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RESUMEN

Objetivos: este estudio investigé el efecto de la adicién de nitratos en la dieta sobre la mor-
talidad de pollos broiler. Materiales y métodos: se utilizaron 100 pollos de estirpe Ross de
un dfa de nacidos, divididos aleatoriamente en cuatro grupos. Se cuantificé el contenido
de nitratos en el pienso comercial y el agua de bebida por una técnica colorimétrica basada
en la nitridacién del dcido sulftrico. Los sujetos experimentales de los cuatro grupos reci-
bieron pienso y agua ad libitum en las cantidades recomendadas para pollos broiler. Los
animales de tres de los grupos recibieron nitrato de sodio adicional en el agua de bebida.
La adicién de nitrato fue 1, 2 6 3 veces la concentracién hallada en el pienso. Resultados:
la adicién de nitrato en el agua de bebida resulté en aumento de la mortalidad en relacién
dosis dependiente con la concentracién adicionada. El andlisis patoldgico realizado el ul-
timo dfa del ciclo a los animales sobrevivientes de cada uno de los grupos experimentales
demostrdé que aquellos expuestos a las mayores adiciones de nitrato presentaron lesiones
compatibles con el sindrome ascitico. Adicionalmente, los hallazgos de necropsia en los
animales que fallecieron durante el experimento mostraron lesiones compatibles con en-
fermedades infecciosas y con la enfermedad de edema aviar. Conclusiones: los resultados
de este estudio sugieren que el consumo de nitratos representa un factor determinante para
el aumento de la mortalidad en las explotaciones avicolas.
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EFFECT OF NITRATE ADDITION IN FOOD
ON CHICKEN BROILER MORTALITY

ABSTRACT

Aim: This study investigated the effect on broiler chickens mortality by addition of
nitrate intake.Materials and methods: One hundred (100), one day old Ross chickens
were used, and randomly assigned into 4 groups. The nitrate contents in food and
drinking water was quantified by means of a colorimetric technique based on the sulfu-
ric acid nitridation. The recommended amount of food for broiler chickens and water

ad libitum were delivered for the animals of the four (4) experimental groups. Sodium
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nitrate was added in the drinking water for the animals of groups 1, 2, and 3. The

nitrate added in water was 1, 2 and 3 times the nitrate concentration found in food.

Results: The additional nitrate intake showed a dose-dependent mortality increase.

Pathological study was done on the last day of the cycle for the surviving animals from

each one of the experimental groups. This showed that the animals exposed to higher

intake of nitrate had lesions compatible with ascitic syndrome. Additionally, necropsy

findings during the experiment were compatible with infectious pathologies and avian

edema disease. Conclusions: Results from this study suggest that nitrate intake is a

determinant factor in the avian mortality increase.

Key words: Nitrates, broiler, ascites.

INTRODUCCION

Los nitratos (NO,) y los nitritos (NO,)
son productos bioldgicos de gran impor-
tancia en la fisiologfa vegetal. Las plantas
absorben nitrégeno del suelo y lo alma-
cenan en forma de nitritos y nitratos para
utilizarlos en su metabolismo proteico en
hojas y frutos (1). La cantidad de nitratos
que cada planta acumula depende de la
especie vegetal a la cual pertenece, el tipo
de suelos donde crece, las condiciones
climdticas y el periodo de desarrollo en
el que se encuentra la planta (2, 3). Por
ello, es posible considerar que los cereales
utilizados como materia prima para la fa-
bricacién del pienso pueden representar
una fuente importante de NO, y NO,
para los pollos broiler mantenidos en las
condiciones habituales de las explotacio-
nes avicolas comerciales.

En animales rumiantes y no rumi-
antes, los NO3‘ son reducidos a NO, gra-
cias al metabolismo de microorganismos
presentes en la flora ruminal e intestinal
(4). Asf, estos iones son absorbidos desde
el tracto gastrointestinal y distribuidos
por medio del torrente sanguineo para
iniciar su accién tdxica sobre varios siste-
mas; por ejemplo, inician una accién
oxidante sobre el hierro ferroso de la he-
moglobina, lo que conduce a un proceso
metahemoglobinizante  (5). También,
estas moléculas pueden competir con el

yodo en el proceso de reabsorcién por las
células tiroideas, de manera que afectan la
funcién de la gléndula tiroides y, por ello,
han sido relacionadas con hipotiroidismo
(6). En aves, el consumo de nitratos y
nitritos también ha sido relacionado con
procesos inmunodepresores, alteracio-
nes del funcionamiento hepdtico y renal,
ademds del efecto metahemoglobinizante
(7). Este estudio comprobdé la presencia
de NO, y NO, en la dieta que se ofrece
alos pollos broiler, y analizé el efecto de la
ingesta de concentraciones crecientes de
nitrato sobre la mortalidad de los broiler
mantenidos en condiciones estindar de
produccién.

MATERIALES Y METODOS

Animales experimentales y programa
de produccién. El estudio fue desarro-
llado en una granja de produccién avico-
la localizada en la vereda “La Aguadita”
(temperatura promedio de 18 °C y ubi-
cada a 1.700 msnm) del municipio de
Fusagasugd en el departamento de Cun-
dinamarca, Colombia. Se utilizaron 100
pollos de estirpe Ross de un dia de naci-
dos, divididos aleatoriamente en 4 gru-
pos (0, 1, 2 y 3), con 25 individuos por
grupo. Los cuatro grupos experimentales
recibieron la misma cantidad de pienso y
agua, los cuales fueron administrados ad
libitum, en las cantidades recomendadas
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para una explotacién avicola. Durante
las semanas 1, 2 y 3 se suplié el alimento
conocido como “iniciacién” y entre las
semanas 4, 5 y 6 “finalizacién”. La tem-
peratura y el resto de factores ambienta-
les del galpén fueron manejados en con-
diciones estdndar de produccién.

Adicién de nitrato a la dieta. El gru-
po 0 o control consumié solo el nitrato
contenido en el pienso. Los animales de
los grupos 1, 2 y 3, recibieron nitrato de
sodio adicional en el agua de bebida. La
adicién de nitrato fue 1, 2 6 3 veces la
concentracion hallada en el pienso. Asi,
el nimero que identifica a cada grupo
también indica el factor de la concen-
tracién de nitrato que se adiciond en el
agua de bebida.

Medicién de nitratos en el pienso
y el agua. Para medir la concentracién de
nitratos y nitritos presentes en el pienso y
en el agua de bebida (utilizada como base
para calcular la adicién de nitrato), se uti-
lizé una modificacién de la técnica colori-
métrica consistente en la nitridacién del
4cido salicilico (8). Muestras de pienso de
cuatro marcas comerciales fueron proce-
sadas para determinar el contenido de ni-
tratos, como se describe a continuacidn:
1 g de pienso macerado fue disuelto en
10 ml de agua bidestilada, esta solucién
se incubé a temperatura ambiente por 30
min y se filtré con papel filtro Waltman
42 para extraer el contenido de nitratos.
A continuacidn, la reaccién de color se
hizo evidente 30 min después de mezclar
alicuotas de los filtrados con el reactivo
A (4cido salicilico 8% en 4cido sulftirico
concentrado) y con el reactivo B (hidréx-
ido de sodio 2.5N). Finalmente, la ab-
sorbancia de las soluciones a 410 nm fue
determinada contra una solucién blanco;
los valores de absorbancia obtenidos de las
muestras se interpolaron al eje de concen-

tracién en una curva de calibracién para
nitratos previamente estandarizada, y los
resultados del andlisis fueron reportados
en partes por millén (ppm).

Necropsia y toma de muestras. Los
animales fallecidos durante el periodo
experimental fueron sometidos a estudio
patoldgico por necropsia para determinar
la causa de su muerte. Segtin estos resul-
tados, los animales fallecidos fueron clasi-
ficados en dos grupos: subgrupo A, ani-
males fallecidos con cambios patolégicos
coincidentes con edema aviar, y subgrupo
B, animales fallecidos por causas infec-
ciosas. Ninguno de los animales inclui-
dos en el subgrupo B presenté cambios
coincidentes con alguno de los cambios
que ocurren en el cuadro de edema aviar.
La mortalidad general es el resultado de
la suma de los animales de los subgrupos
Ay B. Durante el proceso de necropsia
se tomaron muestras de distintos 6rga-
nos (higado, rindén, pulmén, corazén y
tiroides) para ser procesadas y analizadas
histolégicamente. De igual manera, el dl-
timo dia del ciclo (dfa 42), se sacrificaron
animales aparentemente sanos de cada
uno de los grupos y fueron sometidos al
mismo andlisis patolégico.

Andlisis estadistico. Los datos de
concentracion de nitratos fueron expresa-
dos como promedio + S.D. de la concen-
tracién hallada en un minimo de cuatro
andlisis de cada muestra. La mortalidad
fue expresada en porcentaje y fue corre-
gida por supervivencia. El andlisis estadis-
tico se realizé comparando las mortalida-
des corregidas de cada uno de los grupos
experimentales con el grupo control, me-
diante la prueba de andlisis de varianza
chi cuadrado (p=0,05). Adicionalmente,
el coeficiente de correlacién fue determi-
nado entre mortalidad y dosis acumulada
de nitratos.
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RESULTADOS

Concentraciones de nitrato en pien-
so y agua. En la tabla 1 se muestran los
resultados de la determinacién de nitratos
en el pienso de “iniciacién y finalizacién”
de cuatro marcas comerciales de pienso
para pollos broiler. El pienso identificado
como Marca 1 fue el ofrecido a los ani-
males durante el estudio. El andlisis del
agua ofrecida para la bebida arrojé como
resultado concentraciones no detectables
de nitratos.

TABLA 1. Concentracion de nitratos presentes
en el pienso

Periodo
Muestra Iniciacion Finalizacion
(ppm)* (ppm)*
Marca 1 500 +/- 45 1414 +/- 65
Marca 2 619 +/- 52 619 +/- 71
Marca 3 314 +/- 32 341 +/- 45
Marca 4 3800 +/- 54 4900 +/- 106

*Los valores (expresados en ppm) representan el
promedio + S.D. de los resultados de 4 andlisis de cada
una de las muestras.

Mortalidad. La mortalidad general
para el grupo control o nimero 0 (sin adi-
cién de nitrato), y para el grupo 1 (adicién
mds baja de nitrato) fue del 8,1% (tabla
2). La mortalidad general observada en
los grupos 2 y 3, los cuales recibieron las
mayores adiciones de nitrato, fue signifi-
cativamente superior (31,1 y 40,3% res-
pectivamente) que aquella descrita para el
grupo control y grupo 1 (p<0,001). Por
otra parte, el andlisis de mortalidad de los
subgrupos A y B, demostré que la muerte
relacionada con cambios patoldgicos su-
gerentes de infeccién y con cambios pa-
tolégicos relacionados con el sindrome de
edema aviar fue significativamente mayor
en los grupos expuestos a las mayores adi-
ciones de nitrato.

TABLA 2. Tasa de mortalidad por semanay
acumulada

Grupo
Semana
Control 1 2 3

1 4.0 40 4.0 12.0
2 R - 4.1 -
3 ) . - 45
' i ) _ _
5 ) - 130 -
6 41 41 100 238
Mortalidad Total ~ 8.1 8.1 311 403
Mortalidad 41 41 230 238
subgrupo A
Mortalidad 4.0 40 8.1 16.5
subgrupo B

La tabla muestra la mortalidad por
semana y acumulada para cada uno de
los grupos. También se sefiala la mortali-
dad por subgrupos para cada uno de los
tratamientos. La mortalidad fue corregi-
da por supervivencia y es expresada en
porcentaje (%).

Resultados patolégicos. Los anima-
les fallecidos en todos los grupos expe-
rimentales, durante las tres primeras se-
manas de estudio, presentaron cambios
patoldgicos tales como: aspecto cianéti-
co, retencién del saco vitelino, higado de
color mostaza, enteritis y rastros de heces
alrededor de la cloaca (datos no mostra-
dos), los cuales probablemente se ajustan
a la descripcién de cambios en casos de
colibacilosis, y se encuentran incluidos
en el subgrupo B. Como se observa en
la tabla 2, los grupos 2 y 3 presentaron
un aumento de la mortalidad, probable-
mente relacionada con causas infecciosas
en la relacién dosis dependiente respec-
to al consumo de nitrato. Posterior a
este periodo, en los pollos muertos no
se observaron cambios patoldgicos que
hicieran sospechar de muerte por causas
infecciosas.
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FIGURA 1. Corazon de pollo fallecido por edema
aviar. La fotografia muestra un corte transversal
realizado 2 cm por arriba del apex cardiaco.
Obsérvese la marcada dilatacion del ventriculo
derecho.

A partir de la quinta semana los ani-
males fallecidos presentaron cambios pa-
tolégicos coincidentes con el sindrome
de edema aviar (9) y fueron incluidos
dentro del subgrupo A; dichos cambios
consistieron en abdomen pendulante,
ascitis, acumulacién de fibrina en la ca-
vidad abdominal, hidropericardio, dila-
tacién ventricular derecha, disminucién
del grosor de la pared del ventriculo
derecho, pulmones y rifiones congestio-
nados y edematosos. Al igual que en el
subgrupo B, las mayores concentracio-
nes de nitratos lograron inducir un in-
cremento de la mortalidad. La figura 1
muestra un corte del corazédn de uno de
los pollos fallecidos con cambios patolé-
gicos coincidentes con edema aviar.

La necropsia de los animales aparen-
temente sanos, sacrificados el dltimo dia
del ciclo (dfa 42), permitié identificar un
aumento del tamafio del ventriculo dere-
cho, que fue mds evidente en los pollos
que consumieron la mayor concentracion
de NO, (figura 2). El andlisis histolégico
de los cortes de pared ventricular de los
animales aparentemente sanos del grupo
3 (datos no mostrados), mostré un incre-
mento en el didmetro de las fibras mus-

culares (hipertrofia) las cuales en algunas
zonas llegaron a alcanzar hasta 100-120
pm de didmetro. Las fibras musculares
de los animales del grupo 0 tuvieron un
didmetro promedio de 37 +/- 8,5 pm, sin
pérdida de miofibrillas ni de estriaciones,
lo cual sugiere el efecto de una sobrecar-
ga cardiaca derecha de tipo crénico con
posibilidad de una manifestacién clinica
como falla ventricular.

FIGURA2.Corazones de animales aparentemente
sanos de los grupos 0, 1, 2 y 3. La fotografia
muestra cortes transversales realizados 2
cm por arriba del dpex cardiaco. Nétese de
la dilatacion ventricular derecha evidente en
aquellos corazones provenientes de animales
de los grupos 2 y 3. De izquierda a derecha
control, grupo 1, grupo 2y grupo 3.

De la misma manera, en los indivi-
duos sacrificados se pudo observar au-
mento del tamafio de la gldndula tiroi-
des, el cual guarda relacién con la dosis
de nitrato administrada, pues los indivi-
duos del grupo que consumié la mayor
dosis de nitrato presentaron el mayor
tamafo glandular. El andlisis histolégi-
co de las muestras procedentes de estos
animales demostré la aparicién de cam-
bios relacionados con la dosis de nitrato
consumida. En la glindula tiroides de
los animales del grupo 3, se observé una
disminucién del coloide con un cambio
estructural de las células foliculares, que
pasaron de cibicas a planas (figura 3). En
érganos como pulmén, rifién e higado,
de los animales aparentemente sanos, no
se observaron cambios patolégicos.

5]



REv. MED. VET. ZooT. 2010. 57:95-103

INVESTIGACION

s . 4
2 [ X e

FIGURA 3. Glandula tiroides de pollos aparentemente sanos. La fotografia de la derecha
muestra un corte histolégico de glandula tiroides de un pollo aparentemente sano del
grupo 3. Notese el aplanamiento del epitelio glandular en las muestras de tiroides de
los individuos que sobrevivieron a todo el ciclo del grupo 3 (derecha) al compararlo con
la muestra obtenida de la glandula tiroides de los animales sobrevivientes del grupo 0.

Tricrémica de Masson. 435 X.

Relacién dosis acamulada frente a
mortalidad. Para calcular la dosis pro-
medio acumulada por animal se valoré
el consumo promedio de alimento y
agua para cada pollo. Asi pues, se calculé
el consumo diario de nitrato consideran-
do el contenido de nitrato en el pienso y
el agua de bebida para cada uno de los
grupos. La correlacién de dosis prome-
dio acumulada por animal (semana 6)
con la tasa de mortalidad general, mos-
tré asociacién significativa entre el factor
considerado y la mortalidad general (r =
0,95), de tal manera que la ingestién de
cantidades crecientes de nitrato parece
reflejarse en el incremento proporcional

de la mortalidad general (figura 4).

DISCUSION

Uno de los principales hallazgos de este
trabajo es que los nitratos y los nitritos
estdn presentes de manera habitual en
la dieta de los pollos broiler, y que sus
concentraciones en el pienso que se les
ofrece a estas aves en las explotaciones
comerciales son altamente variables. Es
probable que la razén de esta gran varia-
bilidad esté relacionada con las condicio-

nes de manejo del cultivo de los cereales
y de la influencia climdtica y ambiental
presente en las zonas de donde es obte-
nida esta materia prima (2, 3). La gran
variabilidad de los resultados que pre-
tendfan comparar la cantidad de nitratos
presentes en muestras de distintas marcas
comerciales de pienso permite concluir,
por una parte, que las concentraciones
utilizadas en este estudio son posibles en
condiciones normales, y por otro lado,
que los resultados observados en este
trabajo sobre la mortalidad de los pollos
broiler pueden tener una relevancia real
sobre las explotaciones avicolas.

Al correlacionar la dosis promedio
acumulada de nitratos por animal para
cada grupo con la tasa de mortalidad ge-
neral acumulada durante el ciclo (figura
4), se encontré correlacién significativa
(r = 0,95), entre el factor considerado y
la mortalidad general acumulada, de tal
manera que la ingestién de cantidades
crecientes de nitrato se refleja en un in-
cremento proporcional en la mortalidad
general. Esto sugiere que el consumo
de nitratos es capaz de incrementar, de
manera proporcional a la dosis, la mor-

talidad de los pollos broiler, y que en
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FIGURA 4. Mortalidad general acumulada. La gréafica muestra la relacion entre la dosis promedio
acumulada por animal al final de la semana 6y la tasa de mortalidad general para cada grupo.

las condiciones de produccién avicola
utilizadas en este estudio, la ausencia de
nitrato en la dieta de las aves podria re-
sultar en mortalidad cercana a cero.

Segtin los resultados del presente
trabajo, parece que los nitratos pueden
influir sobre la mortalidad de los pollos
broiler, en primera instancia, al inducir,
por una parte, mayor sensibilidad a las
infecciones y, por otra, la aparicién de
signos compatibles con el sindrome de
edema aviar. Como se anotd, la morta-
lidad por causas infecciosas tuvo un au-
mento drdstico en aquellos grupos que
recibieron las mds altas dosis de nitratos;
este fenémeno puede ser explicado por
un mecanismo que sugiere que el nitrato
y el nitrito causan una disminucién de
la eficacia de los mecanismos de defensa,
basado en la evidencia de disminucién
del peso del timo y la Bursa de Fabricio,
ademds de la disminucién de la respues-
ta celular especifica a agentes que cau-
san un estimulo inmune (7). En el caso
del presente estudio se puede especular
que los animales del subgrupo B fueron
inmunodeprimidos debido al efecto del
nitrato, lo que los hizo mds susceptibles
a las enfermedades infecciosas o a reac-
ciones posvacunales.

El posible efecto inductor del sin-
drome ascitico, por parte de los nitratos
y los nitritos, puede estar relacionado
con algunos mecanismos de accién que
confluyen en el desarrollo de la fisiopa-
tologfa; sin embargo, es poco probable
que el efecto metahemoglobinizante de
los nitratos, al generar una disminucién
de la capacidad sanguinea para captar
oxigeno, pueda representar un estimulo
que aumente la presién arterial pulmo-
nar (10, 11). Por ello, es necesario desa-
rrollar nuevos trabajos que estudien con
profundidad la capacidad de los nitratos
y los nitritos para inducir la hipertensién
arterial pulmonar.

Los resultados de la necropsia y la
histopatologfa practicada a los animales
sacrificados en el dltimo dia del ciclo,
concuerdan parcialmente con los ha-
llazgos macroscépicos descritos en los
individuos que fallecieron por sindrome
ascitico, por tanto, es posible sugerir que
el consumo de nitratos puede inducir
un cuadro subclinico, no mortal, con
manifestaciones  anatomopatoldgicas,
como afeccién de la funcién cardiaca y
de la circulacién pulmonar, sin mani-
festaciones clinicas severas como en los
animales fallecidos por edema aviar. Es
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posible que el aumento del tamafio del
ventriculo derecho y la hipertrofia del
mismo puedan estar asociados al efecto
del sodio que hace parte de la molécula
de nitrato (nitrato de sodio). No obstan-
te, aunque por mucho tiempo se ha aso-
ciado al sodio con la hipertensién arte-
rial, ya que este aumenta la cantidad de
liquidos retenidos y como consecuencia
causa hipertensién pulmonar secundaria
y cardiomegalia, es poco probable que
este ion sea el responsable de lo observa-
do en este trabajo. Este factor generador
de hipertensién ha sido objeto de varios
estudios; en uno de ellos, se adicionaron
sales de sodio diferentes del cloruro en
la dieta de animales de laboratorio hi-
pertensos, luego de lo cual, se determiné
que la presién arterial no sufrié ningtin
cambio a pesar de estar recibiendo su-
plementacién de sodio (12). Por consi-
guiente, parece poco probable que los
cambios hemodindmicos sucedidos por
la ingestién de nitrato de sodio sean de-
bidos al ién sodio.

El estudio microsc6pico de los cor-
tes de la gldndula tiroides obtenidos de
animales aparentemente sanos mostré
cambios graduales sugestivos de bocio
hipofuncionante en los individuos de los
grupos 2 y 3 (figura 3), caracterizados
por un aumento del didmetro promedio
de los foliculos, una disminucién de la
apetencia tintorial del coloide y un apla-
namiento del epitelio folicular, el cual en
algunas zonas llega a tener una altura de
tan solo 3 pm. Esto contrasta con la his-
tologia de las tiroides de los individuos
de los grupos 0 y 1 donde la altura de las
células epiteliales foliculares se encuen-
tra entre 7,5 y 13 pm.

El efecto bociogénico de los nitratos
ha sido sugerido y comprobado ya por
varios autores (13), hecho que proba-

blemente puede explicar las diferencias
macroscépicas y microscépicas de la
glindula tiroides en los animales sacrifi-
cados. Al estar presente un agente bocio-
génico en la dieta, los niveles sanguineos
de hormonas tiroideas van a disminuir,
lo que va a ser compensado con un au-
mento en la liberacién de TSH, con una
respuesta glandular que puede ser efecti-
va o no. Asi, este estimulo induce un au-
mento del tamano glandular causado por
hipertrofia celular el cual tiene como fin
aumentar los niveles circulantes de hor-
monas tiroideas; el aumento del tamafio
glandular serd entonces proporcional al
efecto del agente bociogénico, tal como
ocurrié en el grupo nimero 3, donde el
tamafio tiroideo fue el mayor de todos
los observados, pues como se recuerda
este grupo recibié la dosis mds alta de
nitrato. No obstante, a pesar de este es-
tado de hipofuncién tiroidea, y de lo su-
gerido en anteriores estudios en los que
se informé una disminucién del peso en
animales que recibieron una adicién de
nitrato, en el presente trabajo no se noté
ninguna diferencia apreciable en cuanto
al peso se refiere entre aquellos animales
del grupo 0 y los que recibieron adicién
de nitrato (datos no mostrados).

Finalmente, tras considerar la proba-
bilidad de que en los piensos ofrecidos
a los broiler se pueden encontrar con-
centraciones de nitratos muy variables,
y que el consumo de estas sustancias
puede incrementar dramdticamente la
mortalidad en las explotaciones avicolas,
tal como lo demuestra este trabajo, es
posible llegar a considerar la necesidad
de que en el control de calidad del pro-
ceso de produccién de piensos para aves
deba ser incluido el control de nitratos
y nitritos.
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