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Desarrollo de un candidato
vacunal de subunidad contra el
virus de la Enfermedad
Hemorragica del Conejo

Development of a subunit vaccine candidate against Rabbit Hemorrhagic Disease

Farn6s O.', Ferndndez E.", Chiong M., Parra F.*, Joglar M.", Méndez L.}, Rodriguez E.!, Rodriguez D.”, Gonzilez E.M.", Sudrez M.", Rodri-
guez MP.}, Rodriguez-Mallon A.", Valdés J.*, Gonzélez N., Limonta M.?, Estrada MP.}, Vargas M. }, Mena J.*, Sinchez K%, Borroto C.!, Garcia
M

'Direccién de Investigaciones Agropecuarias, Centro de Ingenierfa Genética y Biotecnologfa, Ave. 31, ¢/ 158 y 190, CP 10600, Cubanacan, Playa, La Habana, Cuba.

*Direccion de Desarrollo Tecnolégico, Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, Ave. 31, e/ 158 y 190, CP 10600, Cubanacan, Playa, La Habana, Cuba.

*Division de Formulacién y Envases, Direccion de Produccion, Centro de Ingenierfa Genética y Biotecnologfa, Ave. 31, e/ 158 y 190, CP 10600, Cubanacén, Playa, La Habana, Cuba.
*Grupo de Negociacion y Desarrollo de Proyectos, Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, Ave. 31, e/ 158 y 190, CP 10600, Cubanacan, Playa, La Habana, Cuba.
*Direccion de Ensayos Clinicos y Asuntos Regulatorios, Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, Ave. 31, e/ 158 y 190, CP 10600, Cubanacén, Playa, La Habana, Cuba.
“Direccion de Desarrollo Tecnolégico, Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, Circunvalacién Norte y Ave. Finlay, CP 70100, Camagiiey, Cuba.

7Centro Nacional de Epizootiologia, Diagnéstico e Investigacion, Ave. 51 No. 33212, Habana, Cuba

*Laboratorio de Biotecnologia. Universidad de Oviedo. Espana.

‘Direccién de contacto: marianela.garcia@cigb.edu.cu

Resumen

Las vacunas existentes actualmente contra el virus de la Enfermedad Hemorragica del Conejo estdn basadas en la inactiva-
cién del virus a partir de la maceracién de higados de conejos previamente infectados con el virus campo, con el consecuente
cuestionamiento ético y de seguridad. A partir del gen codificante para la proteina VP60, del aislamiento espafiol AST/89, se
ha logrado realizar el clonaje y expresion recombinante de una VLP, que contiene esta proteina, en la levadura Pichia pasto-
ris y su caracterizacion fisica quimica, seguida del desarrollo de un proceso de purificacién y la formulacion final de un candi-
dato vacunal. Se ha evaluado la respuesta inmune inducida a corto y largo plazo en animales de experimentacién contra dife-
rentes cepas del VEHC, incluyendo el subtipo antigénico VEHCa, demostrando la eficacia del candidato. Una confrontacién
con 100 DL50 del virus campo demostré que todos los animales inmunizados sobrevivieron al reto. Diferentes esquemas de
inmunizacion, dosis y vias de administracion han sido evaluados.

Palabras clave: VEHC, vacuna de subunidad, VLP, inmunidad a largo plazo.

Abstract

Currently available vaccines against the Rabbit Hemorrhagic Disease Virus are based on the virus from the maceration of livers of
previously infected with the virulent virus rabbits, with the logical ethic and safety questioning. From the gene that codifies the VP60
protein, from the Spanish isolation AST/89, the cloning and expression of a VLP, that contains this protein, in yeast (Pichia pasto-
ris) were performed and its physic-chemical characterization, followed by the development of a purification process and the final for-
mulation of a vaccine candidate. The induced immune response in short and long term in experimental animals against different
REHDYV strains, including the antigenic subtype REHDVa has been evaluated, demonstrating the efficacy of the candidate. A con-
frontation with 100 DLSO0 of the virulent virus demonstrated that all the immunized animals survived the challenge. Different sche-
mes of immunization, dose and routes of administration have been evaluated.

Key words: RHDV, subunit vaccines, VLP, long term immunity.

Introduccion

La enfermedad hemorrdgica viral del conejo se detecté por primera vez en la Republica Popular China en el afio 1984 (Liu
y cols., 1984). Es una enfermedad letal y contagiosa, que en conejos adultos tiene un indice de morbilidad del 100% y una
mortalidad que puede alcanzar hasta el 90%. En la actualidad, el VEHC se considera endémico en toda Europa y en el este
Asiatico (Cooke, 2002). En Europa, los brotes afectan con frecuencia al sector productivo y provocan también la desestabili-
zacién de ecosistemas, que dependen de las poblaciones de conejos salvajes que en ellos habitan (Chasey, 1997; Calvete,
2006). En el continente americano, se han descrito brotes de magnitud variada en México, Estados Unidos, Cuba y Uruguay

XXXV Symposium de cunicultura de ASESCU 9



PATOLOGIA

(Greggy cols., 1991; Toledo y cols., 199S; Neilan y cols., 2000; Campagnolo y cols., 2003; http://www.oie.int). Sin embar-
go, hasta el presente Cuba ha sido el pais mas afectado de la region, con cuatro epizootias ocurridas en los afios 1993, 1997,
2000-2001 y 2004-200S. Los principales estudios realizados en el pais se han dirigido al diagndstico de la enfermedad, y a su
aplicacion en la ejecucion de programas para impedir la diseminacion del virus.

Actualmente, no existe un sistema de cultivo celular in vitro que permita la replicacién del VEHC, por lo que los tinicos pre-
parados vacunales disponibles comercialmente consisten en formulaciones obtenidas a partir de macerados de drganos de
conejos libres de patégenos, infectados con el virus (Argiiello-Villares, 1991). El uso a gran escala de estas preparaciones, im-
plica riesgos que incluyen la posibilidad de introducir microorganismos patégenos exéticos en aquellas regiones o paises que
decidan practicar este tipo de vacunacion, ademads del cuestionamiento. El empleo de levaduras convencionales, células de
insecto o plantas para la expresion de la proteina VP60, por su parte, ha producido bajos niveles de expresion, del orden de
las unidades o pocas decenas de miligramos por litro de cultivo. Los mayores niveles alcanzados en el sistema de baculovi-
rus/Sf9, han sido de aproximadamente 20 mg/L (Laurent y cols., 1994).

La respuesta inmune contra el VEHC esta dirigida contra la proteina VP60 de la cépsida y consiste fundamentalmente en
anticuerpos neutralizantes que reconocen determinantes antigénicos especificos expuestos en la superficie del virus, los cua-
les correlacionan con los niveles de proteccién en el animal (Capucci y cols., 1995). Estos anticuerpos son capaces también
de inhibir la aglutinacién de eritrocitos humanos del grupo O, producida por el virus en experimentos in vitro (Capucci y
cols., 1995; Ferndndez-Fernandez y cols., 2001). Por otra parte, las tendencias en investigacién se encaminan a lograr el des-
arrollo temprano de una respuesta inmune humoral potente, tanto sistémica como local, contra este agente infeccioso. Des-
de otro punto de vista, el econdmico, es imprescindible obtener niveles de expresion de la proteina VP60, preferiblemente
del orden de las centenas de miligramos o gramos por litro de cultivo, ademds de la utilizacién de sistemas heterélogos que
propicien el desarrollo de plataformas productivas a gran escala, y permitan una produccion factible de vacunas capaces de
prevenir la infeccidon por el VEHC. Entre las estrategias més recientes y efectivas se encuentra el empleo de nuevos sistemas
de expresion eucaridticos como la levadura Pichia pastoris, con niveles que alcanzan con frecuencia los gramos por litro de
cultivo (Higgins y Cregg, 1998; Cereghino y Cregg, 2000). En este trabajo exponemos las etapas vencidas para obtener y
desarrollar una formulacién vacunal basada en la expresién de la proteina VP60 recombinante en P. pastoris.

Material y métodos

El gen que codifica la proteina VP60 del VEHC, donado por el laboratorio de Biotecnologia de la Universidad de Oviedo,
se clond en el vector de expresion pNAO, obteniéndose el plasmidio de expresion pPNAOVP60. La insercién del gen se con-
firmé por secuenciacidn, y se encontrd la secuencia nucleotidica esperada. El plasmidio se digirié con una enzima de restric-
cién y se obtuvo el plasmidio lineal que se utilizé para transformar la cepa MP36 de P. pastoris. Entre 80 clones, se selecciona-
ron el clon PVP11 (expresado insoluble, intracelular) y el PVP12 (expresado soluble, intracelular), por mostrar altos niveles
de expresion intracelular de la VP60, por inmunodot.

La cepa PVP12 se utilizé para los estudios de expresion de la proteina VP60 intracelular en cultivos de 100 mL y en fermen-
tadores de 5 L de volumen. Para el analisis de las muestras del proceso, se procedi6 a la ruptura de las células de lalevadura y
se utilizé un suero hiperinmune anti-VEHC. Los niveles de expresion en el sobrenadante de ruptura se cuantificaron por
ELISA, utilizando la VP60 obtenida en células de insecto, como patrén de concentracién conocida.

El perfil antigénico de la proteina VP60 obtenida de forma soluble en P. pastoris se estudi6 por ELISA, con el empleo de
sueros anti-VEHC obtenidos de conejos inmunizados con las cepas virales AST/89 y Bs.89, asi como un suero hiperinmune
generado contra la cepa que circulé en Cuba en los aios 2004-2005. El perfil antigénico también se estudié por inmunodot
con los anticuerpos monoclonales 1H8, 6H6 y 6G2, dirigidos contra epitopos conformacionales presentes en la proteina
VP60 del VEHC (cepa “clasica” Bs.89), obtenidos en el laboratorio de referencia de la OIE para la enfermedad (Istituto Zo-
oprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell'Emilia, Italia) que reconocen epitopos discontinuos presentes en la protei-
na monomeérica y un epitopo presente unicamente en la cipsida ensamblada.

La proteina VP60 obtenida de forma soluble en P. pastoris (cepa PVP12) se caracterizd por cromatografia liquida de alta
eficacia de filtracion en gel, con el empleo de una columna TSK G5000 PW equilibrada con PBS. Se utilizaron como patro-
nes de peso molecular el HBsAg particulado (con un peso molecular >1500 kDa) y azida sédica (Figura 1A,B), analizados en
la misma columna.

La proteina purificada se formul6 en adyuvante oleoso, a razén de S0ug/mLy se evalué en conejos su capacidad inmunogé-
nica y la funcionalidad de los anticuerpos generados, en las siguientes condiciones: se utilizaron 2 dosis de la proteina VP60;
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se utiliz6 la proteina purificada o contenida en el sobrenadante de ruptura celular y la proteina VP60 obtenida insoluble en la
cepa PVP11 de P. pastoris (VP60-PVP11), asi como el antigeno VP60 obtenido en cultivos de células de insecto, y la vacuna
Cunipravac-RHDTM (RHDV inactivado). Para evaluar la proteina VP60-PVP11 por via oral, se administraron 3 dosis, a ra-
z6n de 0,5 mg por dosis. Los grupos se inmunizaron los dias 0 y 21 por via subcutdnea y los dias 0, 21 y 40, por via oral. Los
niveles de anticuerpos capaces de unir el VEHC en un ELISA de competicion, se evaluaron con la utilizacién de la cepa italia-
na Bs.89, los dias 0, 14, 40, 60, 90 y cada 30 dias hasta los 365 dias.

Mas tarde, experimentos de confrontacion con dosis letales del virus se realizaron en las instalaciones de la Universidad de
Oviedo, Espana, en coordinacion con el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de dicha institucién. Se utiliza-
ron 15 conejos adultos, de 8 semanas de edad y masas corporales por encima de 1,5 kg, los cuales se dividieron en tres gru-
pos: Grupo 1: (7 animales). Se inmunizé por via subcutdnea con la proteina VP60 purificada por sec-HPLC, a partir del so-
brenadante de ruptura de la cepa PVP12 de P. pastoris (Dosis de S0 mg en 2 mL); Grupo 2: (3 animales). Se inmunizé por
via subcutdnea con la proteina VP60 expresada en células de insecto, ambas adyuvadas en Montanide 888 (Dosis de 50 mg
en 1 mL). Grupo 3: (3 animales). Se administré Montanide 888 por via subcutinea (placebo, 1 mL). En todos los casos se
inmunizo alos Dias 0, 21. Se tomaron muestras de suero a todos los animales los dias 0, 21, 30 y 42 para determinar los nive-
les de anticuerpos IgG especificos contra el VEHC por ELISA de competicidn, asi como los titulos capaces de inhibir in vitro
la hemaglutinacién viral. Todos los animales se retaron en el dia 42 del experimento, utilizando 16000 unidades hemagluti-
nantes del aislamiento AST/89 del VEHC, administradas por via intramuscular.

Un proceso de purificacién por exclusion molecular, a escala productiva, fue establecido, evaludndose tres lotes de fermen-

tacién (1001, 1002, 1003). Se utilizé una columna BP250/60. La velocidad empleada fue de 15 cm/h, el flujo de trabajo fue
de 122 ml/min. Se evaluaron por HPLC los picos colectados luego de la purificacién en una matriz de sefarosa CL4B.

Resultados y discusion

Como resultado del entrecruzamiento génico, se obtuvo una banda de aproximadamente 7,3 kb (Figura 1A).
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Figura 1. Andlisis por Southern blot del gen AOXI en las cepas de P. pastoris MP36 (A, Linea 1) y PVP12 (A, Linea 2). En B) se
muestra el diagrama que representa el evento ocurrido. En este caso el casete de expresion se inserta en el genoma hospedante y reem-
plaza al gen AOXI nativo.

Se observé por inmunodot y Western blotting que toda la proteina recombinante se obtuvo de forma intracelular y soluble
a partir de las 12 h post-induccién, con un peso molecular de aproximadamente 60 kDa. No se detectd la proteina recombi-
nante asociada al precipitado de ruptura celular. Los niveles de expresion en el sobrenadante de ruptura se cuantificaron por
ELISA (Tabla 1) y alcanzaron los 300 mg/L de cultivo.

Los anticuerpos presentes en los sueros de animales inmunizados con las cepas virales AST/89 y Bs.89, asi como el suero
hiperinmune de la cepa que circul en Cuba, reconocieron la proteina recombinante. La proteina VP60 soluble fue reconoci-
da por los tres anticuerpos monoclonales 1H8, 6H6 y 6G2. La presencia del epitopo reconocido por el anticuerpo 1HS8, pre-
sente s6lo en la capsida ensamblada del RHDV y no en la proteina VP60 en su forma monomeérica o dimérica, sugiri6 que el
antigeno alcanzé una conformacion parecida a la que alcanza la proteina nativa ensamblada en la cépsida viral.

La caracterizacion de la proteina por HPLC confirmé que la proteina VP60 se encuentra formando estructuras de alto peso
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molecular, debido a que la misma eluy6 en un solo pico definido, con un tiempo de retencion de aproximadamente 33 minu-
tos. Este tiempo es similar al obtenido para el HBsAg en esta columna, con un flujo de 0,2 mL/min (Figura 3A,B,C).

Al inmunizar conejos para evaluar la capacidad de la proteina VP60 obtenida y la funcionalidad de los anticuerpos generados se
observé que todos los grupos que recibieron la proteina VP60 recombinante, asi como los conejos inmunizados con la vacuna de
VEHC inactivado, desarrollaron altos niveles de anticuerpos capaces de competir por el VEHC, al utilizar menores concentracio-
nes de antigeno, un nimero de dosis menor y con un adyuvante disponible para ser empleado en la medicina veterinaria, Monta-
nide 888. Los grupos inmunizados con la proteina VP60-PVP12 purificada o contenida en el sobrenadante de ruptura celular, con

300
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Figura 2. A) Perfil de crecimiento de la cepa PVP12 de P. pastoris en fermentador de S L. La flecha indica el inicio del crecimiento
en metanol. B) Expresion en el tiempo de la proteina VP60 soluble, detectada por el anticuerpo monoclonal 6H6. PR: precipitado
de ruptura, SR: sobrenadante de ruptura. Puntos 1 al 8 indican 12, 24, 36, 48, 72, 96, 108 y 120 horas de cultivo, respectivamente.
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Figura 3. Andlisis de la proteina VP60 obtenida. A) Cromatograma del sobrenadante de ruptura de la cepa PVP12,

B) Cromatograma de la proteina VP60 previamente purificada en la misma columna, con un tiempo de retencién de 33 min, y
deteccion de la proteina por inmunodot al utilizar el anticuerpo monoclonal 1H8. MI: muestra inicial; Puntos 1, 2 y 3, fracciones
colectadas correspondientes a este mdximo de absorbancia, C. Superposicion de los cromatogramas de VP60 y del HBsAg con tiem-
pos de retencién de aproximadamente 33 y 32 min, respectivamente.
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la proteina VP60-PVP11 por via subcutdnea, asi como los animales vacunados con la proteina VP60 obtenida en células de insec-
to o con la vacuna Cunipravac-RHDTM, desarrollaron una respuesta rdpida de estos anticuerpos, solo 14 dias después de la pri-
mera inoculacién. Estos valores se mantuvieron hasta la iltima determinacién, en el dia 365 del experimento (Tabla 1).

Porciento de inhibicion en ELISA (anti-RHDV)
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6 Grupo 7
. |(VPeO-PVP12/|(VP6O-PVP12/| (VP60O-PVPL1 | (VPEO-PVPIL (VP60 (vacuna de RIIDV (Placebo)
Dias purificada, via| sobrenadante | pellet ruptura, | pellet ruptura, |baculovirus/Sf9, inactivado,
s.c.) ruptura, via via oral) vias.c.) via s.c.) Cunipravac-RHDTM
s.c.) via s.c.)

0 Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa
14 931+0,1a | 71.0+254a 0,1 +0,3b 834+124a 937+0,1a 573 +194¢ 0d
40 93,9 £ 0,3a 93,5+ 1,3a 72,9 £ 18,3b 93.2 + 0,6a 95,0+ 0,8a 80,7+ 172a Oc
60 916+14a 925+0,5a 822+ 157 923+ 14a 919+1.2a 853 +10,0a 0b
90 92,2 +04a 92,1 £0,9a 53,1 +31,5b 91,7+ 1.3a 91,2+ 1.2a 88,1 +5,2a Oc
180 925+03a 929+ 0,2a 589 +95b 90,5 + 0,6a 935+17a 908+ 14a Oc
270 928 +04a 91,8+3,1a 60,8 + 14,3b 938+ 1,2a 93,6 +03a 92,7 +3,5a Oc
365 91,6 +1,7a 91,4+ 0,6a 558+ 12,5b 90,8 +3,1a 92,1 +03a 89.8+39a Oc

Tabla 1. Niveles de anticuerpos contra el RHDV, medidos como porcientos de inhibicion en un ELISA de competicion. Las letras
diferentes en una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas para p<0,0S, de acuerdo a la prueba de Kruskal-
Wallis y a la prueba de Dunn.

Los posteriores resultados de los experimentos de confrontacién con dosis letales del virus arrojaron que todos los anima-
les vacunados con las formulaciones que contenian la proteina VP60 expresada en células de insecto o en P. pastoris sobrevi-
vieron la confrontacién viral hasta 10 dias después de aplicado el mismo, en que fueron sacrificados, sin mostrar signos clini-
cos caracteristicos de la enfermedad. S6lo en el caso de los grupos inmunizados con la proteina VP60 obtenida en células de
insecto o en lalevadura P. pastoris se detectaron titulos capaces de inhibir in vitro la hemaglutinacion.

El estudio de escalado de la purificacion de la proteina, con vistas a establecer un proceso productivo robusto, arrojé que
se obtiene una pureza elevada (mas de un 80%) y un tamafio de particula similar al obtenido en la escala inferior. (Fig. 3,
A, B, C).

Estos lotes fueron formulados en adyuvante oleoso (Montanide 888) y se encuentran en estudios de estabilidad y en ensa-

yos de inocuidad (Ensayo Fase I)

Conejos
Dia 0Dia 42|Sobrevivencia al reto|Sintomas clinicos/Muerte | 10 Dias post-reto
1 (Placebo) - 16 no si -
3 (Placebo) 16 no si
4 (Placebo) - 8 no si -
5 (VP60 Baculo/S/9) - | 4096 si no 8192
6 (VP60 Baculo/Sf9) | - | 2048 st no 8192
8 (VP60 Baculo/Sf9) - | 2048 si no 4096
Media 2730,6 6826,6
9 (VPGO F. pastoris) - 256 si no 1024
10 (VP60 P. pastoris)| 4 | 1024 si no 2048
11 (VP60 P. pastoris )| 2 256 si no 512
12 (VP60 P. pastoris)| - | 256 si no 2048
13 (VP60 P. pastoris )| - 1024 si no 2048
14 (VP60 P. pastoris )| - 128 si no 256
15 (VP60 P. pastoris )| - 128 si no 512
Media 4388 1206,8

C+ (1/4096)

Tabla 2. Titulos de anticuerpos capaces de inhibir la hemaglutinacién viral in vitro.
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Figura 4. Cromatograma del HPLC realizado al pico
colectado en los lotes A-1001, B-1002, C-1003.
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Resumen

La aparicion de la enteropatia epizodtica cunicola ha provocado la modificacién de los protocolos de destete en las granjas
industriales. Los protocolos tradicionales de destete a los 28 dias postparto (dpp) estan siendo sustituidos por ciclos més lar-
gos, ya que se ha observado empiricamente que se produce una reduccién en la mortalidad del engorde, probablemente de-
bido al efecto protector de laleche y a un mayor desarrollo del sistema inmune de los gazapos, aunque se desconoce el efecto
que tiene en las madres. Por ello, el principal objetivo de este trabajo fue comparar la evolucidn de las poblaciones linfocita-
rias en conejas multiparas, al final de su vida productiva, y sus gazapos bajo dos ritmos reproductivos. Se estudiaron un total
de 22 conejas adultas y 44 gazapos, destetados a 28 y 42 dpp. Se tomaron muestras de sangre periférica en diferentes momen-
tos y se evaluaron las poblaciones linfocitarias mediante citometria de flujo. También se midié el espesor de la grasa perirenal
para evaluar su condicidn corporal. En general, las conejas con destete a 28 dpp mostraban un mayor nimero de diferentes
poblaciones linfocitarias en sangre periférica durante el periodo estudiado. Estos resultados fueron independientes de su
condicién corporal, contrariamente a lo que ocurria en animales destetados a los 42 dpp. Se observaron algunas correlacio-
nes entre la cantidad de linfocitos en las conejas y en sus gazapos en el momento del destete. Los gazapos destetados a 28 dpp
mostraban un mayor numero de linfocitos CD4" el dia del destete que los destetados a los 42 dpp.

Palabras clave: Conejos, poblaciones linfocitarias, sangre periférica, destete, ritmo reproductivo, citometria de flujo.

Abstract

The emergence of a novel pathology that was previously unknown (epizootic rabbit enteropathy) is causing the change in the proto-
cols of weaning in commercial rabbitries. The traditional protocols of weaning at 28 days postpartum (dpp) are being changed by
longer periods. This late weaning is an empirical practice for to reduce the mortality during fattening, probably because of the protec-
tive role of milk and the development of the immune system of the young rabbits. The main objective of this study was to compare the
evolution of peripheral blood lymphocyte populations in multiparous rabbit does and their pups under two reproductive rhythms at
the end of their productive life. A total of 22 commercial adult female rabbits and 44 pups, weaned at 28 and 42 dpp, were studied.
Samples of peripheral blood were taken in different critical moments and several lymphocytic populations were evaluated with flow
cytometry. Additionally, the perirenal fat thickness of does was also measured to evaluate the body condition. In general, rabbit does
with weaning at 28 dpp had higher number of different lymphocytic populations in peripheral blood during the studied period. The-
se results were independent of their body condition, contrary to what happened in the animals with weaning at 42dpp. Some correla-
tions between the quantity of lymphocytes in the does and in the weaned pups were observed. The young rabbits weaned at 28 dpp
had higher number of CD4" lymphocytes in the weaning date than those weaned at 42 dpp.

Key words: Rabbit, lymphocytic populations, peripheral blood, weaning, reproductive rhythm, flow cytometry.
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Introduccion

Las enfermedades digestivas son la principal causa de enfermedad y mortalidad en conejos de cebo y son responsables, por
lo tanto, de importantes pérdidas econdmicas en granjas industriales (Marlier et al., 2003). En el afio 1997 apareci6 en Euro-
pa un nuevo sindrome gastro-intestinal denominado enteropatia epizodtica cunicola y desde entonces este proceso se ha
convertido, sin lugar a dudas, en la principal causa de mortalidad en conejos de cebo. Esta enfermedad afecta principalmente
a conejos de engorde tras el destete (Licois et al., 2006). Esta es, probablemente, la principal causa por la cual los granjeros
estan cambiando, desde hace un tiempo, los protocolos de manejo en las granjas industriales. Los protocolos habituales, con
destetes a 28 dias post parto (dpp) e inseminaciones a 11 dpp, estin siendo sustituidos por destetes mas tardios (35-42 dpp,
con inseminaciones a 18-25 dpp). La implantacién de estos protocolos menos intensivos se basa en la observacién empirica
de que con ello se logra una reduccién de la mortalidad, probablemente debido al efecto protector de la leche (Fortun-La-
mothe y Boullier, 2007; Gallois et al., 2007), ya que la lactacién se amplia, y a un mayor desarrollo del sistema inmune de los
conejos. Sin embargo, este incremento del periodo de lactacion podria penalizar las reservas energéticas de las madres. La in-
formacion sobre las consecuencias que pueden provocar en los animales este cambio de manejo es insuficiente y, por ello,
con este estudio se pretende conocer el efecto de la implantacién de un protocolo de destete tardio sobre las poblaciones lin-
focitarias en sangre periférica de conejas multiparas, al final de su vida productiva.

Material y métodos

Animales

Se estudiaron un total de 22 conejas adultas (Oryctolagus cuniculus), de entre 11 y 15 meses de vida. Desde su primer parto,
alos 5 meses de vida, se encontraban bajo dos ritmos reproductivos diferentes: 11 conejas eran inseminadas a los 11 dpp,
con destetes a 28 dpp (grupo 28D), y las otras 11 eran inseminadas a los 25 dpp, con destetes a 42 dpp (grupo 42D).

Tras el 5° parto, se tomaron muestras de sangre periférica en diferentes momentos. Los animales 28D se muestrearon a los
16 dpp (maxima produccién lechera), 28 dpp (destete), 35 dpp (recuperacién de reservas energéticas) y 42 dpp (6° parto).
Los animales 42D se muestrearon a los 16 dpp, 28 dpp, 42 dpp (destete) y 49 dpp (recuperacién de reservas energéticas).
También se estudiaron dos gazapos, de cada coneja, en el momento del destete.

Estudios de citometria de flujo

Previamente a realizar los estudios de citometria de flujo se obtuvo el numero total de linfocitos mediante un contador ce-
lular (Nihon Kohden Celltac alpha MEK-6410). Para los andlisis de citometria de flujo se dispensaron S0 mL de sangre com-
pleta en tubos de polipropileno en los que se anadieron varios anticuerpos monoclonales primarios (Tabla 1) y se incubaron
1S minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Se lisaron los eritrocitos afiadiendo 1 mL de solucién lisante (8,02 g
NHA4Cl; 0,84 g NaHCO3y 0,37 g EDTA por litro de agua) a 4°C. Tras S minutos de incubacién en oscuridad las muestras se
centrifugaron a 400 x G, durante 5 minutos, a 20°C. El sobrenadante fue cuidadosamente eliminado y el pellet lavado dos ve-
ces con 1 mL de PBS. A continuacién se afiadieron los anticuerpos secundarios (Rat anti-mouse IgG2a+b phycoerythrin y
Goat anti-mouse IgM: R. Phycoerythrin -human adsorbed-), que se incubaron, durante 20 minutos, a 20°C, en oscuridad.
Por tltimo, se afiadié 1 mL de PBS antes de analizar las muestras en el citémetro de flujo (Cytomics FC500- Beckman Coul-
ter, Brea, CA).

Anticuerpos monoclonales Isotipo Especificidad  Células Referencias Compaiiia

Mouse anti-rabbit T lymphocytes:

FITC IeG1 Linfocitos T Células T Kotani et al., 1993 Abd Serotec

Ct-Rabbit pan B IeM Linfocitos B Células B Davis y Hamilton, 2008 ~ VMRD, Inc.
Subpoblacién de

Mouse anti-rabbit CD4 I1eG2a CD4 células T Kotani et al., 1993 Abd Serotec
Subpoblacion de

- CD8 IgG2a  CDS8 células T Davis y Hamilton, 2008 ~ VMRD, Inc.
Células T

Mouse anti-rabbit CD25 IeG2b (D25 activadas Kotani et al., 1993 Abd Serotec
Monocitos y

Mouse anti-human CD14: FITC IgG2a CD14 granulocitos Jacobsen et al., 1993 Abd Serotec
Todos los

- CD45 IeM CD45 leucocitos Davis y Hamilton, 2008 ~ VMRD, Inc.

Tabla 1. Anticuerpos monoclonales empleados en este estudio.
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Estudios ecograficos

El espesor de la grasa perirenal de las conejas fue medido ecogréficamente al parto y al destete para evaluar la condicién
corporal, como describieron Pascual et al. (2000 y 2004).

Estudios estadisticos

Para analizar la evolucidn de las poblaciones linfocitarias sanguineas de las conejas multiparas se utilizé un modelo mixto
(PROC MIXED de SAS; Statistical Analysis System, 2001). El modelo empleado para analizar los datos de las poblaciones
linfocitarias sanguineas de los gazapos al destete fue “Split plot” (PROC GLM de SAS, 2002) que incluia la edad al destete
(28 y 42 dpp) como efecto fijo. Por dltimo, la relacion entre las poblaciones linfocitarias de las conejas y entre el cambio del
espesor de la grasa perirenal y las poblaciones linfocitarias de los gazapos, se realizaron mediante coeficientes de correlacién
Pearson (p) utilizando el PROC CORR de SAS (2001).

Resultados y discusion

En lineas generales y teniendo en cuenta los valores medios, las conejas estudiadas al final de su vida productiva, a diferen-
cia de resultados previos descritos en adultos jévenes (Jeklova et al., 2007), presentaron una mayor cantidad de linfocitos T
(1191x10°/L) que de linfocitos B (96x10°/L). Esta tltima poblacién celular mostré una gran variabilidad entre individuos.
Por otra parte, Gnicamente el 1,2% de los linfocitos T estaban activados (CD25"), presentando también alta variabilidad en-
tre animales. No obstante, el dato que mostré mayor variabilidad entre conejas fue el cambio del espesor de la grasa perirenal
durante la lactacion, sobre todo en las conejas 42D.

Las conejas 28D presentaron una mayor numero de linfocitos totales (Figura 1), linfocitos T, linfocitos T CD4" y linfocitos
T CD8" que las conejas 42D (P=0,003, P=0,002, P=0,016 y P=0,042, respectivamente). Es decir, los animales sometidos al
protocolo de destete a 28 dpp muestran una mayor cantidad de las células que constituyen el nicleo de la respuesta inmune
adquirida, coordinando y ejecutando la respuesta del hospedador frente a diferentes agentes infecciosos (Delves et al., 2006)
y durante los fenémenos inflamatorios (Ross, 1994).

Respecto a la evolucion de los linfocitos totales a lo largo del periodo estudiado, también se detectaron diferencias entre
ambos grupos. Las conejas 28D mostraron un incremento de linfocitos totales en el momento del destete (alos 28 dpp) y en
el siguiente parto (alos 42 dpp). Se han descrito diferencias en la cantidad de linfocitos a lo largo del ciclo gestacién-lacta-
cién, produciéndose una disminucién de linfocitos a los 24 dpp (Kim et al., 2002), de forma similar a lo que ocurre en las co-
nejas 28D. Por el contrario, las conejas 42D no mostraron diferencias a lo largo del periodo estudiado. Esto podria indicar
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Figura 1. Efecto del ritmo reproductivo (edad de destete a 2800 42Mdias) en la evolucién de linfocitos totales (x10°/L) en sangre
periférica de conejas multiparas. a,b Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,0S)..
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que los animales 42D han sufrido un mayor agotamiento inmunoldgico, de tal forma que, ademds de mostrar una menor can-
tidad de células linfocitarias, no son capaces de modular su cantidad a lo largo del ciclo gestacidn-lactacion, por lo que podri-
an tener una respuesta deficiente ante infecciones o enfermedades.

Las conejas 28D tenfan mayor cantidad de linfocitos T alos 16 y 28 dpp, debido a un incremento de las poblaciones de lin-
focitos T CD4* y CD8" (sélo significativos a 28 dpp). En momentos trascendentales para los animales como es el dia del des-
tete, las conejas 28D también presentaban una mayor cantidad de linfocitos B, T, CD4* y CD8" que las conejas 42D. Estas di-
ferencias desaparecieron una semana después.

Se observaron algunas correlaciones entre la condicién corporal y las poblaciones linfocitarias, pero inicamente en las co-
nejas 42D, de tal forma que a mayor espesor de grasa perirenal al parto mds elevado era el numero de linfocitos totales
(R=0,65; P<0,05) y linfocitos B (R=0,82; P<0,001) alos 16 dpp. Igualmente, cuanto menor era la pérdida de espesor de gra-
sa perirenal durante la lactacién, mayor era el nimero de linfocitos T y B una semana después del destete (R=0,79 y 0,70;
respectivamente, P<0,05). Estos resultados podrian indicar que estos animales presentan una mayor dependencia de su esta-
do corporal.

Por ultimo, respecto a los gazapos, la tnica diferencia significativa observada afectaba a la cantidad de linfocitos CD4+, que
era mayor en los gazapos destetados a los 28 dias que a los 42 dias (409x10°/L vs. 255x10°/L; P=0,010). Este resultado es
sorprendente ya que los animales destetados con el protocolo tradicional estarian, teéricamente, mejor preparados inmuno-
légicamente para afrontar una infeccién. También se detectaron algunas correlaciones significativas entre algunas poblacio-
nes linfocitarias de las madres y de los gazapos. Particularmente, el ntimero de linfocitos T de las conejas estaba positivamen-
te correlacionado con el numero de linfocitos T (R=0,37, P<0,01), linfocitos T CD4* (R=0,35, P<0,05) y linfocitos T CD8+
(R=0,34, P<0,05) de los gazapos y negativamente correlacionado (R=-0,40, P<0,01) con el nimero de linfocitos activados
(CD25").

En conclusion, las conejas sometidas a un destete alos 42 dias postparto presentan un menor nimero tanto de linfocitos to-
tales como de sub-poblaciones linfocitarias, sobre todo en momentos criticos, como el destete, asi como menor capacidad de
adaptacion durante el ciclo gestacion-lactacion. Este hecho, aparentemente, las hace depender en mayor medida de su con-
dicion corporal. Ademads, contrariamente a lo esperado, sus gazapos tienen un menor ntimero de linfocitos T CD4+, que son
una pieza fundamental en la coordinacién de la respuesta inmune.
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Morel A.', Boucher S.2, de Paz X."", Caamafio M., Manso P.!

! Elanco Animal Health
* Labovet, ZAC de la Buzeniére, 85505 Les Herbiers, France
*Direccién de contacto: de_paz_solanes_xavier@lilly.com

Resumen

Desde hace anos la tilmicosina se viene utilizando para tratar los casos de pasterelosis en conejos; por este motivo se realizé
un estudio para determinar la evolucion de la sensibilidad a este macrolido. Entre los anos 2002 y 2008 se recogieron mues-
tras de brotes respiratorios en Francia y en los que posteriormente se aislé Pasteurella multocida; en total se recogieron 1.902
cepas distintas. Posteriormente se realizé el estudio de sensibilidad de todas las cepas a la tilmicosina. Los datos demuestran
que solo se detecta resistencia basal a la tilmicosina, lo cual demuestra que la resistencia no ha aumentado alo largo del tiem-

po.

Palabras clave: Pasteurella multocida, Tilmicosina.

Abstract

Tilmicosin has been used for several years in rabbits to treat respiratory outbreaks due to Pasteurella multocida, and for this reason
a study was conducted to determine the evolution of the sensitivity to this antibiotic. During the year 2002 and 2008 samples from
different respiratory outbreaks in France were collected in which P. multocida was isolated. Globally 1,902 strains were isolated and
later the sensitivity study to tilmicosin was performed. Data confirmed that only basal resistance is detected and there is no increase
in the resistance rate during the years.

Key words: Pasteurella multocida, Tilmicosin.

Introduccion

La tilmicosina se viene utilizando en la cria de conejos para tratar los casos de pasterelosis desde hace afios, antes de que el
Pulmotil premix obtuviera una aprobacion de uso para conejos.

En colaboracién con el laboratorio de analisis que efecta el mayor numero de autopsias de conejos en Francia, Labovet,

Elanco puso en marcha un plan de vigilancia de sensibilidad de las cepas de Pasteurella multocida a la tilmicosina entre los
afios 2002 y 2008. Este informe analiza los datos recogidos.

Material y métodos

Enla necropsia de los conejos en laboratorio por enfermedades respiratorias, se efectiia una busqueda de cepas de Pasteure-
lla multocida tras la siembra de 6rganos que presentan lesiones caracteristicas de pasterelosis.

Lalectura de la sensibilidad de sus cepas se efecttia, mediante lectura del didmetro de inhibicién en gel de agar sembrado. El
laboratorio efecttia una correspondencia entre el didmetro leido y la concentraciéon minima inhibidora para la tilmicosina de

acuerdo con una plantilla.

Ellaboratorio, Lavovet, trabaja de acuerdo con las buenas practicas editadas por la Sociedad de Microbiologia Francesa, y
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testa de modo regular sus métodos con cepas estandarizadas. El laboratorio también posee el certificado COFRAC.

El conjunto de los resultados se presenta por afios de aislamiento, naturaleza del 6rgano de aislamiento de la cepa, Concen-
tracién Minima Inhibitoria (CMI) calculada y ntimero de la cepa conservada en banco de cepas.

Datos recogidos

« Las cepas de P. multocida fueron extraidas de animales enfermos llevados al laboratorio para su autopsia entre 2002 y
2008. Se analizaron un total de 1902 cepas de P. multocida. El desglose por afios aparece detallado en la Tabla 1.

« No existen datos de concentraciones criticas por lo que respecta a la tilmicosina para las Pasterelosis aisladas procedentes
de la especie conejo, dadas por el CLSI o la SMF.

« Los valores de concentraciones criticas aplicados para dichas cepas son los datos para P. multocida de origen porcino:
<16 pg/ml = cepa sensible a la tilmicosina. Esta concentracion corresponde a un didmetro de inhibicién de 11 mm.

232 pg/ml = cepa resistente a la tilmicosina. Esta concentracién corresponde a un didmetro de inhibicién de 10 mm.

Se calculé para cada afio la CMIso (concentracién minima inhibidora del 50% de cepas de una poblacién dada), y la CMIso

(concentracién minima inhibidora del 90% de cepas de una poblacién dada) de la poblacién bacteriana representada por las
cepas aisladas.

Resultados y discusion

La Tabla 1 muestra el desglose de las CMIso y CMlIso calculadas para las cepas aisladas por anos.

2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008
Numero total de cepas 176 | 467 | 239 | 241 294 233 256
Numero de cepas con CMI>32 4 16 7 7 6 15 6
CMIq, 1 2 0,25 | 0,25 | 0,125 | 0,125 | 0,125
CMI,, 8 8 4 8 2 4 4
% Resistencia 2,27 | 3,43 | 293 | 290 | 2,04 | 6,44 | 2,34

Tabla 1. Desglose de las CMIso y CMlIvo calculadas para las cepas aisladas por afios.

« Los datos demuestran que las CMI de tilmicosina frente a P. multocida se han mantenido estables, siendo los valores de la
CMlIso y la CMIso constantes desde 2004.

« De igual modo, el porcentaje de aislamientos de P. multocida resistentes a tilmicosina se han mantenido por debajo del
5%, con la excepcion de las muestras de 2007 en las que se describi6 un porcentaje de resistencias del 6,4%.

« Este bajo nivel de resistencias es el esperado en cualquier muestra de gran tamano y se considera el valor de resistencia
basal inferior al 5%.

« El aumento de resistencias observado en 2007 y los valores ligeramente elevados de CMIso y CMIso en los afios 2002 y
2003 pueden deberse a varias razones, pero las explicaciones mds probables podrian ser:

« Las muestras se originan en una nica granja o region, por tanto, se estdn analizando aislamientos clonales.

« Los aislamientos se han obtenido a partir de un clon endémico resistente de P. multocida que evolucioné de forma transi-
toria, ya que con posterioridad no se han vuelto a detectar valores de CIM o porcentajes de resistencia con un valor similar
elevado.

Conclusiones

« Los datos, recopilados a lo largo de 8 afios en las cepas de P. multocida procedentes de conejos, demuestran claramente
que solo se detecta resistencia basal a la tilmicosina.

« Este valor basal es el esperado en cualquier muestra de gran tamano. Esta afirmacion se apoya en el hecho de que la resis-
tencia no ha aumentado a lo largo del tiempo.

« Los datos apoyan el uso de tilmicosina para el tratamiento de la enfermedad respiratoria del conejo causada por P. multo-
cida, sin riesgo de aparicion de resistencias.

XXXV Symposium de cunicultura de ASESCU 21



PATOLOGIA

Distribucion pulmonar de la
tilmicosina (Pulmotil-Elanco) en el
conejo después de la
administracion oral

Pulmonary disposition study of tilmicosin (Pulmotil AC, Elanco) after repeat oral bolus administration to
rabbits
Lucatello L.", Gallina G.!, Drigo 1>, Cocchi M.?, Scandurra S, de Paz X.*', Caamano M.?, Manso P.’, Agnoletti F.?, Montesissa C.'

' Dipartimento di Sanita Pubblica, Patologia Comparata e Igiene Veterinaria, Universita di Padova, Italy
*Istituto Zooprofilattico delle Venezie, Treviso, Italy

*Elanco Animal Health

‘Direccién de contacto: de_paz_solanes_xavier@lilly.com

Resumen

Dos grupos (grupo Iy II) de cuatro conejos sanos New Zealand, recibieron tilmicosina (TIM) por via oral a una dosis de
12,5mg/kg de PV; el primer grupo de conejos recibid la tilmicosina durante 2 dias y el segundo grupo durante S dias conse-
cutivos. Otros tres grupos (grupos I1I, IVy V) de cuatro conejos recibieron la misma dosis de TIM durante 7 dias consecuti-
vos. Dos horas después de la tltima dosis todos los conejos de los grupos I, I y III fueron sacrificados mientras que los cone-
jos del grupo IV fueron sacrificados un dia después y los del grupo V se sacrificaron 3 dias después. En todos los animales se
tomaron muestras de plasma, macréfagos alveolares y tejido pulmonar para determinar la concentracién de TIM. Las con-
centraciones medias de TIM en el pulmén y en los macréfagos alveolares fueron mds altas que en el plasma; 7 y 400 veces
mas a partir del segundo dia de tratamiento. Los niveles de TIM bajaron en el plasma y en pulmén bajaron a partir del cese
del tratamiento pero se mantuvieron elevados en los macroéfagos alveolares incluso tres dias después. En conclusién, después
de la administracion oral de tilmicosina se observa una gran acumulacién en el tejido pulmonar y especialmente en los ma-
créfagos alveolares y, como es de esperar al tratarse de un macrélido, excediendo en gran medida las concentraciones detec-
tadas en plasma.

Palabras clave: Tilmicosina, macréfagos alveolares.

Abstract

Two groups of four non-infected New Zealand rabbits, received tilmicosin (TIM) by oral gavage at 12.5 mg/kg of body weight,
daily, for 2 and S consecutive days, respectively, while three groups of four rabbits received the same dose of TIM for 7 days. Two
hours after the last dose, all rabbits from groups treated for 2, S and 7 days were sacrificed. Other two groups treated for seven days
were sacrificed during the 1st day and the 3rd day of withdrawal. At each time of sacrifice, plasma samples, alveolar macrophages
(PAM) obtained by bronchoalveolar lavage and lung tissue were collected from each animal. TIM concentrations in PAM were cal-
culated based on the macrophage cell volume. Mean tilmicosin concentrations in lung tissue and PAM were high in TIM-treated ani-
mals, already at the second day of treatment, exceeding concurrent plasma levels by 7 and 400-fold, respectively. Among the different
days of sacrifice, the highest concentrations were found at the 3rd day-treated animals. TIM concentrations declined in plasma and
lung tissue to significantly lower level already at the first day of withdrawal, while PAM concentrations remained high also after
three days of withdrawal. In conclusion, after daily dosing TIM showed prominent accumulation in lung tissue and PAM, already
from the second day, with by far lower concentrations in plasma, as expected for a macrolide compound.

Key words: Tilmicosin, Alveolar macrophages.

Introduccion

La tilmicosina (TIM) es un antibiético semisintético de la clase de los macrélidos cuyo uso esta aprobado en veterinaria en
animales de produccion para combatir las infecciones respiratorias (Clark y cols., 2004). En efecto, la tilmicosina presenta
actividad in vitro contra varias bacterias Gram- asociadas a enfermedades respiratorias como Actinobacillus pleuropneumo-
niae, Pasteurella multocida y Mannhemia haemolityca, y también contra micoplasmas. Los estudios clinicos efectuados en le-
chones y terneros han confirmado la eficacia del tratamiento con TIM por via oral contra los patégenos pulmonares y su ca-
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pacidad de modular el proceso inflamatorio al reducir los mediadores de la inflamacion en el tejido pulmonar. Dicho efecto
est4 relacionado con la capacidad de los macréfagos alveolares (MA) de acumular la TIM a nivel intracelular con concentra-
ciones mas elevadas que las alcanzadas en suero, como consecuencia de un fendmeno de atrapamiento idnico que se produ-
ce por las importantes diferencias de pH que existen entre el suero y el entorno intracelular del macréfago (Baldwin y cols.,
1990; Conte y cols., 1995; Grolly cols., 2006).

En consecuencia, se han efectuado estudios en ese sentido con el objetivo de verificar la idoneidad de la administracién oral
en conejos de un medicamento con tilmicosina (Pulmotil AC, Elanco).

El objetivo del estudio fue evaluar las caracteristicas de la distribucién pulmonar (tejido pulmonar y macréfagos alveolares)
de la tilmicosina y verificar que la posologia adoptada es la adecuada, comparando para ello las concentraciones que se alcan-
zan en pulmon, macréfagos alveolares y plasma con respecto a los valores de las concentraciones minimas inhibitorias
(CMI) de las principales cepas de microorganismos patégenos.

Material y métodos

Doce conejos New Zealand (divididos en 3 grupos de 4 animales cada uno de ellos) recibieron tratamiento diariamente
por via oral durante 2, S y 7 dias con una dosis tnica de TIM (Pulmotil AC, Elanco) equivalente a 12,5 mg/kg. La distribu-
cién de tilmicosina en plasma, macréfagos alveolares (obtenidos mediante el lavado broncoalveolar) y pulmén se estudié en
los animales sacrificados 2 horas después de la tltima dosis. Otros dos grupos de conejos que habian recibido la misma dosis
de TIM durante 7 dias y fueron sacrificados después de 1y 3 dias tras la suspension del tratamiento, para la obtencién de los
tejidos.

El andlisis cualitativo y cuantitativo de la TIM en el pulmon, plasma y macréfagos alveolares se realizé tras la extraccion me-
diante un disolvente organico, purificacién de los extractos mediante extraccién en fase sélida (EFS con columna STRATA-
X, Phenomenex), separacién cromatografica con elucién con gradiente (columna ZORBAX ECLIPSE PLUS C18, flujo 1
ml/min) y lectura mediante un equipo UV-VIS configurado a 287 nm.

Resultados

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que 24 horas después del tratamiento la concentracién media
de TIM en plasma est4 por debajo del limite de cuantificacién (LDC) del método analitico (0,06 pg/ml), mientras que en el
pulmoén y los MA las concentraciones se mantienen elevadas durante més tiempo (Tabla 1).

El estudio de la distribucién revela que las concentraciones de TIM presentes en los pulmones y los MA, a igualdad de dias
de tratamiento, son hasta 7 y 400 veces mayores que las alcanzadas en plasma.

plasma pulmén MA

(ug/ml) | DE | (ug/ml) | DE | (ug/ml) | DE
2d| 0249 | 0,034 1,293 | 0467 | 93,867 | 32,330

5d| 0,402 0,091 2,686 0,732 | 147,025 | 77,021
7d| 0,269 0,031 2,181 0,807 | 115,174 | 69,586
1dS | 0,053 0,037 0,733 0,145 | 136,584 | 62,215
3dS | 0,095 0,081 0,146 0,092 | 43,884 | 12,967

Tabla 1. Concentraciones medias (ug/ml) de tilmicosina en plasma, pulmones y macréfagos alveola-
res (MA) con sus desviaciones estdndar (DE) correspondientes después de 2, S y 7 dias de tratamien-
to(2d,5dy7d)ydespuésde 1y 3 dias de suspensién del tratamiento (1 dSy 3 dS).
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Figura 1. Histograma en escala logaritmica de las concentraciones medias (ug/ml) de tilmicosina en plasma, pulmén y macréfagos
alveolares (MA) después de 2, S y 7 dias de tratamiento (2d, S d y 7 d) y después de 1 y 3 dias tras la suspensién del tratamiento
(1d, 3 d). En color verde se representa el valor de la CMISO registrado de Pasteurella multocida = 2 yg/ml...

Conclusiones

En consecuencia, el presente estudio confirma la capacidad de la tilmicosina de concentrarse preferentemente en el tejido
pulmonar (Fedrizzi y cols., 2008) y en los macréfagos alveolares, y de mantener concentraciones por encima de la CMI in-
cluso después de 2 dias tras la suspensién del tratamiento (Figura 1). De esta forma, se confirma que la dosis y el periodo de
tratamiento elegido (12,5 mg/kg durante 7 dias) son los adecuados en presencia de infecciones respiratorias provocadas por
patdgenos sensibles al firmaco y cuya CMI sea < 2 pg/ml (Baselga y cols., 2006).
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El examen serologico con
muestras de sangre obtenidas en
papel de filtro

The serological test of blood samples obtained on filter paper
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Resumen

Se ha puesto a punto una técnica de obtencidn de sangre total en papel filtro para pesquisas serologicas de enfermedades de
los conejos: RHD; Encephalitozoon; Chlamydias spp y Mixomatosis y se propone como alternativa de muestreo para la deter-
minacion de anticuerpos, por ser un método sencillo y no requerir de muchos cuidados en el envio al laboratorio. Se evalua-
ron 94 muestras de suero de conejos llegados al laboratorio para el diagndstico de las entidades antes citadas. Los resultados
seroldgicos de las muestras de sangre total obtenida por venopuncién y en papel filtro fueron comparados. Los métodos em-
pleados incluyeron: Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) para detectar IgG, Carbén inmunoensayo (CIA) e Inhibicién de la
Hemoaglutinacién (IHA) para detectar anticuerpos totales. Los resultados de sensibilidad, especificidad y valores predicti-
vos positivos y negativos obtenidos en este trabajo son satisfactorios y nos permiten decir, que la toma y el transporte de
muestras de sangre en papel de filtro es una técnica ttil y exacta para realizar estudios seroepidemiolégicos en conejos.

Palabras clave: Conejos, Serologia, Tarjeta papel.

Abstract

It has been developed a technique for obtaining whole blood on filter paper for serological investigation of diseases of rabbits: RHD;
Encephalitozoon, Chlamydia spp and Myxomatosis. This paper proposes a simple alternative to sampling for the determination of
antibodies in rabbits that in addition does not require much care in sending to the laboratory. We have evaluated 94 samples of se-
rum from rabbits arrived at the laboratory for the diagnosis of the entities mentioned above. The results of serological testing of sam-
ples obtained by venipuncture whole blood and filter paper were compared. The methods used included: Indirect immunofluorescen-
ce (IIF) to detect IgG, carbon immunoassay (CIA) and hemagglutination inhibition (HI) to detect total antibodies. The overall sen-
sitivity, specificity and positive and negative predictive values obtained in this work are satisfactory and enable us to say that the ta-
king and transportation of blood samples on filter paper is a useful and accurate for seroepidemiological studies in rabbits.

Key words: Rabbits, Serology, Filter paper.

Introduccion

Los ensayos seroldgicos pueden tener dos objetivos diferentes: el diagnéstico de una infeccién y/o el establecimiento del
estado inmunitario. Se puede establecer que las determinaciones realizadas sobre una tinica dilucién, para el screening o cri-
bado, generan de forma fiable resultados cualitativos (positivo/negativo), que son considerados suficientes en la mayoria de
las ocasiones (OIE, 2008; Aguiar Merino et al., 2009), tanto para el dictamen de diagnéstico (IgM e IgG), como el estado in-
munitario (IgG y anticuerpos totales). Las determinaciones cuantitativas son de aplicacién cuando se analizan muestras pa-
readas, al objeto de demostrar la seroconversion o variaciones significativas en el titulo de anticuerpos (OIE, 2008).

Enlos conejos, el anilisis seroldgico es de gran importancia para el diagndstico, prevencion y vigilancia de enfermedades de
diversas etiologias. La respuesta humoral es predictiva del nivel de proteccion frente a las infecciones, para la valoracién de
los titulos de anticuerpos calostrales y post vacunales y tiene un destacado valor en la investigacion de animales centinelas de
dreas vacunadas de Mixomatosis y RHDV, en el comercio de semen de animales reproductores seleccionados como no por-
tadores de Chlamydiasy Encephalitozoon entre otros (Rosell et al., 2000).
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En la préctica veterinaria, para realizar programas de prevencion de enfermedades de micro mamiferos y en especial lago-

morfos, el screening seroldgico requiere la extraccién de sangre venosa, la cual puede ser dificil de obtener cuando los pesqui-

sajes son a mediana y a gran escala por la dificultad de hacer sangrias de calidad y obtener un volumen suficiente de muestra.

El objetivo del presente trabajo, fue evaluar la metodologia de toma muestras de sangre en papel de filtro y compararla con

muestras de sangre obtenidas por venopuncion, para realizar pruebas seroldgicas de deteccién de anticuerpos.

Material y métodos

Las extracciones de sangre se llevaron a cabo por separado: con jeringa (obtencién de suero de forma convencional, coagu-

lacién y centrifugacién) y mediante goteo sobre papel de filtro. Las muestras de sangre depositadas y secas expuestas a tem-

peratura ambiente dentro del laboratorio, se emplearon para preparar los eluatos.

Las muestra de suero y los eluatos se conservaron congelados a -20° C.
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Figura 1. HA. Obsérvese los titulos de los preparados antigénicos
empleados titulos > 160. Ej.: muestras A2, A3, A4

RHDV Inhibicién de la Hemaglutinaci6n
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Figura 1. IHA. Los titulos de anticuerpos alcanzados por los elua-
tos del papel de filtro fueron similares o un logaritmo menor que
los obtenidos con sueros de venapuncién. Obsérvese M1, M2, M3
titulos de anticuerpo = 640. Control positivo anti VP 60 = 40.
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Los donantes de sangre fueron 94 conejos llegados al la-
boratorio de diagnéstico con o sin sintomas de enferme-
dad clinica relacionada con el estudio serolégico de En-
fermedad Hemorrégica Viral (RHD), Encephalitozoon cu-
niculi, (EC), Mixomatosis (RMV) y Chlamydia spp. Los
sueros y los eluatos del papel de filtro que contenian
muestras de los mismos animales se compararon intra en-
sayos. Se considerd reactiva aquella muestra positiva al
menos en una de las técnicas de muestreo empleada fren-
te a sueros positivos de centros de referencia autorizados.

Los resultados obtenidos fueron evaluados en sensibili-
dad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo.

1.- Hemaglutinacién—Inhibicion. La inhibicién de la he-
maglutinacién (IHA) se realiz en frio, seglin recomen-
dacién de la OIE (2008) con RBCs humano grupo O+,
sueros inactivados a 56° 30 minutos y tratados dos veces
con Caolin. La elucién del papel filtro se realizé con 450
ul de PBS 0,02 M pH 6,5 a 4°C durante toda la noche. Se
elimino el papel de filtro y se agreg6 500 pl de caolin al
25% al eluido, con agitacién ocasional durante 30min a
temperatura ambiente para eliminar los inhibidores ines-
pecificos y se centrifugaron a 450g durante 30min, obte-
niendo una dilucién final de 1:20. El antigeno utilizado en
la prueba IHA fue obtenido a partir de pools de higados
homogenizados y clarificados de animales con enferme-
dad clinica y titulos hemaglutinantes > 640.

Las diluciones de cada suero se enfrentaron a 8 unidades
hemaglutinantes del virus y los resultados se compararon
con los ensayos de eluidos de la sangre de papel de filtro
que contenia muestras de los mismos animales. El titulo
asignado fue la mayor dilucién capaz de inhibir la hema-
glutinacién (8 UHA /25 pl) provocada por el antigeno vi-
ral. El valor diagndstico de los reactores positivos se con-
sider6 = 20. El control positivo fue el anticuerpo mono-
clonal anti VP60 de Ingenasa.

2.- Inmuno-carbén (CIA): para la deteccién y verificacién
de anticuerpos contra Encephalitozoon cuniculi, se utilizé el
Kit de Medicago que emplea antigeno de células comple-
tas de E. cuniculi mezcladas con una suspension de carbon.
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Carbon Inmunoensayo Campo claro 400x

Figura 3. CIA. La intensidad de reaccién de los eluatos del papel de filtro en la dilucién de screening fue similar a la
obtenida con sueros de venapuncion. Observase la morfologia de E. cuniculi y la fuerte reaccion con el carbon. Cuantia
minima del reactor positivo = 10 pardsitos X campo en dilucién = 1:40

La elucion del papel filtro se realizé con 450 pl de PBS 0,02 M pH 7,2. El valor diagnéstico de los reactores positivos se
considerd en screening = 40 y més de 10 de E. cuniculi marcados en negro por campo de 400x en la observacion microscé-
pica. Sueros de conejos naturalmente infectados de Megacord / Eurovet, se emplearon como control positivo.

3.- Inmunofluorescencia indirecta (IFI). Se empled para detectar anticuerpos de tipo IgG de Mixomatosis y Chlamydias en
screening, la elucién de los discos de papel filtro absorbidos con sangre se realizé con 2 ml PBS 0,02M pH 7,2 y albtimina
bovina fraccion V al 0,5% a 4°C durante toda la noche, obteniendo una dilucién de 1:100.

Para la serologia de estas entidades se emple6 antigeno laminar. En Mixomatosis consistié de la cepa homoéloga Lausanne
cultivada in vitro y un anticuerpo policlonal de INRA, Francia, como control positivo. En Chlamydia psittaci, el antigeno
laminar era de Eurovet y el control positivo policlonal C. género especifico de BIOTREND. En ambos casos la conjuga-
cion se efectud con el anticuerpo policlonal anti conejo FITC de SIGMA F-1262.

Resultados y discusion

En casi todas las especies, el plasma normalmente representa el $5% del volumen sanguineo (dependiendo del hematocri-
to) y el suero es aproximadamente el 40% del plasma. En este trabajo empleamos un drea de muestra de 2,8 cm? de papel de
filtro para S0 pl de sangre seca.

Figura 4. Chlamydia psittaci. Reactores positivos = 100. Figura S. Reactor positivo a Mixomatosis = 100.
Obsérvese la inmunofluorescencia verde amarilla con localiza- Inmunofluorescencia de localizacién intracitoplasmdtica. 400 x.

cién extra e intra citoplasmdtica de los cuerpos elementales.
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Las preguntas que debiamos responder eran sobre la seguridad de las pruebas diagndsticas. ;Con qué seguridad la toma de
muestra sobre papel de filtro predecira la presencia o ausencia de la enfermedad?. Ante un resultado positivo ; Qué probabili-
dad existia de que ese resultado indicase presencia de la enfermedad?

La seguridad viene determinada por el valor predictivo (validez predictiva) de un resultado positivo o negativo y es de
enorme utilidad ala hora de tomar decisiones clinicas y transmitir la informacién sobre el diagnéstico.

Valor predictivo positivo VPP = VP/VP + FP
Valor predictivo negativo VPN = VN/VN +FN

Consideramos VP y VN alos resultados obtenidos con el muestreo por venopuncion y FP y FN a los resultados discordan-
tes obtenidos con los eluatos.

En IHA se obtuvieron 32 muestras reactivas de las cuales 31 fueron reactivas por las 2 técnicas. Esto arrojé VPP (32/32)
con VPN (10/11).

En CIA, 10 muestras fueron reactivas de las que 8 coincidieron en ambos muestreos para VPP (10/10) y VPN (18/20). En
IFI el nivel de coincidencia fue de 100%. La sensibilidad y especificidad relativa del muestreo sobre papel de filtro también

fue calculada.

Especificidad = VN /VN + FP
Sensibilidad = VP / VP + FN

Enlatabla 1 se muestran los valores predictivos obtenidos en cada prueba cuando los muestreos fueron comparados. La es-
pecificidad y sensibilidad del conjunto de los ensayos sobre papel de filtro fue de 100% y 93% respectivamente. Ver tabla 2.

El muestreo de la sangre sobre papel de filtro, ha sido avalado por varios autores que han encontrado un alto valor de con-
cordancia de los resultados y por ello es ampliamente utilizado para realizar encuestas seroepidemioldgicas de Trypanoso-
miasis (Chagas) (Marinkelle et al.,, 1978; Altcheh, 2007; Serrano et al., 2008), Dengue (Garcia et al., 1997), HTLV 1 (Fortes

Entidad Ensayo Muestras Positivas Negativas VPP VPN
RHD IHA 42 31 32 11 10 1 0,9
EC CIA 28 8 10 20 18 0,83 09
Mixomatosis IFI 12 12 12 0 0 1 1
Chlamydias IF1 12 2 2 10 10 1 1

RHD: Enfermedad hemorragica viral. EC: Encephalitozoon cuniculi. VPP: Valor predictivo positivo. VPN: Valor predicti-
vo negativo. IHA: Inhibicion de la hemaglutinacién. CIA: Inmuno-carbon. IFI: Inmunofluorescencia indirecta.

Tabla 1. Muestreo con sangria convencional y con papel de filtro.

Suero Positivo Negativo Indeterminado Total Validez
Papel de filtro
Positivo 53 0 0 53  Especificidad 100%
Negativo 3 38 0 41  Sensibilidad 94,9%
Total 56 38 0 94

Tabla 2. Sensibilidad y especificidad del muestreo sobre papel de filtro.
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et al,, 1989; Preux et al., 1998) y resulta de especial utilidad en el diagndstico de enfermedades genéticas (Aguiar Merino et
al,, 2009) y en pesquisajes de identificacién de individuos con biologfa molecular (Penacino, 1997).

Los resultados obtenidos en este trabajo fueron satisfactorios y significan que la toma y el transporte de muestras de sangre
en papel de filtro es una técnica util y exacta para realizar estudios epidemioldgicos en que se analizan anticuerpos contra as
entidades RHD, Mixomatosis y Chlamydias en conejos. Ademads, la muestra de sangre seca sobre papel de filtro, permite re-
ducir costes en la extraccién, envio y almacenamiento (Serrano et al., 2008) por lo que debe estar estandarizada (Aguiar Me-
rino et al,, 2009).
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UNA PROPUESTA PARA CONTROLAR LA CALIDAD DEL SEMEN DE CONEJO
Rafael Baselga. EXOPOL. Pol. Rio Gdllego, calle D, Parcela 8, 50840 — San Mateo de Gdllego. Zaragoza. Espafia. Tel
976694525, exopol@exopol.com - www.exopol.com

Control de machos de inseminacion

- Ningun semental debe ser seropositivo a Chlamydia o Encephalitozoon porque no se vacunan.

- Los machos si se vacunan frente a Mixomatosis y RHDV y son seropositivos, pero podemos controlar la ausencia de cir-
culacién viral con animales centinelas que quedan sin vacunar pero identificados (las vacunas vivas pueden circular entre
animales, pero esto es poco frecuente).

La propuesta de control es analizar cada mes al menos 20-25 animales tomados aleatoriamente frente a Chlamydia 'y Ence-
phalitozoon y analizar los centinelas frente mixomatosis y RHDV.

Un centro de inseminacién puede certificar a sus clientes que sus sementales estdn libres de infeccién si un veterinario in-
dependiente se responsabiliza del muestreo de los animales del centro y un laboratorio independiente certifica los resulta-
dos analiticos.

Control de hembras

- Se puede emplear la misma técnica con las hembras en produccién, donde también se pueden tener hembras centinela.
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COGAL, un nuevo método en la
I.A. en cunicultura

COGAL, a new method of A.I in rabbit farming
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Resumen

La inseminacidn artificial en cunicultura aparece como técnica de manejo en los afios 90. A lo largo de estos afios ha ido
evolucionando de manera positiva a favor de los resultados productivos y de aplicacién de las dosis seminales. Uno de los
grandes avances ha sido la sustitucion del uso de la GnRH intramuscular por el intravaginal que da lugar a una serie de venta-
jas sanitarias, de manejo de productos hormonales, de mano de obra y de bienestar de las conejas. En el siguiente trabajo se
explica la transposicion de los estudios experimentales a las granjas industriales, dando lugar a un nuevo método de insemi-
nacio6n artificial en cunicultura.

Palabras clave: Inseminacion artificial, reproduccién, dosis seminales, hormona GnRH.

Abstract

Artificial insemination in rabbit farming appeared as a management technique in the 90’s. During these years it has been evolving
on a positive manner in favour of the productive results and in relation to the application of insemination doses. One of the greatest
advances has been the replacement of the use of intramuscular GnRH by intravaginal one, resulting in a number of benefits in terms
of health, management of hormonal products, labour and welfare of rabbits. In this paper it is explained the implementation of the
pilot studies at industrial farms, leading to a new method of artificial insemination in rabbit farming.

Key words: Artificial insemination, reproduction, insemination doses, GnRH hormone.

Un poco de historia...

La inseminacion artificial en cunicultura se consolida a partir de los afios 90 como una herramienta imprescindible en el
manejo de una granja industrial. Esto significa que llevamos unos 15 afos trabajando con este sistema de produccién y, se
podria asegurar que el 95 % de los conejos sacrificados en Espana provienen de la Inseminacién Artificial.

Como esldgico, alo largo de este periodo de tiempo la técnica de Inseminacion ha experimentado una serie de cambios im-
portantes, que nos han permitido mejorar tanto en los resultados de fertilidad como en la facilidad de manejo. En este senti-
do podemos citar:

« El diluyente de semen (permite una conservacién mas larga).

« Las canulas de inseminacién (del uso del cristal pasamos a las desechables).
« El transporte (nos permite hacer envios a distancias relativamente largas).

« Etc.

Manejo de hormonas en L.A.

En Inseminacidn Artificial en cunicultura es necesario el uso de dos tipos de hormonas:
« PMSG

Induccion del celo.

Uso opcional.
« GnRH

Induccién de la ovulacién.

Imprescindible en cunicultura.
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Estas dos hormonas son de aplicacion parenteral, lo que supone un coste importante en cuanto a mano de obra, debido a
que hay que pinchar todas las conejas que vamos a inseminar dos veces y una de ellas (GnRH) intramuscular.

Sisomos capaces de eliminar la aplicacion de ambas hormonas, conseguimos reducir considerablemente el tiempo de inse-
minacion y, por lo tanto optimizamos la mano de obra.

Vamos a centrarnos en la eliminacién de la GnRH, ya que el uso o no de la PMSG seria objeto de otro trabajo.

La GnRH es una hormona imprescindible en la inseminacién artificial puesto que la coneja es un animal de ovulacién indu-
cida y ésta solo se produce si es cubierta por el macho. Para sustituir el efecto del macho debemos de suministrar a la coneja
GnRH, hasta ahora por via parenteral, intramuscular.

En el afio 2007, Cogal y el Dpto. de Patologia Animal de la Facultad de Veterinaria de Lugo (Quintela y col.) llevan a cabo
con éxito un trabajo titulado “Induccién de la ovulacién en conejas mediante la administracién intravaginal de diferentes

andlogos de la GnRH”.

A partir de este momento somos conscientes de que la administracién de la GnRH intravaginal es totalmente viable, elimi-
nando asi la inyeccidén en el momento de inseminar.

En el afio 2009 hemos conseguido dar forma legal a este proyecto y que por fin los ganaderos se puedan beneficiar de este
novedoso sistema de inseminacion.

Ventajas del nuevo método de L.A.

SANITARIAS
Se evitan posibles contagios de enfermedades por via parenteral debido al uso de una misma aguja en varios animales.

MANEJO PRODUCTOS
Errores de manipulacion en la aplicacién de la GnRH.

MANO DE OBRA
Al simplificarse la aplicacion de la dosis seminal se pueden llegar a inseminar 300-400 conejas/hora, casi un 50% mds que
con el sistema tradicional.

MEJORA EL BIENESTAR DE LAS CONEJAS Y POR TANTO SU FERTILIDAD
Las conejas no sufren el estrés de la inyeccidn intramuscular.

Estudio de campo previo a la generalizacion de la técnica

Antes de tomar la decision de extrapolar los resultados obtenidos en el afio 2007 de manera global a todas las explotaciones,
hemos realizado un estudio de campo que nos ha permitido constatar que el sistema es viable para cualquier explotacién cu-
nicola, siempre que las conejas tengan una buena sincronizacién del celo.

En la realizacion de cualquier estudio una de las premisas fundamentales es ser riguroso en cuanto a una serie de factores a
fin de que los resultados obtenidos no tengan una interpretacion errénea.

En nuestro caso hemos hecho especial hincapié en una serie de variables que nos parecian imprescindibles:

- Eleccion de las granjas para realizar los ensayos.
- Ne de granjas en prueba.

- Ne de conejas inseminadas en cada granja.

- Estado fisioldgico de las conejas utilizadas.

- Elaboracién de las dosis seminales.
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Eleccién de las granjas

Para decidir qué granjas forman parte de las pruebas tenemos en cuenta los siguientes factores:

« El n° de conejas a inseminar debe ser lo més elevado posible (500 conejas minimo por explotacién), para poder tener
cantidad suficiente de hembras tanto para el grupo control, como para el grupo prueba.

« El historial de fertilidad de la explotacién ha de ser bueno (mas del 80 % de manera constante).

« El granjero debe colaborar en la realizacion de las pruebas y ha de ser metddico.

« El dia de la inseminacion es necesario que haya como minimo dos granjas que cumplan estos requisitos.

Numero de granjas en prueba

Cuanto mayor sea el n° de granjas utilizadas, mas fiables serdn los resultados. Hemos utilizado 20 granjas para la realizacién
del estudio.

Ne de conejas inseminadas en cada granja

Elne de conejas que se eligen en cada explotacion es también un dato muy importante. Se escoge un n° dependiendo de la
cantidad total de hembras presentes y, en la medida de lo posible nunca menos de 100 hembras/explotacion.

Estado fisiolégico de las conejas

Para poder comparar resultados es necesario que las hembras se encuentren en la misma fase productiva. El mayor n° de
conejas en una explotacion el dia de la inseminacién lo componen las multiparas lactantes. Por ello en todos los ensayos usa-
mos este tipo de animales para los grupos pruebay control. Evitamos utilizar nuliparas y primiparas por ser animales con re-
sultados mds variables

Elaboracion de las dosis seminales

Tanto las dosis seminales empleadas en las hembras del grupo prueba como en las del grupo control deben proceder del
mismo lote para un mismo dia de inseminacion. Esto excluye las posibles diferencias debidas al uso de diferentes lotes de do-
sis seminales.

Primera inseminacion

Elegimos S explotaciones de 900, 900, 900, 500 y S00 conejas cada una e inseminamos 100, 100, 100, 50 y S0 conejas con el
nuevo sistema.

« Mismo lote de dosis seminales (500 d).
« Multiparas lactantes.

« Diagnostico gestacion a los 12-14 dias.
« Resultados satisfactorios.

Segunda inseminacion

Elegimos 2 explotaciones de 1.200 y 600 hembras e inseminamos 350 y 150 conejas con el nuevo sistema.

« Mismo lote (500 d).

« Multiparas lactantes.

« Ntmero de conejas proporcional a cada granja.
« Diagndstico gestacion.

« Resultados satisfactorios.
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Incorporacion paulatina de nuevas granjas

A medida que vamos obteniendo mds resultados surgen pequefios problemas. Esto nos sugiere que, aunque el estudio ini-
cial llevado a cabo entre la Facultad de Veterinaria y Cogal, es concluyente y sabemos que funciona, a la hora de trasladarlo a
todas las explotaciones es necesario hacer una serie de ajustes en cuanto a la dosis hormonal que se administra intravaginal.

De esta forma tenemos la completa seguridad de que trabajamos en el rango adecuado para cualquier granja.

Dimension del estudio

« El n° de granjas que ha participado en las pruebas es de 20.

« En total hemos inseminado con dosis de prueba 19.150 conejas.

« Periodo de tiempo que abarca desde marzo a noviembre de 2009, fecha en la cual damos por concluido el trabajo ya que
los resultados asi nos lo confirman.

Difusion de la técnica al resto de las explotaciones

« La primera inseminacion se lleva a cabo de la siguiente manera:
- Mitad de las reproductoras con GnRH mediante inyeccion intramuscular.
- Mitad con andlogo de GnRH intravaginal.

Elhecho de que cada granja realice su propio testaje nos permite descartar las incidencias que factores externos a la dosis
seminal puedan ejercer sobre la fertilidad global de la explotacion, ya que dichos factores influirdn de igual manera para am-
bos grupos.

- En la segunda inseminacién todas las hembras han sido inseminadas con el nuevo método.

- Esto supone la incorporacién de mas de 140 granjas con un numero superior a las 85.000 dosis en esta prueba de campo.

Conclusiones y resultados

La fertilidad y prolificidad de las conejas inseminadas con la nueva técnica, una vez reajustada la dosis hormonal es muy si-
milar en todas las granjas para el grupo prueba (GnRH intravaginal) como para el grupo control (GnRH intramuscular).

Enmds del 80 % de los casos, la fertilidad para el grupo prueba se situ6 2-3 puntos porcentuales por encima del grupo control.
Toda esta labor nos ha permitido conseguir con éxito el objetivo primordial que es la transferencia de los estudios realiza-

dos de las condiciones experimentales a las de campo en las explotaciones cunicolas.
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Resumen

La calidad seminal se determina rutinariamente en base a pardmetros como concentracién, motilidad y morfologia de los
espermatozoides. Estos pardmetros dan una informacion parcial de la calidad de las muestras dado que no informan sobre el
estado de la cromatina espermética y la calidad de la molécula del ADN. Sin embargo, niveles de fragmentacién del ADN es-
permético (SDF) altos se relacionan con una disminucién en la capacidad fertilizante, la tasa de fecundacién y el éxito repro-
ductivo. El objetivo del presente estudio es determinar el nivel de SDF en una poblacion relativamente amplia de conejos uti-
lizados para la obtencién de dosis seminales. Para ello, se ha utilizado el kit comercial Halomax® (HALOTECH DNA SL,
Madrid), que permite un analisis sencillo, répido y con equipamiento laboratorial minimo. Varios trabajos cientificos han de-
mostrado que el nivel de SDF varia en el tiempo tras la eyaculacion, por lo que se estudia la fragmentacién de ADN en 3 mo-
mentos tras la eyaculacion: to, t2+ (24h tras la eyaculacién) y tss (48h tras la eyaculacién). Las muestras se mantuvieron refri-
geradas a 15°C con el fin de simular las condiciones de envio de las muestras. Se estudiaron 81 conejos macho del centro
TARLAP. La media de SDF a to fue 9,68%%9,48, a t24 fue 14,31%+12,06 y a t4s de 21,96%+21,03. E1 75% de los individuos
presentaron niveles de SDF inferiores al 10% (to), y el 18,5% mantuvieron este nivel a lo largo de las 48h. En base a los resul-
tados, se recomienda analizar la fragmentacién del ADN espermatico de los sementales utilizados para produccion de dosis
seminales con objeto de asegurar unos estandares minimos de calidad. Ademds, al ser un pardmetro sensible al estado sanita-
rio del animal (fiebre, infecciones) y al manejo de granja (vacunaciones) puede generar informacién util sobre el estado re-
productivo de cada animal en un momento determinado.

Palabras clave: Fragmentacién de ADN espermatico, andrologia, Halomax®, SCD (Sperm Chromatin Dispersion) test, reproduc-
cion, calidad espermadtica, conejo.

Abstract

Semen quality is calculated by the assessment of concentration, motility and morphology in semen samples. These parameters do
not inform about the state of the chromatin, which could be tested by measuring DNA fragmentation (SDF). High SDF values are
related to low fertilization rate and low success of artificial insemination (AI). The present work determines SDF values in 81 rab-
bits, in order to establish the normal rate of SDF in this species. We use, for testing SDF, the commercial kit Halomax® (HALO-
TECH DNA SL, Madrid), that allows a fast, and easy way to test DNA fragmentation. Several scientific papers demonstrated that
SDF increases after ejaculation, and that is why we study SDF at several time points (Oh, 24h, and 48h after ejaculation). We tested
81 rabbits from TARLAP centre. Mean of SDF values at to was 9.68%+9.48, at 24h was 14.31%+12.06 and at 48h was
21.96%%21.03. The 75% of the animals present a SDF value lower than 10% at t0, but only 18% present SDF lower than 10% at
t24 and tss. Measurement of DNA fragmentation is recommended to select high quality semen doses.

Key words: Sperm DNA fragmentation, Andrology, Halomax®, SCD (Sperm Chromatin Dispersion) test, reproduction, sperm
quality, rabbit.

Introduccion

Durante el proceso reproductivo natural, los espermatozoides permanecen a una temperatura corporal constante, y pueden
permanecer en el aparato reproductivo de las hembras durante horas antes de alcanzar el ovocito. El uso de la inseminacién
artificial incrementa el tiempo entre el momento de la eyaculacion y la fecundacion del ovocito, y normalmente genera una
rotura en el mantenimiento constante de la temperatura bioldgica correcta. Todos estos factores pueden influir en el estado
de la cromatina del espermatozoide e incrementar la fragmentacién de ADN. De esta forma se incrementa el impacto negati-
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vo sobre la capacidad fecundante de la muestra (Lépez-Fernandez et al.,, 2007). La fragmentacién de ADN se produce como
consecuencia tanto de causas intrinsecas al animal de cardcter genético o ligadas a procesos erréneos en el desarrollo del es-
permatozoide (protaminacién) o bien por causas extrinsecas y ligadas al manejo de esas muestras tras la eyaculacién. Lo que
se conoce como dafio iatrogénico. Entre las causas intrinsecas mds importantes se encuentran el reemplazo de las histonas
por las protaminas, procesos apoptéticos y estrés oxidativo (Agarwal y Allamaneni, 2005 ). Las causas extrinsecas que afectan
ala calidad del ADN del espermatozoide pueden ser el paso del tiempo desde la eyaculacion hasta la utilizacién de esa mues-
tra de semen (Gosdlvez et al,, 2009), el efecto de los diluyentes o bien los efectos mecanicos y de transporte. El presente tra-
bajo trata de conocer cudles son los niveles basales de dafio de ADN registrados en una poblacién de conejos, con el fin de
determinar el nivel de fragmentacién de ADN que puede considerarse normal para la especie, y establecer asi un umbral que
permita discriminar qué conejos producen dosis seminales con niveles de fragmentaciéon de ADN bajos y mantenidos en el
tiempo que sean de alta calidad para su uso en inseminacién artificial. Al mismo tiempo se analiza la dindmica de la fragmen-
tacion del ADN espermatico en estos mamiferos con la intencién de poder identificar aquellos animales que, independiente-
mente de los niveles de dano basales registrados, presentan tasas mas pronunciadas en la degradacién del ADN espermitico.

Material y métodos

Poblaciéon

Machos: 81 conejos macho utilizados para la obtencién y comercializacién de dosis seminales para inseminacion artificial.
La raza de los animales estudiados es Hyla y su aptitud es maternal.

Fragmentacién de ADN de muestras seminales (SDF)

Se estudié el nivel de fragmentacion de ADN (SDF) en dosis monospérmicas de los distintos animales. La determinacién
del SDF se ha realizado con el kit comercial Halomax® (HALOTECH DNA SL, Espaia). Halomax® permite distinguir, me-
diante microscopia de fluorescencia o bien de campo claro, los espermatozoides con ADN fragmentado frente a aquellos que
lo tienen intacto. Las soluciones incluidas en el kit inducen el desarrollo de un halo de dispersién grande y difuso de ADN al-
rededor del nucleo si éste se encuentra fragmentado, mientras que si el ADN estd intacto el halo de dispersion es de pequeiio
didmetro y mas compacto. El protocolo se podria resumir en los siguientes pasos: 1) inmovilizacién de los espermatozoides
en una matriz de agarosa fijada sobre un portaobjetos, 2) incubacién de la muestra con solucién de lisis durante S min., 3)
deshidratacién de las muestras en concentracion creciente de etanoles y 4) tincion para visualizacién con microscopia de
fluorescencia utilizando GelRed (5% en Vectashield). Se analizan 500 espermatozoides y se calcula el SDF como el ndmero
de espermatozoides con halo respecto al total incluidos en el conteo final.

Dado que la fragmentacién del ADN aumenta a lo largo del tiempo tras la eyaculacidn, y de manera especifica para cada in-
dividuo (Lépez-Fernandez et al,, 2007), se estudiaron las muestras seminales de los 81 conejos a los siguientes tiempos: Oh,
24hy 48h tras la eyaculacién, manteniéndolas en pajuelas y refrigeradas a 15°C. Posteriormente, se representaron gréafica-
mente los valores de la fragmentacién de ADN a lo largo del tiempo. Esta representacion ofrece una vision intuitiva de la di-
ndmica de la fragmentacién de ADN.

Para establecer el nivel de normalidad respecto ala fragmentacién del ADN se calculé la media del 75% de la poblacion es-
tudiada, tanto de muestras recién eyaculadas, como transcurridas 24h y 48h de incubacién.

Resultados y discusion

La dindmica de la fragmentacién de ADN de los animales estudiados se representa en la Figura 1.

La media de SDF a to fue de 9,68%+9,48, a t24 fue de 14,31%+12,06 y a t4s de 21,96%+21,03. Por lo tanto, la media de incre-
mento de fragmentacién de ADN en el tiempo serfa de to-24= 4,63%; y de t244s= 7,61%. E1 75% de los individuos presentaron
niveles de fragmentacién de ADN por debajo del 10% a to, y el 18,5% de los mismos mantuvieron este nivel de SDF alo largo
de las 48h. Si calculamos las tasas de fragmentacion de ADN media dentro de cada uno de estos grupos, los valores son de
4,81%+1,45, 6,31%+2,29 y 6,37%+2,43 en to, t24 y t4s en los que presentan fragmentacion de ADN por debajo del 10%, y de
10,79%%10,18, 16,13%+12,63 y 25,50%+21,78, respectivamente a las Oh, 24h y 48h en los que presentan niveles de fragmen-
tacién de ADN superiores al 10%, encontrandose diferencias estadisticamente significativas (t-student, p<0,05).

Por tanto, aun cuando las condiciones medioambientales son las mismas para todas las muestras, se producen variaciones
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Figura 1. Dindmica de la fragmentacion de ADN de los animales estudiados

entre individuos respecto al nivel de fragmentacién de ADN. Algunos animales presentan niveles de SDF bajos y mantenidos
en el tiempo, los cuales, presuntamente, tendran mds posibilidades de generar una gestacién a término.

De acuerdo con el comportamiento de la longevidad de ADN, se podria asumir que aquellas muestras seminales o bien in-
dividuos que presenten una tendencia a experimentar incrementos de la fragmentacién de ADN répidos en el tiempo serian
menos efectivas a la hora de producir un embrién viable que aquellos cuyo nivel de fragmentacién de ADN es constante a lo
largo del tiempo. Uno de los primeros estudios que alertaron sobre el impacto de la dindmica de dafio en los espermatozoi-
des fue ofrecido por Young en humanos (Young et al., 2003). Estos autores demuestran que la recogida de semen fuera del
laboratorio, con la entrega por correo durante la noche, podria dar lugar a dafio en los espermatozoides con consecuencias
posteriores sobre la fertilizacién.

Se conoce también con cierto detalle que en pacientes con azoospermia obstructiva, la fragmentaciéon del ADN después de
la criopreservacion se incrementa de forma intensa transcurridas 4 horas. En tales circunstancias, se recomienda que las
muestras de esperma que se deriven para inseminacion deben ser utilizadas con el minimo retraso posible trasla capacitacion
(Dalzell et al., 2003; Dalzell et al., 2004). En otras especies de mamiferos, se ha demostrado que muestras seminales con ni-
veles de fragmentacion basal baja, presentan mayor éxito reproductivo.

En toro, inseminaciones realizadas con animales con bajo DFI aumenta el porcentaje de hembras prefiadas (Garcia-Macias
etal, 2007), y en verracos, el numero de hembras paridas aumenta si la fragmentacién basal es baja (Didion et al., 2009).
Aunque es necesario aumentar la poblacién estudiada, la fragmentacién de ADN, tanto en su determinacién dindmica como
basal, se presenta como un pardmetro 1til para la seleccion de reproductores de alta fiabilidad en la inseminacion.
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Resumen

La calidad seminal se determina en base a la concentracién, la motilidad y a morfologia de los espermatozoides. Estos paré-
metros ofrecen una vision parcial de la calidad de una muestra seminal dado que no informan sobre el estado de la cromatina
espermdtica y de la calidad de la molécula del ADN. Sin embargo, los niveles de fragmentacién del ADN espermético (SDF-
Sperm DNA Fragmentation), muestran unas buenas correlaciones con la fertilidad de los individuos, con la tasa de fecunda-
cion y con el éxito reproductivo. El objetivo del presente estudio es determinar si, en conejo, el SDF tiene también un impac-
to sobre la tasa de fecundacion y el tamano de camada. Ademds, se intenta encontrar un umbral de SDF que permita mejorar
la seleccién de sementales y discriminar entre muestras seminales que presentan una mejor aptitud para la fertilizacion. Para
ello, se ha analizado el SDF utilizando dosis monospérmicas procedentes de 23 conejos tras la eyaculacién (T0), tras 24 ho-
ras (T24) y tras 48 horas (T48) de incubacién a 15°C. Los animales se clasificaron en funcién de si alcanzaban un SDF alto
(SDF-a >10%) o bajo (SDF-b <10%) durante el periodo de incubacién. Tras establecer estos dos grupos con este criterio, se
inseminaron hembras del mismo lote con machos SDF-a y posteriormente en el siguiente ciclo, con machos SDF-b. La tasa
de fecundacién fue mayor en las inseminaciones realizadas con semen con SDF-b (77% frente a 60%). El niimero de gazapos
vivos nacidos en el grupo con SDF-b fue, a su vez, superior (72 gazapos frente a 46). Se concluye que, en conejo, los niveles
de fragmentacién de ADN superiores al 10% disminuyen la tasa de fecundacién y el tamafio de camada. Sementales con ni-
veles dindmicos de fragmentacién de ADN espermdtico superiores al 10% deberian ser descartados para inseminaciones.

Palabras clave: Fragmentacién de ADN espermatico, andrologia, Halomax®, SCD (Sperm Chromatin Dispersion) test, reproduc-
cion, calidad espermadtica, conejo.

Abstract

Semen quality is determined by the assessment of concentration, motility and morphology in semen samples. These parameters are
unable to determine the state of the chromatin. Sperm DNA fragmentation index (SDF) measured with Halomax® allow evaluating
the state of the chromatin in an easy and fast way. In humans, bulls and boar it has been demonstrated that SDF is related to fertili-
zation rate and litter size. In the present study we determine if SDF is related to fertilization rate and litter size in rabbits. We also
suggest a SDF cut-point to select males of high semen quality. Twenty-three rabbits were tested for SDF at three time points after eja-
culation: Oh, 24h and 48h. Animals were classified in high SDF (SDF-a>10%) and low SDF (SDF-b<10%). Females were insemi-
nated to compare fertilization rate and litter size of both groups. Fertilization rate and litter size was higher in those with low SDF
(fertilization rate: 77% vs. 60%; litter size: 72 vs. 46). SDF values over 10% diminish fertilization rate and litter size in rabbits.

Key words: Sperm DNA fragmentation, Andrology, Halomax®, SCD (Sperm Chromatin Dispersion) test, Reproduction, sperm
quality, rabbit.

Introduccion

La medida de la calidad de semen se realiza tradicionalmente mediante el estudio de la concentracidn, morfologia y motili-
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dad de los espermatozoides; sin embargo, ninguno de estos pardmetros informa sobra la calidad de la molécula de ADN, cu-
yo papel en la calidad del embridn es crucial. La presencia de roturas que afectan a la molécula de ADN en el espermatozoide
disminuye la capacidad fertilizante de la muestra y empeora la calidad embrionaria (Carrell et al., 2003; Garcia-Macias et al.,
2007; Muriel et al., 2006; Velez de la Calle et al., 2008). Por tanto, la medida de la fragmentacién del ADN (SDF) aporta in-
formacion util para la seleccion de sementales y de muestras seminales de alta calidad que se pretendan utilizar en reproduc-
cion asistida.

Elimpacto negativo de elevados niveles de fragmentaciéon de ADN sobre la capacidad fecundante de la muestra seminal y el
tamafio de camada en mamiferos con interés industrial se ha estudiado previamente en toros y cerdos (Boe-Hansen et al.,
2008; Garcia-Macias et al,, 2007). Sin embargo, la bibliograffa a este respecto es escasa, debido a que los estudios en las espe-
cies animales mencionadas son dificiles de acometer dado que el ciclo reproductivo es largo, el tamafio de la camada es redu-
cido y hasta ahora, no existian técnicas sencillas y asequibles para el andlisis de la fragmentacién del ADN.

El objetivo principal de este estudio es cuantificar el impacto de la fragmentacién de ADN sobre la tasa de fecundacién y el
tamano de camada, en el caso de conejos. De forma paralela se intenta establecer un umbral critico para los niveles de frag-
mentaciéon de ADN espermitico a partir de los cuales el éxito reproductivo se ve afectado negativamente. El presente estudio
se ha realizado utilizando conejos macho procedentes de un centro de produccién de dosis seminales (TARLAP SL) y se en-
focd como una experiencia piloto que se ampliard en el futuro sobre la misma base experimental.

Material y métodos

Se utilizaron 23 conejos elegidos al azar de un lote dedicado para la obtencién y comercializacion de dosis seminales para
inseminacién artificial de raza Hyla. De éstos, se generaron dos grupos: SDF-a superior al 10% (n=10) y SDF-b inferior al
10% (n=13). Las hembras utilizadas fueron de aptitud maternal y utilizadas para reposicién. El mismo lote de hembras se in-
seminé con los dos grupos de machos para evitar el efecto del factor femenino.

Fragmentacién de ADN de muestras seminales (SDF)

Aunque el manejo general en esta especie implica la inseminacion con dosis polispérmicas, en el presente estudio se ha ca-
racterizado cada animal individualmente y se ha evaluado el impacto de su nivel de fragmentacién del ADN sobre los resulta-
dos del cruzamiento. La determinacién del SDF se ha realizado con el kit comercial Halomax® (HALOTECH DNA SL, Es-
pafia). Halomax® permite distinguir, mediante microscopia de fluorescencia o bien de campo claro, los espermatozoides con
ADN fragmentado frente a aquellos que lo tienen intacto. Las soluciones incluidas en el kit inducen el desarrollo de un halo
de dispersion grande y difuso de ADN alrededor del nucleo si éste se encuentra fragmentado, mientras que si el ADN estd in-
tacto el halo de dispersion es de pequefio didmetro y mas compacto. El protocolo se podria resumir en los siguientes pasos:
1) inmovilizacién de los espermatozoides en una matriz de agarosa fijada sobre un portaobjetos, 2) incubacién de la muestra
con solucién de lisis durante 5 min., 3) deshidratacién de las muestras en concentracién creciente de etanoles y 4) tincién
para visualizacién con microscopia de fluorescencia utilizando GelRed (5% en Vectashield). Se analizan 500 espermatozoi-
desy se calcula el SDF como el nimero de espermatozoides con halo respecto al total incluidos en el conteo final.

Dado que la fragmentacién del ADN aumenta a lo largo del tiempo tras la eyaculacion y de manera especifica para cada in-
dividuo (Gosalvez et al., 2009), se estudiaron las muestras seminales de los 23 conejos a los siguientes tiempos: Oh, 24h y 48h
tras la eyaculacién, manteniéndolas en pajuelas y refrigeradas a 15°C. Posteriormente, se represent6 graficamente la evolu-
cién de la fragmentacion de ADN alo largo del tiempo. Esta aproximacion experimental nos permite conocer la dindmica de
la fragmentacién de ADN. Los animales se clasificaron, respecto a su dindmica de fragmentacién de ADN en los grupos ante-
riormente descritos de acuerdo con el nivel de fragmentacién alcanzado a 48h (menor del 10% en SDF-by mayor de un 10%
en SDF-a). El mismo lote de hembras se inseminé primero con conejos SDF-a y, posteriormente durante el siguiente ciclo
reproductivo, con conejos SDE-b y se registraron los siguientes pardmetros: niumero de hembras inseminadas, nimero de
hembras paridas, numero partos/nimero inseminaciones y nimero de gazapos por grupo. Se compararon los pardmetros
anteriores entre ambos grupos con el fin de determinar el impacto de la fragmentacién del ADN sobre la tasa de éxito repro-
ductivo.

Resultados

La dindmica de la fragmentacién de ADN de los 23 machos se representa en la Figura 1. El 56% de los animales estudiados
mantienen niveles de SDF por debajo del 10% durante todos los tiempos estudiados (SDF-b) y la media de la fragmentacién
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de ADN de estos animales fue de 4,6%1,1. El resto de individuos se clasificaron como SDF-a y la media fue de 12,4+16,69.

En lo que se refiere a los resultados de los cruzamientos, las hembras inseminadas con los machos SDF-b tuvieron una tasa
de partos del 77%, mientras que las inseminadas con machos SDF-a generaron valores del 60% (Tabla 1). Del mismo modo,
la media del nimero de gazapos vivos por cubricién fue mayor en el grupo SDF-b. El numero de gazapos vivos resulté ser su-
perior en el grupo SDF-b respecto al grupo SDF-a (72 gazapos frente a 46).
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Figura 1. Dindmica de la fragmentacién de ADN de los animales estudiados. A) Representacion grdfica de los 23 conejos incluidos
en el estudio. B) Dindmica de fragmentacién de ADN del grupo SDF-a. C) Dindmica de fragmentacién de ADN del grupo SDF-b.

Bajo SDF Alto SDF
N° inseminaciones 13 10
N° partos 10 6
Tasa partos/inseminaciones (%) T7 60
N° gazapos vivos/inseminacion 5,54 4,60

Tabla 1. Resultados de los cruzamientos realizados conejos SDF-b en comparacién con los resultados de los conejos SDF-a.

Discusion

Los resultados mostrados en el presente experimento muestran dos aspectos del valor de la fragmentacién del ADN esper-
matico que difiere de los resultados anteriormente publicados y en lo que tan solo se establecen correlaciones entre los nive-
les basales de dafio espermético y la fertilidad: 1) La valoracién dinidmica de la pérdida de calidad seminal es un estimador
mis exacto del éxito reproductivo; 2) Determinados individuos que se caracterizan como SDF-b en el inicio, pueden incre-
mentar sus valores de fragmentacién tras su incubacién durante un tiempo determinado y pasar a ser catalogados como
SDF-a. Por el contrario, estos valores permanecen mas estables en otros individuos. Esta disminucién en la longevidad de la

molécula de ADN puede tener efectos en la fertilizacion si el estro de la hembra no estd bien sincronizado con el momento
de la inseminacion.

En general, las especies sometidas a seleccion genética para aumentar su productividad presentan niveles de fragmentacion
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de ADN mis bajos que las especies no seleccionadas para fines productivos. De esta forma, en el verraco, los valores medios
de fragmentacién de ADN se encuentran por debajo del 5% (Lopez-Fernandez et al,, 2008), mientras que en el caballo, los
valores se sitdan en un entorno de 15% con facilidad (Lopez-Fernandez et al,, 2007); valores muy parecidos a los encontra-
dos en humanos (Gosalvez et al., 2009). Los conejos incluidos en este estudio presentan unos niveles medios de fragmenta-
cién de ADN espermitico del 9,6%+9,9. En cuanto al impacto de la fragmentacién del ADN en la productividad, en ganado
vacuno se ha observado que la tasa de no retorno al celo es mayor en hembras inseminadas con semen que presenta un SDF
menor del 6% (Garcia-Macias et al., 2007). En porcino, cuando el SDF es superior al 6%, existe una disminucién del tamafio
de camada de 0,5, 0,7 y 0,9 lechones/parto en las razas Hampshire, Landrace y Danish Large White, respectivamente (Boe-
Hansen et al., 2008). En caballo, se demostrd una correlacién negativa entre el nivel de fragmentacién de ADN y la tasa de
prefiez (r=-0,63; p<0,05) (Morrell, 2008). Por lo tanto, si el nivel basal (To) de daiio en el ADN del espermatozoide tiene un
efecto en los individuos nacidos, y el efecto de la pérdida de calidad dindmica de ese mismo ADN es otro factor que limita el
éxito, parece indicado controlar este parametro a lo largo del tiempo en aquellos sementales que se utilicen para reproduc-
cion asistida. Aunque, evidentemente, es necesario aumentar el tamano de muestra sometido a estudio, en el caso del conejo,
se propone un nivel de SDF inferior a un 10% para la seleccion de sementales que tengan una mayor eficacia reproductiva.
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Parametros seminales del conejo

Efecto del desarrollo hasta la
recria sobre los parametros
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Effect of development until rearing on seminal parameters in bucks
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Resumen

El objetivo del trabajo es analizar el efecto del peso al nacimiento (PN) y el desarrollo durante las diferentes fases de la re-
cria, sobre el nimero de eyaculados y las principales caracteristicas seminales en la fase de testaje de machos seleccionados
por velocidad de crecimiento durante el periodo de engorde (VC). Para ello se analizaron 227 eyaculados que procedian de
90 machos nacidos en verano. Los animales fueron estratificados para poder obtener la mayor representacion de la variabili-
dad en PN (bajo: <60g; medio: 60-67g; alto: >67g), en peso al final de la recria (bajo: <4720g; medio: 4720-5400g; alto:
>5400g) y en la velocidad de crecimiento en lactacion (0-28 dias: bajo: <24g/d y alto: >24g/d), en engorde (28-63 dias: ba-
jo: <59g/dy alto: >59g/d) y en recria (63-147 dias: bajo: <26g/d y alto: >26g/d). Los machos con mayor peso vivo al final
de la recria tuvieron un menor nimero de eyaculados en su fase de testaje respecto al grupo de bajo peso (2.4 vs. 3.2 respec-
tivamente; P<0.05) y un mayor porcentaje de espermatozoides anormales que los grupos bajo y medio (49.0 vs. 37.1y 38.1,
respectivamente; P<0.05). El andlisis de la interaccién PN y peso al final de la recria, muestra que los machos con bajo PN
que llegaron a la recria con peso alto tuvieron un menor nimero de eyaculados y un mayor porcentaje de espermatozoides
anormales (P<0.05). Estos resultados parecen indicar que el desarrollo temprano (gestacién, lactacién y recria) podria in-
fluir de una forma importante en las futuras caracteristicas reproductivas durante la etapa de testaje, de los machos seleccio-
nados por VC.

Palabras clave: machos, conejos, caracteristicas seminales, desarrollo.

Abstract

The aim of the work is to analyse the effect of birth weight (BW) and rearing development on the number of ejaculates and main semi-
nal traits during training period on bucks selected for growth rate over fattering period (VC). Seminal analyses were performed from
227 ejaculates from 90 bucks born in summer. The animals were organized to range main variability of the BW (low: <60g; medium:
60-67g; high: >67g), the weight at the end of rearing (low: <4720g; medium: 4720-5400g; high: >5400g), as the growth rate during
lactation (0-28 days: low: <24g/day and high: >24g/day), growth (28-63 days: low: <59g/day and high: >59g/day) and rearing
(63-147 days: low: <26g/day and high: >26g/day). Bucks with high weight at the end of rearing had lower number of ejaculates du-
ring their training period than bucks with low weight (2.4 vs. 3.2 respectively; P<0.05), as well as, higher percentage of abnormal sper-
matozoa than medium and low weight bucks (49.0 vs. 37.1 and 38.1 respectively; P<0.0S). The interaction results between BW and
weight at the end of rearing showed that bucks with lower BW and high weight at the end of rearing had the lowest number of ejaculates
and the highest percentage of abnormalities (P<0.0S). These results indicate that early development (gestation, lactation and rearing)
could have a relevant effect in the future reproductive characteristics during training period of bucks selected for growth rate.

Key words: bucks, rabbit, seminal traits, development.

Introduccion

Uno de los factores mas importantes en la evolucién de la produccién en cunicultura ha sido la inseminacién artificial (IA).
Asi, disponemos de centros de IA con machos seleccionados por velocidad de crecimiento (VC) que se destinan a la produc-
cién de semen, y que permiten una mejor difusién del material genético. Como consecuencia, en los ultimos afios ha aumen-
tado el interés por este tipo de animales, habiéndose incrementado el numero de estudios destinados a mejorar su alimenta-
cién (Pascual, 2002) y manejo (Lavara et al., 2003), asi como a mejorar el conocimiento de su desarrollo fisiolégico repro-
ductivo (Garcia Tomas et al., 2008).
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En conejas reproductoras, Poigner et al. (2000) y Rommers et al. (2002) observaron que el peso al nacimiento o al final de
la recria puede tener efecto sobre algunos pardmetros reproductivos (tamao de la camada o fertilidad). Sin embargo, en ma-
chos de elevada VC en el engorde sélo Brun et al. (2006), en dos lineas divergentes, observé que algunos pardémetros repro-
ductivos estaban relacionados con el peso vivo.

Por todo ello, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto que tiene el desarrollo temprano y durante la recria sobre el
numero de eyaculados y los principales pardmetros seminales en la fase de testaje de los machos seleccionados por alta VC.

Material y métodos

Se emplearon 179 conejas de la linea R seleccionada por VC en el engorde de la Universidad Politécnica de Valencia, y lo-
calizadas en la granja “El Adil Redondo” (Carrizo de la Ribera, Leén). Todas las conejas del estudio fueron inseminadas con
semen de la misma linea genética, realizando un total de 288 partos en los meses de Julio y Agosto. El nimero inicial de ma-
chos controlados fue de 930.

El mismo dia del parto, los machos eran sexados, pesados e identificados con un microchip subcutdneo de 2x12 mm en la
parte posterior del cuello (Felixcan, Albacete). También se registré la presencia de mancha lictea para estimar el peso real
del gazapo, el tamafio de camada, asi como el nimero de nacidos vivos y muertos. A los 28 dias de vida los machos fueron ta-
tuados y pesados, realizando el destete a los 36 dias de vida. El dia 63 de vida, los machos fueron pesados, se escogieron aque-
llos que nos permitiera tener representada la maxima variabilidad de desarrollo, y se alojaron en una jaula individual hasta los
147 dias, cuando se realizé la Gltima pesada.

Las muestras de semen de los machos provienen de su etapa de testaje (4 semanas consecutivas tras el control a 147 dias),
que sirve a los centros como criterio de eleccién de los futuros machos reproductores. El semen se recuperé de una sola mon-
ta semanal y se evalud de forma individual, descartando aquellos que tenfan orina. El volumen de los eyaculados se determi-
n6 mediante lectura directa en un tubo graduado. La motilidad se valor6 de forma visual previa dilucion 1:5 de una muestra
del eyaculado con un tampon tris-citrico glucosa. Tras la recuperacion, se tomaron muestras para el andlisis de la concentra-
cién y normalidad acrosémica segtin el protocolo descrito por Lavara et al. (2005). En la valoracién de las formas anormales
se incluyeron los criterios descritos por Barth y Oko (1989), incluyéndose el ndmero de cabezas desprendidas del flagelo.

Los datos de las distintas variables de desarrollo se estratificaron en 2 ¢ 3 grupos, tratando de equilibrar los grupos resultantes:

- Peso al nacimiento (dia 0): Bajo <60g, Medio 60-67g y Alto >67g.

- Peso al final de recria (dia 147): Bajo <4720g, Medio 4720-5400g y Alto >5400g.
- Incremento de peso en lactacion (0-28 dias): Bajo <24g/dy Alto >24g/d.

- Incremento de peso en engorde (28-63 dias): Bajo <59¢/d y Alto >59¢g/d.

- Incremento de peso en recria (63-147 dias): Bajo <26¢/d y Alto >26g/d.

Para analizar el posible efecto del peso al nacimiento y al final de la recria sobre el numero de eyaculados recuperados y las
caracteristicas del semen durante la fase de testaje se realizé un modelo linear general (GLM de SAS, 2002), incluyendo con
efectos fijos el peso al nacimiento (bajo, medio o alto), el peso al final de la recria (bajo, medio o alto) y su interaccién. Por
otro lado, para estudiar el posible efecto del incremento de peso durante las distintas etapas (lactacién, engorde y recria), asi
como sus posibles interacciones sobre las variables citadas, se utilizé otro GLM incluyendo como covariable el peso al naci-
miento.

Resultados y discusion

La Tabla 1 muestra los estadisticos descriptivos de las caracteristicas seminales analizadas en los 227 eyaculados recuperados.

La mayoria de las caracteristicas seminales analizadas en funcién del peso al nacimiento y al final de la recria fueron simila-
res para los diferentes grupos analizados, si bien para el nimero de eyaculados y el porcentaje de formas anormales se obser-
varon diferencias significativas entre algunos de los grupos (Tabla 2). El niimero de eyaculados recuperados fue significativa-
mente menor para los machos més pesados al final de la recria respecto a los menos pesados (P<0.0S5, Tabla 2). Este resulta-
do estd en concordancia con lo observado por Brun et al. (2006) donde, los animales que fueron seleccionados por mayor
VC en el engorde y con un posterior mayor peso en la recria, mostraron un menor nimero de eyaculados (P<0.001) utiles
parala IA respecto del grupo seleccionado por una menor VC en el engorde.
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N |MEDIA| SD | MiINIMO |MAXIMO| CV
Eyaculado 227 | 252 |[0.16 0 4 58.06
Volumen (ml) 198 | 0.61 |0.03 0.2 1.25 44.27
Motilidad (%) 176 | 56.44 | 2.35 17.50 80 31.17
Concentracién espermitica (10° spz/ml) 176 | 161.11 |10.58| 42.00 462.00 54.96
Produccién espermatica (10° spz/eyaculado) 176 | 105.55 | 9.11 8.40 381.00 72.22
Normalidad Acrosémica (%) 176 | 97.00 | 0.2 90.99 100.00 2.03
Espermatozoides Anormales (%) 176 | 40.60 | 1.9 11.73 87.06 40.21
N: N° de datos; SD: Desviacién estandar; CV: Coeficiente de Variacion; Spz.: Espermatozoides

Tabla 1. Estadisticos descriptivos de las caracteristicas seminales analizadas.

PESO NACIMIENTO PESO FINAL RECRIA
Bajo (n=30) | Medio Alto Bajo Medio Alto
(n=30) (n=30) (n=30) (n=40) (n=20)
N° Eyaculados (n=219) 29+03 [28+03]26+03] 32°+03 | 2.6"+02 | 24°+03
Spz. Anormales (%) 426+3.1 [423+32[393+32[37.1°+3.0[381°+26 | 49.0°+3.8

*>: Significacion entre grupos del mismo efecto (P<0.05); n= niimero; Spz.: Espermatozoides

Tabla 2. Caracteristicas seminales en funcién del peso al nacimiento y a final de recria (media t error estdndar).

APESO LACTACION | APESO ENGORDE | APESO RECRiA
Bajo Alto Bajo Alto Bajo Alto
(n=40) (n=50) (n=40) (n=50) (n=43) (n=47)
N° Eyaculados (n=219) 33'+03 [ 26'+02 | 3.1+02 | 28+03 [32+03| 27+02
Spz. Anormales (%) 370+£39 |433+33|39.1+£33|413+38|399+39|404+32
*>: Significacién entre grupos del mismo incremento efecto (P<0.05); _ : Incremento;
n =niimero; Spz.: Espermatozoides

Tabla 3. Caracteristicas seminales en funcién del incremento de peso en las diferentes fases del desarrollo (media + error estdndar).

En cuanto al porcentaje de formas anormales, los animales con un peso superior a 5400g al final de la recria obtuvieron va-
lores significativamente superiores (P<0.0S) respecto a los grupos de peso inferior a 5400g al final de la recria (Tabla 2).

Si observamos la influencia que tienen cada una de las fases de desarrollo en los parametros seminales (Tabla 3), la causa
mads probable del menor niimero de eyaculados de los machos con mayor peso al final de la recria se refleja principalmente en
el mayor desarrollo de los machos durante la lactacién (P<0.05).

En la Figura 1, que representa la interaccion entre los grupos de peso al parto y al final de la recria, se observa que aquellos
animales que nacieron con un peso al nacimiento bajo y su crecimiento fue elevado (Recria Alta) mostraron peores resulta-
dos para el nimero de eyaculados recuperados y para el porcentaje de formas anormales (P<0.05).

Esto podria estar relacionado con un engrasamiento excesivo de los machos. Otra posible explicacion podria estar relacio-
nada con el desarrollo embrionario del futuro macho reproductor. Cuando se observa un animal que nace pequefio y poste-
riormente muestra un importante crecimiento especialmente durante la lactacion, éste podria ser reflejo de un insuficiente
desarrollo durante la fase de gestacion, que podria afectar a su futuro potencial como animal reproductor. Trabajos como los
de Poigner et al. (2000) en el que observa que conejas que muestran un menor peso al nacimiento, tienen un menor tamafo
de camada en sus dos primeros partos o el de Iczkowoski et al. (1991) que muestra que el mayor desarrollo del volumen tes-
ticular ocurre durante las primeras semanas de vida podrian reforzar esta idea.

Si bien este es un primer estudio y sélo engloba aquellos animales nacidos y desarrollados en una situacién concreta, pode-

mos concluir que el desarrollo temprano (gestacién, lactacién y recria) podria influir de una forma importante en las futuras
caracteristicas reproductivas durante la fase de testaje de los machos seleccionados por VC en el engorde.
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Diferencias significativas entre mismo grupo de inicio: *: P<0.05; **: P<0.01.

Figura 1. Nimero de eyaculados y porcentaje de anormales segiin el peso al nacimiento (inicio) y su posterior desarrollo (final de la recria).
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Resumen

En este trabajo se presentan los resultados de gestion técnica obtenidos con bdcuni correspondientes a 2008 y 2009.
Los indices calculados fueron tasa de sobreocupacién (120%y 125%), fertilidad aparente (81,8% y 82,8%), fertilidad real
(77,3% y 78,0%), ntimero de partos por hembra y afio (7,32 y 7,19), intervalo entre partos (49,9 y 51,2 dias), mortalidad
en lactacién (11,4% y 12,2%), mortalidad en engorde (6,6% y 6,2%), peso media de venta (2,113 y 2,101 kg/conejo), ta-
sa de reposicién (118% y 109%), gazapos destetados por hembra y afio (56,6 y 55,6), hembras muertas y/o eliminadas
por mes (7,8% los dos afios), gazapos producidos por hembra y afio (53,7 y 51,8), niimero de nacidos vivos por parto
(8,74 y 8,81), kilogramos de conejo vendidos por inseminacién (12,0 y 11,8) e indice de conversién global de la explota-
cién (3,58 y 3,59).

Palabras clave: conejo, gestion técnica.

Abstract

Technical management indexes during 2008 and 2009 in Spanish rabbit farms using bdcuni (database of technical management
in Spanish commercial rabbitries, www.ivia.es/bdcuni) are shown in the present work. Indexes obtained were occupation rate
(120% and 125%), apparent fertility (81,8% and 82,8%), real fertility (77,3% and 78,0%), number of kindlings per doe and year
(7,32 and 7,19), kindling interval (49,9 and 51,2 days), mortality during lactation (11,4% and 12,2%), mortality during the fatte-
ning period (6,6% and 6,2%), averaged slaughter weight (2,113 and 2,101 kg per rabbit), replacement rate (118% and 109%), lit-
ter size at weaning per doe and year (56,6 and 55,6), does mortality per month (7,8% both years), produced rabbits per doe and ye-
ar (53,7 and §1,8), total born alive per kindling (8,74 and 8,81), kilograms produced per insemination (12,0 and 11,8) and global
feed conversion ratio (3,58 and 3,59).

Key words: technical management, Rabbit.

Introduccion

En un contexto de crisis generalizada, y en un sector como el ganadero que ha sufrido especialmente esta situacion, es inte-
resante observar cudl ha sido la evolucion del sector cunicola a lo largo de estos ultimos afios.

En este trabajo se presenta una comparativa de los resultados técnicos en cunicultura obtenidos a partir de los datos de al-
gunas explotaciones que voluntariamente utilizaron bdcuni como apoyo a la gestion en 2008 y 2009. bdcuni es un sistema
de gestion técnica y/o econdmica gratuito y confidencial para los cunicultores a nivel nacional, creado gracias al convenio de
colaboracion establecido entre el Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias y el Ministerio de Medio Ambiente y Me-
dio Rural y Marino.

Durante estos dos afos de funcionamiento de bdcuni, este sistema ha ofrecido un servicio de calidad a los cunicultores es-
panoles y prueba de ello es la continuidad de las explotaciones que tras haber iniciado su actividad con bdcuni contintian
usando este sistema periddicamente. El interés de los cunicultores, asi como el numero de explotaciones que utilizan este sis-
tema de gestion ha seguido aumentando en lo que llevamos de afio.
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Material y métodos

Los indices se calcularon en base a los datos técnicos nacionales, de 26 y 27 explotaciones incluidas en la base de datos
bdcuni en los afios 2008 y 2009, respectivamente, siendo 24 las explotaciones comunes a los dos afios. La informacién sobre
el sistema de recogida de datos estd disponible en www.ivia.es/bdcuni. Los indices mensuales fueron calculados para cada ex-
plotacion. Los indices medios mensuales se obtuvieron ponderando por el numero de reproductoras de cada explotacion.
Los indices medios anuales se calcularon como la media de todos los indices medios mensuales del afio correspondiente.

Resultados y discusion

Las caracteristicas de las explotaciones de bdcuni incluidas en el estudio se muestran en la Tabla 1. El tamano medio de las
granjas fue de 776 ambos afios. La mayor parte de las explotaciones (61,5% y 63,0%) tenian entre 400y 1000 hembras repro-
ductoras, a diferencia de lo indicado en el informe del MARM (2008), en que predominaban las explotaciones espafiolas con
menos de 400 jaulas (62,7%).

2008 2009

N° de explotaciones 26 27
N° de reproductoras por explotacion 776 776
Tamaiio de las explotaciones (%)

<400 reproductoras 154 14.8

400 a 1000 reproductoras 61,5 63,0

> 1000 reproductoras 23.1 22.9
Nimero de bandas (%)

banda tinica 53,8 55,6

2-3 bandas 30,8 18,5

banda semanal 15,4 259

Tabla 1. Caracteristicas de las explotaciones cunicolas pertenecientes a bdcuni incluidas en el estudio.

Indice 2008 2009
Tasa de sobreocupacién (%)’ 120 125
Fertilidad aparente (%)> 81,8 82.8
Fertilidad real (%)’ 77,3 78,0
N partos por hembra y afio 7,32 1,19
Intervalo entre partos (dias) 499 51,2
Mortalidad en lactacion (%) 114 12,2
Mortalidad en engorde (%) 6.6 6,2
Peso medio de venta (kg/conejo) 2,113 2,101
Tasa de reposicién (%)* 118 109
Destetados por hembra y afo 56,6 55,6
Hembras muertas y/o eliminadas por mes (%) 7.8 7,8
Producidos por hembra y aiio 53,7 51,8
Nacidos vivos por parto 8,74 8,81
Kg vendidos por inseminacion 12,0 11,8
indice de conversién global® 3,58 3,59

'Ne de reproductoras respecto a n° de jaulas x 100; > N° de palpaciones positivas respecto a n° de
reproductoras x 100; * N° de partos respecto a numero de reproductoras x 100; * N° reproductoras
reemplazadas respecto a n° de reproductoras en la explotaciéon x 100° kg de pienso consumidos en
la explotacion por kg de conejo vivo producido.

Tabla 2. Resultados de gestion técnica en 2008 y 2009 con bdcuni
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E196,6% de la explotaciones bdcuni realizaban inseminacion artificial, frente a valores del 51,3% de las explotaciones re-
portados en 2007 (MARM, 2008), pese a la importancia que representaba en la cantidad total de conejo producido
(81,2% del total).

El porcentaje de explotaciones bdcuni que utilizan banda tinica es alto (53,8% y 55,6%) respecto al 40,6% a nivel nacional
en 2007 (MARM, 2008).

Estas diferencias indican un mayor tamafo medio y grado de tecnificacion de las explotaciones incluidas en bdcuni.

Enla Tabla 2 se muestran los indices de gestion técnica obtenidos. La mayoria de los valores son similares a los publicados
en otros trabajos de gestién (ITAVI, 2007; Rosell y Gonzalez, 2009). El valor de nimero de nacidos vivos por parto (8,74 y
8,81) es menor al 9,4 en 2008 publicado por Rosell y Gonzélez (2009). Sin embargo una menor mortalidad en engorde (6,6
¥ 6,2vs. 7,5 en Rosell y Gonzélez, 2009) se tradujo en valores de nimero de producidos por hembra y afio similar en ambos
trabajos (53,7 y 51,8 vs. 51,7).

No existia una gran variacién de los indices calculados mensualmente a lo largo del afio en la mayoria de los casos (coefi-
cientes de variacién inferiores a 0,05). La mayor variacion se observé en los resultados de mortalidad tanto en lactacién co-
mo en engorde (coeficientes de variacion de 0,13 y 0,22, respectivamente). Se observaron también diferencias estacionales
en los promedios de pesos al sacrificio, con mayores valores en los meses de invierno que en los de verano.

Es momento de coger lapiz y papel para poder cotejar nuestros datos de gestion con los datos promedio que estamos leyen-
do gracias a bdcuni, con las prevenciones necesarias a la hora de comparar (tamaio de explotacién, nimero de bandas, loca-
lizacién de la explotacién) o, mejor atin, es posible hacerlo directamente si utilizo esta herramienta entrando en su web
www.ivia.es/bdcuni.

Tiene que haber granjas con mejores y peores resultados que estos promedios bdcuni. Es hora de detectar nuestros puntos

débiles o, en el caso de ser mucho mejores ser posibles candidatos a los premios Cunicultores de Espafia organizados por el
Ministerio en colaboracion con ASESCU'y el equipo bdcuni.
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Postura y comportamiento del
conejo para determinar la altura
de la jaula en relacion con el
bienestar animal

Rabbit posture and behaviour to determine cage height in relationship with animal welfare
Negretti P., Bianconi G., Finzi A’

Rabbit Unconventional Rearing Experimental Centre, Department of Animal Production, University of Tuscia, 01100 Viterbo, Italy
‘Direccién de contacto: finzi@unitus.it

Resumen

Diez conejos (4 machos y 6 hembras) se alojaron individualmente en una jaula de 1,0 _ 0,65 m de plantay 1,0 m de altura
para estudiar sus comportamientos en relacién con la altura alcanzada adoptando diferentes posturas. Se utilizé una cdmara
web, capturando un fotograma cada minuto, para comprobar la postura de los animales durante todo el ciclo circadiano. Se
grab¢ en video el comportamiento de cada conejo durante una semana, analizdndose unos 45.000 fotogramas por animal. El
ensayo mostré claramente que la mayor parte del tiempo (99,52% del total de ocurrencias) los conejos permanecian a una
altura inferior a 40 cm, que es la altura estindar de las jaulas comerciales. Los resultados muestran que los conejos no necesi-
tan jaulas mayores para conseguir un mejor bienestar. También se analiz6 la actitud de los conejos de alzarse sobre las patas
traseras para alcanzar alturas superiores a 40 cm. Aunque ésta fue muy inusual, gracias al gran nimero de observaciones fue
posible demostrar también una diferencia significativa cuando se comparo la actividad diurna con la nocturna. La diferencia
méxima fue un 11,2% de ocurrencias alrededor de medianoche versus 23,8% alrededor de las ocho (P<0,01).

Palabras clave: conejo, altura de la jaula, bienestar.

Abstract

Ten rabbits (4 bucks and 6 does) have been introduced individually in a cage 1.0 _0.6S and 1.0 m height to test their behaviour in
relationship with the height reached assuming different postures. A web camera was utilised, shooting a photogram each minute, to
check the posture of the animals during all the circadian cycle. The behaviour of each rabbit was video recorded for a week and about
45,000 photograms per animal were checked. The trial showed clearly that most of the time (99.52% of the total occurrences) the
rabbits remained at an height lower then 40 cm, that is the standard height of commercial cages. Results show that rabbits don’t ne-
ed higher cages to get a better welfare. The attitude of rabbits to raise on the hind legs to reach heights exceeding 40 cm was analysed
too. Though this was very uncommon, thanks to the great number of observations it was possible to demonstrate also a significant
difference when comparing the diurnal with the nocturnal activity. The maximum difference was 11.2% of the occurrences about
midnight versus 23.8% about eight o’ clock (P<0.01).

Key words: rabbit, cage height, welfare.

Introduccion

De acuerdo con el interés creciente por el bienestar animal, se han propuesto jaulas de mayor altura, en comparacién con
las comerciales (Standing Committee of the European Convention, 2003; Hoy y Verga, 2006). Se suponia que los conejos
debian poder alzarse libremente sobre las patas traseras con las orejas erectas, y se propuso una altura de la jaula de 50-60 o
incluso 70 cm, entre otras caracteristicas de la jaula, en lugar de la altura estindar de 38-40 cm de las jaulas industriales.

Cuando se ensay6 una jaula de dos pisos para aumentar la superficie disponible para caminar, la zona de paso para permitir
el salto del conejo de un piso a otro era de 52 cm de alto. Esta era utilizada por los conejos para saltar de arriba abajo y al re-

vés, pero la altura sélo fue utilizada rara vez para adoptar una postura levantada sobre las patas traseras (Finzi et al., 1997; Ne-
gretti et al., 2004).

Se han ensayado jaulas mayores (50 cm de altura) por Rommers y Meijerhof (1998). Se registrd una posicién “redressée”,
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probablemente referida a los animales levantados sobre las patas traseras, pero el porcentaje no fue citado. Princz et al.
(2005) han ensayado jaulas con alturas de 20, 30, 40 cm y con el techo abierto para alojar conejos en crecimiento desde la 52
ala 102 semana de edad. Durante el periodo activo era preferida la jaula de 40 cm de altura, mientras que en el periodo de re-
poso era preferida la jaula menor, la de 20 cm. Las jaulas con el techo abierto nunca fueron preferidas. De todos modos el Pa-
nel AHAW de la European Food Safety Authority (2005), discutiendo el impacto de los actuales sistemas de alojamiento y
produccién sobre la salud y el bienestar de los conejos domésticos de granja, no mencionan ningun problema de altura de las
jaulas ni ningun posible efecto negativo de la altura estdndar sobre el bienestar del conejo.

Las jaulas de mayor altura son més caras y la captura del animal puede estar dificultada incrementando el estrés. Puesto que

es importante clarificar la posible relacion entre las caracteristicas estructurales de las jaulas y el bienestar del conejo, se dise-
16 un ensayo especifico para determinar si, cudndo y cudntas veces los conejos pueden beneficiarse de jaulas mas altas.

Material y métodos

Se construy6 una jaula experimental. Las pare-
des laterales eran de 1,0 m de altura, para permi-
tir a los conejos adoptar cualquier posible pos-
tura respecto a la altura. La jaula era de 1,0 x

0,65 m de planta y estaba equipada con una re-
gla graduada con unidades de medida para per-
mitir la lectura de la altura alcanzada por los ani-
males (Figura 1)

Diez conejos adultos (4 machos y 6 hembras)
fueron introducidos individualmente en la jaula
experimental. La postura de los animales fue re-
gistrada automaticamente con una cimara web
regulada para disparar cada minuto durante to-
do el ciclo nictameral. Cada prueba se realizé

durante una semana para registrar posibles mo-

dificaciones comportamentales. Figura 1. Dispositivo experimental para ensayar la postura del conejo en
relacion a la altura alcanzada por los animales durante el ciclo de 24 horas.
Las alturas alcanzadas por los conejos se divi-  La primera altura mostrada en la cinta métrica amarilla son 30 cm. El
dieron en 4 clases asimétricas basadas en el tipo  conejo estd sentado con las patas delanteras levantadas y la altura hasta el
de posturas adoptadas durante el ciclo nictame-  extremo de las orejas es de 35 cm

ral. La clase hasta 30 cm incluyé los animales

que estaban tendidos; la clase de 30 a 35 cm in-

cluyd los sujetos que estaban de pie apoyados sobre las cuatro patas, o caminando, o sentados, o comiendo y bebiendo, o aci-
caldndose; la clase de 36 a 40 cm incluy6 los animales que adoptaban una posicion erecta pero sin extender las patas traseras.
Los casos de conejos que estaban de pie en una posicion erecta por encima de tal altura, siempre apoyados en las paredes de
la jaula y con las patas traseras extendidas, se registraron solo excepcionalmente, principalmente como fase transitoria de la
actividad exploratoria.

Hasta 40 cm, es decir hasta las posturas permitidas por las jaulas industriales estindar, solo se registro el total de ocurren-
cias. Por encima de tal medida, que exigiria jaulas mayores, cada ocurrencia fue registrada singularmente y también se regis-
tr6 la hora para analizar si estos comportamientos raros eran dependientes de un periodo peculiar (noche o dia o alba) del ci-
clo de 24 horas.

Dado que los animales provenian de un alojamiento al aire libre, se mantuvo la iluminacién natural durante el dia y, duran-

te la noche, se utilizé una iluminacién baja (2,2 W/m? de luz indirecta, simulando una noche de luna media) para permitir
grabar a la cdmara web cuando la luz de la luna no era suficiente. El andlisis estadistico se realizé usando SAS (1993).

Resultados

Han sido analizados unos 45.000 fotogramas por conejo. Todos los animales ensayados mostraron claramente que no teni-
an tendencia a adoptar posturas que excediesen la altura de las jaulas estdndar (40 cm). En mas del 99% de las ocurrencias,
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cuando estaban tendidos, sentados, de pie apoyados sobre las cuatro patas, comiendo y bebiendo o acicalandose, los anima-
les no alcanzaron la altura de 40 cm. Esto muestra que las jaulas estindares son bastante adecuadas para permitir el compor-
tamiento més usual del conejo. Cuando los datos se consideraron analiticamente (Tabla 1), los conejos fueron observados
un 90,5%, 7,8% y 1,2% de las veces registrando alturas <30 cm, 31-35 cm y 36-40 cm respectivamente. Sélo excepcionalmen-
te se superd esta altura: 0,33%, 0,071%, 0,042%, 0,020%, 0,016% para alturas hasta 45, 50, 55, 60, >60 cm respectivamente, es
decir menos del 0,5% del total.

Altura (cm) Ocurrencias % %

<30 40.982 90,502

31-35 3.541 7,820 99.52

36-40 542 1,197

41-45 151 0,334

46-50 32 0,071

51-55 19 0,042 0,48

56-60 9 0,020
>60 7 0,016

Total 45.283 100,000 100,00

Tabla 1. Ocurrencias de las alturas alcanzadas por los conejos durante el ensayo completo.

En la Figura 2 se representa un ejemplo. El
conejo, mientras permanece levantado sobre
las patas traseras, alcanza una altura de solo
42 cm. Puede comprenderse ficilmente por-
qué es dificil que los conejos puedan alcanzar
alturas mayores que ésta, principalmente

porque pueden hacerlo apoyados en la pared
delajaula con las patas delanteras para hacer-
lo mas facilmente. No es lo mismo que en las
condiciones de vida silvestre en libertad don-
de, en la posicion de alerta, las patas traseras
no estdn extendidas.

Enla Tabla 1 se resumen los datos referidos

al lote total de animales del ensayo. Estos
muestran que las sugerencias que demandan

jaulas mayores en aras de un supuesto mejor
bienestar no estdn sustentadas por evidencias

Figura 2. El conejo estd en posicion erecta (42 cm). Posturas como esta han
sido observadas durante periodos bastante cortos.

experimentales. Incluso la clase de alturas de
36 240 cm apenas es visible en la mayoria de
las representaciones gréficas del porcentaje
de ocurrencias. Esta clase pudo ser sensiblemente apreciada pricticamente en solo dos casos. El mas evidente fue el caso del
macho mostrado en la Figura 3 que tuvo el méximo (1,03%) de posiciones levantadas observado.

Discusion

El anélisis del comportamiento del conejo cuando se cria en jaulas demuestra que algunas posturas son frecuentes mientras
que otras son bastante inusuales. Es obvio que algunas actitudes corresponden a patrones de comportamiento especie-espe-
cificos capaces de satisfacer exigencias etoldgicas especificas de los animales. Otras actitudes, por el contrario, aparecen solo
como posibles u opcionales.

Puede discutirse cual deberia ser la frecuencia necesaria para considerar un comportamiento como correspondiente a las
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exigencias etologicas basicas de una especie
animal. Los datos registrados mostraron que

100 T r 7 .
Dias s6lo en el 0,48% de las ocurrencias los cone-

u| LI jos levantaban su cuerpo una altura por enci-
ma de 40 cm (menos del 0,15% sobre 45 cm).
Por lo tanto, este deberia ser considerado co-

80 -

mil @V

60 mo un comportamiento opcional pero no co-
% mo necesario.

40 -

Otro aspecto a considerar es que, si algun

animal nunca adopta una determinada postu-

204 ra, también en este caso esta postura no de-

beria ser reconocida como una necesidad es-

0 pecifica de la especie. En este experimento,

<3l i =40 nunca se observé una ocurrencia asi, pero

dos sujetos mostraron sélo 1 ocurrencia so-

. ) . bre 4.000 o mds en la cual levantaron sus
Figura 3. Frecuencias de las alturas alcanzadas por un macho adulto en dife-

rentes dias de observacién. Es el caso mds claro de los tinicos dos sujetos en el
que es visible la clase de 36 a 40 cm.

cuerpos por encima de 40 cm. Esto es muy
préximo a nada. Ademds deberia considerar-
se que los machos, que muestran una tenden-
cia limitada a levantar sus cuerpos por enci-
ma de 40 cm mas frecuentemente que las hembras, son alojados en jaulas mayores, en los sistemas industriales, para permitir
una mas fécil recoleccion del semen.

Gracias al muy elevado numero de observaciones, los datos obtenidos permitieron un anélisis estadistico también de las
ocurrencias inusuales. Cuando se consideraron las ocurrencias que mostraron una altura por encima de cm 40 durante el ci-
clo circadiano, se observaron diferencias significativas (P<0,05). Los datos se muestran en la Figura 4, donde el dia estaba di-
vidido en 6 periodos de 4 horas (en el eje de abscisas sélo se representan los valores medios). La tendencia muestra frecuen-
cias mayores (23,8%) por la mafiana temprano (6:00 a 10:00) seguidas de valores medios (15,4% a 18,2%) para la mayor
parte del dia (10:00 a 22:00). Entonces los valores cayeron hasta un minimo (11,2% a 13,1% de 22:00 a 6:00).

Los resultados estan de acuerdo con los registros obtenidos por Princz et al. (2005) quienes concluyeron que las jaulas con
30-35 cm de altura no contravienen el bienestar y confort de los conejos en crecimiento.

Se han ensayado jaulas mayores (50 cm) por Rommers y Meijerhof (1998). Se registré una posicién “redressée”, probable-
mente referida a los animales levantados sobre las patas traseras, pero el porcentaje no fue citado. Nosotros calculamos un
posible 2,9% de las ocurrencias, de acuerdo con la descripcion de los métodos experimentales hecha por los autores mismos.

251 %
20 -
15 -
10 1
horas
5
24 04 08 12 16 20 24

Figura 4. Tendencia circadiana de las frecuencias del porcentaje de ocurrencias cuando las alturas son >40 cm. Cada clase del eje
de abscisas representa un periodo de 4 horas, 2 antes y 2 después de la hora referida.
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Este resultado deberia incluir nuestras dos clases de 36 a 40 cm y de 41 a 45 cm cuando los animales adoptan una posicion
erecta, menor y mayor que las jaulas estdndar, respectivamente. Nuestro valor fue de 1,5% y el resultado puede considerarse
de acuerdo con los de los mencionados autores, puesto que su registro ha sido inferido por nosotros.

Como conclusién, el modelo experimental ha mostrado ajustarse para definir las condiciones de bienestar para los conejos
en relacién con la altura éptima de las jaulas industriales. Estas parecen satisfacer las necesidades de bienestar de los conejos.
Ademis, la discusion ha ilustrado el problema de definir qué debe ser considerada solo una posibilidad comportamental y
qué son necesidades etoldgicas especie-especificas a tener en cuenta en aras del bienestar animal.
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Efecto del peso y pienso de recria

Efecto del peso al nacimiento y
del pienso de recria sobre el
desarrollo y reproduccion de las
conejas

Effect of birth weight and rearing diet on the development and reproduction of rabbit does
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Resumen

Con el objetivo de evaluar el efecto del peso al nacimiento (PN: <52, 52-57, 57-62 y >62 g) y del tipo de pienso suministra-
do alas conejas en la fase de recria (control vs. fibroso), se utilizaron 355 animales provenientes del cruce entre las lineas V'y
A de la Universidad Politécnica de Valencia. Al nacimiento los animales fueron sexados, pesados e identificados. A las 9 se-
manas de vida las conejas fueron transferidas a una granja comercial dénde recibieron uno de los piensos experimentales has-
ta el momento del primer parto. Las diferencias de PN parecen mantenerse en las conejas hasta la fecha de la primera insemi-
nacién artificial (IA). Asi, las conejas con un PN superior a $7 g mostraron un mayor grosor de la grasa perirenal a la 12 IA
(+0.18 mm; P<0.0S). Sélo las conejas con un PN<S2 g llegaron al primer parto con un menor peso (-270 g; P<0.001). Las
conejas con un PN>57 g presentaron un niimero de gazapos nacidos totales (NT) superior en su segundo parto (+1.24 gaza-
pos; P<0.05). El uso de un pienso fibroso en recria no produjo ningtin retraso en el desarrollo de los animales hasta el mo-
mento de la 12IA, y aunque se observé una reduccién del NT en el primer parto (-1.0 gazapos; P<0.05), dicho problema des-
aparece en el siguiente ciclo. En conclusion, las conejas con un PN<52-57g llegan al primer parto con un menor peso y pue-
den mostrar unos peores indices reproductivos en los primeros ciclos. Por otra parte, la utilizacién de piensos fibrosos se pre-
senta como posible alternativa de restriccion en recria.

Palabras clave: conejas, peso al nacimiento, fibra, recria.

Abstract

In order to evaluate the effect of birth weight (BW: <52, 52-57, §7-62 and >62 g) and the rearing diet (control vs. fibrous), 355
crossbreed rabbit does (V _A; Universidad Politécnica de Valencia) were used. The animals were sexed, weighted and indentified at
the birth day. Nine weeks after, young females were transferred to a commercial farm receiving one of the experimental diets from this
moment to the first partum. BW differences were maintained until the st artificial insemination (AI). Thus, females with a
BW>57g had a greater perirenal fat thickness at 1st AI (+0.18 mm; P<0.0S). Only those females with BW<52g reached to first
partum with a lower live weight (-270 g; P<0.001). Females with BW<S7g showed a larger number of total born (TB) at the 2nd
partum (+1.24 kits; P<0.0S). The use of a rearing fibrous diet did not impair the adequate development of young females until 1st
Al and although a reduction of TB at st partum was observed (-1.0 kits; P<0.05) this disadvantage disappeared in the next cycle.
In conclusion, females with a BW<S52-57g arrive to 1st partum with a lower live weight and can show worse reproductive traits. On
the other hand, fibrous diets could be a possible restriction choice for rearing.

Key words: rabbit does, birth-weight, fibre, rearing.

Introduccion

En las ultimas décadas se ha realizado un gran esfuerzo para mejorar la nutricién y manejo de las conejas reproductoras
(Xiccato, 1996; Pascual et al., 2006). Sin embargo, parte del potencial reproductivo de las conejas se puede haber decidido
antes de que ocurra el primer parto (en su propia gestacién, lactacién, crecimiento o recria).

En este sentido Poigner et al. (2000a) describieron la posible influencia del efecto materno (peso al nacimiento y tamaio
de camada) sobre el crecimiento y tasa de mortalidad de sus crias. De hecho, Poigner et al. (2000b) observan como el peso al

XXXV Symposium de cunicultura de ASESCU 61



NUTRICION Y ALIMENTACION

nacimiento (PN) de las hembras podria afectar a su potencial reproductivo, teniendo este PN mayor importancia que el ta-
maifio de la camada en el que se cri6 la coneja.

Por otra parte, algunos autores (Rommers, 2004; Quevedo et al., 2005; Theilgaard et al., 2006) han mostrado como el sis-
tema de manejo utilizado durante la recria y el nivel de desarrollo de los animales en el momento de su primera inseminacién
artificial (IA) puede afectar a la productividad y esperanza de vida de las futuras conejas reproductoras.

Basado en la importancia de los pardmetros reproductivos y de los factores que les afectan, el presente trabajo trata de

ahondar en el efecto de dos sistemas de alimentacion aplicados en la fase de recrfa, considerando el peso al nacimiento y la
condicion corporal de conejas a la primera IA.

Material y métodos

Se utilizaron un total de 355 hembras del nicleo de seleccién Jord4 (Fabara, Zaragoza), provenientes del cruce entre las li-
neas Vy A de la Universidad Politécnica de Valencia, ambas seleccionadas por tamano de camada al destete. El dia del naci-
miento las conejas fueron sexadas, pesadas y marcadas mediante la inyeccién de un microchip de 2x12 mm (Felixcan, Alba-
cete). Alas 9 semanas de vida los animales fueron trasladados a una granja comercial de Valderrobres (GUCO, Grupo Arcoi-
ris, Teruel). Desde dicho momento hasta el dia del primer parto las conejas recibieron uno de los dos piensos experimentales

(Tabla 1): control (C) o fibroso (F).

Los piensos fueron asignados en funcién del peso al nacimiento, clasificando los animales en 4 grupos experimentales: <52,
52-57,57-62y >62 g. A partir del primer parto, todos los animales pasaron a recibir el mismo pienso (C). La primera IA se
realiz6 alas 21 semanas de vida, y tras el parto las conejas fueron inseminadas a los 18 dias post-parto.

Se controld la evolucién del peso vivo desde los 63 dias hasta el primer parto en controles realizados a cada 21 6 28 dias
(manejo en 2 bandas). En la 12 A se midi6 el grosor de grasa perirenal (GGP) utilizando un equipo de ultrasonidos (Toshi-
ba, Just Vision, 200, SSA-320), y siguiendo la metodologia descrita por Pascual et al. (2000). Se controlé el niimero de naci-
dos totales, vivos y destetados. La tasa de fertilidad y el intervalo entre partos para los distintos grupos fue también registrada.

Los datos fueron analizados mediante un modelo mixto (PROC MIXED de SAS, 2002) incluyendo el pienso y el grupo ex-

perimental como factores fijos y el animal como efecto aleatorio. El tamafio de camada al nacimiento se introdujo como co-
variable. Se realizé un analisis de contraste ortogonal para el peso al nacimiento (<57 vs. >57 g).

Resultados y discusion

Efecto del peso al nacimiento

Las diferencias de PN parecen mantenerse en las conejas hasta la fecha de la primera IA (Tabla 2; P<0.001). De hecho, las
conejas con un PN>57 g mostraron una mayor condicién corporal ala 12 1A (+0.18 mm de GGP; P<0.05) que las conejas de
menos de 57 g. Sin embargo, sélo las conejas con un PN<52 g presentaron un peso vivo inferior al primer parto (-270 g;
P<0.001). De ese mismo modo, Poigner et al. (2000a) observaron como las diferencias de PN se mantienen hasta la semana
16 de vida, pero desaparecen al primer parto.

Respecto, al efecto del PN sobre los pardmetros reproductivos registrados durante los primeros dos ciclos reproductivos, a
medida que aumenta el PN hasta los 62 g se produce una mejora de la fertilidad (P<0.05). Sin embargo, la fertilidad volvié a
caer en las conejas de >62 g. Por otra parte, las conejas que nacieron con un peso mayor a 57 g tuvieron un mayor nimero de
gazapos nacidos totales en su 2° parto (+1.24 gazapos; P=0.056) que aquellas que al nacimiento pesaron menos de 57 g. Es-
tos valores también se observaron durante el primer parto (+0.53 gazapos nacidos totales) pero sin diferencias significativas.
Estos resultados coinciden con aquellos obtenidos por Poigner et al. (2000b), donde las conejas con un mayor PN (>63 g)
tuvieron un mayor nimero de nacidos totales (+1.18 gazapos; P<0.01) durante los dos primeros ciclos reproductivos, y po-
nen en evidencia el posible efecto del adecuado desarrollo fetal sobre el ulterior desarrollo reproductivo adulto.

Efecto del tipo de pienso de recria

La utilizacién del pienso fibroso no produjo un retraso en el desarrollo de los animales hasta el momento de la 12IA, llegan-
do las conejas con un peso similar (3.94 kg), a diferencia de lo observado en trabajos previos con piensos bajos en energia
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Pienso
Ingredientes (%) Control (C) Fibroso (F)
Grano de cebada 7.18 2.01
Harina semilla girasol 16.00 5.02
Haba de soja extrusionada 2.77 -
Salvado de trigo 30.00 18.07
Pulpa remolacha 8.74 15.56
Harina alfalfa 28.99 41.17
Paja cereal - 15.06
Aceite soja 1.69 1.00
Melaza cafia 2.00 -
Lisina 50 liquida 0.15 -
Metionina OH liquida 0.10 -
Treonina - 0.17
Carbonato calcico L2] -
Fosfato bicalcico - 0.63
Cloruro sodico 0.40 0.50
Px Guco 0.20 % ' 0.20 0.20
Contenido Nutritivo
Materia seca (MS, %) 90.46 91.03
Cenizas 7.98 11.39
Proteina bruta 18.42 13.36
Grasa Bruta 498 237
Fibra neutro detergente 38.08 43.61
Fibra acido detergente 19.47 23.37
Lignina acido detergente 3.41 2.00

'Corrector de vitaminas y oligoelementos. Ambos piensos inclufan Robenidina (66 mg/kg) y cobre (10 mg/kg).

Tabla 1. Ingredientes (%) y composicién quimica (%MS) de los piensos experimentales

Peso al nacimiento (PN, g) Pienso de recria Contraste PN (g)

Parametros

<52 52-57 57-62 =62 Control Fibroso <57 vs. > 57 P-valor
Pesoa63d 1815 a+34 1928 b +42 1954 b £39 2053 ¢ £36 1947 £26 1928 £26 132 +42 <0.001
Pesoala A 3787 a 49 3866 b £57 4017 b +47 4084 ¢ £54 3965 £36 3912 435 224 +£57 <0.001
Peso al parto 3956 a £54 4193 b +59 4302b+49 4183 b =60 4247 A £39 4070 B £36 168 £62 0.006
GGP' a LA (mm) 6.03 =0.07 6.01 £0.08 6.20 +0.07 6.19 =0.08 6.17 £0.05 6.04 £0.05 0.18 =0.08 0.026
Fertilidad (%) 83.78 a 93.10 ab 97.67 b 84.38a 92.19 94.81 412 NS’
ipp? (dias) 51.42+£2.89  51.68+£2.68 58.15+2.12 53.63 £2.86 55.09 +£1.86 52.35 +1.68 4,34 £3.00 0.153
Primer parto
MNacidos Vivos 8.98 £0.56 9.42 +0.66 9.59 +0.55 9.54 £0.65 9.78 +£0.45 8.99 +0.41 0.37 £0.62 0.553
Macidos Totales 9.42 £0.49 9,73 £0.55 9.84 +0.46 1037 £0.56  10.35 A+0.38 9.33 B £0.35 0.53 £0.52 0.310
N Destetados 7.20 £0.43 6.28 £0.46 6.91 £0.41 7.10 £0.49 6.86 +0.34 6.88 +0.29 0.26 £0.45 0.562

Segundo parto

Nacidos Vivos 10.86 +0.78  10.03 +0.81 11.23£0.64  11.20+0.81 10.69 +0.56 10.97 +0.51 0.77 £0.77 0.320
11.56 £0.65  11.03 £0.67  12.39£0.53  12.67 £0.68 11.90 +0.47 11.93 £0.43 1.24 +0.06 0.056

N° Destetados 8.67 £0.98 8.62 +1.34 7.67 £0.65 7.95 +£0.83 8.58 +0.81 7.87 £0.55 -0.84 +0.98 0.403

Macidos Totales

Medias seguidas de letras minusculas (intervalo de peso) y maytsculas (tipo de pienso) en la fila difieren significativamente entre sia p <
0.05. 'Espesor de la grasa perirenal. *No significativo a p<0.05. *Intervalo entre partos.

Tabla 2. Efecto del peso al nacimiento y del tipo de dieta, consumida en la fase de recria, sobre la evolucion del peso vivo y a los dis-
tintos pardmetros reproductivos de los dos primeros ciclos productivos
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(Xiccato et. al., 1999; Pascual et. al., 2002; Quevedo et. al., 2005) donde si se observé dicho retraso. Sin embargo, la adminis-
tracién de un pienso fibroso durante la recria podria reducir la condicién corporal de las conejas en su 12 IA (-0.14 mm en
comparacién a las conejas del pienso control; P=0.078). Sin embargo, al igual que observé Quevedo et. al. (2005), la utiliza-
cién de un pienso rico en fibra durante la recria y primera gestacién produjo una reduccién del nimero de nacidos totales al
primer parto, aunque en ambos trabajos dicho problema desaparece en los siguientes ciclos. En el presente trabajo se obser-
va una reduccién de 1 gazapo nacido total (P<0.05) en el primer parto para conejas alimentadas con el pienso fibroso, que
ademds coincide con un menor peso vivo de la coneja alrededor del primer parto (-177 g; P<0.0S).

Asi podemos concluir que aquellas conejas que nacen con un bajo peso (<52-57g) llegan al primer parto con un menor pe-
80 vivo y podrian mostrar unos peores indices reproductivos en sus primeros ciclos, poniendo en duda la conveniencia de re-
servar animales de bajo peso al nacimiento como futuros reproductores. La utilizacién de piensos fibrosos durante la recria
se muestra como posible alternativa de restriccion alimentaria sin afectar al desarrollo de las conejas. Sin embargo, hay que
seguir trabajando en el adecuado manejo de estos piensos y su efecto sobre la reproduccion.
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alimentacion y al pienso
empleado

Effect of feeding management and food on production costs
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Resumen

Para valorar la variacion del consumo de pienso cuando se aplican estrategias para mejorar la salud de los conejos jovenes
se han utilizado 162 camadas procedentes de 88 conejas entre el sexto y noveno parto, distribuidas en cuatro grupos en los
que variaba la edad al destete (28 y 42 dias) yla alimentacién desde los 17 a los 49 dias de vida (comercial o peridestete). Ca-
da camada se dividi6 al destete en dos grupos que recibieron alimentacién ad libitum o restringida hasta los 56 dias de vida.
Los resultados obtenidos muestran que los tres tratamientos estudiados redujeron la mortalidad en el cebadero, pero solo
cuando dicho descenso asociado al tratamiento fue importante (50%) se obtuvo una reduccién del 30% en el gasto de pien-
so por kilo de conejo vendido.

Palabras clave: edad al destete, restriccion, peridestete, gasto alimentacion.

Abstract

One hundred sixty two litters from six to nine parturition of 88 rabbit does were distributed on four groups, varying on feed from 17 to
56 days of age and weaning time. Litters were divided at weaning, half were feeding ad libitum and half restricted until $6 days of life.
Feed intake of does and litters were recorded from insemination to the end of fattening period (60 days) and feeding cost of each fattened
rabbit was calculated. The use of a specific feed for young rabbits, the delay on weaning time and the feed restriction during fattening pe-
riod improve the viability of rabbits, but only a great reduction of mortality (50%) had a reduction in feeding cost of 30%.

Key words: weaning time, feeding restriction, feeding cost.

Introduccion

En la actualidad, las enfermedades infecciosas del sistema digestivo representan el 71% del total de las enfermedades que
afectan al conejo, debido en gran medida a la incidencia de la enteropatia epizoética del conejo (ERE), que puede llegar a
causar hasta un 60% de mortalidad y un relevante aumento de la morbilidad en los animales de engorde (Rosell et al.,, 2000).

La utilizacién de antibidticos ha sido la manera habitual de controlar la mortalidad en el cebadero, lo que, ademds de que
pueda ser considerada una practica poco deseable desde el punto de vista de la seguridad alimentaria, ha hecho que el coste
de tratamientos veterinarios se haya multiplicado por 2,5, lo que incrementa los costes de produccion.

Por ello, se han planteado otras alternativas para reducir la mortalidad ligadas con la alimentacién y/o con el manejo de és-
ta en la granja, principalmente, la utilizacién de piensos especialmente formulados para los animales de peridestete (Soler et
al,, 2004; Carabaiio et al., 2005), prolongar la alimentacién lictea retrasando la edad de destete (Gallois et al., 200S; Marti-
nez et al.,, 2009) y restringir la alimentacién durante una parte del periodo de cebo (Boisot et al., 2003; Gidenne et al., 2009).
Con las tres estrategias se han logrado mejoras sustanciales de la viabilidad de los gazapos tras el destete, lo que permite au-
mentar la productividad y reducir costes, pero estas estrategias afectan también a otros pardmetros relacionados de forma ne-
gativa con el gasto destinado a la alimentacion y, por tanto, con el coste de produccion. Asi, si junto a una mayor superviven-
cia de los animales de cebo se produce también un descenso de fertilidad o un empeoramiento del estado corporal de las ma-
dres por emplear piensos de peridestete (Martinez-Vallespin et al., 2008), o el aumento del intervalo entre partos por retra-
sar el destete, o un descenso del crecimiento por restringir la alimentacién en el cebadero, etc., estas otras variaciones acaba-
ran originando un mayor consumo de pienso y, por tanto, el efecto real de estas alternativas relacionadas con la alimentacién
sobre el coste final de produccién no se ha valorado en su totalidad.

XXXV Symposium de cunicultura de ASESCU 65



NUTRICION Y ALIMENTACION

Material y métodos

En una granja afectada por frecuentes brotes de ERE, se han utilizado 162 camadas (1458 gazapos) procedentes de 88 co-
nejas cruzadas multiparas entre el sexto y el noveno parto hasta los 60 dias de vida. A cada coneja y sus camadas se les habia
asignado al inicio de su vida reproductiva uno de los cuatro grupos experimentales, definidos por la alimentacién recibida du-
rante la lactacién y el cebo, el tiempo transcurrido entre el parto y la siguiente inseminacién de la madre (IA) y por la edad de
los gazapos al destete, y cuyas caracteristicas se muestran de forma detallada en la Tabla 1.

Alimentacién
IA Destete 17d 28d 42d 49d 56d 60 d
Grupo 1 11 28 L L C C C R
Grupo 2 25 42 L L I C C R
Grupo 3 11 28 L PD48  PD48 PD48 C R
Grupo 4 25 42 L PD48  PD48 PD48 C R

Tabla 1. Ritmo de reproduccidn de las conejas (inseminacion, IA, y destete en dias post-parto) y alimentacién desde el parto al
sacrificio en cada uno de los grupos experimentales (L: pienso de lactacién, C: pienso de cebo, PD48: pienso peridestete y R: pienso
de retirada).

Tras el destete los animales de cada camada fueron separados de forma aleatoria en dos grupos, uno de los grupos pasaba a
recibir alimentacién a voluntad y el otro alimentacidn restringida al 70% hasta los 56 dias de vida y ad libitum a partir de en-
tonces. Durante toda la experiencia se controlaron los consumos de los distintos piensos de la coneja y de los gazapos, la
mortalidad y el peso de las camadas y los dias trascurridos desde el destete al parto siguiente de la coneja. En cada ciclo pro-
ductivo la experiencia finalizaba cuando los conejos alcanzaban los 2 kg de peso vivo o a los 60 dias de vida, por lo que en los
controles de los dias 56 y 60 se anotaba también el numero y peso de los conejos que no habian alcanzado el peso de matade-
ro, retirando del grupo el dia 56 aquellos animales que hubieran finalizado la experiencia.

A partir de los datos medidos en granja se calculd la repercusién de consumo de piensos en la nave de maternidad y en el ce-
badero por cada conejo vendido (EIG) y los porcentajes de animales que no alcanzan el peso de matadero a los 56 y a los 60
dias y se estimé el nimero de dias que habria que prolongar el cebo para conseguir el peso de matadero en los animales que
no habian alcanzado los 2 kg de peso a los 60 dias (ADS), suponiendo un crecimiento igual al registrado entre 56y 60 dias.

Resultados y discusion

La evolucién del tamafio de la camada y de los grupos de cebo

mostraron el efecto esperado y descrito por otros autores, y los

tres factores (pienso de peridestete, destete tardio y restriccion ali- 38

mentaria) redujeron la mortalidad, sin embargo al analizar la mor-
301

talidad registrada en cada grupo se observé que la restriccién ali-
mentaria solo fue efectiva cuando se desteta a 28 dias y no se em- 25

plea pienso de peridestete (grupo 1), y que el empleo de pienso de

peridestete cuando se prolonga la lactacion fue menos efectivo y
no redujo la mortalidad (grupo 4 vs. 2), tal como se muestra en la
Figura 1.

109

Igualmente, tal como se muestra en la Tabla 2, se observé que los A
animales que destetan a 28 dias consumen mds pienso y tienen un

menor crecimiento que los gazapos que contintan recibiendo le- o

che, efecto también registrado por los demds autores, pero estas di-

ferencias desaparecieron o se invirtieron cuando los segundos fue- ] .
P & Figura 1. Mortalidad de gazapos durante el cebo

segiin se emplee un pienso de peridestete (grupos 3 y
4) o0 no (grupos 1y 2), se destete a 28 dias (grupos 1
y3) 0 a42 dias (grupos 2 y 4) y se realice restriccion
alimentaria (R) o no (V) durante el cebo.

ron destetados; a pesar de ello, el consumo medio durante todo el
periodo de cebo de los gazapos destetados a los 28 dias fue mayor.

Del mismo modo, la restriccidon alimentaria afecta de forma im-
portante al crecimiento, dando pesos mas bajos al sacrificio y au-
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mentando el porcentaje de animales que no alcanzan dicho peso a los 60 dias de vida, lo que obligaria a prolongar el tiempo
de cebo entre 5y 10 dias mas, aumentando por tanto el pienso gastado en el cebadero.

Por otro lado, aunque el consumo de pienso de las madres en los distintos grupos varié cuando se empleo pienso de peri-
destete (aumentd el consumo), su repercusién sobre el gasto de pienso final por gazapo vendido no fue importante y no se
produjeron alteraciones importantes de la fertilidad de las madres ni, por tanto, de su consumo durante el periodo seco y/o
gestante entre los grupos. La prolongacion del destete si aumenta el consumo de pienso en la nave de lactacidn, pero su re-
percusion sobre gazapo vendido se atenta cuando la reduccion de la mortalidad es mas importante (grupo 2) y, simultdnea-
mente se reduce el consumo de pienso en el cebadero por el menor tiempo que los animales estan alli (grupos 2 y 4).

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 SE
\4 R \4 R \4 R \4 R
Ingestion
(g/d) 89 79 76 71 92 75 75 70 1.59
Crecimiento
(g/d) 44 38 44 41 45 40 42 39 0.66

Peso final (g) 1964 1832 1917 1859 1961 1845 1823 1788 21
Bajo peso a

60d (%) 8 35 14 14 13 30 24 34 0.04
Dias extra-

cebo 9 6 9 5 7 5 10 10 1.1
Consumo en
maternidad

(g 3810 2927 3810 4101 3639 3201 5147 4384 322

Consumo en
cebadero (g) 4339 3500 2072 2011 4144 3625 2242 2039 130

Gasto de
pienso (g) 8149 6428 5660 5806 7783 6827 6935 6071 400
IC 4.1 3.5 2.9 3.1 3.9 3.7 3.8 34 0.23

V: alimentacion a voluntad. R: alimentacion restringida al 70% desde el destete hasta los 56 dias. SE: Error Standard.

Tabla 2. Repercusiones sobre el crecimiento y la ingestion del conejo de cebo y sobre el gasto de pienso en maternidad y cebadero
por cada conejo vendido del empleo de pienso de peridestete (grupos 3 y 4 vs. 1y 2), del destete tardio (2y 4 vs. 1y 3) y de la res-
triccion alimentaria en cebadero (R vs. V)

Larestriccion de la alimentacion en el cebadero redujo la repercusion del pienso consumido por gazapo vendido cuando se
desteto alos 28 dias, tanto del pienso consumido en la nave de madres como en el cebadero, pero su efecto fue muy limitado
o inexistente cuando se destet6 a los 42 dias.

Asi pues, la repercusién del gasto de pienso por kilo de conejo vendido (IC) fue muy alto cuando se destetd a los 28 dias
frente a lactaciones mas prolongadas (grupos 1y 3 vs. Grupo 2). En estas condiciones, y cuando no se empleé pienso de pe-
ridestete, la restriccion de alimento en el cebadero mejora sensiblemente el IC, debido, fundamentalmente a una sensible re-
duccién de la mortalidad (50%), pero en el resto de las condiciones de alimentacién y/o de manejo alimentario, no se han
encontrado mejoras sensibles del gasto asociado a la alimentacién.
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Resumen

Para realizar este trabajo, se cebaron dos bandas consecutivas de gazapos de cruce Neozelandés Blanco x Californiano en
los que se estudi el efecto de la retirada de los comederos desde las 17:30 hasta las 09:30 h, durante los primeros 14 dias tras
el destete (35 dias de edad), sobre los pardmetros productivos y sobre la viabilidad de los gazapos. En ambos cebos, durante
los primeros 14 dias de cebo, la restriccion redujo de forma significativa (P<0,001) el consumo y la ganancia de peso de los
gazapos. En los siguientes 14 dias de cebo, hubo un crecimiento compensatorio de los gazapos restringidos que, sin embargo,
terminaron el cebo (63 dias) con un peso vivo menor (P<0,005) que el de los gazapos alimentados siempre ad libitum e infe-
rior a los 2 kg. En el segundo cebo, los conejos restringidos alcanzaron los 2 kg de peso vivo cuando la edad de sacrificio se
pospuso a los 70 dias. Por otro lado, en ninguno de los dos cebos, la restriccion permitié mejorar de forma significativa el in-
dice de conversion. La mortalidad media fue de un 2,08% en el primer cebo mientras que ascendi6 a un 15,6% en el segundo.
En este tltimo cebo, la restriccién alimentaria permitié reducir el porcentaje de mortalidad de 25,6 a 6,34% (P=0,017). Sin
embargo, la mayor incidencia de diarreas no sé6lo aumento la mortalidad con respecto al primer cebo, sino también la morbi-
lidad, conduciendo asi a una mayor heterogeneidad en los resultados productivos y a un indice de conversién real mayor que
el indice de conversion técnico, obtenido cuando sélo se tuvo en cuenta el consumo de los animales que estaban vivos al final
del cebo (3,62 vs. 2,88).

Palabras clave: gazapos, restriccion, mortalidad, morbilidad, indice de conversién.

Abstract

This work consisted of two consecutive studies and aimed to test the effect of a feed restriction (feeders were withdrawn from 17:30
t0 09:30 h) during the first 14 days after weaning (3S days of age) on fattening performances and rabbit mortality. In both studies,
feed restriction reduced (P<0.001) weight gain and feed intake from day 35 to day 49. In the following 14 days, restricted rabbits
had a compensatory growth but, at 63 days of age, weighed less than 2 kg and their mean weight was lower (P<0.005) than that of
ad libitum fed rabbits. In the second study, restricted rabbits reached a body weight of 2 kg when slaughter was postponed at 70 days.
In none of the studies, feed restriction allowed to improve feed conversion. Mean mortality rate was 2.08% in the first study but
amounted to 15.6% in the second one. In the latter study, feed restriction reduced mortality rate (from 25.6 to 6.34%; P=0.017).
However, in this study, the higher diarrhea incidence did not only increase mortality rate compared to the first study but also rose
number of morbid animals, leading thereby to a larger heterogeneity of productive results and to a real feed conversion ratio (3.62;
calculated by taking into account feed intake of rabbits that died afterwards) that was much higher than that determined by solely
considering animals that were alive at the end (2.88).

Key words: young rabbits, feed restriction, mortality, morbidity, feed conversion.

Introduccion

Los efectos de la restriccién alimentaria sobre los humanos (Polivy, 1996) asi como su posible interés en especies ganade-
ras (cerdos: Lovatto et al., 2006; avicultura de carne: Tumova et al., 2002) se conocen desde hace varios afios. Asimismo, son
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ya numerosos los trabajos de experimentacion que estudiaron el efecto de la restriccion alimentaria en conejos. La mayoria
de esos trabajos pretendia conocer la influencia de la restriccion sobre variables como el crecimiento del animal y sus érganos
(Lebas y Laplace, 1982), la calidad de la canal (Ledin, 1984; Tumova et al., 2006), la calidad de la carne (Dalle Zotte et al.,
2005) o la eficiencia alimenticia (Maertens y Peeters, 1988; Maertens, 2008). No obstante, son pocos los trabajos que pre-
sentan resultados de mortalidad y morbilidad en gazapos sometidos a restriccién (Boisot et al., 2003; Gidenne et al., 2003).
Por tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de una restriccion alimentaria sobre los pardmetros productivos
y la viabilidad de gazapos en crecimiento.

Material y métodos

Para realizar este estudio, se llevaron a cabo dos cebos consecutivos de gazapos de cruce Neozelandés Blanco ¥ California-
no. Dichos cebos se desarrollaron en una misma nave en las instalaciones experimentales de la Escuela Técnica Superior de
Ingenieros Agréonomos de la Universidad Politécnica de Madrid. Los animales fueron alojados individualmente en jaulas de
600 x 250 x 330 mm’, con un programa de luz-oscuridad de 12 horas (la luz se encendia a las 07:30 h) y de acuerdo al R.D.
1201/2005 sobre proteccion de animales utilizados para experimentacién y otros fines cientificos. Antes del comienzo de ca-
da cebo, las jaulas fueron lavadas con agua a presion y quemadas con un soplete. A continuacion, se aplicé sobre las jaulas y el
suelo un producto esporicida disuelto en agua (Composicién: 15% glutaraldehido, 10% cloruro de didecildimetil-amonio,
10% cipermetrina).

En ambos cebos, se utilizaron pienso (33,0% FND, 15,5% PB, 10,1 MJ ED/kg) y agua no medicados. Tanto en el primer
cebo como en el segundo, se utilizaron 96 gazapos (12 camadas) que fueron destetados a los 35 dias de edad (el peso medio
al destete fue 800 £ 97y 807 + 105 gy la edad de sacrificio de 63 y 70 dias en el primer y segundo cebo, respectivamente). De
cada camada se cogieron al azar 8 gazapos de los cuales 4 recibieron pienso ad libitum durante todo el periodo de cebo, mien-
tras que los otros 4 gazapos fueron restringidos durante los 14 primeros dias tras el destete mediante una retirada diaria de
los comederos desde las 17:30 hasta las 09:30 h. Se control6 el crecimiento y el consumo de pienso de los gazapos a los 14,
28y 35 dias post-destete (esta ultima edad sélo en el segundo cebo). En ambos cebos, la mortalidad y la morbilidad (porcen-
taje de animales enfermos sobre el total de animales vivos) se controlaron diariamente (dos veces al dia).

El efecto del nivel de alimentacién sobre los pardmetros productivos se analizé segtin un modelo al azar con la camada co-

mo bloque y el peso al destete como covariable, usando el procedimiento GLM de SAS (1991). El analisis estadistico de la
mortalidad y la morbilidad se realizé con el procedimiento GENMOD (distribucién binomial).

Resultados y discusion

Las Tablas 1 y 2 muestran el efecto del nivel de alimentacién sobre los pardmetros productivos en los dos cebos estudiados.
En el primer cebo, la retirada de comederos durante los 14 primeros dias después del destete supuso una restriccion cuantita-
tiva del 21,3%. Asi, en ese tramo de edad, el nivel de alimentacién tuvo un efecto significativo sobre el consumo (94,3 vs. 74,2
g/d; P<0,001), la ganancia de peso (43,6 vs. 27,1 g/d; P<0,001) y el indice de conversién (2,28 vs. 2,92; P<0,001). En los si-
guientes 14 dias de cebo, los conejos, que previamente habian sido restringidos, alcanzaron el consumo de los conejos nunca
restringidos (131,0 vs. 133,0 g/d) y tuvieron un crecimiento compensatorio (44,8 vs. 54,8 g/d; P<0,001) que dio lugar a un
mejor indice de conversién (3,00 vs. 2,48; P<0,001). No obstante, al concluir el cebo (63 dias de edad), los conejos que ha-
bian sido restringidos al comienzo del experimento alcanzaron un peso final inferior al objetivo comercial (1989 vs. 1888 g;
P=0,0015). En el periodo global de cebo, el indice de conversion de los gazapos restringidos no fue mejor que el de los cone-
jos que estuvieron siempre alimentados ad libitum (2,55 vs. 2,56). De forma analoga, en el trabajo de Gidenne y Feugier
(2009), tras una restriccién efectuada entre los 34 y los 55 dias de edad, el peso final de los conejos (a los 69 d) sufrié una ca-
ida que dependi6 del nivel de restriccién aplicado (de los 2383 alos 2209 g para una restriccion del 40%).

En el segundo cebo, la restriccion alimentaria fue del 14,1% y también afecté de manera significativa al consumo (83,9 vs.
72,1 g/d; P<0,001), la ganancia de peso (39,7 vs. 23,2 g/d; P<0,001) y el indice de conversién (2,23 vs. 3,07; P<0,001). Pa-
ralelamente al primer cebo, los gazapos restringidos tras el destete tuvieron posteriormente (49-63 dias de edad) un creci-
miento compensatorio (45,3 vs. 55,7 g/d; P<0,001) que, sin embargo, no impidié que esos animales pesasen menos a los 63
(1997 vs. 1829 g; P=0,002) y a los 70 dias de edad (2285 vs. 2101 g; P=0,0014). No obstante, cabe sefialar que a esta tltima
edad, si que se alcanzé el peso 6ptimo de sacrificio.

La mortalidad media ascendi6 a 2,08% en el primer cebo, registraindose inicamente una baja en cada uno de los tratamien-
tos. Por el contrario, en el segundo cebo la mortalidad y la morbilidad medias fueron, respectivamente, de un 15,6 y un 26,0%
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Nivel de alimentacion Ad libitum Restringido®  rsd (n=48) P,
Dos primeras semanas tras el destete (35 — 49 dias de edad)

CMD’, g 943 74,2 123 <0,001
GMD, g 43,6 27.1 8,25 <0,001
IC 2,28 2,92 0,87 <0,001
Ultimas dos semanas del cebo (49 — 63 dias de edad)

CMD, g 131,0 133,0 16,9 n.s.
GMD, g 448 54,8 8,59 <0,001
1€ 3,00 2,48 0,54 <0,001
Periodo total de cebo (35 — 63 dias de edad)

CMD, ¢ 112,1 103,7 12,6 0,0027
GMD, g 44.0 40,4 537 0,0013
IC 2.55 2.56 0,20 n.s.
Peso final, g 1989 1888 140,5 0,0015

'El porcentaje medio de mortalidad fue de 2,08 %.
*Los comederos fueron retirados desde las 17:30 hasta las 09:30 h.
3CMD: Consumo medio diario. GMD: Ganancia media diaria. IC: Indice de conversion.

Tabla 1. Efecto del nivel de alimentacién sobre los pardmetros productivos en un cebo con baja mortalidad'.

Nivel de alimentacion Ad libitum Restringido®  rsd (n=48) P,
Dos primeras semanas tras el destete (35 — 49 dias de edad)

CMD?, g 839 72,1 157 <0,001
GMD, g 39,7 232 9,35 <0,001
IC 2.23 3,07 0,99 <0,001
Ultimas dos semanas del cebo (49 — 63 dias de edad)

CMD, g 128.,6 130,7 175 n.s.
GMD, g 453 557 9,01 <0,001
IC 2,89 2.36 0,58 <0,001
Periodo total de cebo (35 — 63 dias de edad)

CMD, g 110,7 101,9 13,9 0,0035
GMD, g 43,0 40,1 6,93 0,090
IC técnico 35-63 2.58 2.55 0,31 n.s.

IC técnico 35-70 2,96 2,81 0,40 n.s.

IC real 35-70 377 3,48 - -

Peso finala 63 d, g 1997 1829 232,1 0,0020
Peso final a 70 d, g 2285 2101 246.,0 0,0014

'El porcentaje medio total de mortalidad fue 15,63 %.
’Los comederos fueron retirados desde las 17:30 hasta las 09:30 h.
3CMD: Consumo medio diario. GMD: Ganancia media diaria. IC: Indice de conversién.

Tabla 2. Efecto del nivel de alimentacion sobre los pardmetros productivos en un cebo con mortalidad media-alta’.

(Tabla 3). Para ambas variables, la interaccién del nivel de alimentacién por el periodo de cebo (0-14 d 6 14-28 d post-deste-
te) result significativa, puesto que la mortalidad y la morbilidad fueron mds altas en el primer periodo para los gazapos ali-
mentados ad libitum (22,9 vs. 2,70% y 33,3 vs. 8,11%), mientras que no hubo diferencias entre periodos para los conejos res-
tringidos. De media, la mortalidad de los animales restringidos fue menor (25,6 vs. 6,34%; P=0,017) y, en general, la mortali-
dad fue mayor en los 14 primeros dias tras el destete (27,1 vs. 4,87%; P=0,0060). Esta distribucion de las bajas ya fue obser-
vada en trabajos anteriores (Romero et al,, 2009a,b). La mayor incidencia de trastornos digestivos en el segundo cebo no s6-
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lo supuso unas mayores tasas de mortalidad y morbilidad sino que también llevé a una mayor heterogeneidad reflejada en los
valores de la desviacién residual esténdar (rsd), que fueron mayores en el segundo cebo con respecto al primero, y a diferen-
cias entre el indice de conversién técnico y el econémico (Maertens, 2008). Asi, aunque no se muestra el valor del indice
econdmico o real para el primer cebo, se asume que, dada la mortalidad, es muy similar al valor técnico, mientras que en el se-
gundo cebo el indice econémico medido alos 70 dias es, de media, un 25,6% superior al indice técnico. Romero et al.
(2009b) también observaron un efecto negativo, asociado a una mayor proporcién de animales mérbidos, sobre el creci-
miento de los animales cebados y, especialmente, sobre la homogeneidad de los pesos.

Nivel de Ad libitum Restringido’ Paiva Pocige INL
alimentacion
Periodo 0-14d 14-28d 0-14d 14-28d

Mortalidad, % 22,9 2,70° 4,17° 2,17° 0017 0,0060 0,024
Morbilidad, % 333* 8,11° 833" 435 00042 0,0036 0,033

'Los comederos fueron retirados desde las 17:30 hasta las 09:30 h.
Medias de una misma fila con letras distintas difieren significativamente.

Tabla 3. Efecto del nivel de alimentacién y del periodo de cebo sobre la viabilidad de los gazapos (n=48) en un cebo con mortali-
dad media-alta.

El efecto de la restriccién sobre la mortalidad encontrado en este trabajo coincide con los resultados de Boisot et al. (2003)
y Gidenne et al. (2003), poniendo de manifiesto el interés de restringir en cebos no medicados cuando la incidencia de tras-
tornos digestivos es alta. De hecho, Tudela (2008) apuntaba que el 80% de los cunicultores franceses hacen uso de la restric-
cién alimentaria. No obstante, en este trabajo se ha visto que era necesario alargar el cebo hasta los 70 dias de edad para al-
canzar un peso superior a los 2 kg en gazapos restringidos. Asi, los estudios realizados por otros autores europeos (Ledin,
1984; Boisot et al,, 2003; Tumova et al., 2006; Gidenne y Feugier, 2009) presentan datos de animales sacrificados con 70, 84
o, incluso, 160 dias de edad. En conclusidn, el interés practico de la restriccion en Espana queda limitado por la edad conven-
cional de sacrificio y, por tanto, la restriccién pierde interés como estrategia preventiva de la aparicién de enfermedades di-
gestivas. No obstante, si podria usarse como recurso para mitigar el efecto de un brote importante de diarreas en la granja.
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Efecto del grado de molienda de
la cebada y el heno de alfalfa
sobre los parametros productivos
y la digestion en gazapos de cebo

Effect of type of grinding of barley and lucerne hay on performance and digestion of growing rabbits

Romero C.", Nicodemus N.", Rodriguez J.D.!, Garcia A.L’, de Blas C.!
'Departamento de Produccién Animal, ETS Ingenieros Agrénomos, Universidad Politécnica de Madrid, 28040 Madrid, Espana
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Resumen

Este trabajo consisti6 en tres cebos consecutivos (destete a los 35 dias y sacrificio a los 63 dias) de gazapos Neozelandés
Blanco x Californiano en los que se usaron 4 piensos formulados de acuerdo con un disefio factorial 2 x 2 con el grado de mo-
lienda (grosero, 4,5 mm vs. fino, 1,5 mm) y el ingrediente molido (cebada vs. heno de alfalfa) como efectos principales. La
molienda fina de la cebada sélo supuso una bajada de la velocidad de crecimiento (de 43,7 a 42,1 g/d; P<0,05) cuando tam-
bién el heno de alfalfa habia sido molido a 1,5 mm. Hubo un efecto significativo (P<0,0001) del experimento sobre la tasa de
mortalidad que fue, de media, 5,90, 7,00 y 16,00% para los experimentos 1, 2 y 3, respectivamente. Sin embargo, no hubo
efecto significativo de los tratamientos sobre la mortalidad. Los coeficientes de digestibilidad ileal aparente de la MS y el al-
midén se incrementaron en un 19,1 (P=0,037) y 5,33% (P=0,065), respectivamente, en los conejos que recibian el heno de
alfalfa grosero cuando la cebada era molida a 1,5 mm. No hubo efecto significativo de los tratamientos sobre los coeficientes
de digestibilidad fecal. Estos fueron de media 0,596, 0,370, 0,687 y 0,609 parala MS, la FND, la PBy la energia, respectiva-
mente, y el contenido medio de energfa digestible fue de 10,8 MJ/kg MS.

Palabras clave: gazapos, tamaiio de particula, crecimiento, digestibilidad.

Abstract

This work consisted of three consecutive fattening periods (from weanig —3S d- to slaughter 63 d-) in which four treatments
arranged in a factorial structure 2 x 2 with grinding (coarse, 4.5 mm vs. fine, 1.5 mm) and ingredient (barley vs. lucerne hay) were
tested. Fine grinding of barley only implied a decrease of weight gain (from 43.7 to 42.1 g/d; P<0.0S) when also lucerne hay was
ground at 1.5 mm. Mortality rate was significantly influenced (P<0.0001) by the fattening period, being on average 5.90, 7.00 and
16.00% for the first, second and third periods. However, none of the treatments did affect mortality rate. Apparent ileal digestibility
coefficients of dry matter and starch increased by 19.1 (P=0.037) and 5.33% (P=0.065), respectively, in rabbits fed a diet contai-
ning coarse lucerne hay when barley was finely ground. Apparent faecal digestibility coefficients were not influenced either by type of
grinding of barley or that of lucerne hay and measured on average 0.596, 0.370, 0.687 and 0.609 for dry matter, neutral detergent fi-
bre, crude protein and energy, respectively and the average digestible energy content amounted to 10.8 MJ/kg DM.

Key words: young rabbits, particle size, growth, digestibility.

Introduccion

En los ultimos anos, los resultados productivos en el sector cunicola de carne han mejorado notablemente. Para alcanzar
esos niveles productivos y sin olvidar que el conejo es un animal herbivoro (el nivel de FND para gazapos en crecimiento es
de 37% MS), los piensos actuales incorporan como principales materias primas la cebada y el heno de alfalfa (De Blas y Ma-
teos, 1998). La molienda de estos ingredientes permite modificar su tamafio de particula y por tanto sus caracteristicas fisicas
(Morisse, 1982; Heidenrweich, 1992). Aunque algunos autores recomiendan el uso de tamices de 2-2,5 mm (Mateos y Rial,
1989; Lebas, 2000), otros grados de molienda podrian conferir a los ingredientes propiedades fisicas con posible repercusién
sobre los indices productivos. Asi, el tamafio de particula de los ingredientes fibrosos afecta al trdnsito de la digesta (Gidenne
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etal, 1991), la digestién (Garcia et al,, 1999; Nicodemus et al., 2006) y el consumo de alimento (Auvergne et al., 1987). Por
otro lado, el tamafio de particula de la cebada puede facilitar la adhesién de las enzimas al granulo de almidén (Svihus et al.,,
2005), contribuyendo asi a una mejora de la digestién del mismo (Blas y Gidenne, 1998). Por tanto, el objetivo de este traba-
jo fue determinar el efecto del grado de molienda de la cebada y el heno de alfalfa en un pienso de gazapos en crecimiento so-
bre los pardmetros productivos y la digestion de los nutrientes.

Material y métodos

Se formuld una dieta no medicada (27,5% heno de alfalfa, 24,0% cebada, 19,9% harina de girasol y 15,0% pulpa de remola-
cha) en base a las recomendaciones de De Blas y Mateos (1998) que dio lugar a cuatro piensos (Tabla 1) utilizando un dise-
fio factorial 2 x 2 con el grado de molienda (molienda grosera, 4,5 mm vs. molienda fina, 1,5 mm) de los dos ingredientes
principales (cebada vs. heno de alfalfa). En este trabajo, se cebaron tres bandas consecutivas de gazapos Neozelandés Blanco
x Californiano nacidos en las instalaciones experimentales de la UPM. Los animales fueron alojados en jaulas de 60 x 250 x
330 mm’, con un programa de luz-oscuridad de 12 horas, con acceso libre al pienso y al agua de bebida y tratados de acuerdo
con el RD. 1201/2008 sobre proteccion de animales. En el primer experimento, se usaron 44 gazapos destetados a los 35 di-
as de edad (851 £ 91,3 g) que fueron alojados individualmente para determinar la digestibilidad fecal aparente de la materia
seca (MS), la energfa, la proteina bruta (PB) y la fibra neutro detergente (FND). Esos 44 gazapos asi como otros 44 gazapos
alojados de dos en dos y destetados a la misma edad fueron sacrificados a los 46 dias de edad para determinar la digestibilidad
ileal aparente de la MS, la PB y el almidén (el pienso inclufa 0,5% de heno de alfalfa marcado con iterbio). Asimismo, en el
primer experimento se usaron otros 440 gazapos para controlar la mortalidad desde los 35 hasta los 63 dias de edad. En el se-
gundo y tercer experimento, se cebaron respectivamente 120 (806 + 139 g) y 76 (811 + 109 g) gazapos para la determina-
cién de los indices productivos (destete a los 35 dias y controles a los 49 y 63 dias) y 320 y 212 gazapos para el control de la
mortalidad (desde el destete -35 dias- hasta los 63 dias).

El tamaio de particula de las dietas se determiné segtin describen Garcia et al. (1999). Los anilisis se realizaron segtin la
AOAC (2000), salvo la fibra (Van Soest et al., 1991).

Los datos de crecimiento y las digestibilidades fueron analizados estadisticamente con el procedimiento GLM de SAS
(1990) segtin un disefio completamente al azar con el grado de molienda de la cebada y el heno de alfalfa como principales
efectos. Para los datos productivos, se us6 la camada como bloque y el peso al destete como covariable. La mortalidad se ana-
lizé con el procedimiento GENMOD (distribucién binomial).

Cebada Grosero (4,5 mm) Fino (1,5 mm)
Heno de alfalfa Grosero  Fino Grosero  Fino
Nutrientes, g’kg MS
Energia bruta, MJ/kg MS 17,99 17.71 17,58 17,84
PB 184 180 182 180
Almidén 152 154 152 150
FND 426 426 422 422
LAD 68,0 67,0 66,0 67,0
Tamano de particula, g’lkg MS
< 0,160 mm 366,1 388,3 370,5 397.8
0,160-0,315 mm 93,0 107 99,0 114
0,315-0,630 mm 159 172 167 174
0,630-1,250 mm 92,9 91,7 90,5 87,2
> 1,250 mm 289 241 273 227
> 0,315 mm 541 505 530 488

Tabla 1. Composicién quimica de los piensos.
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Resultados y discusion

Enla Tabla 2, se presentan conjuntamente los datos de los experimentos 2 y 3 porque no hubo efecto significativo del expe-
rimento sobre los parametros productivos. Durante las dos primeras semanas tras el destete (35-49 dias de edad), el grado de
molienda de la cebada y del heno de alfalfa no afectaron a la ganancia de peso, al consumo de pienso ni al indice de conver-
sién, siendo las respectivas medias iguales a 44,9 ¢/d, 98,7 g/d y 2,28. En las dos semanas siguientes (49-63 dias de edad), la
inclusién en el pienso de cebada fina (molida a 1,5 mm) sélo hizo bajar el consumo (de 137 a 130 g/d; P<0,05) cuando los
gazapos consumieron la dieta que contenia heno de alfalfa molido a 1,5 mm, mientras que no hubo diferencias significativas
(136 g/d de media) debidas al grado de molienda de la cebada cuando el heno de alfalfa incluido en el pienso habia sido mo-
lido a 4,5 mm. En el conjunto del periodo de cebo, la molienda fina de la cebada s6lo supuso una bajada de la velocidad de
crecimiento (de 43,7 2 42,1 g/d; P<0,05) cuando también el heno de alfalfa habia sido molido a 1,5 mm. Algunos autores co-
mo Lambertini et al. (2000) y Diaz Arca et al. (1989) no encontraron ninguna influencia del grado de molienda del alimento
o de sus principales componentes sobre los pardmetros productivos. No obstante, los resultados de este trabajo concuerdan
con los de Lebas y Franck (1986) y, en menor medida, con los de otros estudios (Morisse, 1982; Auvergne et al., 1987; Nico-
demus et al., 2006).

-

Cebada Grosero (4,5 mm) Fino (1,5 mm) SEM' P*
Heno de alfalfa Grosero  Fino Grosero Fino (n=48) Cebada (C) Alfalfa(A) Cx A

Dos primeras semanas tras el destete (35 — 49 dias de edad)

GMD?, g 45,1 45,4 44.8 443 1,52 n.s. n.s. n.s.

CMD, g 98,8 99,8 100 96,3 2,73 n.s. n.s. n.s.

IC 2,28 2,24 2,34 2,25 0,060 n.s. n.s. n.s.
Ultimas dos semanas del cebo (49 — 63 dias de edad)

GMD, g 43,1 42,7 42.8 40,2 1,40 n.s. n.s. n.s.

CMD, g 139* 133" 137" 130" 3,05 n.s. 0,025 0,067

IC 3,28 3,26 3,26 3,40 0,095 ns. n.s. n.s.
Periodo total de cebo (35 — 63 dias de edad)

GMD, g 452" 43,7 43,9 42,1 0,963 ns. 0,047 0,10

CMD, g 119 115 117 114 2,67 n.s. n.s. n.s.

IC 2,67 2,64 2,03 2,85 0,082 n.s. n.s. n.s.
Mortalidad®, % 9,32 11,3 881 912 - n.s. n.s. n.s.

'Salvo para la mortalidad donde n = 273. *n.s.: P>0,05 para grado de molienda de la cebada y el heno de alfalfa. P>0,15 parala
interacciéon. *CMD: Consumo medio diario. GMD: Ganancia media diaria. IC: Indice de conversion. ‘El experimento tuvo un
efecto significativo sobre la mortalidad (P<0,0001). Medias de una misma fila con letras distintas difieren significativamente.

Tabla 2. Efecto del grado de molienda de la cebada y el heno de alfalfa sobre los rendimientos productivos.

Hubo un efecto significativo (P<0,0001) del experimento sobre la tasa de mortalidad que fue, de media, 5,90, 7,00 y 16,0%
para los experimentos 1, 2 y 3, respectivamente. Sin embargo, los tratamientos no tuvieron efecto sobre la mortalidad. Te-
niendo en cuenta que tanto el pienso como el agua estaban exentos de antibidticos, se puede considerar que la mortalidad del
primer experimento (5,90%) no fue excesivamente alta, sobre todo si ademds lo comparamos con otros trabajos (Feugier et
al,, 2006; Chamorro et al.,, 2007) en los que el riesgo sanitario (mortalidad + morbilidad) y la mortalidad fueron respectiva-
mente 22,5%y 25,0%.

Los coeficientes de digestibilidad ileal aparente de la MS y el almidén (Tabla 3) se incrementaron en un 19,1 (P=0,037) y
5,33% (P=0,065), respectivamente, en los conejos que recibian el heno de alfalfa grosero cuando la cebada se molié a 1,5
mm. Asi, moler la cebada a 1,5 mm permitié reducir el flujo ileal de MS de 67,9 2 59,3 g/d (P=0,0073) cuando los conejos re-
cibian una dieta basada en heno de alfalfa grosero. Por otro lado, la interaccion entre el grado de molienda de la cebada y el
del heno de alfalfa sobre el flujo ileal del almidén resultd significativa (P<0,0001) puesto que se obtuvo una reduccién del
57,2% del flujo ileal del almidén moliendo la cebada a 1,5 mm cuando el heno de alfalfa habia sido molido a 4,5 mm, mien-
tras que esa reduccion fue sélo del 15,6% cuando el heno de alfalfa habia sido molido a 1,5 mm. Ni la digestibilidad ni el flujo
ileal de PB estuvieron influidos por los tratamientos, siendo respectivamente 0,606 y 8,17 g/d, de media.
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Cebada Grosero (4,5 mm) Fino (1,5 mm) SEM' P-
Heno de alfalfa Grosero  Fino Grosero  Fino Ccbada (C) Alfalfa(A) Cx A
Coeficientes de digestibilidad ileal aparente
MS 0,408h 0,456" 0,486° 0,465 0,016 0,011 n.s. 0,037
PB 0,617 0622 0,559 059 0,019 ns. n.s. n.s.
Almidén 0,899" 0,923" 0,947 0,937* 0,009 0,0014 n.s. 0,065
Flujo ileal, g/d
MS 67,9 60,0 593" 62,7° 1,94 n.s. n.s. 0,0073
PB 7,94 8,21 8,21 8,32 0,24 n.s. n.s. n.s.
Almidén 1,66 1,35 0,71 1,14° 0,039 <0,0001  n.s. <0,0001

'Digestibilidad ileal aparente: n = 13. Consumo de alimento, flujo ileal y digestibilidad fecal aparente: n = 11.’n.s.: P>0,05 para
grado de molienda de la cebada y el heno de alfalfa. P>0,15 para la interaccién. Medias de una misma fila con letras distintas difie-
ren significativamente.

Tabla 3. Efecto del grado de molienda de la cebada y el heno de alfalfa sobre la digestibilidad ileal de los nutrientes en gazapos de
46 dias de edad

No hubo efecto significativo de los tratamientos sobre el consumo individual de pienso (114 ¢ MS/d, de media) ni sobre
los coeficientes de digestibilidad fecal. Estos fueron de media 0,596, 0,370, 0,687 y 0,609 para la MS, la FND, la PB y la ener-
gfa, respectivamente, y el contenido medio de energia digestible fue de 10,8 MJ/kg MS.

Ni Lambertini et al. (2000) ni Diaz Arca et al. (1989) obtuvieron diferencias para la digestibilidad fecal de la MS, la PB o el
extracto etéreo debidas a un cambio en el grado de molienda del alimento. Nicodemus et al. (2006) observaron un empeora-
miento de la digestibilidad fecal de la PB cuando se redujo el tamafio de particula de la dieta. No obstante, este efecto podria
ser més bien debido a las propias caracteristicas de los ingredientes usados (torta de pimentén, cascarilla de soja y pulpa de
remolacha) que al tamaiio de particula. De todas formas, Lebas (2000) concluyé que era muy dificil mejorar la digestion del
nitrégeno o de la fibra modificando tnicamente el grado de molienda de los ingredientes.
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Inclusién de acidos organicos de cadena corta

Efecto de la inclusion de acidos
organicos de cadena corta sobre
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Effect of dietary inclusion of short-chain organic acids on rabbit growth, fattening mortality and develop-
ment of gut associated lymphoid tissue

Romero C.", Rebollar P.G.!, Dal Bosco A%, Castellini C.2, Cardinali R.>

'Departamento de Produccién Animal, ETS Ingenieros Agrénomos, Universidad Politécnica de Madrid, 28040 Madrid, Espana
*Dipartimento di Biologia Applicata, Universita degli Studi di Perugia, 06121 Perugia, Italia

‘Direccién de contacto: carlibor20@yahoo.es

Resumen

Para realizar este trabajo se cebaron 120 gazapos, desde los 28 hasta los 56 dias de edad, distribuidos en 3 grupos homogé-
neos que recibieron respectivamente una dieta control, esa misma dieta control con 150 ppm de bacitracina de zinc y 120
ppm de colistina y la dieta control con 0,40% de una premezcla de dcidos orgdnicos de cadena cortay 120 ppm de colistina. A
los 35 dias, se administré a todos los gazapos un bolo de 2 ml infectado con 10° UFC de Clostridium perfringens'y Escherichia
coli. La inclusién en la dieta control de antibidticos o dcidos orgdnicos no supuso una mejora de los rendimientos producti-
vos, siendo de media el consumo de alimento de 102 g/d. La dieta control exenta de aditivos dio lugar a una tasa de mortali-
dad mucho mas elevada que para el resto de los tratamientos (62,0 vs. 0,00%; P=0,005). Las vellosidades intestinales midie-
ron, de media, 597 wm en los animales del grupo control mientras que crecieron 108 y 201 um, entre los 35y 56 dias de
edad, en los animales tratados con bacitracina y dcidos orgdnicos, respectivamente. El drea media de los foliculos linfoides de
la placa de Peyer no fue mayor después de la infeccion para los animales que recibieron dcidos orgénicos de cadena corta
(59500 wm? de media) mientras que los foliculos fueron mds grandes en los otros grupos (un aumento del 55,7y 57,0% en el
drea media de los foliculos para los grupos control y bacitracina, respectivamente).

Palabras clave: gazapos, dcidos orgdnicos, consumo, tejido linfoide.

Abstract

In this work, three homogeneous groups of 40 rabbits were assigned to three different diets consisting of a basal diet, this same diet
added 150 ppm of zinc bacitracin and 120 ppm of colistin and the basal diet with 0.4% of a premix of short-chain organic acids and
120 ppm of colistin. At 35 days of age, all rabbits were given a 2-ml bolus containing 10° cfu of Clostridium perfringens and Escheri-
chia coli. Neither dietary inclusion of antibiotics nor that of organic acids improved fattening performances. Feed intake was 102
g/d, on average. Animals receiving the basal diet had the highest mortality rate compared to the rest of treatments (62.0 vs. 0.00%;
P=0.005). Villi measured, on average, S97 um for rabbits fed the basal diet but grew 108 and 201 um, respectively, for rabbits recei-
ving bacitracin and organic acids from 35 to $6 days. Mean area of lymphoid follicles of Peyer’s patch was not greater after the infec-
tion for rabbits fed the diet containing organic acids (59500 wm? on average) whereas follicles became larger in the other groups (fo-
llicle area increased, respectively, SS.7 and 57.0% for rabbits receiving the basal and the bacitracin diets).

Key words: young rabbits, organic acids, feed intake, lymphoid tissue.

Introduccion

Hasta ahora la forma mds habitual de prevenir las enfermedades digestivas en conejos de engorde ha sido recurrir a los anti-
bidticos. No obstante, el uso reiterado de antibiéticos supone un incremento de un 25% de los costes de alimentacion (Cara-
bafio et al,, 2005) y, experimentalmente, se ha comprobado que algunos productos tienen efectos secundarios perjudiciales
como una menor ganancia de peso y desequilibrios en la microflora intestinal (Lafargue-Hauret et al., 1994; Licois, 1996).
Por tanto, el precio de los antibidticos, la escasa diversidad de moléculas permitidas en cunicultura y las limitaciones legales
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de su uso animan a investigar en otros campos para hallar soluciones alternativas al empleo de los mismos. Entre los aditivos
con potencial aplicacion practica, destacan los dcidos orgénicos de cadena corta. Partanen y Mroz (1999) encontraron que
los dcidos férmico y fumdrico tenfan un efecto beneficioso sobre el crecimiento y el indice de conversion en lechones deste-
tados y cerdos de engorde. Dibner y Buttin (2002) también estudiaron el efecto de los 4cidos férmico, propiénico y lactico
sobre los pardmetros productivos en avicultura. Por tltimo, Cherrington et al. (1990) observaron un efecto bactericida de
los 4cidos férmico y propionico sobre Escherichia coli. Antes de 1997, E. coli destacaba como bacteria patdgena implicada en
mas del 70% de las diarreas (Peeters et al,, 1984) mientras que, en fechas recientes, se ha vinculado la proliferacién de Clostri-
dium perfringens con los sintomas de la enteropatia epizodtica (Dewrée et al.,, 2007).

Por tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de una inclusién de dcidos orgénicos en el pienso sobre los

parametros productivos, la mortalidad y la morfologia intestinal de gazapos en crecimiento infectados con E. coliy C. per-
fringens.

Material y métodos

Para llevar a cabo este trabajo, se usaron 120 gazapos alojados en la seccion de Ciencias Zootécnicas de la Universidad de
Perugia que fueron transferidos al destete (28 dias de edad) a las instalaciones experimentales del Instituto Zootécnico de
Umbria y Marche. Los gazapos fueron divididos en tres grupos homogéneos en peso (40 gazapos por grupo). Un grupo reci-
bid una dieta control, formulada para cubrir las necesidades de los gazapos, que sirvié como control negativo. Otro grupo re-
cibi6 esa misma dieta control a la cual se anadieron 150 ppm de bacitracina de zinc y 120 ppm de colistina. Por tltimo, se es-
tablecié un tercer grupo que recibi6 la dieta control con 0,40% de una premezcla de dcidos orgdnicos de cadena cortay 120
ppm de colistina. Al destete, se pesaron todos los gazapos asi como el pienso distribuido en cada jaula. Tras una semana de
adaptacién a las dietas, se sacrificaron 3 animales por grupo para determinar algunos parametros cecales (pH, materia seca y
peso, longitud y didmetro del apéndice vermiforme) y algunas medidas histolégicas (longitud de vellosidades intestinales,
drea y numero de foliculos linfoides). El procesado de las muestras y la observacién de los cortes histolégicos se hicieron de
acuerdo con la metodologia descrita por Castellini et al. (2007). Asi, para cada uno de los gazapos sacrificados, se tomaron
muestras de yeyuno, placa de Peyer en el tramo final del ileon y apéndice vermiforme. Ese mismo dia (35 dias de edad), se
administré a todos los gazapos restantes un bolo de 2 ml infectado con 10° UFC de Clostridium perfringens toxinotipo A'y
10° UFC de Escherichia coli O-103. La concentracion del bolo se determiné mediante densidad 6ptica en la escala Mac Far-
land. A los 56 dias de edad, se pesaron todos los gazapos y el pienso restante para conocer algunos pardmetros productivos
(ganancia de peso, consumo de alimento e indice de conversion). A continuacién, se sacrificaron 9 animales por grupo para
determinar los mismos parametros cecales e histolégicos (para histologfa sélo se usaron 3 animales por grupo). A lo largo de
todo el cebo (28-56 dias) se hizo un seguimiento diario de la mortalidad.

El efecto del tratamiento sobre los rendimientos productivos y los pardmetros cecales se analizé segtin un modelo comple-
tamente al azar con el procedimiento GLM de SAS (1991). El andlisis estadistico de la mortalidad se realizé con el procedi-
miento CATMOD mientras que las medidas histolégicas se compararon con un andlisis estadistico de medidas repetidas
(MIXED).

Resultados y discusion

La inclusion en la dieta control de antibidticos o dcidos orgdnicos no supuso una mejora de los rendimientos productivos
(Tabla 1). Alos 56 dias de edad el peso medio de los conejos de todos los grupos fue de 1216 gy en el periodo 28-56 d, el in-
dice medio de conversion fue de 3,34. La suplementacién con dcidos orgdnicos de cadena corta no empeoro significativa-
mente la ingesta de alimento (102 g/d, de media). Con la dieta control exenta de aditivos se observé una tasa de mortalidad
mucho més elevada que en el resto de los tratamientos (62,0 vs. 0,00%; P=0,005). La infeccién con un bolo enriquecido en
bacterias patdgenas no supuso un empeoramiento de los resultados productivos ni una baja en el consumo. No obstante, la
alta incidencia de trastornos entéricos en los gazapos del grupo control podria deberse a la inoculacién de las bacterias que,
sin embargo, no afectd negativamente a los gazapos que consumieron piensos suplementados con antibi6ticos y/o dcidos or-
ganicos de cadena corta. Los datos productivos estdn por debajo de los rendimientos alcanzables por la genética animal usa-
da. En otro trabajo (Romero et al,, 2010), en el que también hubo una alta incidencia de problemas digestivos, hubo un ele-
vado porcentaje de animales moérbidos que, si bien no mueren, no alcanzan los 6ptimos productivos y empeoran los resulta-
dos medios.

La Tabla 2 muestra el efecto de los tratamientos sobre los pardmetros cecales antes de la infeccion experimental. A esa
edad, el tnico pardmetro afectado significativamente por el tratamiento fue el peso del apéndice vermiforme que fue mayor
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n Control Bacitracina ~ Acidos SEM P,
Peso 28d, g 40 606 605 606 13,9 n.S.
Peso 56 d, g 29 1210 1217 1220 198  ns.
CMD', g 29 104 103 99,2 2,5 ns.
IC 29 344 3,36 3,23 0,29 ns.
Mortalidad, % 40 620" 0,00 0,00 3,5 0,005

'CMD: Consumo medio diario. IC: Indice de conversién. Medias de una misma fila con letras distintas difieren signi-

ficativamente.

Tabla 1. Efecto de la adicién de bacitracina o dcidos orgdnicos a una dieta control sobre los pardmetros productivos.

n Control Bacitracina Acidos SEM P,
pH 3 6,45 6,48 6,56 0,06  ns.
Materia seca, % 3 22.8 22.4 2277 0,58 1.S.
Apéndice vermiforme

Peso, g 3 1.22° 1,69 1,75 0,39 0,012
Longitud, cm 3 7,50 7,50 7,80 0,31 .S.
Diametro, cm 3 0,70 1,00 0,90 0,12 n.S.

Medias de una misma fila con letras distintas difieren significativamente.

Tabla 2. Efecto de la adicién de bacitracina o dcidos orgdnicos a una dieta control sobre los pardmetros cecales a los 35 dias de

edad.

n Control Bacitracina Acidos SEM P,
pH 2 6,21 6,21 6,19 0,05 ns.
Materia seca, % 9 18,1° 20,8° 217 0,57 0,030
Apéndice vermiforme

Peso, g 9 4,01 4,29 4,05 0,41 n.S.
Longitud, cm 9 10,3 10,8 10,7 0,47 .S.
Diametro, cm 9 1,30 1,37 1,27 0,13 n.S.

Medias de una misma fila con letras distintas difieren significativamente.

Tabla 3. Efecto de la adicion de bacitracina o dcidos orgdnicos a una dieta control sobre los pardmetros cecales a los 56 dias de

edad.

en el caso de los gazapos que consumieron dietas con antibiéticos y acidos orgdnicos en comparacién con los animales que
consumieron la dieta control (1,72 vs. 1,22 g; P=0,001). Tras la infeccién (Tabla 3), sélo el porcentaje de materia seca medi-
do alos 56 dias de edad estuvo influenciado significativamente por los tratamientos, siendo el valor mds bajo el de los gaza-
pos de la dieta control (18,1 vs. 21,3%; P=0,01). Un contenido cecal més liquido suele ser un sintoma frecuente de la entero-
patia epizodtica y otros procesos entéricos que cursan con diarrea (Licois et al,, 2006). Por tanto, podria existir una relacién
entre el contenido cecal mas liquido de los gazapos que consumieron la dieta control y su alto porcentaje de mortalidad.

La Tabla 4 presenta el efecto de los tratamientos y la edad sobre las distintas medidas histoldgicas consideradas en este tra-
bajo. Hubo una interaccién significativa (P<0,0001) entre el tratamiento y la edad sobre la longitud de las vellosidades del
yeyuno. Asi, la longitud media de las vellosidades fue de 597 wm en los animales del grupo control mientras que crecieron, de
media, 108 y 201 um (P<0,0001) en los animales tratados con bacitracina de zinc y 4cidos orgénicos, respectivamente, entre
los 35 ylos 56 dias de edad. La longitud de las vellosidades de los animales tratados con bacitracina o dcidos fue mayor que la
de los gazapos que recibieron la dieta control (597¢vs. 629° vs. 690° wm; P=0,0002). Esas diferencias podrian deberse al esta-
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Tratamiento Control Bacitracina ~ Acidos SEM P, P.ia Int.
Edad, d 35 56 35 56 35 56 n=

Longitud 599°¢  595¢ 575 683" 589 790* 85,1 0,0002 <0,0001 <0,0001
villi, _m

Placa de Peyer

Areamedia 61,8" 962* 542" 851* 544" 64,6° 903 0,011 <0,0001 0,10
del foliculo,

x 10° _m?

Area de la 790 1464 544 2166 650 1852 373 n.s. 0,050 n.s.
placa,

x 10° _m?

Apéndice vermiforme

Areamedia 504 111 578 125 6277 112 10,6 ns. <0,0001 n.s.
del foliculo,

x 10° _m?

Nimerode 350 40,5 36,0 363 41,0 34,7 1,78 n.s. n.s. n.s.
foliculos

Medias de una misma fila con letras distintas difieren significativamente.

Tabla 4. Efecto de la adicion de bacitracina o dcidos orgdnicos a una dieta control sobre las medidas histolégicas.

do sanitario intestinal de los animales puesto que los valores obtenidos en los animales tratados corresponden con los de ani-
males completamente sanos (Chamorro et al,, 2007). El 4rea media de los foliculos linfoides de la placa de Peyer no fue ma-
yor después de la infeccién en los animales que recibieron acidos organicos de cadena corta en la dieta (59500 um?® de me-
dia) mientras que los foliculos fueron mds grandes en los otros grupos (un aumento del 55,7 y 57,0%, P<0,0001, en el drea
media de los foliculos para los grupos control y bacitracina, respectivamente). Castellini et al. (2007) sugieren que un mayor
desarrollo de los foliculos linfoides puede estar asociado a una mayor respuesta antigénica en el intestino. En este trabajo po-
dria tratarse de una respuesta inmunitaria frente a las bacterias patégenas inoculadas puesto que no hay diferencias significa-
tivas, entre tratamientos, en el 4rea media de los foliculos antes de la infeccién (a los 35 dias de edad), siendo la media de
56800 um’. El 4rea global de la placa no estuvo influenciada significativamente por los tratamientos pero si aumenté con la
edad (661 vs. 1827 x 103 wm? P=0,050). Del mismo modo, el drea media de los foliculos linfoides del apéndice vermiforme
s6lo estuvo afectada por la edad (57,0 vs. 116 x 10° um?; P<0,0001) ya que el efecto del tratamiento no llegd a ser significati-
vo. Por ultimo, el nimero medio de foliculos linfoides en los cortes del apéndice vermiforme fue de 37,2 sin que hubiese
efecto significativo de ninguna de las variables estudiadas. En conjunto, se puede considerar que las medidas realizadas en es-
te trabajo concuerdan con las de Castellini et al. (2007) si bien hay pequenas diferencias atribuibles a la diferencia de edad de
los animales. Los resultados de este trabajo permiten concluir que una adicion del 0,4% de dcidos orgdnicos de cadena corta
en la dieta tiene efectos similares a 150 ppm de bacitracina de zinc a nivel histolégico y porcentaje de mortalidad sin que por
ello empeoren los rendimientos productivos.
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Resumen

Existen pocos trabajos relacionados con la aportacion de nutrientes en el agua de bebida en los conejos. Hemos estudiado
los efectos de la distribucién en el agua de bebida de un suplemento liquido comercial, el Nutrireidrovit, asociando electrdli-
tos, vitaminas y aminodcidos sobre la mortalidad y el crecimiento de los conejos. En general, un aporte de Nutrireidrovit en
el agua de bebida presenta efectos positivos disminuyendo la mortalidad y aumentando el crecimiento a principios del en-
gorde. Sin embargo, la disminucién de la mortalidad se observa principalmente cuando esta es superior al S % y la mejora del
crecimiento se produce Gnicamente en el comienzo del engorde. Se aconseja la utilizacidn sistematica de este producto en
granjas cuya mortalidad es superior al 5% o también después del destete, con la finalidad de estimular el crecimiento.

Palabras clave: Agua, electrolitos, aminodcidos, vitaminas, engorde, mortalidad.

Abstract

Few experimentations have deal with the distribution of nutriments through drinking water for rabbits. Particularly, few researches
have studied the effects of such a way of electrolyte distribution. For these reasons, the consequences of the distribution of a liquid ali-
mentary supplement containing minerals, vitamins and amino acids, the Nutrireidrovit on the mortality and the growth of growing
fattening rabbits have been studied. Globally, the Nutrireidrovit distribution has positive effects by decreasing the mortality in gro-
wing — fattening and by increasing the growth during the first part of fattening. Nevertheless, the mortality decrease is mainly obser-
ved when the mortality is up than S % and the growth is improved only during the first part of growing - fattening. Consequently, the
use of the product is advised in farms with mortality higher than S % or after weaning to boost the growth.

Key words: Water, electrolytes, amino acids, vitamins, fattening, mortality.

Introduccion

Existen numerosas publicaciones relacionadas con el contenido de nutrientes de los piensos para conejos (Cheeke, 1987;
De Blas, 1989; Lebas, 1989), sin embargo, hay pocos trabajos relacionados con la aportacién de estos nutrientes en el agua
de bebida. Autores como Colin et al. (1975) y Colin (1977) sefialan los efectos positivos de las aportaciones de lisina y me-
tionina en el agua de bebida y Selim et al. (2008) realizan las mismas observaciones para la vitamina C. Por otro lado, Licois
y Mongin (1980) pusieron en evidencia la estrecha relacién existente entre ciertas patologias y los déficits de absorcién de
electrolitos en el ternero (Vallet et al,, 1985) o en el cerdo (Patience et al., 1987); en el caso de los conejos la utilizacién de
rehidratantes a base de electrolitos ha sido objeto de pocos estudios sistematicos. Por estas razones, hemos estudiado los
efectos de la distribucidn en el agua de bebida del producto Nutrireidrovit, como suplemento liquido comercial que asocia
electrolitos, vitaminas y aminodcidos, sobre la mortalidad y crecimiento de los conejos al engorde.
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Material y métodos

Generalidades

Las S pruebas realizadas en 3 sitios diferentes totalizan 2.390 conejos Hyplus (Tabla 1). En cada prueba, los conejos han si-
do repartidos en dos grupos: el grupo Testigo y el grupo Nutrireidrovit en el cual los conejos reciben 1,3 g/L de Nutrireidro-
vit en el agua de bebida.

Fecha del Edad a la ultimra

Edad a la primera NUTRIREID

Essai Granjas Genetica TESTIGO TOTAL
destete pesada pesada ROVIT
n°1 EARL 3L 11/12/2006  Hyplus PS39 35 69 482 484 966
n°2 Elevage commercial n°1 (France) 18/04/2008  Hyplus PS119 34 68 188 188 376
n'3 Elevage commercial n®1 (France) 11/07/2008  Hyplus PS119 34 69 168 168 336
n‘4 Elevage commercial n°2 (France) 26/04/2008 Hyplus PS39 36 71 210 210 420
n’s EARL 3L 11/01/2010  Hyplus PS40 36 69 145 147 202
TOTAL 35 69 1193 1197 2390
Tabla 1. Descripcion de las pruebas.
Nutrireidrovit
Nutrientes Unidad Cartidad /
litro
Miirerates Nutrireidrovit es un suplemento alimenticio liquido que se distribuye en el
Sodio g/l 6,2 p q q Y
Potasio g/l 18 agua de bebida a una dosis de 1,3 g/L. Contiene minerales, vitaminas y ami-
Magnesio gfl 0,11 , . . . .
Caicit e d5d nodcidos cuyas concentraciones se indican en la tabla 2. En las S pruebas,
Vitaminas NUTRIREIDROVIT se afiade en el agua de bebida durante todo el periodo
Vitamina B mg /| 100 d 1 d , d 1 3 /1
ieaning & mg /1 5600 el engorde a razon de 1,3 g/litro.
Aminodcidos
L-lisina mg /I 3000 .
Bimetioning me /I &0 Desarrollo de las pruebas: generalidades
L-treonina meg /I 1000
L-triptéfano mg /| 40

En las cinco pruebas, los conejos se reparten en 2 grupos segtin su peso al

Tabla 2. Contenido en nutrientes de destete. Reciben alimento sin medicar.

Nutrireidrovit
Desarrollo de las pruebas: pruebas 1y §

Las pruebas 1y 5 son realizadas a EARL 3L. Los conejos son alojados en grupos de S animales por jaula, en una nave venti-
lada por extraccion. Los 966 conejos de la prueba 1 realizada en 2006 son alimentados segtin el programa ya presentado (Co-
lin et al,, 2008) y los 292 de la prueba S segtn el plan indicado en la Figura 1.
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Figura 1. Programa de racionamiento practicado en la prueba S (Programa destinado a Hyplus PS40).
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Desarrollo de las pruebas: pruebas 2y 3

Las pruebas 2 y 3 realizadas en 2008 en granjas comerciales implicaron 376 y 336 conejos, alojados en jaulas de 4 animales,
en un edificio abierto no ventilado. El pienso se racioné a razén de 75 gramos/conejo el dia del destete, aumentando luego la
cantidad de 2 g/por dia.

Desarrollo de las pruebas: prueba 4

La prueba 4 realizada también en 2008 en otra granja comercial implicé 420 conejos, alojados en jaulas de 2 animales, una
parte en un edificio abierto no ventilado y la otra parte en un edificio cerrado y ventilado. El pienso se racioné como en las
pruebas 2y 3.

Criterios medidos

Los conejos se pesaron al principio, a la mitad y al final de la prueba y las mortalidades se anotaron diariamente.

Métodos estadisticos

Las mortalidades, los pesos y los crecimientos son tratados por andlisis de variancia (Colin et al., 2007). Las relaciones en-

tre desviaciones de mortalidad o de crecimiento observadas por una parte y las mortalidades promedias del grupo por otra
parte, son estudiadas por regresion lineal (Dagnelie, 1969).

Resultados

Andlisis de la mortalidad

Globalmente, el descenso de la mortalidad en las S pruebas se observa de forma significativa a favor del grupo Nutrireidro-
vit (-3,1 puntos - P = el 0,8 %). Esta disminucion de mortalidad se detecta tanto al principio como al final del engorde (Tabla
3). Los resultados en cada prueba son mds concretos. En efecto, los efectos de Nutrireidrovit sobre la mortalidad dependen
del nivel de ésta en el grupo testigo (Tabla 4). Asi, observamos:

« Una reduccion fuerte de la mortalidad (7,9 %) en la prueba 1 donde la mortalidad del grupo testigo es del 19,5 %.

« Una reduccién de mortalidad menor (2,2 % - P=0,287) considerando las pruebas 3 y S, para las cuales la mortalidad del
grupo testigo es del 8,9 %.

« Un ligero aumento de la mortalidad (2,0 % - P=0,147) considerando las pruebas 2 y 4, para las cuales la mortalidad del
grupo testigo es del 3,0 %.

Existe, por otra parte, una correlacion estadisticamente significativa entre el nivel de mortalidad en el grupo testigo y la des-
viacién de mortalidad que resulta de la utilizacién de Nutrireidrovit (Figura 2).
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Figura 2. Relacion entre la mortalidad del grupo testigo y la disminucién de mortalidad en respuesta a una distribucién de
Nutrireidrovit.
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TRATAMIENTOS CONTROL NUTRIREIDROVIT TOTAL F/+ P

Numero de conejos al destete 1193 1197 2330

Numero de Destete - 55 dias ] 38 97 4,62 3,2%

conejos 55 dias - ventas 75 59 134 196 16,1%

muertos Total 134 97 231 6,05 14%

Destete - 55 dias 4.9% 3,2% 4,1% 4,87 2,7%

Mortalidad 55 dias - ventas 6,3% 4,9% 5,6% 2,15 14,2%

Total 11,2% 8,1% 8,7% 6,95 0,8%

Tabla 3. Resultados de la mortalidad por periodos de las S pruebas.

TRATAMIENTOS CONTROL NUTRIREIDROVIT TOTAL F P
Numero de conejos 1405 i 3550
al desﬁte

Prueba 1 19,5% 11,6% 15,5% 11,70 0,1%
Prueba 2 0,5% 2,7% 1,6% 2,72 10,0%
Prueba 3 7,1% 4,2% 5,7% 1,39 23,9%
Prueba 4 5,2% 7,1% 6,2% 0,65 41,9%
Prueba 5 11,0% 9,5% 10,3% 0,18 67,2%

TOTAL 11,2% 8,1% 9,7% 6,95 0,8%

Tabla 4. Resultados de la mortalidad total por pruebas.

Andlisis del crecimiento

Los pesos a 55 dias de edad y el crecimiento a principios del engorde son globalmente favorables al grupo Nutrireidrovit
(Peso a SS dias: 30 gramos - P = el 4,2 %; Crecimiento a principios del engorde: 1,7 g/d - P = el 0,6 %) (Tabla S). Nutrirei-
drovit mejora el crecimiento a principios del engorde en dos de tres experimentos, el tercero no muestra ninguna diferencia
(Tabla 6). Por el contrario, Nutrireidrovit disminuye el crecimiento al final del engorde (1,8 g/d - P =el 3,7 %) enlos tres ex-
perimentos; esta disminucién es significativa solamente en uno de los grupos (Tabla 7).

TRATAMIENTOS CONTROL NUTRIREIDROVIT TOTAL Ff+ P
de jos al d 1193 1197 2390
Destete 898 899 899 0,00 94,6%
Peso (g) 55 dias 1650 1680 1665 4,16 4,2%
Final 2288 2292 2290 0,11 74,3%
Destete - 55 dias 38,9 40,6 39,8 7,65 0,6%
Aumento de peso "
e/ dia) 55 dias - ventas 41,4 39,6 40,5 435 3,7%
Total 40,2 40,3 40,3 0,08 78,1%

Tabla S. Resultados ponderales de las S pruebas.

TRATAMIENTOS CONTROL NUTRIREIDROVIT TOTAL F P
EARL 3L 34,6 37,0 35,8 4,58 3,3%
Granja commercial 1 42,4 42,5 42,5 0,02 90,2%
Granja commercial 2 41,1 43,4 42,2 7,86 0,6%
TOTAL 38,9 40,6 39,8 7,65 0,6%

Tabla 6. Crecimientos diarios a principios del engorde en los 3 sitios.

TRATAMIENTOS CONTROL NUTRIREIDROVIT TOTAL F P
EARL3L 42,0 41,4 41,7 0,21 65,0%
Granja commercial 1 40,3 39,7 40,0 0,12 72,5%
Granja commercial 2 416 373 39,4 7,86 0,6%
TOTAL 41,4 396 40,5 435 3,7%

Tabla 7. Crecimientos al final del engorde en los 3 sitios.
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Al final, las desviaciones observadas en peso a la venta son débiles y no significativas. Por otra parte, existe una relacién en-
tre la mortalidad del grupo testigo y el desvio de crecimiento como resultado de la utilizacion de Nutrireidrovit, pero esta re-
lacién es mas débil que para la mortalidad (Figura 3).
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Figura 3. Relacion entre mortalidad y mejora de crecimiento en respuesta a una distribucién de Nutrireidrovit.

Conclusiones

Generalmente, la distribucion sistemdtica de Nutrireidrovit en el agua de bebida disminuye la mortalidad y aumenta el cre-
cimiento a principios del engorde. Sin embargo existen grandes diferencias entre los resultados obtenidos de las distintas
pruebas: la distribucién de Nutrireidrovit es claramente positiva en términos de mortalidad cuando ésta es superior al 5 %
pero no tiene ningtin efecto o incluso tiene efectos ligeramente negativos cuando esta mortalidad es inferior al 5 %, este feno-
meno estd probablemente relacionado con las modificaciones inducidas a nivel del metabolismo de los electrdlitos (Licois y
Mongin, 1980). De igual manera, el crecimiento mejora significativamente sélo a principios del engorde, probablemente co-
mo consecuencia de una aportacién suplementaria de aminoacidos por parte de este producto (Colin et al., 1975; Colin,
1977). La utilizacién sistemética de un producto tipo Nutrireidrovit debe ser aconsejada para granjas que poseen mortalida-
des superiores al 5%, o para otras granjas al principio del engorde con el fin de estimular el crecimiento después del destete.
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Tracto digestivo y microbiota cecal

Evolucion con la edad de los
mecanismos de barrera intestinal.
1. Tracto digestivo y microbiota cecal

Evolution with age of gut barrier mechanisms. 1. Digestive tract and caecal microbiota
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Resumen

Se destetaron 106 gazapos de 20 camadas a los 26 d de edad con un peso de 429 + 57 gy se sacrificé 1 animal por camada a
los 26, 31, 38,45 y 52 d de edad. El peso relativo del aparato digestivo y del ciego con respecto al peso vivo aumentaron
(P<0,001) desde los 26 hasta los 38 d. Hubo un mayor incremento del ciego en relacion al total del aparato digestivo entre
los 26 ylos 31d (5,227,1% vs. 20,8 a 23,3%, respectivamente) y desde los 31 hasta los 38 d el crecimiento del ciego fue para-
lelo al del tracto digestivo, alcanzdndose su mayor peso relativo a los 38 d (8,5 y 28,1%, respectivamente). Desde esta edad
hasta los 45 d ambos pesos descendieron (7,6 y 24,9%, respectivamente) y se estabilizaron entre los 45 ylos 52d (7,6 y
24,3%, respectivamente a los 52 d). El grado de similitud de la microbiota cecal entre animales de la misma edad (que varié
entre un 89,1 y un 95,3%) fue superior al grado de similitud entre animales de diferentes edades (que varié entre un 82,3% y
un 92,5%). La variabilidad en la composicién de la microbiota fue menor a los 45 y 52 d de edad (mostrando un grado de si-
militud del 92,5% entre ambas edades) en comparacién con la observada entre las primeras edades (26, 31y 38 d, que varié
entre 82,3y 86,7%). Los menores grados de similitud se observaron entre los animales lactantes y los animales de 31y 38 d
de edad.

Palabras clave: edad, ciego, microbiota, conejo.

Abstract

One hundred and six rabbits from 20 litters were weaned at 26 d of age weighing 429 + 57 g. One rabbit per litter were slaughtered
at 26,31, 38, 45 and 52 d of age. The weight of the digestive tract and caecum (% body weight) increased from 26 to 38 d
(P<0.001). Development of caecum was higher from 26 to 31 d of age compared to total digestive tract (5.2 to 7.1% vs. 20.8 to
23.3%, respectively), whereas the evolution from 31 to 38 d was similar, showing maximum values at 38 d (8.5 and 28.1%, respecti-
vely). From 38 to 52 d of age weight of total digestive tract and caecum decreased and remained stable from 45 d onwards (7.6 and
24.3%, respectively at 52 d). The similarity rate (SR) of caecal microbiota was higher among animals of the same age (varied betwe-
en 89.1 and 95.3%) than among animals differing in age (varied between 82.3 and 92.5%). The variability in caecal microbiota
composition was lower at 45 and 52 d of age (showing a SR of 92.5% between them) compared to younger animals (26, 31 and 38
d, showing a SR between 82.3 and 86.7 among them). The greater differences in SR were detected between suckling rabbits and rab-
bits just after weaning (31 and 38 d of age).

Key words: age, caecum, microbiota, rabbit.

Introduccion

El destete es un periodo de estrés para el gazapo, lo que unido a un desarrollo incompleto de su capacidad digestivay ala in-
madurez de su respuesta inmune frente a los patégenos, dan lugar a una mayor susceptibilidad para contraer enfermedades
digestivas que se convierten en la principal causa de mortalidad y morbilidad de los gazapos alrededor del destete (De Blas et
al,, 1999; Gallois et al., 2005). Esto se refleja en una menor ganancia de peso post-destete en comparacién con los conejos
lactantes de su misma edad, siendo esta tendencia mds acusada cuanto mds temprano se realice el destete, aunque estas dife-
rencias son compensadas durante el periodo total del cebo (Méndez et al., 1986). Sin embargo, el destete también da lugar a
una maduracién mads rdpida del ciego y el colon, se produce la colonizacién microbiana tanto en cantidad como en tipo de
bacterias y da comienzo la actividad fermentativa. La colonizacién del tracto digestivo por la microbiota es esencial para
mantener la salud intestinal, porque junto al sistema inmune ayuda a prevenir la proliferacién de las bacterias patégenas (Ca-
rabafio et al., 2006). Por tanto, es de gran importancia caracterizar adecuadamente los cambios que se producen en el animal
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alrededor del destete para desarrollar estrategias que mejoren su salud y estimulen su crecimiento. El objetivo de este trabajo
fue estudiar la evolucion del desarrollo del ciego y de la microbiota cecal con la edad.

Materiales y métodos

Gazapos de 20 camadas se destetaron con 26 d de edad con un peso medio de 429 + 56,6 gy se alojaron individualmente.
Los gazapos tuvieron acceso ad libitum al agua y a un pienso comercial (Cunilactal, Nanta,S.A.), también suministrado a sus
madres, con un 15,8% de PB, un 35,7% de FND, un 16,7% de FAD y un 3,3% de LAD y sin antibidticos. El contenido estima-
do en energia digestible fue de 11,0 MJ/kg MS. Para realizar los experimentos se sacrificaron un total de 106 gazapos por dis-
locacidn cervical de forma que se sacrificé 1 conejo de cada camada a los 26, 31, 38,45 y 52 d de edad. Todos los animales
fueron sacrificados entre las 10 y las 13 horas. Para los anélisis de microbiologia se recogié 1 g de contenido cecal de 8 gaza-
pos de cada edad y la biodiversidad de la microbiota se determiné mediante RFLP de acuerdo con Chamorro et al. (2009).
El efecto de la edad sobre los pardmetros de crecimiento y los pesos del aparato digestivo y del ciego se analizé mediante un
analisis de varianza en donde la edad y la camada fueron las principales fuentes de variacion. Las medias se compararon me-
diante un test t-student protegido.

Resultados y discusion

El peso de los animales, su velocidad de crecimiento e ingestién aumentaron con la edad (P < 0,001; Tabla 1). La edad tam-
bién afectd la eficacia alimenticia (P = 0,043) aunque la evolucién fue erratica con la edad (Tabla 1). La ingestién y la veloci-
dad de crecimiento de los gazapos de este experimento fueron en el periodo de 26 a 30 d de edad un 20 y 45% inferiores a lo
que por edad y tipo genético les corresponderia (Gutiérrez et al., 2003). En este periodo estos animales estdn ingiriendo de
media 816 kJ/kg PV*7, valor que se encuentra por encima de las necesidades de mantenimiento pero que es aproximada-
mente un 18% inferior a la cantidad de energfa necesaria para alcanzar velocidades de crecimiento normales (Parigi-Bini y
Xiccato, 1998). Esta menor ingestion tras el destete también fue observada por Gallois et al. (2005) en animales destetados a
21y 35 d de edad. Pese a que la ingestién aumentd con la edad, los animales mostraron un peso a 51 d en torno a un 20% in-
ferior a lo esperado. A pesar de estos resultados no hubo mortalidad en la prueba. El peso relativo del aparato digestivo y del
ciego con respecto al peso vivo aumentd (P < 0,001) desde los 26 hasta los 38 d de edad (Tabla 2). Desde los 38 alos 45 d de
edad ambos pesos descendieron, estabilizdndose entre los 45 y los 52 d de edad. Estos resultados reflejan que especialmente
entre los 26 y 31 d de edad se produce una mayor acumulacién de digesta en el ciego en relacién al total del aparato digestivo
que se traduce en un incremento en que la proporcion del ciego respecto al total del aparato digestivo, que se incrementa
desde un 25 a un 30% en este periodo. Entre los 31y 38 d de edad el ciego contintia incrementando su peso relativo, en para-
lelo al del tracto digestivo, alcanzando su peso relativo médximo. Desde los 38 d edad en adelante se observa una estabiliza-
cién de los pesos del tracto digestivo y ciego. Esta evolucién ha sido previamente observada por Padilha et al. (1995) y Ga-
llois et al. (2005). En la Figura 1 se muestra el dendograma que ilustra el grado de similitud (SR, %) correspondiente a la mi-
crobiota cecal, mientras que en la Tabla 3 se recoge la media del grado de similitud dentro de cada edad y entre las distintas
edades. La agrupacién de los animales en los diferentes clusters indica que el grado de similitud dentro de cada edad (que va-
rié entre un 89,1 y un 95,3%) fue superior al grado de similitud entre distintas edades (que varié entre un 82,3 y un 92,5%.
Tabla 3). La variabilidad en la composicién de la microbiota cecal fue menor alos 45 y 52 d de edad (SR del 92,5% entre am-
bas) en comparacién con edades més tempranas (26, 31 y 38 d. Tabla 3). Estos resultados coinciden con la estabilizacién del
llenado del ciego y del tracto digestivo observada a partir de los 45 d de edad. Los menores grados de similitud se observan
entre los animales lactantes (26 d) y los animales de 31y 38 d de edad, lo cual estaria relacionado con el mayor desarrollo del
ciego observado y la colonizacién microbiana que tiene lugar a estas edades (Padilha et al,, 1995). No se observé efecto de la
camada (P > 0,10) ni en el desarrollo del aparato digestivo ni en la composicién de la microbiota.

Periodo, d rsd Pperiodoz
26-30 30-37 37-44 44-51
N 86 63 42 21
Velocidad crecimiento, g/d ~ 22,2* 32,1b 37,9° 40,5CI 11,2 0,001
Consumo, g/d 50,8° 61,8° 84,4° 96,5° 16,0 0,001

Eficacia alimenticia, g/g 0421° 0,520  0367° 0,522 0,284 0,043

Medias con letras diferentes indican que difieren con P < 0,050.

Tabla 1. Evolucién con la edad de los rendimientos productivos de gazapos destetados a 26 d de edad.
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Tracto digestivo y microbiota cecal

Edad rsd  Pegad”

26d 31d 38d 45d 52d
Peso aparato digestivo, %PV~ 20,8* 23,3 28,1° 24,9° 243" 3,44 0,001
Peso ciego, %PV 52°  71°  85° 7.6 7.6™ 1,87 0,001

Medias con letras diferentes indican que difieren con P < 0,050.

Tabla 2. Evolucién con la edad del peso del aparato digestivo y del ciego con respecto al peso vivo del animal.

26d 31d 38d 45d 52d
media sd media Sd media sd Media sd media  sd
26d 90,5 2,4
314 84,8 1,0 89,1 2,6
38d 823 1.2 86,7 2,0 90,6 1,8
45d 86,2 1.5 87.1 1.4 84,4 1.4 93,5 0,8
52d 8,0 22 8, 21 843 14 925 04 953 12

3 2

Tabla 3. Media y desviacién estdndar de la similitud de la microbiota del ciego dentro de cada edad y entre las distintas edades.

80 85 30 85 100 SR

CA-034-45d-C32
CA-045-45d-C40
C4-040-45d-C34
C4-064-45d-C53
CA-043-45d-C36
CA-027-45d-C03
CA-024-45d-C08
CA-053-314-C48
-054-38d-C48
-063-38d-C53
-038-38d-C34
-035-38d-C32
-048-38d-C40
-022-38d-C08
-044-38d-C36
-026-38d-C09
CA-033-31d-C32
CA-041-31d-C36
CA-039-31d-C34
CA-021-31d-C08
CA-061-31d-C53
C4-025-31d-C09

C4-005-26d-C36
C4-004-26d-C34
CA-001-26d-C08
CA-008-26d-C48

CA-111-31d-C40

Figura 1. Dendograma que muestra el grado de similitud (S. R.) de los patrones de las bandas de PCR-RFLP del ciego (Para cada
animal se muestra: identificacion animal - edad sacrificio — identificacion de la camada).
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Morfologia intestinal y sistema inmune

Evolucion con la edad de los
mecanismos de barrera intestinal.
2. Morfologia intestinal y sistema inmune

Evolution with age of gut barrier mechanisms. 2. Mucosa morphology and immune
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Resumen

Se destetaron 100 gazapos de 20 camadas a los 26 d de edad con un peso de 429 + 57 gy se sacrificé 1 animal por camada a
los 26,31, 38,45y 52 d de edad. Se tomaron muestras de mucosa intestinal y apéndice para determinar la morfologia intesti-
nal (yeyuno, n entre 16 y 20 animales por edad) y distintas citocinas (ileon y apéndice, n= 6) La longitud de las vellosidades
intestinales y la profundidad de las criptas en el yeyuno se redujeron entre los 26 y los 31 d en un 26 y 9% respectivamente.
Delos 31 alos 38 dias se observo un aumento tanto de la longitud de las vellosidades como de la cripta. A partir de esta edad
no se observaron cambios en las vellosidades, que mostraron valores similares a los determinados en el destete, mientras que
las criptas siguieron aumentando ligeramente (9%). En cuanto al sistema inmune ligado a la mucosa intestinal, se observé
una mayor expresion en el apéndice que en ileon, alcanzando las citocinas IL-10, IL-8 y TNF-a los mayores niveles de expre-
sién con valores de ciclo umbral (Ct) de 19,8, 20,6 y 20,7 respectivamente. La expresion del IFN-y en el apéndice vermifor-
me aumentd de manera significativa con la edad (P < 0,05). Por su parte, en el {leon se produjo un aumento significativo con
la edad de la expresién de la IL-2 (P < 0,05) y una tendencia (P = 0,06) al aumento de la expresion del IFN-y.

Palabras clave: edad, sistema inmune, morfologia mucosa, conejo.

Abstract

One hundred rabbits from 20 litters were weaned at 26 d of age weighing 429 + 57 g. One rabbit per litter were slaughtered at 26,
31,38, 45 and 52 d of age. Samples of intestinal mucosa and appendix were processed to determine mucosa morphology (jejunum, n
from 16 to 20 per age) and the expression of several cytokines (ileum and appendix, n=6 per age). Villi length and crypt depth in the
jejunum were reduced (P< 0.0S) between 26 and 31 days 26 and 9%, respectively. However from 31 to 38 days we observed an in-
crease in both traits. From 38 to 52 days of age, villi length did not change, showing similar values that those observed at 26 days, ho-
wever the crypt depth increased (P<0.0S). The expression of cytokines were higher in the vermiform appendix than in the ileum, co-
rresponding the highest expression levels to IL-10, IL-8 and TNE-ot with values of threshold cycle (Ct) of 19 8, 20.6 and 20.7, res-
pectively. The expression of IFN-y in the appendix significantly increased with age (P<0.0S). In the ileum, the expression of IL-2 was
significantly increased with age (P<0.0S) and the expression of INF-y show at tendency (P=0.06) to increased.

Key words: age, immune system, mucosa morphology, rabbit.

Introduccion

El destete es un periodo de estrés para el gazapo, lo que unido a un desarrollo incompleto de su capacidad digestiva da lugar
a una mayor susceptibilidad para contraer enfermedades digestivas que se convierten en la principal causa de mortalidad y
morbilidad de los gazapos alrededor del destete. La “barrera intestinal”, es la encargada de impedir la colonizacién de la mu-
cosay la translocacion de las bacterias y las toxinas a través de ella. Dicha barrera intestinal estd formada por una barrera fisi-
ca constituida por propia estructura del epitelio intestinal y la capa de mucus y una barrera inmunoldgica que estd formada
por el sistema inmune asociado a la mucosa intestinal (GALT) (Knight et al., 2000; Carabario et al., 2008). Distinto trabajos
(Gutiérrez et al., 2002, Campin et al,, 2003; Gémez Conde et al., 2007) han detectado una atrofia de las vellosidades tras el
destete, sin embargo Gallois et al. (2005) no observaron dicha reduccién de las vellosidades. La transicién de leche a pienso
va a dar lugar a una maduracion del sistema inmune del animal debido a la mayor colonizacién por la microbiota intestinal
que es esencial para la proliferacion y diversificacion de los linfocitos del GALT (Lanning et al., 2004; Mage et al,, 2006). Sin
embargo, para que el sistema inmune proteja al animal de enfermedades, éste tiene que ser inmuno-competente, es decir, te-
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ner capacidad suficiente de respuesta ante los patdgenos y a la vez permitir el asentamiento de una microbiota saprofita. Por
ello el objetivo de nuestro trabajo fue determinar el efecto de la edad sobre la maduracién de la barrera intestinal en animales
sanos.

Material y métodos

El manejo de los animales se realizé de acuerdo con lo descrito por Delgado et al. (2010). Para realizar los experimentos se
sacrificaron 100 animales por dislocacion cervical, de forma que se sacrificé 1 conejo de cada camada, alos 26,31, 38,45y 52
d de edad. Parala prueba de histologia se utilizaron un total de 89 gazapos ya que se descartaron las muestras de aquellos ani-
males cuya morfologia intestinal estaba dafiada después del procesado de las muestras y no permitia realizar las mediciones
pertinentes. Las mediciones se realizaron de acuerdo a la metodologfa utilizada por Gémez-Conde et al. (2007). De los 20
gazapos sacrificados cada semana se eligieron 6 gazapos (en total 30 gazapos) para los ensayos de inmunidad de forma que
perteneciesen a las mismas camadas. Las expresiones de las interleucinas se determinaron por PCR a tiempo real, para la IL-
10, TNF-a,, IFN-y se usaron los cebadores publicados en Godornes et al. (2007), para GADPH, IL6, iNOS los utilizados por
Gutiérrez (2009) y para la IL-2 e IL-8 (Delgado, 2010). El efecto de la edad sobre la morfologia de la mucosa y pardmetros
inmunitarios se analizaron mediante un anélisis de varianza en donde la edad fue la principal fuente de variacion. El efecto ca-
mada se incluy6 en el modelo para el andlisis de la morfologia de la mucosa. Las medias se compararon mediante un test t-
student protegido.

Resultados y discusion

Enla Tabla 1 se muestran los resultados de la evolucién con la edad de la morfologia de la mucosa del yeyuno. La longitud
de las vellosidades y la profundidad de las criptas se redujeron un 26% y un 9%, respectivamente, en animales de 31 d respec-
to a los animales lactantes de 26 d de edad. Esta aparente atrofia intestinal post destete concuerda con el reducido consumo
de pienso observado en este periodo (Gallois et al., 2005; Delgado et al., 2010) Distintos autores en porcino indican que un
consumo reducido en los dias siguientes al destete es la causa de la atrofia intestinal observada en esta especie que puede lle-
gar a reducir la longitud de las vellosidades hasta en un 50% (Van der Klis y Jansman, 2002). En conejos también se ha obser-
vado reducciones de las vellosidades 10 dias post destete aunque la magnitud de este efecto es menor y variable (28 - 13%)
con el tipo de dieta, llegdndose a observar hasta incrementos del 28% con dietas con contenidos moderados en fibra soluble
(Gutiérrez et al., 2002; Gallois et al., 2005; Gémez-Conde et al,, 2007). Sin embargo, al contrario de lo observado en los tra-
bajos anteriores, en este trabajo también se redujo la profundidad de las criptas (10%) a los 31 dias, si bien la cripta aumenta
delos 31 alos 38 dias. A igual de lo que ocurre en cerdos la proliferacién de células de la cripta lleva un retraso respecto al da-
o causado en las vellosidades. De cualquier modo, parece que el posible daio en la vellosidad es transitorio. A partir de los
38 dy hastalos 52 d, la profundidad de la cripta (9%, P < 0,05) y la longitud de la vellosidad (7%, P > 0,05) aumentaron, ha-
ciendo que la relacion vellosidad/cripta permaneciera constante.

En la Figura 1 se muestran los niveles de expresion de la citocinas seleccionadas en ileon y apéndice vermiforme. Como se
puede observar la expresién en apéndice es mayor (P < 0,05) que la del {leon a cualquier edad y en especial para la IL10 esto
indicaria que el apéndice como érgano linfoide primario responde desde muy temprano y con respuestas tendentes a la tole-
rancia (Dasso et al., 2000). Sin embargo la expresién en un érgano efector como el ileon es baja ya que se trata de animales
sanos. Ademds, en el caso del apéndice vermiforme también hay una alta expresién de IL8 y TNF-o. (valores de Ct de 20,6 y
20,7 respectivamente) que se corresponden con citocinas del complejo proinflamatorio.

Edad s P
26d 31d  38d 45d 52d Edad  Camada
n 18 20 18 16 17

Longitud vellosidad, um 595"  441° 564" 579" 603" 114,8 0,001 0,015
Profundidad cripta, pm 85,1  76,6° 96,3° 99%° 105 886 0,001 043
Relacion vellosidad/cripta  6,98" 587° 580" 585" 571° 1,14 0,021 0,035

»><4En cada edad las letras minusculas diferentes indican que los valores difieren con P < 0,05.

Tabla 1. Evolucién con la edad de la longitud de las vellosidades, profundidad de las criptas y relacién entre ambos en el yeyuno.
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Figura 1. Patron de expresion de los genes a estudio en el apéndice vermiforme y la mucosa ileal con la edad. EI Ct es el valor de
ciclo umbral de forma que un menor valor de Ct indica una mayor cantidad de expresion.
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Figura 2. Efecto de la edad sobre la expresion relativa (2°*“) utilizando como control el dia 26 del IFNY en apéndice vermiforme.
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Figura 3. Efecto de la edad sobre la expresién relativa (2**“) utilizando como control el dia 26 del IL-2, IFN-y y TNF-0. en ileon.

En la Figura 2 podemos observar que en el apéndice vermiforme la expresién del IFN-y aumenta de manera significativa
con la edad (P < 0,05). Del mismo modo en la Figura 3 se observa un aumento significativo de la expresion de la IL2 en ileon
(P < 0,05) y una tendencia (P = 0,06) al aumento de la expresion del IFN-y. La sintesis de IL-2 e IFN-y estd relacionada con
una respuesta Thl a través de la cual tiene lugar la activacion de las células fagociticas esenciales para incrementar la activi-
dad microbicida (Zhu y Paul, 2009). Por lo tanto los cambios de expresién observados se podrian relacionar como una res-
puesta normal del animal ante el aumento de la complejidad bacteriana que tiene lugar en el periodo de transicién leche-
pienso y comienzo de alimentacion sélida.
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Resumen

Para caracterizar el contenido de hueso de la canal del conejo de monte (Oryctolagus cuniculus algirus) procedente de la ca-
za, se analizaron 53 canales encorambradas adquiridas en mercados de abastos de Sevilla (Espafia) con un peso medio de
767,8 g. Las canales encorambradas se desollaron y prepararon para obtener las canales de referencia, que tuvieron un peso
medio de 551,2 g, Se realizé el despiece tecnoldgico propuesto por la World Rabbit Science Association, que rindi6 un 14,3%
de patas delanteras, un 38,0% de patas traseras, un 32,1% de pieza lomo y un 11,4% de caja tordcica. El contenido de hueso
fue del 16,3% en las patas delanteras, 13,4% en las patas traseras, 9,4% en la pieza lomo, 22,5% en la caja tordcicay 13,0% en
el conjunto de la canal de referencia. El contenido de hueso de la pata trasera fue un predictor fiable del contenido de hueso
de la canal de referencia, pues se obtuvo una R*=0,737 (p<0,001). No se encontré dimorfismo sexual en el contenido de hue-
so ni correlacion entre el peso de la canal y el contenido de hueso de la canal del conejo de monte. En comparacién con los
valores publicados para razas y lineas de aptitud cdrnica a la edad de sacrificio habitual en Espaia, el contenido de hueso de la
canal del conejo de monte es moderado.
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Abstract

With the aim to characterise the carcass bone content of the wild rabbit (Oryctolagus cuniculus algirus) obtained from hunting, 53
specimens (unskinned, eviscerated rabbits) bought in markets of Seville (Spain) were analysed. The specimens weighed 767.8 g. The
reference carcass, obtained by flaying the specimens, weighed 551.2 g, and after carrying out the technological division according the
method proposed by the World Rabbit Science Association, 14.3% of fore leg, 38.0% of hind part, 32.1% of loin, and 11.4% of thora-
cic cage were obtained. Bone percentage was 16.3% in the fore leg, 13.4% in the hind part, 9.4% in the loin, 22.5% in the thoracic ca-
ge, and 13.0 in the reference carcass. Bone percentage of the hind leg gave a reliable prediction of the bone percentage of the carcass,
because R*=0,737 (p<0,001) was achieved. No sexual dimorphism was found for the bone content, nor correlation between carcass
weight and bone content of the carcass of the wild rabbit. When compared to figures published for meat breeds and lines at the usual
age of slaughtering in Spain, the bone content of the wild rabbit carcass is moderate.
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Introduccion

En algunas regiones espanolas, principalmente en el sur y centro peninsular, todavia es tradicional el consumo de carne de
conejo de monte procedente de la caza. Parte de los conejos son consumidos en el circulo social y familiar de los cazadores
(Gonzilez-Redondo et al., 2007b, 2010) y el resto se comercializa en mercados de abastos y carnicerias (Gonzalez-Redondo
et al, 2008), tras ser procesados en establecimientos de manipulacién de caza (Reglamento CE 853/2004). Son relativa-
mente pocos los estudios que han caracterizado la canal y carne de los conejos de monte cazados en Espafia (Cambero et al,,
1991; Cobos et al., 1995; Gonzalez-Redondo et al., 2007a, 2008). En particular, para los conejos de monte de la subespecie
O. c. algirus que se cazan en Andalucia se han caracterizado recientemente las piezas comerciales (Gonzélez-Redondo et al.,,
2008), el pH y capacidad de retencién de agua (Gonzalez-Redondo et al,, 20072) y la composicién quimica de la carne (da-
tos pendientes de publicacién). Sin embargo, no se han realizado estudios sobre el contenido de hueso de las canales de co-
nejo de monte, aspecto que, por el contrario, es bien conocido en el conejo doméstico (Pla et al., 1998; Piles et al., 2000; Pas-
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cual y Pla, 2007). Dado que ambos tipos de conejos difieren en cuanto a su genética (Branco et al., 2000), medio y modo de
vida, calidad de la carne (Gonzalez-Redondo et al., 2007a y datos pendientes de publicacién) y presentacién comercial
(Gonzilez-Redondo et al., 2008), y puesto que el contenido de hueso condiciona el rendimiento en carne de las piezas y ade-
mis es esgrimido por algunas personas como motivo para no comer carne de conejo por opinar, equivocadamente, que es
elevado (Gonzalez-Redondo et al.,, 2009, 2010), se realizé un estudio cuyo objetivo fue analizar el contenido de hueso de ca-
nales de conejos de monte cazados en Andalucia (Espana) que se comercializan en mercados de abastos.

Material y métodos

Durante el verano de 2006 se adquirieron en mercados de abastos de Sevilla (Espafia) 53 conejos de monte maduros (49%
machos), que procedian de varios cotos de Andalucia (Espaia) y cuya presentacién comercial era en forma de canal enco-
rambrada (con piel pero eviscerada). Mediante anlisis de marcadores del cromosoma X (Geraldes et al., 2006), realizados
en el Centro de Investigagio em Biodiversidade e Recursos Genéticos (Vairdo, Portugal), se constaté su pertenencia a la su-
bespecie O. c. algirus tipica del sudoeste de la Peninsula Ibérica (Branco et al., 2000). Los conejos se conservaron congelados
(-20 °C) hasta su manipulacién, y tras descongelarlos se desollaron, se retiraron las visceras tordcicas y abdominales y la ca-
beza y se seccionaron los pies y manos a la altura de los tarsos y carpos para obtener la canal de referencia. En dicha canal de
referencia se realizé el despiece tecnoldgico recomendado por la World Rabbit Science Association (WRSA) para obtener
las piezas caja tordcica, lomo, patas traseras (parte trasera) y patas delanteras (Blasco y Ouhayoun, 1996). Se deshuesaron las
patas traseras y delanteras y el lomo de la semicanal izquierda. La caja tordcica se deshues6 completa. Para cada parte del des-
piece tecnoldgico y para la canal de referencia, se calcul6 el contenido de hueso como porcentaje del peso de hueso respecto
al peso total de la pieza o de la canal. La relacion carne/hueso se calculé como el cociente entre el peso de la carne y el peso
del hueso. El peso del hueso incluyd cartilagos y pequenas porciones de carne que permanecia entre las vértebras, costillas y
otras partes de las que era dificil retirarla al diseccionar las piezas con un bisturi (Blasco y Ouhayoun, 1996). Usando el pro-
grama SPSS 15.0 (SPSS Inc., 2006), se calcularon estadisticos descriptivos de las variables medidas, pruebas t de Student pa-
ra determinar la influencia del sexo sobre el contenido de hueso de la canal de referencia y de las piezas resultantes de su des-
piece tecnoldgico, y correlaciones de Pearson para estudiar la relacién entre el peso de la canal encorambrada, el peso de la
canal de referencia y la proporcion de hueso de la canal de referencia sobre el contenido de hueso de las mencionadas piezas.

Resultados y discusion

La Tabla 1 muestra el peso de la canal encorambrada, el peso de la canal de referencia, la composicién regional de la canal
de referencia y la proporcion de hueso de las piezas de la canal de los conejos de monte analizados.

La composicion regional obtenida, en términos de proporcion de peso de las piezas del despiece tecnoldgico respecto al pe-
so de la canal de referencia (Tabla 1), fue similar a la descrita por Pla et al. (1998), Piles et al. (2000), Hernandez et al.

Variable Media+ET  Minimo  Mdximo CV (%)
Peso canal encorambrada (g) 767,8+109 612.6 oR7.7 10,3
Peso canal de referencia (g) 551,248,1 380,7 7134 10,7
Pieza lomo (%) 32,103 27.4 37.6 6,5
Patas delanteras (%) 14.3+0,1 12,4 17,6 6,6
Patas traseras (%) 38,0+03 33,2 421 53
Caja tordcica (%) 11,4+0,2 7.0 153 12,3
Hueso de la pieza lomo (%) 9.4+0.3 2,9 18,9 233
Hueso de patas delanteras (%) 16,3+0.4 10,9 2873 19,0
Hueso de patas traseras (%) 13.4+03 97 17,6 14,8
Hueso de caja tordcica (%) 22.5+0.6 13,9 333 18,5
Hueso de canal de referencia (%) 13,003 9.6 19,1 14,7

ET: Error tipico. CV: Coeficiente de variacion.

Tabla 1. Peso de la canal encorambrada, peso de la canal de referencia, composicién regional de la canal de referencia y proporcién
de hueso de las piezas de la canal en conejos de monte (n=53).
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(2004) y Pascual y Pla (2007) para conejos de lineas carnicas sacrificados con nueve semanas de edad. Las canales presenta-
ron un 70% de partes més nobles (pieza lomo mas patas traseras).

El contenido de hueso (Tabla 1) expresado en su equivalente relacién carne/hueso es de 6,7, 9,6, 5,1, 3,4, 5,1y 6,5 para la
canal de referencia y para las piezas lomo, caja tordcica, pata delantera y pata trasera, respectivamente. Al igual que en cone-
jos domésticos, en conejos de monte la caja toricica mostré el mayor contenido de hueso y la pieza lomo el menor (Pla et al,,
1996). La relacion carne/hueso de la pata trasera, que suele tomarse como representativa de toda la canal (Blasco y Ouha-
youn, 1996), en razas y lineas de conejos de aptitud cdrnica aumenta con la edad, adoptando valores inferiores a 5,0 en ani-
males sacrificados a los 63 dias (Pla et al., 1998; Piles et al., 2000; Pascual y Pla, 2007), de 5,6-6,1 en sacrificados a los 79 dias
(Lambertini et al., 2004), de 6,8 cuando se sacrifican con 82 dias (Lambertini et al., 2006), aumentando notablemente en co-
nejos Rex de Poitou sacrificados a los 126 dias de edad, cuando alcanza valores de 7,6 a 8,0 (Larzul et al., 2004). Es posible
que el relativamente bajo contenido de hueso de la canal de los conejos de monte encontrado por nosotros se deba en parte
al mayor grado de madurez de los animales silvestres analizados, en comparacién con los conejos domésticos, que se sacrifi-
can a muy temprana edad (en torno a nueve semanas en Espafia), usualmente antes de la pubertad. En efecto, en conejos do-
mésticos el tejido 6seo muestra una tipica alometria negativa, y el coeficiente de alometria concentra su incremento de valor
en el corto intervalo de tiempo (4 a 8 semanas) comprendido entre el destete y el punto de inflexién de la curva de creci-
miento coincidiendo con la pubertad (Deltoro y Lépez, 1985). Los conejos de monte de la muestra, aunque de edades hete-
rogéneas y desconocidas por no poder controlarse la edad de los animales abatidos en el lance cinegético, eran todos madu-
ros, tal como se justificé en Gonzélez-Redondo et al. (2007a) y (2008). Esto se debe a que los cazadores procuran no abatir
gazapos demasiado jovenes y también a que los establecimientos de manipulacién de caza evitan adquirir y comercializar co-
nejos de monte con pesos demasiado bajos.

La Tabla 2 muestra la influencia que tienen, sobre el contenido de hueso de las piezas y de la canal de referencia, el peso de
la canal encorambrada, el peso de la canal de referencia y el contenido de hueso de la canal de referencia.

No se encontré dimorfismo sexual para el contenido de hueso de la canal de referencia ni para las piezas resultantes del des-
piece tecnoldgico (Tabla 2), pues la pata delantera fue la tnica pieza en que mostro ligeras diferencias entre sexos (15,4% en
machos y 17,1% en hembras) pero el p-valor era préximo al limite de la no significatividad (p=0,05). Estos resultados coinci-
den con lo descrito en general para el contenido de hueso en razas y lineas domésticas (Pla et al., 1998; Piles et al., 2000; Lar-
zul et al., 2004; Lambertini et al., 2006).

En consonancia con el hecho de que la muestra de conejos de monte estaba compuesta por animales maduros con poca va-
riabilidad de peso (Tabla 1), apenas se encontré correlacién entre el peso de la canal (tanto encorambrada como de referen-
cia) y el contenido de hueso de las piezas y de la canal de referencia (Tabla 2). Sélo se encontraron correlaciones negativas

Contenido de hueso (%) Diferencia Correlacion  Correlacion Correlacion
entre sexos con Pesode con Pesode con Hueso
canal canal de de canal de

encorambrada  referencia  referencia

(8) (8) (%)

Pieza lomo t=0,505 1=-0,025; r=-0,167; r=0,763;
p=0,616 p=0,860 p=0,232 p<0,001

Patas delanteras t=2,039 r=0,006; r=0,005; 1=0,619;
p=0,047 p=0,965 p=0,990 p<0,001

Patas traseras t=0,760 r=-0,117; r=-0,210; r=0,859;
p=0,451 p=0,404 p=0,132 p<0,001

Caja tordcica t=0,119 r=-0,303; =-0,341; r=0,769;
p=0,906 p=0,027 p=0,012 p<0,001

Canal de referencia t=0,573 r=-0,177; =-0,308; -
p=0,596 p=0,204 p=0,025

Tabla 2. Relacién del sexo de los conejos, del peso de la canal encorambrada, del peso de la canal de referencia y de la proporcion de
hueso de la canal de referencia con la proporcion de hueso de las piezas de la canal en conejos de monte (n=53).
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débiles (p<0,05) del peso de la canal encorambrada y del peso de la canal de referencia con la proporcién de hueso de la caja
tordcica, asi como del peso de la canal de referencia con la proporcion de hueso de la canal de referencia.

La proporcion de hueso de todas las piezas de la canal, pero en particular la de la pata trasera, mostraron correlaciones posi-
tivas fuertes y altamente significativas (Tabla 2) con la proporcién de hueso de la canal de referencia. La ecuacién predictora
de la proporcién de hueso de la canal de referencia (%H.canal de referencia) en funcién de la proporcién de hueso de la pata trasera
(%Hpata trasera), que se muestra a continuacion,

90H canal de referencia = 1,922 + 0,825 X %Hpata trasera; RZ=0,737, p<0,001, Se=0,989,

mostré un elevado coeficiente de determinacién (R?) y un bajo error tipico de la estimacién (Se). Por tanto, el contenido
de hueso de la pata trasera proporciond una buena prediccion del contenido de hueso de la canal de referencia en conejos de
monte, al igual que sucede en conejos domésticos de aptitud carnica (Blasco y Ouhayoun, 1996), e incluso superando ligera-
mente el coeficiente de determinacién descrito en éstos (R>=0,6, Varewyck y Bouquet, 1982; R*=0,69, Hernandez et al.,
1996). Para el contenido de hueso, por tanto, es también vélida en conejos de monte la recomendacién de la WRSA (Blasco
y Ouhayoun, 1996) para razas y lineas domésticas carnicas de utilizar la pata trasera como pieza representativa de toda la ca-
nal.

Es posible que las diferencias en el contenido de hueso de la canal del conejo de monte respecto a los conejos domésticos se
deban también, en parte, a las diferencias genéticas entre la subespecie O. c. algirus a la que pertenecen los conejos silvestres
estudiados yla O. c. cuniculus a la que pertenecen las razas y lineas domésticas de aptitud cérnica. De hecho, en conejos do-
mésticos se han descrito diferencias de contenido de hueso debidas al tipo genético (Lukefahr et al., 1982; Pla et al,, 1996),
causadas en parte por un diferente grado de madurez (Pla et al., 1996), y que disminuyen con la seleccién por velocidad de
crecimiento (Hernéndez et al., 2004; Pascual y Pla, 2007). Seria interesante comparar el contenido de hueso de la canal del
conejo de monte y del doméstico mediante una investigacion ad hoc en la que los animales se mantuvieran en las mismas
condiciones de alojamiento y alimentacién y se sacrificaran con el mismo grado de madurez.

Cabe concluir que, en comparacién con los valores publicados para razas y lineas de aptitud cdrnica a la edad de sacrificio
habitual en Espana, el contenido de hueso de la canal del conejo de monte es moderado. Este puede ser uno més de los atri-
butos que hacen que la carne de conejo de monte sea apreciada por los consumidores familiarizados con las carnes de caza
(Gonzélez-Redondo et al., 2007b, 2010).
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