 2, estos hallazgos, se presentaron
el 50% de los casos.

En todos los rifiones observados, de manera constante y
solo variando en grado, se pudo apreciar, FIGS. 3 y 4:

— Ectasia de los tubulos renales
— Dilatacién quistica tubular
— Engrosamiento de la membrana basal de los glomérulos

Glomérulo esclerosis

Focos de nefritis intersticial mononuclear.

RESULTADOS MICROSCGPTég;ADIE LECHONES AFECTADOS
N2 de Pulmén Higado - Rifion
Casos Edema Vacuol.  Necrosis Deg. F.M.N. Ect. Deg. Engr. Glom. Nefrit.
Agudo Uni-Multi Grasa Tubular Tubular M.B. Escler. Interst

1 +++ - i - ++ + ++ ++ ++
2 +++ ++ + - - ++ + ++ +++ ++
3 +++ - +- - ++ + ++ + +
4 +++ +++ - ++ - +++ + +++ ++
5 +++ g i - ++ + + +
6 +++ +4+ ++ - - ++= ++ ++ +++ ++
7 +++ - i - ++ + + + +
8 +++ +++ - 4+ - +++ ++ + + +
9 +++ - - > ++ + ++ +++ +++
10 +++ +++ -+ - ++ + ++ ++ ++
11 +++ - -- - ++ ++ ++ + +
12 +++ ++ - ++ = ++ ++ 4 +++ ++

—: SIn lesiones; +: leve; ++: moderado; +++: severo.
Vacuol: vacuolizacien.  Uni-Multi: unicelular-multicelular.

Deg: degeneracion.

F.M.N.: focos mononucleares. Ect. Tubular: ectasia tubular.

Engr. M.B.: engrosamiento membrana basal. Glom. Escl: glomérulo esclerosis.  Nefrit. Interst.: nefritis intersticial.
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FIGURA 1. MICROGRAFIA DE PULMON: SE APRECIA EDEMA I5ULM0NAR EN LA LUZ DE LOS

ALVEOLOS (E) H.E 400X.

FIGURA 2. MICROGRAFIA DE HIGADO: MUESTRA FOCOS DE NECROSIS EN EL PARENQUIMA (*) H.E 100X.

Los hallazgos més significativos fueron la total conjun-
cion de las lesiones pulmonares con las marcadas alteracio-
nes renales, mientras los trastornos degenerativos hepaticos
se presentaron en el 50% de los casos.

La TABLA | muestra ademas, la gradacién de las lesio-
nes senaladas en cada uno de los organos anteriormente

mencionados; alli se utilizaron 3 grados: + (leve), ++(modera-
do) y severo(+++), para sefalar el dafio organico respectivo.

El resto de los 6rganos estudiados (corazén, bazo, siste-
ma nervioso, tubo digestivo, etc.) no mostraron alteraciones
significativas.
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FIGURA 3. MICROGRAFIA DE RINON: PERMITE APRECIAR GLOMERULOS EN VARIAS FASES DE ESCLEROSIS (E),
INFILTRADO MONONUCLEAR (M) Y ECTASIA DE LOS TUBULOS (E). H.E 250X.

FIGURA 4. MICROGRAFIA DE Rl

s :
NON: A MAYOR AUMENTO SE OBSERVA EL ENGROSAMIENTO DE LA MEMBRANA

BASAL Y ESCLEROSIS GLOMERULAR (E), CON TENDENCIA QUISTICA TUBULAR (Q) H.E. 400X

Estudio toxicoldgico

Los resultados de los analisis toxicolégicos se refieren
en la TABLA Il, alli se puede notar que no hubo niveles detec-
tables en el alimento el método de minicolumna de Velasco de
AFB1.
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Los niveles detectados de FB1 en alimento, se encontra-
ron entre 10-40 ppm, siendo los niveles permitidos por la FDA
y normas COVENIN inferiores o iguales a 10 ppm.

Por otra parte, los analisis sefialaron niveles de OA entre
20-39 ppm, ligeramente superiores a los permitidos por la FDA
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y normas COVENIN, las cuales contemplan un méaximo permisi-
ble de hasta 20 ppm en alimento concentrado para cerdos [8].

DISCUSION

Los resultados obtenidos indican gue la causa funda-
mental de la muerte de los cerdos estudiados es el cuadro pul-
monar, con edema intra-alveclar agudo, dafios atribuibles al
agente toxico FB1 detectado en el alimento, TABLA I. Ella
ademds, es capaz de producir dafo hepatico variable, tal
como lo sefalan algunos autores [7, 17]. La variedad de gra-
dos de lesion tanto en los pulmones como en los hepatocitos
en la misma poblacién fue independiente del sexo, y la variabi-
lidad de ellas puede téner relacion, ademas de la susceptibili-
dad individual, con la posible interaccién entre las micotoxinas
detectadas en los andlisis toxicolégicos.

Asociado a la injuria de los drganos anteriormente sefna-
ados, se pudo apreciar que los riflones también mostraban
cambios histopatolégicos notables, tales como: degeneracién
del epitelio de los tubulos contorneados proximales, con dege-
neracién parenguimatosa y vacuolar de las mismas, ectasia tu-
bular y formaciones quisticas, con infiltrado inflamatorio mono-
nuclear en el intersticio, ademas de engrosamiento de la mem-
brana basal y glomérulo esclerosis. Estos cambios pueden ha-
ber sido producidos presumiblemente por la accion de la OA
sobre ese 6rgano, ya que otros agentes infecciosos o toxicos
no fueron evidenciados en los casos estudiados, por otra par-
te, lesiones similares han sido descritas por Stoev [20] y por
Krog [11], quienes describen una nefropatia porcina en Bulga-
ria, con un cuadro progresivo de etiologia asociable a la pre-
sencia de OA. Estos autores describen tales dafos con solo la
presencia de OA en los alimentos ingeridos por los cerdos, en
concentraciones superiores a las sefaladas en este ensayo.
Algunos autores [14] demuestran la influencia de la OA en la
ganancia de peso de cerdos de 60 dias de edad, con concen-
traciones de OA en dos grupos experimentales, uno al que se le
administré 1,06 mg/kg en el alimento y ofro con niveles de 3,10
mg/kg, en ambos casos sefialan reduccién en la ganancia de
peso y lo explican por la presencia de OA en la dieta, por el
sfecto directo de esta micotoxina sobre la sintesis proteica, oca-
sionando una nefrosis aguda con dafios isquémicos renales.

En los casos referidos en el presente trabajo, no hubo
signos clinicos de proceso agudo de nefrosis, como poliuria y
polidipsia, lo que puede ser explicado por que las concentra-
ciones de OA detectadas en los alimentos evaluados presen-
taban niveles bajos (20-39 ppm), aunque ligeramente superio-
res a los considerados permisibles por la FDA (20 ppm) y por
otra parte podria asumirse que la presencia de FB1 en el ali-
mento, con niveles superiores a los permitidos en el alimento
ha podido generar procesos de adicién o sinergismo al encon-
trarse con la presencia de OA.

En este aspecto es de interés sefialar, que se han des-
crito efectos por la interaccion entre varias micotoxinas [5, 9].

TABLA Il
NIVELES DE OCRATOXINA A Y FUMONISINA B1
EN ALIMENTO
Estado Muestra FB1 (ppm) OA (ppm)

Aragua 1 10 27
Aragua 2 25 28
Aragua 3 20 35
Aragua 4 36 38
Aragua 5 25 24
Aragua 6 24 27
Carabobo 1 18 15
Carabobo 2 40 39
Carabobo 3 30 20
Carabobo 4 15 26
Carabobo 5 20 25
Carabobo 6 20 27
MIN-MAX 12 10-40 20-39
NiveleS (FDA) <10 <20

En ellos la interaccién de FB1 y OA explicaria satisfactoria-
mente, la coincidencia de severas lesiones renales y pulmona-
res con predominio de la neumopatia aguda, edema pulmonar,
causa de la muerte subita, sin signos histopatologicos de car-
diopatia y sin clinica previa de enfermedad, tales hechos obli-
gan a plantearse esa posibilidad.

La presencia o ausencia de interacciones entre micotoxi-
nas son de fundamental interés y de importancia practica en la
micotoxicologia. Existen frecuentes reportes que sefalan la re-
lacién sinérgica entre ellas [5, 9, 18] sin que existan rigurosas
bases cientificas que lo comprueben, de alli, que es necesario
profundizar en este aspecto y se requiera de investigaciones
adicionales en Venezuela, pais de particulares condiciones cli-
méticas y productora de alimentos para animales, que tiene
connotaciones diferentes a las expuestas por autores en pai-
ses de otras caracteristicas bioclimatoldgicas, y con reglamen-
taciones probablemente adecuadas para ellos, pero que no
necesariamente lo son para Venezuela. En ese orden de ideas
se debe reconocer que los pardmetros conducentes a com-
prender la interaccién natural de las micotoxinas permanecen
parcialmente explicados y comprendidos.

Por otra parte las condiciones de campo en las micotoxi-
cosis son extremadamente complejas. Una de las dificultades
en determinar su importancia es la discrepancia en las obser-
vaciones clinico-patolégicas entre el consumo de alimentos
contaminados con hongos y el consumo de cantidades o nive-
les equivalentes de las mismas micotoxinas purificadas. Aun
con una sola micotoxina presente, factores como la dieta, es-
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tado nutricional, temperatura y grado de estrés pueden afectar
la evolucidon de una micotoxicosis. Un reto ain mayor es com-
prender las micotoxicosis cuando existe una mezcla de ellas,
hecho gue por otra parte es lo usual. La micotoxicosis en ani-
males esta pobremente comprendida y dificulta la clarificacion
de las interacciones entre ellas, el entendimiento de éstas no
es solo de interés académico, ya que tiene un impacto signifi-
cativo en los aspectos de alimento-salud, pudiendo requerir de
una redefinicién de la legislacién en lo referente a los limites
de tolerancia de ellas en este pais.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La causa de la muerte subita en todos los lechones estu-
diados fue un edema agudo pulmonar, no asociado a cardio-
patia. Este evento patoldgico es atribuible a la accién de FB1,
cuya presencia fue detectada en los andlisis toxicoldgicos rea-
lizados.

El edema pulmonar se debié a los dafios vasculares
causados por esta micotoxina, aunado a la predisposicién indi-
vidual y de especie; mientras que las alteraciones hepaticas,
fueron ocasionadas por inhibicién de la ceramida sintetasa e
incremento de la biosintesis de esfingolipidos, probablemente
causada por la accidn sinérgica de FB1 y OA.

Las alteraciones renales eran producidas por la accién
de OA, acorde con los resultados toxicolégicos sefialados y
por la ausencia de otros entes patégenos, de alli que se
asume que los dafios organicos mencionados, son causados
por la interaccidn entre esta micotoxina y FB1.

Este es el primer reporte en Venezuela demostrando la
interaccion entre FB1 y OA, lo que permite recomendar el es-
tudio o monitoreo periddico de tales micotoxinas, particular-
mente orientado cuando se observen casos de muerte sibita
en establecimientos de cria de porcinos.

Es importante resaltar asimismo, gue la patologia sefa-
lada puede ser motivo de riesgo en salud pudblica humana por
lo cual se debe alertar y monitorear las micotoxinas en el ali-
mento ofrecido en granjas porcinas y adicionalmente en el
consumo humane de productos derivados de cerdos beneficia-
dos en empresas domésticas, expedidos en carreteras o vias
nacionales sin la debida inspeccidn sanitaria gubernamental.
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