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de la inmunidad: 1 semana. Duracion de la inmunidad: 12 meses demostrado por infeccion experimental. Gestacién: Los estudios de laboratorio en conejas gestantes en el dltimo tercio de gestacion
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MD, Garcia J
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Cegarra E, Sevilla L, Carabafio R, Garcia J, Nicodemus N
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alimenticia sobre la digestibilidad fecal aparente y el balance mineral en conejos en cebo
Farias-Kovac C, Nicodemus, Carabano R, Garcia J
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resiliencia
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europea?”
D? Angela Trocino. Universidad de Padua (Italia)

D. Luc Maertens. Flanders Research Institute for Agriculture, Fisheries and Food (ILVO, Bélgica)
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10:00 — 10:45 Ponencia: “Cuanto contamina una granja de conejos”. D. Salvador Calvet Sanz. Universitat
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[Presenta: D. Juan Manuel Corpal]

10:45-11:15 Pausa para café y sesion de posteres.

11:15 - 12:45 Comunicaciones libres: PATOLOGIA Y BIENESTAR
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[Presenta: D* Merce Soler]
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Sra. D? Sonia Moraleda Campayo. Regidora de Comerg, Turisme i Mercats. Ajuntament de Pineda
de Mar
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46 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA @ 7



PROGRAMA

POSTERES:

Linea FESC. Parametros tras 28 afios de su creacién
Chino-Rosario E, Gutiérrez-Herndndez E

Efeitos de uma restricdo alimentar sobre digestibilidade da dieta em coelhos no final do
periodo de engorda
Ribeiro J, Andrade E, Monteiro D, Pinheiro V

Caracterizacién de exosomas en el plasma seminal de conejos fértiles y subfértiles: resultados
preliminares

Sakr OG, Canén-Beltran K, Cajas YN, Rizos D, Rebollar PG

Los diferentes tipos de vacunas frente a RHDV-2 producen un diferente inicio en la respuesta
de anticuerpos

Ramirez-Oliveras S, Baratelli M, Pedrola-Garrido, P, Fontseca-Presta M, Gascon S

Evaluacién de la eficacia de ERAVAC® contra una cepa de la enfermedad hemorragica del
conejo tipo 2 (RHDV2) aislada en Francia en 2020

Perozo E, Montbrau C, Fontseca M, Gascon S

Biosseguranca nas cuniculturas do norte de Portugal: Presente e Futuro
Morais, D, Coelho A, Pinheiro V. Monteiro, J

Biosseguranca como ferramenta preventiva da colibacilose em coelhos
Morais, D, Coelho A, Pinheiro V, Monteiro, J



Programa del SYmMPosiUm........ccc.coiiiiriiiiiiinieeeeeteee ettt et 5
Presentacion del Presidente de ASESCU.........ccccocoiiiiiiiiiiiiiniinincecececeeeeaee 13
PONENCIAS

¢ Cuanto contamina una granja de conejos?

CaIVEE S, EStIIES Fooeeeeeeee e e et e ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaas 16

Uso prudente de antibiéticos en cunicultura. Un trabajo bien hecho.
Marco Laguna, Manuel; Mora, F. Xavier; resto de asociados de AVECU..........ccoviiiiiiiiiiieeiiiiie e 19

Sesién de GENETICA

Seleccion por variabilidad ambiental del tamaiio de camada. I: Curvas de
supervivencia.
Agea |, Hadjadj |, Garcia ML, Argente MU .......ooiie ittt e e e e e aaeee e e e e e e e nnnsaaneaeeens 22

Seleccién por variabilidad ambiental del tamaiio de camada. II: Emisividad de la
temperatura corporal.
Agea |, Hadjadj |, Garcia ML, Argente MU .......cooiiiiiioiee et e ettt e e iaeee e 27

Regiones genémicas del conejo de carne implicadas en la variacién

de su microbiota cecal.
Velasco-Galilea M, Buitenhuis B, Ramayo-Caldas Y,

Ballester M, Piles M, SANCREZ JP ... e e 32

Caracterizacion del comportamiento alimentario en animales racionados
y alimentados a voluntad.
Piles M, Pascual M, Mora M, SANCNEZ JP ...t e e 37

46 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA @



INDICE

Linea FESC. Parametros tras 28 afos de su creacién.
CRINO B, GUEIBITEZ E oot e e e et e e e e e e e e eearae e 42

Sesién de NUTRICION

Efecto del nivel de arginina en el pienso sobre el rendimiento productivo durante el

cebo en dos lineas genéticas.
Peixoto-Gongalves C, Sancho FJ, Martinez-Paredes E, Rddenas L, Moya J, Blas E,

Cambra-LOpez M, PascUal JJ .......o.eiuiieieeee et 48

Suplementacién de xilanasa en dietas de conejos en crecimiento: Efecto sobre las
energias digestible y metabolizable aparentes.
Cambra-Lépez M, Lépez MC, Martinez-Paredes E, Pascual JJ, Blas E ....c..ccoeevioiiioiiiiieeeceeeeeeee 53

Estudio in vitro de la digestibilidad y la fermentabilidad de 19 productos de

macroalgas marinas en conejos.
Bujan M, Muinios A, Mirds M, Torres S, Dominguez H, Torres MD, Flérez N, del Pozo R, Nufiez C, de Evan T,

Jiménez R, Al-Soufi Novo S, Lépez M, Villamide MJ, Carabafio R, Nicodemus N, Carro MD, Garcia J .......... 58

Efecto del tipo de fibra sobre los rendimientos productivos en gazapos.
Cegarra E, Sevilla L, Nicodemus N, Garcia J.......cc.eoueereoueeireeieeeieeeeeeee et 64

Efecto de la suplementacion con xilooligosacaridos en el agua de bebida y la
restriccion alimenticia sobre la digestibilidad fecal aparente y el balance mineral en
conejos en cebo.

Farias-Kovac C, Nicodemus, Carabafio R, Garcia J .oeeeee et e et e e e e e 70

Efeitos de uma restricdo alimentar sobre digestibilidade da dieta em coelhos no final
do periodo de engorda.
Ribeiro J, Andrade E, Monteiro D, PINNEIIO V ... 75

Sesién de REPRODUCCION

Rendimiento reproductivo de las conejas de lineas paternales: reconciliando
crecimiento y resiliencia.
Peixoto-Gongalves C, Martinez-Paredes E, Rddenas L, Blas E, Cambra-Lépez M, Pascual JJ.....cooeeeeinnnnneee. 80

Renovacién de grupos completos de reproductoras y utilizacién de multiparas como
reposicion ocasional: Resultados reproductivos y de mortalidad.
Lopez M, Campo MM, Olleta JL, Campanales M, Resconi VC...........cveuiiueeiueeeeeeeeeeeeeeee e, 85

10 E 46 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA



Induccién de ovulacién de conejas con rrNGF microencapsulado.
Quiroga AC, Garcia-Garcia RM, Arias-Alvarez M, Gimeno-Martos S, Lorenzo PL, Rebollar PG...................... 90

Caracterizacion de exosomas en el plasma seminal de conejos fértiles y subfértiles:
resultados preliminares.
Sakr OG, Candn-Beltran K, Cajas YN, Rizos D, Rebollar PG ........coiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 95

Inseminacidn Artificial como alternativa reproductiva para la cunicultura dominicana:
Valoracién técnica y econémica en granja de conejos (Oryctolagus cuniculus), bajo
condiciones comerciales.

Duran M, Choque J, Ariztegui M, GUZMEN N .......coiiiiiiiiiiieeieieeet ettt ess s eseeseeneas 100

Sesiéon de PATOLOGIA Y BIENESTAR

Eficacia de diferentes planes de vacunacién frente a mixomatosis.
Ramirez-Oliveras S, Baratelli M, Pedrola-Garrido, P, Fontseca-Presta M, Gascon S.......cooeeoveeeeeeeeeeeeeennn.. 106

Presentacion de proyecto de investigacion en estafilococia: pasado, presente y futuro.
Mascards-Nufiez P, Martinez-Seijas C, Arnau A, Selva Martinez L, Viana D, Corpa JM ..., 109

Epidemiologia molecular y evolucién de Staphylococcus aureus: resultados
preliminares.
Martinez Seijas C, Mascards Nufiez P, Arau A, Selva Martinez L, Viana Martin D, Corpa Arenas JM.......... 113

Estudio de la evolucién de la sensibilidad antibiética de los principales patégenos
bacterianos en cunicultura de 2019 a 2021.
del Caso S, Sanz C, Dominguez L, Chacdn L.........ccooviiiiiiiiie e 118

Efecto de diferentes técnicas de manejo como alternativa al uso de antibiéticos

sobre parametros de estrés en conejos de cebo.
Ramdn-Moragues A, Carulla P, Gongalves C, Escribano D, Torres R, Romero T,

Martinez-Paredes E, VIllagra A .........ooiiiiiiieiieit ettt ettt ettt neenea 123

Efecto del enriquecimiento con bloques de heno y de la diferenciacién de grupo

por sexo sobre parametros productivos, uso del espacio y resultados al sacrificio en
conejos de engorde alojados en parques.

Birolo M, Xiccato G, Zuffellato A, Pirrone F, Bordignon F, TroCiNo A.......ceoevviieeiiiiee e eeiiie e e 128

Los diferentes tipos de vacunas frente a RHDV-2 producen un diferente inicio en la
respuesta de anticuerpos.
Ramirez-Oliveras S, Baratelli M, Pedrola-Garrido, P, Fontseca-Presta M, Gascon S....c.uuveveeeeeeeeeeeeeeeaeennn. 133

46 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA @

11



INDICE

Evaluacién de la eficacia de ERAVAC® contra una cepa de la enfermedad
hemorragica del conejo tipo 2 (RHDV2) aislada en Francia en 2020.
Perozo E, Montbrau C, FONTSECA M, GBSCON'S ..o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaeaaaaaaas 136

Biosseguranca nas cuniculturas do norte de Portugal: Presente e Futuro.
Morais, D, Coelho A, PINhEIro V. MONTEITO, J . cene e 138

Biosseguranca como ferramenta preventiva da colibacilose em coelhos.
Morais, D, Coelho A, PINNEITO V, IMONTEINO, J w.veeeeee e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e 142

12 E 46 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA



Presentacién del Presidente de ASESCU

Estimados socios de ASESCU y asistentes al Symposium,

Tras dos afios sin poder juntarnos presencialmente, debido a las limitaciones asociadas a la pandemia,
este afio tenemos la suerte de celebrar la 46 edicién del Symposium de Cunicultura de ASESCU en Pineda
de Mar (Barcelona). Hemos querido en esta ocasion acercarnos a Catalunya, una de las regiones mas
importantes de nuestra produccién cunicola, eligiendo como sede un precioso municipio costero de la
comarca de El Maresme, rodeado por el parque Natural del Montnegre y el Corredor, donde dispondremos
de un ambiente acogedor, provechoso y seguro.

Para poder celebrar dicho congreso hemos podido contar en esta ocasion con el Programa de Genética y
Mejora Animal del IRTA, y el Departamento de Accién Climética, Alimentacién y Agenda Rural (DACC) de la
Generalitat de Catalunya como coorganizadores locales, a los cuales quisiera mostrar todo mi agradecimiento,
al igual que a los organizadores habituales, por su implicacién en el buen desarrollo del Symposium.

Estamos viviendo quizas una de las épocas mas criticas que he conocido para la ganaderia y en especial
para la cunicultura. Estd coincidiendo una serie de circunstancias en el tiempo que estédn poniendo en
jaque al sector. La situacién actual de precios de la energia y materias primas, y la preocupante tendencia
en el consumo de carne de conejo, esta suponiendo una prueba de estrés para todo un sector, que ademas
debe afrontar nuevos retos y exigencias a nivel medioambiental, de alojamientos y en la utilizacién de
antimicrobianos en sus granjas.

Por todo ello, el Symposium de este afio lo hemos querido centrar justamente en todos estos desafios que
nos preocupan y debemos afrontar. Para ello, hemos invitado a expertos ponentes que nos informaran sobre
el estado actual de la cunicultura en Catalunya y las tendencias de consumo en el mercado de los productos
carnicos. Por otro lado, celebraremos una mesa redonda, donde INTERCUN y distintos expertos de ltalia, Bélgica
y Espafia, debatiremos sobre qué nos va a demandar y qué consecuencias va a tener las demandas en legislacion
en bienestar de la sociedad europea. Ademés, ponentes especialistas nos trataran de explicar cuanto contamina
una granja de conejos y qué consecuencias estd teniendo la implantacién de la normativa de utilizacién de
medicamentos en las granjas. Asi, este evento es crucial para congregar a productores, investigadores y empresas
relacionadas con el sector cunicola, y asf afrontar exitosamente cada uno de estos desafios.

Ademas de estas ponencias invitadas también tendremos, a lo largo de Symposium, sesiones de
comunicaciones libres donde se presentarén los avances en investigaciones realizadas por diferentes
grupos en las disciplinas cientificas mas relevantes para el sector, como son el bienestar, la nutricién, la
genética, la reproduccién y la salud animal. Los mejores trabajos, llevados a cabo por los mas jévenes,
podrén acceder a la cuarta edicién del “Premio para jovenes investigadores ASESCU”, financiado por
Andrés Pintaluba, S.A., que se entregara durante la cena de gala.

No quisiera despedirme sin antes mostrar todo mi agradecimiento a las empresas que apoyan la
organizacion del Symposium y sin cuyo patrocinio seria dificil la celebracion de este evento.

Atentamente,

Juan José Pascual Amoréds
Presidente de ASESCU
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¢ Cuanto contamina una granja
de conejos?

How much pollution comes from a rabbit farm

Calvet S, Estellés F
Instituto de Ciencia y Tecnologia Animal, Universitat Politécnica de Valéncia. 46022 Valencia, Esparia.

*salcalsa@upvnet.upv.es

Resumen

La produccién ganadera supone, como otras actividades humanas, una serie de impactos sobre el medio
ambiente que es necesario minimizar. En particular, tiene gran afeccion sobre los ciclos globales de nutrientes
y sobre las emisiones atmosféricas. La produccién cunicola, por su envergadura, tiene una contribucion relati-
vamente menor a estos impactos. Sin embargo, y a pesar de que la presiéon normativa es de momento inferior
a la de otros sectores ganaderos, es necesario mejorar progresivamente la eficiencia y reducir dichos impactos
para contribuir a una menor afeccion ambiental de las actividades humanas. Adicionalmente, las particularida-
des de la cunicultura pueden posicionarla como una produccidn alternativa frente al uso de materias primas y
mitigacién de emisiones, que en otro tipo de granjas presenta mayores dificultades. Esta ponencia repasa las
principales oportunidades al respecto.

Palabras clave: emisiones, gases, nitratos, estiércol, economia circular.

Abstract

Similar to other human activities, livestock production involves the risk of several environmental impacts that
has to be minimized. Particularly, global livestock production affects global nutrient cycles and atmospheric
emissions. The rabbit production sector has a comparatively minor size related to other sectors. However it is
necessary to improve the efficiency and reduce their impacts, contributing to a minor environmental damage.
Additionally, rabbit production has some particularities that may place this sector as an alternative regarding
the use of raw materials and emission mitigation, which may be more difficult in other sectors. This contribution
summarizes some of the main opportunities for the rabbit sector.

Keywords: emissions, gases, nitrates, manure, circular economy.

Introduccidn

La produccién ganadera, como otras actividades humanas, supone una serie de impactos sobre el medio am-
biente. Algunos de ellos se generan directamente en la granja, como por ejemplo las emisiones de gases. Otros
pueden generarse en su entorno préximo, por ejemplo, el riesgo de contaminacion del agua subterranea en
caso de aplicacion inadecuada de estiércoles. Adicionalmente, otros impactos se generan de forma indirecta,
por ejemplo los asociados a la fabricacidn de los piensos.

Mas alla de la controversia sobre el papel ambiental de las granjas, es necesario reconocer que la produccién
ganadera contribuye a una enorme presidén ambiental que ejercen las actividades humanas sobre nuestro en-
torno. Dicha presién compromete no sélo la preservacién de los ecosistemas, sino también la viabilidad de las
actividades humanas tal como las conocemos. Es fundamental por tanto que cada sector conozca cuél es su
contribucidn a dichos impactos y compatibilice la necesaria reduccién de los mismos con el valor productivo: en
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el caso de la ganaderia, la produccién de alimentos de alto valor, la fijacién de poblacion en el medio rural, el
reciclaje de nutrientes o el mantenimiento de ecosistemas.

Cuantificar los impactos ambientales en ganaderia

Es importante cuantificar estas emisiones y reconocer su contribucién al impacto global de la actividad hu-
manal. La produccién ganadera es responsable de cerca de un 70% de las emisiones nacionales de amoniaco,
mientras que contribuye aproximadamente a un 7% de las emisiones de gases efecto invernadero producidas
en Espafia. La situacion de las aguas subterraneas en nuestro pais sigue deteriordndose debido a la contamina-
cién por nitratos procedentes de fuentes agrarias (fertilizantes sintéticos y orgénicos, principalmente), lo cual ha
merecido la reciente actualizacién normativa en el Real Decreto 47/2022. Finalmente, la produccion de piensos
para la ganaderia supone, en su conjunto, un importante estrés ambiental por el uso de superficies agrarias (a
veces asociadas a deforestacién) y por la gran afeccién al ciclo del nitrégeno.

La produccién ganadera ha mejorado su eficiencia productiva de forma considerable, debido a mejoras en
genética, alimentacidn, sanidad e instalaciones. Esta mejora en la eficiencia hace de la ganaderia espafiola una
de las mas eficientes a nivel global. Sin embargo, la eficiencia por si sola no esta siendo suficiente para reducir
las afecciones ambientales. Los incrementos de produccién y la concentracién ganadera estan ocasionando que
el valor absoluto de emisiones apenas se esté reduciendo, comprometiendo por tanto los objetivos de preser-
vacion ambiental acordados internacionalmente.

Cuantificar los impactos de la produccién ganadera no es sencillo, al ser sistemas complejos e interconectados
con el resto de la cadena agroalimentaria. El concepto de huella de carbono permite cuantificar las emisiones
asociadas a una unidad de producto, durante toda la cadena de produccién. De estos anélisis se extrae que la
mayor parte de la huella de carbono en rumiantes esta asociada a la fermentacién digestiva en la propia granja,
mientras que en monogastricos (aves y porcino) la mayor componente de esta huella procede de la fabricacién
de los piensos y no de la propia granja. De forma similar se conoce el concepto de huella hidrica, distinguiéndo-
se por su grado de afeccidn entre el agua verde (de lluvia), azul (“de grifo”) y gris (agua contaminada por la acti-
vidad). El uso del suelo y la competencia con la alimentacién humana son otros dos conceptos muy relacionados,
pues determinan el coste de oportunidad de la ganaderia. Es necesario en este punto distinguir entre aquellos
usos del suelo e ingredientes para piensos que pueden competir con la alimentacidon humana, y aquellos que
no tienen dicha competencia. Esta distincién es fundamental para valorar correctamente el impacto ambiental
de una determinada produccion.

Las granjas de conejos, ;mejores o peores?

La produccién cunicola origina menores afecciones que otros sectores simplemente por una cuestion de mag-
nitud: los censos nacionales son muy inferiores a los de otras especies, y por tanto sus impactos ambientales son
también menores. Es importante resaltar que para los principales sectores productivos se esta actualizando la
normativa sectorial (porcino en 2020, avicultura en 2021 y bovino previsto para 2022). Estas revisiones estan inclu-
yendo una importante componente ambiental, por ejemplo estableciendo ambiciosos porcentajes de reduccién
de emisiones basados en la aplicacién de las mejores técnicas disponibles.

Aungue de momento esto no va a contemplarse para la produccion cunicola, si que marca las lineas de accién
de cédmo serd la ganaderia en un futuro: no sélo deberéd producir alimentos de calidad con un gran nivel de
bioseguridad y bienestar, sino que también deberd hacerlo conociendo el nivel de sus impactos ambientales
(consumos, emisiones y estiércoles). § Qué ocurre en una granja de conejos?

Pongamos por caso una granja de 500 conejas y el correspondiente cebo. Las excreciones de dicha granja
suponen unos 5000 kg de nitrégeno y unos 1000 kg de fosforo cada afio, nutrientes con un valor creciente en la
coyuntura econdmica actual. Adicionalmente, supone unas 50 toneladas de materia. En condiciones normales
de granja, practicamente la tercera parte del nitrégeno excretado se volatiliza como amoniaco en el propio
alojamiento y durante la gestidn del estiércol hasta su aplicacidon a campo. Estas pérdidas no solo suponen un
importante impacto ambiental, sino que ademas son una pérdida de recursos. La gestién del estiércol de esta
granja supone ademas cerca de 6 toneladas de CO, equivalente. En términos absolutos, dicha emision seria
equivalente aproximadamente al de una granja de 400 cerdos.

Conocer los nimeros es importante para establecer estrategias de mejora. Sin embargo. ;jEs importante sa-
ber si contamina mas criar conejos que cerdos o pollos? Consideramos que la respuesta es no. En primer lugar
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porgue otros sectores tienen mayores niveles de eficiencia en el uso de la alimentacién, y por tanto sus indices
ambientales (al menos los mas utilizados actualmente) saldran mejores por cada kg de producto. En este punto,
es necesario remarcar que la produccién cunicola puede tener una serie de puntos diferenciadores con otras
especies, que permita posicionarse en el &mbito de la minimizacion de impactos ambientales. Algunos de ellos
se repasan en el préximo apartado.

Oportunidades

La produccidn cunicola tiene un importante recorrido en incrementar el uso de ingredientes para sus piensos
que no compitan con la alimentaciéon humana. Cada vez son maés las voces que abogan por no utilizar indices
brutos de contaminacién ambiental, sino ligarlos al beneficio real. Por ejemplo, se puede usar como indicador la
cantidad de proteina producida por cada kg de ingredientes que compiten con la alimentacién humana, o por
cada m?de cultivo utilizado para producir un determinado pienso. En este sentido, la produccién cunicola tiene
ventajas comparativas con las producciones de monogastricos mas intensivas, pues estas son eficientes normal-
mente a costa de utilizar materias primas nobles procedentes de tierras expresamente cultivadas para tal fin.

Una segunda ventaja comparativa viene del lado de la adaptacién de mejoras ya existentes en otras especies,
por ejemplo en cuestién de mejora genética o instalaciones. A modo de ejemplo, las instalaciones de retirada
del estiércol en granjas de conejos permiten adaptarlas facilmente a los criterios de retirada frecuente del estiér-
col, que reducen considerablemente las emisiones gaseosas en el interior de las naves. Finalmente, y més en el
contexto econdmico actual, es necesario valorizar econdmicamente los estiércoles.
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Uso prudente de antibiéticos en
cunicultura. Un trabajo bien hecho

Prudent use of antibiotics in rabbit farming, a well-done task

Marco Laguna, Manuel'"; Mora, F. Xavier?; resto de asociados de AVECU

'Ponente. Presidente de la Asociacién de Veterinarios Especializados en Cunicultura (AVECU). Masia Ca L'Ermita s/n, 08410 Vilanova
del Valles (Barcelona).

2AVECU, asvetxm@gmail.com

*manuel_marcoé4@hotmail.com

Resumen

En abril de 2017 los veterinarios de cunicultura -conscientes del problema de las resistencias bacterianas
a los antibidticos- inician contactos con la AEMPS (Agencia Espafiola de Medicamentos) para trazar un
plan logico pero efectivo que permita disminuir la presidén antibidtica en las granjas. Como herramienta, se
pone en marcha el acuerdo ARAC (dentro del programa Reduce) entre la AEMPS y AVECU (Asociacién de
Veterinarios Especializados en Cunicultura) que traza las lineas para disminuir un 30% en dos afios el uso de
antimicrobianos en esta especie y establecer “Colistina cero” en piensos medicamentosos. A fecha de hoy,
hemos conseguido una reduccién de uso antibidtico de méas de un 55% expresada en mg de atbco/PCU y
seguimos disminuyendo.

Con la entrada en vigor del Reglamento (UE) 2019/4 a fecha 28 de enero de 2022 trabajamos ya sélo con una
molécula en los engordes y nos hemos trazado unos nuevos objetivos de empleo antibidtico alineados con el
Green Deal. Consisten en conseguir una presién antibidtica méaxima de 350 mg/PCU via pienso medicado en
2025 asi como “Enrofloxacina cero” a esa misma fecha. No sélo los veterinarios sino también INTERCUN y to-
das y cada una de las granjas de conejos estan totalmente implicados en este proyecto. Un proyecto que no es
gratis sino que requiere de fuertes inversiones por parte de los cunicultores y asumir mayor nimero de bajas en
un momento de rentabilidad muy baja. Nuestro objetivo es ambicioso. Necesitard de nuevo un gran esfuerzo
por parte del sector y de sus técnicos asi como también precisaremos una ayuda extra por parte de la AEMPS
y el MAPA (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién). Hemos demostrado que “sabemos hacer nuestros
deberes”; todo el apoyo de la Administracién a nuestro trabajo es bienvenido.

Palabras clave: AVECU, Antibidticos, Cunicultura, Reduccién, Objetivo.

Abstract

In April 2017, rabbit farming veterinarians -aware of the problem of bacterial resistance to antibiotics- began
contacting the AEMPS (Spanish Medicines Agency) to draw a logical but effective plan that would reduce an-
tibiotic pressure on farms. As a tool, the ARAC agreement (within the Reduce program) between the AEMPS
and AVECU (Rabbit farming Veterinarian Specialized Association) is launched. ARAC draws the lines to reduce
the use of antimicrobials in rabbit farming by 30% in two years and establish “Colistin zero” in medicated feed.
Today, we have achieved a reduction in antibiotic use of more than 55% expressed in mg of atbc/PCU and we
continue to decrease.

With Regulation (EU) 2019/4 in force on January 28th, 2022, we are now working with only one molecule in fat-
tening and we have set new objectives for antibiotic use in line with the Green Deal. They consist of achieving
a maximum antibiotic pressure of 350 mg/PCU on medicated feed in 2025 as well as “Zero Enrofloxacine” at
same date. Not only the veterinarians but also INTERCUN and each and every one of the rabbit farmers are fully
involved in this project. A project that is not free but requires strong investments by rabbit farmers and assume a
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greater number of mortality at a time of very low profitability. Our goal is ambitious. It will again require a great
effort from the sector and its technicians, as well as extra help from the AEMPS and MAPA (Ministry of Agricultu-
re, Fisheries and Food). We have shown that “we know how to do our homework”; all the support of the Admi-
nistration to our work are welcome.

Keywords: AVECU, Antibiotics, Rabbits, Reduction, Goal.
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Seleccién por variabilidad ambiental
del tamaifo de camada.
I: Curvas de supervivencia

Selection for environmental variability of litter size. I: Survival curves

Agea |, Hadjadj I, Garcia ML*, Argente MJ

Centro de Investigacién e Innovacién Agroalimentaria y Agroambiental (CIAGRO-UMH), Universidad Miguel Hernandez de Elche,
03312 Orihuela, Espana.

*mariluz.garcia@umbh.es

Resumen

Se estd llevando a cabo un experimento de seleccion divergente por variabilidad residual del tamafio de
camada en conejo. El criterio de seleccién es la varianza fenotipica del tamafio de camada dentro de hembra
después de ser corregido por los efectos fijos de afio-estacion y de estado de lactacion. En trabajos previos,
la linea seleccionada para reducir la variabilidad del tamafio de camada (Low) ha mostrado una menor sensibi-
lidad a enfermar y al estrés que la linea heterogénea (High). El objetivo de este trabajo es comparar las curvas
de supervivencia de las lineas en funcién del orden de parto en el que la hembra es eliminada o muere, asi
como estudiar sus causas de eliminacién. En ambas lineas el 55% de las hembras alcanzan el tercer parto, pero
mientras la linea Low presenta un mayor porcentaje de supervivencia en el segundo parto, en la linea High es
en el primer parto. A partir del 4° parto el porcentaje de eliminacién o muerte de la linea Low es menor que
en la linea High. La distribucién de las hembras de la linea Low en funcién de las causas de eliminacién fue:
39% por final de generacidn, el 21% eliminadas por presentar alguna patologia y el 40% muertas. En el caso de
la linea High la distribucion fue del 30%, 34% y 36% respectivamente. En conclusién, la seleccion divergente
por variabilidad del tamafio de camada parece que ha modificado las curvas de supervivencia de las hembras,
ademas la tasa de eliminaciéon por final de generacién es mayor en las hembras de la linea Low que en las
hembras de la linea High.

Palabras clave: orden de parto, resiliencia, sensibilidad ambiental, supervivencia.

Abstract

A divergent selection experiment for litter size variability is being carried out in rabbits. The selection cri-
terion is the phenotypic variance of litter size within the female, after correcting litter size for the effects of
year-season, and physiological status. In previous studies, the line selected to decrease litter size variability
(Low) has shown less sensitivity to disease and stress than the heterogenous lone (High). The objective of this
work is to compare the survival curves of the lines according to the order of parturition in which the female
is eliminated or dies, as well as to study its causes of elimination. From the 4th parturition, the percentage of
elimination or death of the Low line is lower than in the High line. The distribution of the females of the Low
line according to the causes of elimination was: 39% by end of generation, 21 % eliminated due to some pa-
thology and 40% dead. The distribution was 30%, 34% and 36%, respectively, for the High line. In conclusion,
the divergent selection for litter size variability seems to have modified the survival curves of the females. In
addition, the elimination rate at the end of the generation is higher in the females of the Low line than in the
females of the High line.

Keywords: environmental sensitivity, parity order, resilience, survival.
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Introduccidn

El bienestar animal es una prioridad en ganaderia. Tanto la robustez como la resiliencia son caracteristicas in-
dividuales estrechamente relacionados con el bienestar. Knap (2005) definieron la robustez como la capacidad
del animal para expresar su potencial de produccién en una amplia gama de entornos sin comprometer la salud
ni la reproduccién del animal. Colditz y Hine (2016) definieron la resiliencia como la capacidad del animal para
recuperarse y volver al estado en el que se encontraba antes de la exposicidn a una perturbacién ambiental. En
conejo la seleccidon por longevidad parece ser una metodologia eficiente para mejorar la robustez (Sanchez et
al., 2008; Theilgaard et al., 2009) mientras que la seleccién por variabilidad del tamafio de camada se ha propue-
sto para mejorar a resiliencia (Blasco et al., 2017).

Un experimento de seleccidn divergente por variabilidad residual del tamafio de camada ha obtenido una
respuesta a la seleccién de un 4,5% de la media de la variabilidad del tamafio de camada. La linea homogénea
(Low) presenta mejor estado sanitario y resistencia a enfermedades (Argente et al., 2019), debido a que presenta
una menor susceptibilidad a enfermar y una menor respuesta inflamatoria antes infecciones (Beloumi et al., 2020)
que la linea heterogénea (High). Ademas, la productividad de la linea Low es superior a la linea High, presentan-
do mayor tamafio de camada al parto y mas uniformidad de peso de los gazapos al destete (Agea et al., 2019).

El objetivo de este trabajo es estudiar las diferencias en supervivencia de las hembras de dos lineas seleccio-
nadas divergentemente por variabilidad del tamafio de camada.

Material y métodos

Los procedimientos experimentales con animales han sido aprobados por la Direccidon General de Agricultura,
Ganaderia y Pesca de la Generalitat Valenciana con cédigo 2019/VSC/PEA/0017.

Los animales estan localizados en la granja de la Escuela Politécnica Superior de Orihuela de la Universidad
Miguel Hernandez. Las hembras de este estudio pertenecen a la generacién 14 de dos lineas seleccionadas di-
vergentemente por variabilidad del tamafo de camada (Blasco et al., 2017). La linea Low estéa seleccionada para
disminuir la variabilidad del tamafio de camada al parto y la linea High para incrementar dicha variabilidad. El
tamanfo de camada esta corregido por los efectos fijos de afio-estacion y de estado de lactacién.

Las instalaciones son de ambiente controlado, el fotoperiodo de 16:8 y la alimentacion es ad libitum con pienso
comercial. Las hembras entran en produccién con 18-20 semanas de edad, las montas son semanales y el siste-
ma reproductivo semi-intensivo (12 dias postparto).

Se registro el orden parto en el que la hembra es eliminada o muere (dltimo orden de parto), asi como la causa
por la que era retirada del rebafio: muerta, fin de generacién o eliminada. Las hembras fueron revisadas sani-
tariamente en la monta y en la palpacién, siendo causa de eliminacién: abscesos, fetos momificados, mamitis,
mocos, diarrea, mal de patas y causas reproductivas. Se considera causa reproductiva de eliminacién cuando se
producen 6 intentos de monta, 3 servicios negativos o 2 abortos.

La supervivencia de las hembras en funcion del orden de parto se analizé mediante curvas de Kaplan-Meyer
(GraphPad Prism 9). Se realizd una %2 para analizar el porcentaje de hembras muertas, eliminadas por causas
sanitarias y eliminadas por fin de generacién.

Resultados y discusion

La Tabla 1 muestra la distribucion de las hembras de las lineas homogénea (Low) y heterogénea (High) se-
gun el dltimo orden de parto. En ambas lineas el 55% de las hembras alcanzan el tercer parto, pero mientras
la linea Low presenta un mayor porcentaje de supervivencia en el segundo parto, en la linea High es en el
primer parto. A partir del 4° parto el porcentaje de eliminacidn o muerte de la linea Low es menor que en la
linea High. Asi, un 18% de las hembras de la linea Low llegan a tener mas de 6 partos y este porcentaje es de
un 14% en la linea High.
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Tabla 1. Distribucién de las hembras de la linea Low y High segtin el dltimo orden de parto.

OP Low (%) Low acumulado (%) High (%) High acumulado (%)
1 30 30 20 20
2 9 39 18 38
3 16 55 17 55
4 15 70 14 69
5 8 78 13 82
6 4 82 4 86
+6 18 100 14 100
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Figura 1. Curvas de supervivencia acumulada por orden de parto de las hembras de las lineas High y Low.
La Figura 1 muestra las curvas de supervivencia por orden de parto de las hembras de las lineas Low y High. Se

observa un mayor porcentaje de eliminacién o muerte en las hembras de la linea Low en el primer parto y menor
en el segundo parto que en la linea High. Agea et al. (2020) reporto resultados similares en la generacién 12.

LINEA L LINEA H

M Fin_de_generacion M Eliminadas ™ Muertas BFfin_de_generacion M Eliminadas ™ Muertas

Figura 2. Distribucién de las hembras de la linea Low y High en funcién de las causas de eliminacién.

La distribucion de las hembras de la linea Low en funcidn de las causas de eliminacién fue: 39% por final de
generacién, el 21% eliminadas por presentar alguna patologia y el 40% muertas. En el caso de la linea High la
distribucién fue del 30%, 34% y 36% respectivamente (x2 = 15,6, p<0,05; Figura 2). Las patologias por las que
fueron eliminadas las hembras se muestran en la Tabla 2. El 21% de las hembras de la linea High fueron elimi-
nadas por presentar diarrea, siendo esta la causa més comun junto con la presencia de mamitis, sin embargo, la
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diarrea no fue causa de eliminacién en las hembras de la linea Low. En esta linea las causas mas frecuentes de
eliminacion fueron la presencia de abscesos, fetos momificados y mamitis.

Tabla 2. Distribucién de las hembras de la linea Low y High segiin la causa de eliminacion.

Causa Low (%) High (%)
Absceso 20 12
Feto momificado 20 16
Causas Reproductivas 12 8
Mamitis 20 20
Mocos 16 4
Diarrea 0 21
Mal de patas 12 19

El 32% de las hembras muertas de la linea Low se correspondian con problemas en el parto, mientras que en el
caso de las hembras de la linea High este porcentaje asciende a un 52% (datos no mostrados en tablas). El por-
centaje de hembras eliminadas por problemas durante el parto fue estudiado en la generacién 7, encontrandose
que el 44% de las hembras murieron o fueron eliminadas por problemas en los tres primeros partos en ambas
lineas (Garcia et al., 2019). En una generacién posterior el porcentaje fue de un 26% para la linea Low y un 19%
para la linea High (Argente et al., 2019).

En conclusién, la seleccidon divergente por variabilidad del tamafio de camada podria haber modificado las cur-
vas de supervivencia de las hembras, ademas las hembras de la linea Low son eliminadas por final de generacién
en mayor porcentaje que las hembras de la linea High.
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Resumen

Se ha llevado a cabo un experimento de seleccién divergente por variabilidad residual del tamafio de camada en
conejos durante 12 generaciones. El estrés provoca un aumento de la temperatura corporal basal. La termografia
infrarroja (TIR) es una técnica Util para identificar cambios en la emisividad de la temperatura corporal. El objetivo
de este trabajo fue estudiar la respuesta correlacionada a la seleccidn para la variabilidad residual del tamafio de
camada en la emisividad de la temperatura corporal del conejo. La monta puede considerarse un estimulo estre-
sante para la hembra. La temperatura se midié en el globo ocular por TIR antes de la monta (temperatura basal)
y después de 5 minutos, 30 minutos y 60 minutos en hembras de las lineas homogénea y heterogénea en tamario
de camada. Ambas lineas mostraron una temperatura basal similar (35,69°C linea homogénea vs 35,81°C linea he-
terogénea). La linea homogénea aumentd ligeramente la temperatura a los 5 minutos después del estimulo estre-
sante (36,32°C), y este aumento se mantuvo hasta los 60 minutos (36,55°C). No hemos encontrado evidencia sobre
diferencias de temperatura a los 5 minutos después de la monta entre lineas. Sin embargo, la linea heterogénea
mostré una temperatura mayor que la linea homogénea a los 30 minutos (+0,96°C, p = 0,99). A los 60 minutos, la
temperatura fue similar entre lineas. La evolucidn de la temperatura fue diferente entre lineas; ya que la linea he-
terogénea alcanzé el pico de temperatura mas tarde que la linea homogénea (30 minutos vs 5 minutos), y su pico
fue mayor en comparacién con la homogénea (36,95°C vs 36,32°C). En conclusién, las hembras seleccionadas para
reducir la variabilidad del tamafio de la camada mostraron un menor aumento de la temperatura después de un
estimulo estresante, por lo tanto, su respuesta al estrés es menor y, en consecuencia, su bienestar es mayor.

Palabras clave: bienestar, estrés, temperatura, termografia, variabilidad ambiental.

Abstract

A divergent selection experiment for litter size residual variability has been carried out in rabbits during 12 generations.
Stress causes an increase in body temperature. Infrared thermography (IRT) has been shown to be a useful technique
for identifying changes in body temperature emissivity. The aim of this work was to study the correlated response to
selection for litter size residual variability in body temperature emissivity at mating. Mating can be considered a stressful
stimulus for doe. Temperature was measured in the eyeball by IRT before mating (basal temperature) and after 5 min, 30
min and 60 min in does from homogenous and heterogenous lines. Both lines showed similar basal temperature (35.69
°Cinthe homogenous line vs 35.81 °C in the heterogenous line). The homogenous line increased slightly temperature at
5 min after stressful stimulus (36.32 °C), and this increase remained up to 60 min (36.55 °C). We have not found evidence
about temperature differences at 5 min after mating between lines. However, the heterogenous line showed a higher
temperature than the homogenous line at 30 min (+0.96 °C, p = 0.99). At 60 min, temperature was similar between lines.
The evolution of temperature was different between lines; since the heterogenous line reached the peak of temperature
later than the homogenous line (30 min vs 5 min), and its peak was higher compared to the homogenous one (36.95 °C vs
36.32°C). In conclusion, the does selected for reducing litter size variability showed a lower increase in temperature after
a stressful stimulus, therefore showing lower response to stress and consequently better welfare.

Keywords: environmental variability, stress, temperature, thermography, welfare.
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Introduccidn

El bienestar del animal ha pasado a ser un objetivo prioritario para la industria ganadera y el consumidor. El
bienestar animal estéd directamente relacionado con el estrés y la salud, y por tanto con la vida util del animal
(Rossell y de la Fuente, 2009). El estrés afecta a las poblaciones leucocitarias (Urbanova et al., 2019), por lo que
la relacién neutrdfilos-linfocitos se ha empleado para medir el estrés del animal de forma sencilla (Widowski et
al., 1989). También, los niveles de cortisol en sangre y sus metabolitos en heces, pelo y orina se han usado para
medir este caracter (Mostl y Palme, 2002). Sin embargo, estas mediciones emplean procedimientos invasivos
que pueden aumentar el estrés del animal y no ser Utiles para cuantificarlo (Stewart et al., 2005).

La termografia infrarroja (TIR) es una técnica aceptada para medir las pérdidas de calor corporal (Dela Ricci
et al., 2019). Esta técnica se ha utilizado para encontrar diferencias en la emisividad de la temperatura corporal
en ojos, oidos y nariz en conejos bajo estrés (de Lima et al., 2013). La técnica TIR tiene la ventaja de ser rapida,
no invasiva y requiere un manejo minimo del animal (Stewart et al., 2005). Una temperatura corporal mas alta
en el conejo se ha relacionado con un mayor nivel de metabolitos de cortisol en las heces y, por lo tanto, con
un mayor estrés (de Lima et al., 2013; Marai et al., 2001). El seguimiento de las variaciones de la temperatura
en la superficie corporal del animal ha permitido evaluar el inicio del estro, los procesos inflamatorios, la adap-
tabilidad al calor y la tolerancia al estrés (McManus et al., 2016).

En la Escuela Politécnica Superior de Orihuela se ha llevado a cabo con éxito un experimento de seleccién
divergente para la varianza residual del tamafio de camada al nacimiento en conejo (Blasco et al., 2017), y se
ha observado una estrecha relacién de la uniformidad del tamafio de camada con la adaptacién de la hembra
a los cambios ambientales (Argente et al., 2019). En este sentido, la linea homogénea para el tamafio de ca-
mada muestra una mejor condicién corporal y una menor susceptibilidad a enfermar, y en consecuencia una
menor tasa de eliminacion que la linea heterogénea (Garcia et al., 2019; Beloumi et al., 2020). Por lo tanto, la
seleccidn para reducir la varianza residual del tamafio de la camada puede ser una herramienta Gtil para mejo-
rar el bienestar de la coneja. El objetivo de este trabajo fue estudiar la respuesta correlacionada a la seleccién
para la variabilidad residual del tamafio de camada en la emisividad de la temperatura corporal del conejo.

Material y métodos

Manejo de los animales

El procedimiento experimental fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién de la Universidad Miguel
Hernandez de Elche, segin las Directivas del Consejo 98/58/CE y 2010/63/UE (nimero de referencia 2017/
VSC/PEA/00212).

Las hembras se llevaron a la monta por primera vez a las 18 semanas de edad y luego a los 10 dias después
del parto. Las hembras no receptivas fueron montadas nuevamente la semana siguiente. Tras la monta, las
hembras fueron devueltas a sus jaulas. El manejo, el agrupamiento y la monta son estimulos estresantes para
el animal (Bakker y Baum, 2000; Gerencsér et al., 2019; Rushen et al., 1999). Se midié la emisividad de la tem-
peratura corporal de la hembra mediante la TIR del globo ocular. Todas las imégenes de emisividad de tempe-
ratura se tomaron con una cdmara termogréafica ®FLIR SC660 y se procesaron con el software ®ThermaCAM
Researcher Pro 2.10 para obtener el registro de temperatura (Figura 1).

Figura 1. Imagen termografica de una coneja fotografiada con la cdmara termogréafica ®FLIR SC660.
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En la generacion doce del experimento de seleccidon divergente por variabilidad del tamafio de camada, se
midié la emisividad de la temperatura del globo ocular en 21 hembras de la linea homogénea y en 22 hembras
de la linea heterogénea antes de la monta, a los 5 minutos, a los 30 minutos y a los 60 minutos después de la
monta para analizar la evolucion de la temperatura en la hembra tras la monta. Ademas, también se midié la
emisividad de la temperatura del globo ocular en 56 hembras de la linea homogénea y 37 hembras de la linea
heterogénea (lactantes y no lactantes) antes de la monta y 60 minutos después de la monta. Todas las hembras
utilizadas eran primiparas y fueron pesadas antes de llevarse a la segunda monta.

Caracteres

Se analizd la temperatura antes de la segunda monta (temperatura basal), temperatura a los 5 minutos, a los
30 minutos y a los 60 minutos después de la segunda monta, y la diferencia entre la temperatura basal y la
temperatura a los 60 minutos tras la monta en las hembras primiparas.

Andlisis estadisticos

El modelo para analizar la evolucién de la temperatura en la primera hora después del estimulo estresante
de la monta incluyd los efectos de sesién (dos niveles), linea-momento (ocho niveles; linea homogénea antes
del apareamiento, linea homogénea a los 5 minutos, linea homogénea a los 30 minutos, linea homogénea a
los 60 minutos, linea heterogénea a los 5 minutos, linea heterogénea a los 30 minutos y linea heterogénea a
los 60 minutos), el efecto aleatorio de la hembra y el peso de la hembra como covariable.

El modelo para analizar el efecto del estado de lactacion sobre la diferencia entre la temperatura basal y la
temperatura a los 60 minutos tras la monta incluyé los efectos de la estacidn (tres niveles: otofio, invierno y
primavera), estado de lactacién (dos niveles: hembras lactantes y no lactantes), linea (dos niveles; linea homo-
géneay linea heterogénea), y la covariable el peso de la hembra.

Todos los andlisis se realizaron utilizando metodologia bayesiana. Se utilizaron priores uniformes acotados
para todos los efectos sistematicos, con la excepcion del efecto de hembra que se distribuyé de forma normal
con media 0y varianza lo 2. Los efectos de hembra y de residuo se consideraron independientes. Los residuos
se distribuyeron de forma normal con media Oy varianza Iofz. Los priores de las varianzas fueron también pla-
nos acotados. Las distribuciones marginales posteriores de los pardmetros de interés se estimaron por mue-
streo de Gibbs. Para todos los anélisis se utilizd el programa Rabbit desarrollado por el Instituto de Ciencia
y Tecnologia Animal (Valencia, Espafia). Después de algunos andlisis exploratorios, se tomd una cadena de
60.000 iteraciones con un periodo de quemado de 10.000 iteraciones y solo una muestra de cada 10 se salvo.
La convergencia se testd usando el criterio Z de Geweke y los errores de Monte Carlo se obtuvieron usando
el procedimiento de series temporales.

Resultados y discusion

Evolucion de la temperatura corporal bajo estrés en las lineas divergentes en variabilidad ambiental
del tamafio de camada

La temperatura basal fue similar entre la linea homogénea y la linea heterogénea en tamafio de camada
(35,69°C en la linea homogénea vs 35,81°C en la linea heterogénea, Figura 2). La linea homogénea aumentd
ligeramente la temperatura del globo ocular a los 5 minutos después del estimulo estresante de la monta,
pasando de 35,69 °C a 36,32 °C, y este aumento se mantuvo hasta los 60 minutos (36,55 °C). No hubo diferen-
cias de temperatura entre las lineas a los 5 minutos después de la monta. Sin embargo, la linea heterogénea
mostrd una temperatura mayor que la linea homogénea a los 30 minutos (+0,96°C, p = 0,99). A los 60 minutos,
la temperatura fue similar entre lineas. La evolucién de la temperatura fue diferente entre lineas; ya que la lin-
ea heterogénea alcanzé el pico de temperatura mas tarde que la linea homogénea (30 minutos vs 5 minutos),
y su pico fue mayor (36,95°C linea heterogénea vs 36,32°C linea homogénea). Una mayor temperatura en el
globo ocular esté relacionada con un mayor estrés (de Lima et al., 2013; Marai et al., 2001). Asi, nuestro estudio
proporcionaria nueva evidencia de la menor sensibilidad al estrés de la linea homogénea.
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Figura 2. Evolucién de la temperatura del globo ocular en la linea homogénea (Low) y heterogénea (High)
para el tamafio de camada en condiciones basales, 5 minutos, 30 minutos y 60 minutos después del esti-
mulo estresante de la monta. Diferentes letras indican diferencia entre lineas y momentos.

Efecto de la lactacion sobre el incremento de la temperatura basal

La Tabla 1 muestra la diferencia entre hembras lactantes y no lactantes para la temperatura basal y el
incremento entre la temperatura basal y la de 60 minutos después del estimulo estresante de la monta.
Las hembras no lactantes presentaron mayor temperatura basal que las lactantes (+0,60°C, p = 0,97). Cabe
sefalar que las hembras no lactantes mostraron un menor incremento de temperatura entre la temperatura
basal y la de 60 minutos después del estimulo estresante que las hembras lactantes, la diferencia entre
no lactantes y lactantes fue de -0,55°C (p = 0,92). La lactancia se considera un periodo estresante para las
hembras. Nuestros resultados mostraron que el incremento de temperatura entre la monta y los 60 minutos
después de esta fue mayor en las hembras lactantes que en las no lactantes. Esto concuerda con el mayor
nivel de cortisol en sangre en las hembras lactantes que en las no lactantes como fue reportado por Argente
et al. (2014).

Tabla 1. Diferencias en emisividad de temperatura basal y en la variacién de temperatura entre la tempe-
ratura basal y a los 60 min en hembras no lactantes y lactantes.

Tiempo No-lactantes (°C) Lactantes (°C) D, HPD,,,, P
Basal (n=94) 33,21 32,61 0,60 -0,01; 1,27 0,97
Basal-60 min (n=94) 1,82 2,37 -0,55 -1,30; 0,25 0,92

n: nimero de datos. D : diferencia entre hembras no lactantes y lactantes. HPD,,,: region de alta densidad al 95%.

nl-I*

p: probabilidad de que la diferencia sea > 0 cuando D, > 0 0 sea <0 cuando D, < 0.

En conclusién, las hembras seleccionadas para reducir la variabilidad del tamafio de la camada mostraron un
menor aumento de la temperatura después de un estimulo estresante, por lo tanto, su respuesta al estrés es
menor y, en consecuencia, su bienestar es mayor.
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de su microbiota cecal

Genomic regions of meat rabbit involved in the variation of its cecal microbiota

Velasco-Galilea M2, Buitenhuis B?, Ramayo-Caldas Y', Ballester M', Piles M', Sanchez JP'*
'Programa de Genética y Mejora Animal, IRTA, Torre Marimdn, 08140 Caldes de Montbui, Barcelona, Esparia.

2Centre de Recerca en Agrigendmica (CSIC-IRTA-UAB-UB), Campus de la Universitat Autonoma de Barcelona, 08193 Bellaterra,
Barcelona, Espana.

3Center for Quantitative Genetics and Genomics, Aarhus University, Blichers Alle 20, PO. Box 50, 8830 Tjele, Dinamarca.
*juanpablo.sanchez@irta.es

Resumen

El objetivo de este trabajo fue identificar regiones implicadas en el control genético de la composicién de
las diferentes comunidades microbianas presentes en el ciego del conejo. El material disponible consistid
en los genotipos (~200K SNPs) y un conjunto de fenotipos microbianos representativos de la microbiota
cecal de 412 gazapos. Para identificar las regiones gendémicas del hospedador asociadas con los fenotipos
microbianos se utilizaron dos enfoques: un modelo mixto de regresién para cada SNP (MIX-GWAS) y un
ajuste simultaneo de todos los SNPs, asumiendo a priori que sélo el 1% tiene efecto, con BayesC. Con el
fin de evaluar la potencia estadistica de ambos enfoques, inicialmente se analizé un fenotipo microbiano
simulado con la estructura de los datos reales en tres escenarios de heredabilidad. Los resultados de la
simulacion sugieren un poder bastante limitado de ambos enfoques para la deteccidén de QTNs asociados
con la variacién de la microbiota cecal con los datos disponibles. Aunque la probabilidad de captar una
sefal correspondiente a un QTN es mayor con MIX-GWAS, el valor predictivo positivo de este enfoque es
un tercio del de BayesC. Solo el anélisis de los datos reales con el método MIX-GWAS declard una regién
QTL en el cromosoma 12 asociada con la variacion de una OTU perteneciente al género Butyricimonas. Este
resultado sugiere que una variante en dicha regidén podria favorecer la presencia de bacterias productoras
de butirato en el ciego del conejo y contribuir al mantenimiento de la integridad de su mucosa. En esta
regién se encuentra el gen CD83 que codifica para una proteina de membrana con un papel importante en
el sistema inmunitario, lo que lo convierte en un buen candidato para explicar variaciones en la abundancia
de bacterias del género Butyricimonas.

Palabras clave: conejo, microbiota cecal, estudio de asociacion de genoma completo, gen candidato, poten-
cia estadistica.

Abstract

The aim of this study was to identify the regions involved in the genetic control of the composition of diffe-
rent microbial communities present in the rabbit cecum. The available material consisted of the genotypes
(~200K SNPs) and a set of microbial traits representative of the cecal microbiota of 412 rabbits. Two approa-
ches were used to identify host genomic regions associated with microbial phenotypes: the implementation
of a mixed regression model for each SNP (MIX-GWAS) and the simultaneous fit of all SNPs, assuming a
priori that only 1% have an effect, with BayesC. Initially, in order to evaluate the statistical power of both
approaches, a simulated microbial phenotype generated under the structure of the real data was analyzed
for three heritability scenarios. Simulation results suggest the rather limited power of both approaches with
the available data to detect the QTNs associated with the variation of cecal microbiota. Although the pro-
bability of capturing a signal corresponding to a QTN is higher with the MIX-GWAS, the positive predictive
value of this approach is one-third that of the BayesC. Only the results of the analysis of the real data with
the MIX-GWAS method declared a QTL region on chromosome 12 associated with the variation of an OTU
belonging to the genus Butyricimonas. This result suggests that a variant in this chromosomic region could
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favor the presence of butyrate-producing bacteria in the rabbit cecum and contribute to maintaining the
integrity of its mucosa. This region harbours CD83 gen that codes for a membrane protein involved in the
immune system, this function makes this gen a serious candidate for explaining the abundance of bacteria
from Butyricimonas genus.

Keywords: rabbit, cecal microbiota, genome-wide association study, candidate gene, statistical power.

Introduccidn

En la Ultima década se ha podido constatar en diversas especies mamiferas el relevante papel de los microor-
ganismos que habitan su tracto gastrointestinal en una gran variedad de procesos fisioldgicos y en el mante-
nimiento de la homeostasis (Flint et al., 2012). El conejo para produccidén cérnica no es una excepcién vy, dada
su dieta exclusivamente herbivora, la implicacién de la microbiota cecal en el control de multitud de procesos
fisiolégicos pudiera ser incluso mayor que en otras especies. La comunidad microbiana mas rica y diversa del
tracto gastrointestinal del conejo es la que alberga su ciego, e influye sobre las condiciones ambientales de este
organo y sobre la disponibilidad de nutrientes del hospedador. Diferentes estudios, entre los que se incluyen
los realizados por nuestro grupo, han revelado la influencia de diferentes factores relacionados con el manejo
y la alimentacién sobre la microbiota cecal (Velasco-Galilea et al., 2020) asi como el papel de ésta como factor
explicativo y predictivo de caracteres vinculados con el crecimiento, el consumo y la eficiencia alimentaria de
gazapos durante la fase de engorde (Velasco-Galilea et al., 2021a).

La relacién que se establece entre la microbiota del ciego y su hospedador es una simbiosis derivada de una
adaptacion evolutiva mutua que promoveria el crecimiento de aquellos microorganismos que faciliten la degra-
dacién de alimentos, la proteccion de la mucosa intestinal y otros procesos que puedan resultar beneficiosos
para el hospedador. Este proceso evolutivo de las comunidades microbianas y del hospedador pudiera verse
reflejado en un cierto grado de control genético del hospedador sobre su microbiota intestinal. Esta hipdtesis
ha sido recientemente confirmada en varias especies ganaderas; incluyendo el conejo de produccién cérnica
(Velasco-Galilea et al., 2021b).

El objetivo de este trabajo ha sido profundizar en el estudio del determinismo genético de la composicidn
microbiana del ciego del conejo de carne, tratando de identificar las regiones gendémicas implicadas en su
variacion. El fin Gltimo de nuestro proyecto es generar conocimiento en torno a los diferentes factores que de-
terminan caracteres tan importantes para la industria cunicola como el crecimiento y la eficiencia alimentaria.

Material y métodos

El material animal empleado en este estudio consistidé en 412 gazapos de la linea Caldes (Gémez et al., 2002)
criados en 5 lotes en 2 granjas y periodos de tiempo diferentes (julio 2012 - julio 2014 en la granja A, y primavera
de 2016 en la granja B) bajo las mismas condiciones de manejo y alimentados con una dieta estandar de pienso
granulado suplementada con antibiéticos (excepto 23 gazapos de la granja B que recibieron pienso libre de anti-
bidticos). Durante el periodo de crecimiento (32-60/66 dias de edad), los gazapos se alojaron en jaulas colectivas
(6/8 gazapos/jaula) y se asignaron aleatoriamente a uno de los siguientes regimenes alimentarios: ad libitum o
restringido a un 75% del consumo a voluntad.

En el momento del sacrificio se tomaron muestras de higado y del contenido cecal de cada animal. Del hi-
gado se extrajo el ADN gendmico de los gazapos con el kit MN NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel, Alema-
nia) para su posterior genotipado con un chip de 200K SNPs especifico para conejos (200K Affymetrix Axiom
OrcunSNP Array). Todas las muestras tuvieron un porcentaje de genotipado satisfactorio superior al 90%.
El ndmero final de SNPs autosémicos fue de 114.604 tras descartar aquellos con una frecuencia alélica y un
porcentaje de genotipado correcto inferiores al 5%. Del ciego se extrajo el ADN microbiano y se amplificd un
fragmento de 411 pb del gen 16S ARNr con el kit multiplex Nextera® XT (Illumina, Inc., San Diego CA, Estados
Unidos) que se secuencid en una plataforma MiSeq. El procesado biocinformético de las lecturas crudas se rea-
lizd con la versién 1.9.0. del software QIIME (Caporaso et al., 2010) con el pipeline descrito en Velasco-Galilea
et al. (2020), resultando en una tabla de 951 unidades taxonémicas operativas (OTUs) que fueron normalizadas
con el método Cumulative Sum Scaling (CSS) (Paulson et al., 2013). La asignacion taxondémica de cada OTU
se realizd con el asignador taxonémico de consenso UCLUST y la base de datos de referencia Greengenes
(versién gg_13_5_otus). Se definieron los siguientes fenotipos microbianos como representativos de la micro-
biota cecal del conejo: abundancias relativas de 8 filos y 29 géneros, 951 OTUs CSS-normalizadas y 4 indices
de alfa-diversidad.

46 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA @

33



GENETICA

Para identificar las regiones gendmicas del hospedador asociadas con dichos fenotipos se aplicaron dos enfo-
ques diferentes: MIX-GWAS y BayesC. El método MIX-GWAS se implementé con el programa GCTA ajustando
un modelo mixto de regresidén para cada SNP que considera su dosis alélica como una covariable y define su
efecto como el coeficiente de regresién sobre esa covariable, testdndolo con un test %2 de 1 grado de libertad.
El modelo incluyd como factor aleatorio el efecto gendmico de cada animal (predicho al considerar la matriz
de relaciones gendmicas calculada a partir de los genotipos disponibles). Este método requiere una correc-
cién posterior de los resultados para controlar la tasa de falsos positivos (tFP). En este sentido, los p-valores se
ajustaron dentro de caracter a una tFP = 0,05 (Benjamini y Hochberg, 1995) y posteriormente se multiplicaron
por el nimero de caracteres independientes analizados (definido como el nimero de componentes principales
de la matriz de fenotipos que permiten explicar el 98% de su variacion) de manera equivalente al método de
correccién de Bonferroni. El método BayesC se implementd con el programa gs3 ajustando simultdneamente
todos los SNPs, asumiendo a priori que sélo el 1% tiene efecto. Las ventajas de este ajuste simultdneo son poder
prescindir de correcciones posteriores y expresar directamente la incertidumbre en términos probabilisticos.

Para evaluar la potencia estadistica de ambos enfoques dados los datos disponibles se hizo un estudio previo
de simulacion. Para ello se generaron 3 conjuntos de datos, bajo la misma estructura experimental y genealdgica
de los datos reales, usando distintos valores de heredabilidad (0,1, 0,3 y 0,5) y un mismo conjunto de 20 QTNs
responsables del control genético del fenotipo simulado. En este estudio se determind la proporcién de veces
que una regién de 1 Mb continente de un QTN se declaraba realmente como asociada con la variacién del
fenotipo simulado (tasa de verdaderos positivos, tVP) asi como las tasas de falsos negativos, falsos positivos y
verdaderos negativos (tFN, tFP y tVN). Se calculé también la especificidad, sensibilidad y los valores predictivos
positivos y negativos (VPP y VPN) para cada enfoque.

Resultados y discusion

Los resultados del estudio de simulacidn sugieren una potencia estadistica bastante limitada de ambos
enfoques para la deteccién de QTNs asociados con la variacion de la microbiota cecal con los datos dispo-
nibles (Tabla 1). La tVP més elevada se consiguid con el método MIX-GWAS (65%) para el fenotipo simulado
con una heredabilidad de 0,5. La potencia estadistica del enfoque BayesC es ese mismo escenario fue un
tercio mas baja (45%). A pesar de que la probabilidad de captar una sefal correspondiente a un QTN es
mayor con el método MIX-GWAS, la proporcién de verdaderos positivos respecto del total de asociaciones
declaradas (VPP) con este enfoque (20,63%) es aproximadamente un tercio de la proporcion observada con
el modelo BayesC (64,29%). En conclusién, el método MIX-GWAS es capaz de detectar mas senales, pero
a su vez yerra mas.

Tabla 1. Tasas de Falsos Positivos (tFP), Falsos Negativos (tFN), Verdaderos Positivos (tVP), Verdaderos

Negativos (tVN), Sensibilidad, Especificidad y Valores Predictivos Positivos y Negativos (VVP y VPN) de

los anélisis con MIX-GWAS y BayesC para detectar QTNs simulados en distintos escenarios de heredabi-
didad obtenidos bajo la estructura de los datos reales disponibles.

h? = 0,10 h? = 0,30 h? = 0,50
BayesC MIX-GWAS BayesC MIX-GWAS BayesC MIX-GWAS
tFP (%) 0,00 0,11 0,11 2,52 0,58 5,72
tFN (%) 100,00 90,00 85,00 65,00 55,00 35,00
tVP (%) 0,00 10,00 15,00 35,00 45,00 65,00
tVN (%) 100,00 99,89 99,89 97,48 99,42 94,28
Sensibilidad’ (%) 0,00 10,00 15,00 35,00 45,00 65,00
Especificidad? (%) 100,00 99,89 99,89 97,48 9943 74.28
VPP? (%) ; 66,67 75,00 24,14 64,29 20,63
VPN (%) 97,76 97,98 98,09 98,50 98,75 99.16

'Sensibilidad = VP / (VP + FN), ?Especificidad = VN / (VN + FP), Valor predictivo positivo (VPP) = VP / (VP + FP), “Valor predictivo negativo (VPN) = VN / (VN + FN).

En cuanto al anélisis del conjunto de fenotipos microbianos reales, el método BayesC no declaré ningin SNP
como asociado con la variacién de ningun caracter dado que la probabilidad de asociacién de la regién no su-
peré el umbral de 0,9. Dicha probabilidad de asociacién refleja la probabilidad de que algdn SNP dentro de una
region sea declarado con efecto no nulo (porcentaje de veces, a lo largo de los muestreos de Gibbs, que un SNP
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tiene efecto no nulo). En otras palabras, ninglin SNP se declard con efecto en al menos el 90% de las iteraciones
para ningun fenotipo microbiano.

El método MIX-GWAS declard una Unica sefial significativa en el extremo proximal del cromosoma 12 (8,48-8,51
Mb), identificdndose seis SNPs asociados a la variacion de los conteos CSS-normalizados de la OTU 124470 (Fi-
gura 1). Esta OTU esté taxondmicamente asignada al género Butyricimonas. Destacar que en un andlisis previo
de heredabilidad de los fenotipos microbianos analizados se describié el género Butyricimonas como uno de
los mas heredables (h2 = 0,27; Velasco-Galilea et al., 2021b). Las bacterias de este género son productoras de
butirato; una importante fuente de energia para las células del epitelio intestinal. En base a estos resultados, y
al conocido papel del género Butyricimonas en el mantenimiento de la integridad de la mucosa, hipotetizamos
que una variante en el cromosoma 12 favoreceria la abundancia de este género en el ciego del conejo.

En esta regién se anotaron los genes MCURT, RNF182, CD83, JARID2y DTNBP1. Destacar el gen CD83, miem-
bro de la superfamilia de las inmunoglobulinas, que codifica para una proteina de membrana de paso Unico que
podria estar involucrada en la regulacion de la presentacién de antigenos. Hipotetizamos que una mejor funcién
inmunitaria pudiera favorecer la presencia del género Butyricimonas. No obstante, seria necesario un estudio de
validacién funcional para vincular la variabilidad alélica de este u otros genes candidatos con la menor o mayor
presencia del OTU 124470 en el ciego.

~logylp)

Chromosome

Figura 1. Manhattan plot para la OTU 124470.

Reportamos, a pesar de la limitada potencia estadistica de nuestro disefio experimental, una regién QTL poten-
cialmente implicada en el control de un grupo de bacterias productoras de butirato que parecen tener un papel re-
levante en procesos bioenergéticos e inmunoldgicos de los conejos durante su crecimiento. Desde una perspecti-
va aplicada estos resultados tienen, a dia de hoy, una repercusién limitada; sin embargo, pueden establecer la base
de nuevas lineas de investigacion que tengan como objetivo entender los procesos bésicos de interaccidon entre
el hospedador y su microbiota intestinal, siendo esto un conocimiento parcialmente transferible entre especies.
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Resumen

Se analizé el comportamiento alimentario de conejos de engorde alojados en grupo de los 42 a los 60 dias de
vida mediante el uso de comederos electrénicos que miden para cada animal la ingestién de pienso y el mo-
mento del consumo. Los animales pertenecian a dos lineas seleccionadas por eficiencia alimentaria durante de
engorde, con dos criterios de seleccién diferente: ADGR, seleccionada por crecimiento diario bajo restriccion
alimentaria; y RFl, seleccionada por consumo residual (360 animales por linea). Los animales de la linea ADGR,
criados bajo restriccién horaria (18h a 6h; aprox. 80% del consumo ad libitum) mostraron mayor velocidad de
consumo (+34%), y mayor nivel de competitividad entre individuos, determinado por mayores coeficientes de
variacion del tiempo de ocupacién y consumo diario, asi como mayor consumo durante las horas en las que no
se aplicaba la restriccion, que los animales de la linea RFI, que estaban alimentados ad libitum.

Palabras clave: comportamiento alimentario, interaccidn social, restriccion alimentaria, crecimiento, bienestar
animal.

Abstract

The feeding behavior of fattening rabbits housed in groups from 42 to 60 days of age was analyzed through the
use of electronic feeders that measure feed intake and consumption time for each animal. The animals belonged
to two lines selected for feed efficiency during fattening, with two different selection criteria: ADGR, selected for
daily growth under feed restriction, and RFI, selected for residual consumption (360 animals per line). The ani-
mals of the ADGR line, reared under time restriction (6:00 p.m. to 6:00 a.m.; approx. 80% of ad libitum) showed a
higher rate of feed intake (+34%), and a higher level of competition between individuals, determined by a higher
coefficient of variation of the occupation time and the daily consumption, as well as by a greater feed intake
during the hours of no restriction, than the animals of the RFI line, which were fed ad libitum.

Keywords: feeding behaviour, social interaction, feed restriction, growth, animal welfare.

Introduccidn

La cria de gazapos para produccién de carne se realiza generalmente alojando los animales en grupo. Ello
dificulta el registro de datos de comportamiento alimentario (CA) el cual se define a partir de la medida
del consumo y de diferentes pardmetros que definen la pauta con que este se produce. Tanto medir el CA
individual como caracterizar el de una determinada poblacién tienen importancia en diferentes campos de
la producciéon, como son el de la salud y el bienestar animal, la nutricién y la genética. Asi, por ejemplo,
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conocer la pauta de consumo de una poblacién es necesario para los sistemas automaticos de alimenta-
cidon tanto si se practica racionamiento como alimentacién a voluntad. Por otro lado, la informacién indi-
vidual y de grupo de CA permite la deteccién temprana de problemas técnicos (fallos en los bebederos,
temperaturas no adecuadas, etc.) o sanitarios (enfermedades subclinicas). La presencia de interacciones
sociales entre los animales que comparten una jaula y que afectan a su crecimiento, eficiencia alimentaria
y bienestar también se puede medir, o simplemente detectar, en funcién de los pardmetros de CA, que a
su vez se pueden utilizar para la mejora genética de estos caracteres utilizando modelos que incluyan los
efectos de interaccion social (Herrera Céceres et al., 2019). La seleccién genética para la mejora genética
de la resiliencia frente a enfermedades también podria realizarse seleccionando aquellos animales cuyo CA
se ve menos afectado en presencia de una enfermedad, tal como se ha planteado recientemente con el
consumo de agua en cerdos (Cheng et al., 2021). En definitiva, medir el CA es cada vez méas importante y es
una herramienta més de la ganaderia de precision.

Algunos trabajos desarrollados en las Ultimas décadas han permitido observar que durante el engorde el co-
nejo presenta una menor ingestiéon de pienso durante las horas de luz, y que incrementa la velocidad de inge-
stion cuando se somete a una restriccion horaria de alimento (Tudela y Lebas, 2006; Martignon, 2010; Martignon
et al., 2021). Sin embargo, los estudios son escasos y presentan ciertas limitaciones. Por una parte, el consumo
de pienso se mide a nivel de grupo y no de individuo. Por otra parte, el periodo de estudio comprende apenas
unos dias y en algunos casos sélo una parte del dia. Esto es asi debido a la falta de un sistema de registro au-
tomético del consumo individual de animales alojados en grupo como el que existe desde hace varias décadas
para otras especies. Sin embargo, en los Ultimos afios nuestro grupo ha disefiado y producido este dispositivo
para conejos durante el desarrollo de un proyecto europeo (“Feed a Gene") y dos proyectos estatales ("Genef”
y “Genef2") que, ademés de medir el consumo individualmente y registrar el momento en que se produce, per-
mite limitar el periodo de suministro de pienso a las horas deseadas.

El objetivo de este trabajo es caracterizar el CA de dos poblaciones de conejo sometidas a diferente régimen
alimentario utilizando este dispositivo e identificar aquellos pardmetros de CA que estan asociados con creci-
miento y aquellos que puedan ser buenos indicadores de la existencia de relaciones de competencia o jerarquia
entre los animales que comparten una jaula.

Material y métodos

Los datos corresponden a animales de las lineas de seleccion ADGRy RFI, ambas seleccionadas para mejorar
la eficiencia alimentaria durante el engorde mediante distintos criterios de seleccién: El crecimiento medio
diario (ADGR) en condiciones de restriccion alimentaria en el caso de la linea ADGR y el consumo de pienso
residual (RFI) en el caso de la linea RFI. La restriccién alimentaria se practicé limitando el tiempo de suministro
de comida al periodo comprendido entre las 18h y las 8h del dia siguiente, es decir, el periodo nocturno en
el que los gazapos estdn mas activos. En el estuido se consideran un total de 720 animales pertenecientes
a 4 lotes nacidos entre agosto y octubre de 2021 (90 animales/lote y linea) alojados en jaulas de 6 animales
(120 jaulas: 60 ADGR y 60 RFl). Los animales se distribuian en las jaulas a la edad de 39 dias con pienso admi-
nistrado a voluntad para que se familiaricen con el comedero. El periodo de control comprendié entre los 42
a los 60 dias de edad. La edicién de los datos producidos en el comedero (identificacién del animal, tiempo
de ocupacién y pienso consumido) consistid en una primera eliminacién de registros con valores ausentes,
dudas en la identificacién del animal, tiempos de ocupacién (OT, en s) mayores a 1000 s y consumos (Fl, en g)
negativos o mayores de 30 g. Después, se agregé la informacion de registros de un mismo animal entre los
que habian trascurrido menos de 2 minutos sin ser interrumpido por otro animal, al considerlos registros cor-
respondientes a una misma visita al comedero. Por otra parte, se eliminaron todos los registros de jaulas en los
que hubiese algun animal muerto o eliminado del control, y también los registros correspondientes al primer
y ultimo dia de control. Los datos de consumo se editaron de forma separada para cada una de las lineas,
elimandose los registros anémalos. En el caso de visitas al comedero en los que el animal no hubiese comido,
se eliminaron los tiempos de ocupacidn con un valor mayor o menor que 2 veces el intervalo intercuartilico de
este caracter. En el caso de visitas en las que el animal si hubiese comido, se eliminaron los valores anémalos
de manera multivariante de acuerdo con el criterio de la distancia de Mahalanobis robusta obtenida a partir
de las variables OT, Fl e intervalo de tiempo entre comidas (IBM, en s), eliminando datos con una distancia
superior a 81 s. Finalmente, para cada comida (es decir, visita al comedero en la que si habia consumo) se
calculé la velocidad de ingesta (FR = FI/OT, en g/s).
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Resultados y discusion

En total, el porcentaje de registros eliminados fue del 7,7 % para los animales racionados (ADGR) y 2,6% para
los alimentados a voluntad (RFI), lo que indica un comportamiento mas erratico en el caso de los animales so-
metidos a restriccién. Por otra parte, el porcentaje de visitas al comedero en las que el animal come respecto al
total de visitas fue de sélo del 51% para los animales ADGR y del 62% para los RFI, una diferencia pequefia dado
que el periodo de racionamiento de la ADGR fue de 12 horas. El tiempo de ocupacién cuando comian era 3,4
y 6,7 veces mayor que cuando no comian para los ADGR y RFI, respectivamente. Estos valores indican que los
animales ADGR rapidamente se adaptan al periodo de suministro de pienso no visitando el comedero fuera de
este periodo mas de lo que lo hacen los alimentados a voluntad.

La evolucién horaria de los pardametros de CA se muestra en la figura 1, vemos que los animales RFI dismi-
nuyen el nimero de visitas al comedero (NV) en las que comen a partir de las 6h, alcanzando un minimo a las
15h de 11 visitas, mientras que el maximo se producia a las 23h. En el caso de los ADGR, el NV fue de media
un 20% mayor al de los RFI durante las mismas horas. Los OT de los ADGR y RFI siguieron la misma pauta tanto
cuando los animales comian como cuando no lo hacian, excepto en este Ultimo caso en el que se producia un
pico importante durante las 2 horas siguientes a la interrupcion del suministro de pienso. Durante el resto del dia
los valores se mantuvieron bastante constantes. El Fl, seguia la misma pauta para los dos grupos que el NV en las
qgue comen, siendo el maximo y el minimo del total de pienso consumido en una hora 89y 45 gen ADGRy 77 y
42 g en RFI. El FR fue siempre superior en ADGR que en RFl, es decir los animales comen un 34% mas deprisa.
IBM siguid la pauta contraria al NV en la linea RFl y no tanto en la ADGR.

En relacién a la evolucion diaria (figura 2), el NV incrementd con la edad del animal hasta alcanzar su méximo
el dia 11 de control (53 d de edad) en RFI (46 visitas) y el dia 15 en ADGR (40 visitas). La pauta fue similar cuando
los animales comian. Los tiempos de ocupacién cuando los animales comen suponen en ADGR un 40% del los
de RFI como consecuencia de la restriccion. Cuando no comen, los tiempos de ocupacién son el doble en ADGR
que en RFI pero los valores son muy inferiores a cuando comen. Teniendo en cuenta que el nivel de restriccion
efectivo fue del 66% del consumo a voluntad (figura 3), valor muy superior al ratio de OT, se podria de nuevo
sugerir que los ADGR précticamente no van al comedero en las horas de racionamiento. El FI aumenta con la
edad, lo que se corresponde con el crecimiento y lo hace también la FR que fue de nuevo superior en ADGR que
en RFI (42%) alcanzando un méaximo de 0,022 g/s en ADGR y de 0,016 en RFI. EI IMB, sin embargo, disminuye con
la edad y es inferior en ADGR que en RFI, es decir, los animales racionados comen cada vez mas frecuentemente
que los alimentados a voluntad y lo hacen también cada vez més deprisa para intentar cubrir sus necesidades.
Aunque el nivel de restriccion alcanzado parece inferior al deseado (80%) hay que tener en cuenta que en la edi-
cién de datos, los datos andmalos se eliminan cuando lo que podria hacerse es imputarles un valor que podria
ser el de la media o la moda. Esto seguramente hace que el nivel de restriccién calculado sea algo inferior al real
aungue no es de esperar que alcance el 80% dado que el porcentaje de datos eliminados es pequefio.

Los coeficientes de variacién dentro de jaula de las variables de CA (figura 5) pueden ser indicadores del nivel
de relaciones de competencia entre los animales que comparten la jaula, de manera que una mayor variacion
indicaria una mayor dominancia de unos animales sobre otros a la hora de comer. Para todas las variables anali-
zadas el coeficiente de variacion fue superior en los ADGR que en los RFI aunque las diferencias son sdlo signi-
ficativas en el caso de Fl y OT. Este resultado se corresponderia con los resultados encontrados en un estudio
sobre los efectos de interaccion social en el crecimiento realizado en animales de la linea Caldes (Piles et al.,
2017) que es el origen comun de las lineas ADGR y RFI.

El incremento de peso durante el periodo de control fue menor en ADGR (668 + 6,5 g) que en RFI (730 £ 5,9
9) principalmente como consecuencia de la restriccion pero a la que se podria sumar o restar el efecto que la
seleccién ha tenido en cada una de las lineas sobre el crecimiento. Seria de esperar que en los animales ADGR
la seleccién hubiese producido una mejora del crecimiento con respecto a los RFI, en los que se esperaria que
se mantuviese constante (Droulhet et al., 2016).
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En la linea ADGR, el incremento de peso durante el periodo de control no estuvo significativamente correla-
cionado con ninguna de las variables de CA (figura 5). Sin embargo, si lo estuvo la velocidad de crecimiento con
el promedio de FR diario (0,11) y con el promedio de NV diario (0,12), valores que son muy bajos pero indican
que los caracteres de CA podrian aportar alguna informacién a la hora de seleccionar por eficiencia alimentaria.
En la linea RFI, la ganancia de peso estuvo negativamente correlacionada con el promedio del NV diario (-0,12)
y positivamente con el promedio de Fl diario (0,11) en esta misma linea, la velocidad de crecimiento también
resultd positivamente correlacionada con este Ultimo caréacter.
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Resumen

Las lineas genéticas son el resultado de aparear animales de diferentes razas, siendo poblaciones numéricam-
ente mas pequefias que las razas y se caracterizan por tener una especializacién productiva. En este trabajo se
evaltan algunos parémetros productivos de la linea genética FESC la cual nacié en 1994 en la Facultad de Estu-
dios Superiores Cuautitlan (México) de donde adquiere su nombre. Hoy en dia presenta una fertilidad del 88.7%,
9 gazapos nacidos vivos y, 8.65 gazapos al destete lo que la vuelve alternativa para los cunicultores.

Palabras clave: conejos, parametros, linea genética.

Abstract

Genetic lines results from the mating of animals of different breeds, which main features are being smaller
populations in number and having a productive specialization. In this project we evaluate some productive pa-
rameters from the FESC genetic line, which was born in 1994 in the Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan
(México) from where it acquires its name. Their current fertility rate is 88.7%, 9 rabbits born alive, and 8.65 rabbits
stay to weaning, becoming them a great alternative for rabbit farmers.

Keywords: rabbits, parameters, genetic line.

Introduccidn

En la busqueda de animales més productivos se han creado lineas adaptadas al clima, alimentacién y manejo.
Una linea genética es un grupo de animales que ha sido seleccionado para una finalidad productiva particular.

En el Médulo de Cunicultura, ubicado en el Centro de Ensefianza Agropecuaria, de la Facultad de Estudios Su-
periores Cuautitlan, de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM). Se llevé a cabo una investigacion
genética encaminada a obtener una linea altamente productora de carne.

La linea genética FESC, es el resultado del cruce de animales de las razas: Nueva Zelanda Blanco, California
y Chinchilla, tras cinco ciclos de seleccién. La poblacién base estuvo constituida por 221 reproductores, con un
genotipo establecido mediante nicleos cerrados durante los afios 1994 a 1998 y se han mantenido hasta la fecha
(Gallegos, 2010).

En el lapso de 1998 al 2000, se seleccionaron las mejores crias de acuerdo con el peso a los 70 dias de nacidos,
y se logré una ganancia promedio aproximada de 300 gramos por animal, como resultado del cruzamiento de
las tres razas que le dan origen (Boletin UNAM, 2000).

De este modo, la linea de conejos llamada “sintética”, tendria genes de diferentes razas. Esto fue muy Uutil
porgue en México no se puede importar animales vivos, debido a que se encontraba libre de la Enfermedad
Hemorrégica Viral de los conejos y se requeria conocer la genética de los animales que existen en el pais y para
formar lineas propias para su produccion (Boletin UNAM, 2000).

En este trabajo se busca evaluar a los pardmetros que presentan los animales de esta linea tras 28 afios de su
formacién, con la finalidad de conocer cuéles son los pardmetros en los que debemos trabajar y de este modo
conocer si es momento de realizar nuevos cruces y con ello mejorar para mantener vigente esta linea.
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Material y métodos

El presente trabajo se realizé en el médulo de cunicultura de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan
campo 4 (UNAM, México). En la evaluacién se utilizaron todos los registros de los afios 2015, 2019, 2020 y 2021
del 1 de enero al 31 de diciembre de las conejas de la linea genética FESC, todas bajo las mismas condiciones
de manejo y alimentacidn. Fueron evaluadas por medio de un anélisis de varianza, empleando Minitab Statistical
Software, mediante la prueba varianza (ANOVA), de las siguientes variables: fertilidad, nimero de gazapos vivos,
peso al nacimiento, porcentaje de gazapos destetados y peso al destete.

Resultados y discusién

Tras realizar el andlisis de los registros de las conejas de la linea FESC comprendidos en los afios 2015, 2019,
2020y 2021 el primer pardmetro evaluado fue el de la fertilidad donde a pesar de que estos no mostraron una
diferencia estadisticamente significativa se encontré que se mantiene por arriba del 80% todos los afios evalua-
dos. En el 2015 del 81.2% en el 2019 del 82.5%, 2020 del 84.3% y para el 2021 se alcanzé 88.7%, sin embargo, tras
ser evaluados la diferencia es estadisticamente significativa como se observa la Figura 1.
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Figura 1. Evolucién de la fertilidad de la linea FESC entre 2015 y 2021 (p<0.05).

En cuanto al numero de nacidos vivos encontramos una diferencia significativa en el niumero de gazapos na-
cidos vivos (gnv), en el 2020 respecto al resto de los afios evaluados ya que para este afio se alcanzd 9.9 gnv,
mientras que lo encontrado para el 2015 fue 9.6 gnv, 9.2 gnv para el 2019 y de 9.0 gnv para el 2021 (Figura 2).

En cuanto al peso al nacimiento se observa que el peso al nacimiento fue mayor en el 2020 con 59.9 g, mientras
que los pesos mas bajos se presentaron en el 2021 con 56.8g promedio por camada. Aunque todos fueron muy
semejantes y no se encontré diferencia estadisticamente significativa en los afios evaluados, este pardmetro se
encuentra por arriba de los 56 gramos para todos los afios evaluados (Figura 3).
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Figura 2. Niimero de gazapos nacidos vivos Figura 3. Peso al nacimiento en los afios
en los afios estudiados. evaluados.
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Al evaluar los datos correspondientes al nimero de destetados encontramos también una diferencia estadis-
ticamente significativa (P<0.0044). En el 2021 se alcanzd el valor més alto en este rubro con 8.65 gazapos deste-
tados (gd), siendo el promedio més alto, seguido del afio 2015 con 8.19 gd, en el 2020 7.92 gd y finalmente en
el 2019 7.45 gd lo cual podemos ver en la Figura 4.
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Figura 4. Nimero de gazapos destetados en los afios evaluados.

Por Ultimo, se compard también el peso promedio de la camada al destete (Figura 5) donde no se encontrd
diferencia estadisticamente significativa, obteniendo el dato més alto en el 2019 (645.6 g), y en 2015 (626.48 g),
en comparacion con los pesos del 2020 (597.54 g) y 2021 (596.54 g), cabe mencionar que en estos dos Ultimos
anos el destete se realizé a los a 30 dias por cambio de manejo por emergencia sanitaria por Covid-19, y no a
los 35 como se realizd antes de esta.

Peso al destete

o ° A
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Figura 5. Peso promedio al destete en los afios evaluados.

El objetivo de este trabajo fue valorar algunos de los pardmetros productivos de las conejas de la linea genética
FESC para asi dar a conocer cudles son sus caracteristicas actuales y cuéles los aspectos que se deben mejorar.

Los datos se obtuvieron de todos los registros de los afios 2015, 2019, 2020 y 2021 del 1 de enero al 31 de
diciembre de las conejas de la linea genética, bajo las mismas condiciones de manejo y alimentacién, aunque a
este respecto hay que aclarar que: debido a la contingencia sanitaria por Covid-19 (2020 y 2021) los destetes se
realizaron en el dia 30 de edad del gazapo, 5 dias antes de lo que se realizaba previo a esta contingencia; por
esto mismo, el estrés en el manejo en este periodo fue mucho menor pues se trata de una produccién dedicada
a la ensefnanza.

La fertilidad no parece haber sido influenciada por el tiempo aun cuando es cierto, que en el Ultimo afio (2021),
el porcentaje de fertilidad alcanzo el 88.7%, lo que representa mas de un punto porcentual por arriba de lo en-
contrado por Rojo en 2013 (71.7%).

Con referencia a los nacidos vivos se obtuvo que, en el 2020 se alcanzaron 9.9 gazapos nacidos vivos, 0.9 mas
que lo reportado en el 2013 por Rojo o Valencia en el 2005, solo Hernandez en 2013 reportd 9.96 gazapos naci-
dos vivos. En cuanto a los destetados se puede ver que el porcentaje de conejos destetados ha sido creciente
en los dltimos 3 afios, lo que permite pensar que la habilidad materna de esta linea se mantiene, aunque esto se
deberé constatar con una evaluacién de produccién lactea.

En el peso al destete no se obtuvo una diferencia significativa entre los afios estudiados por lo que no pode-
mos decir con contundencia que el pardmetro ha mejorado pues, las condiciones de manejo y un destete 5 dias
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antes puede no necesariamente significar un avance, mas si tomamos en cuenta que el peso referido por Rojo
en el 2013 se encontrd por arriba de lo que se pudo evaluar.

En conclusidn, la linea genética FESC presenta buenos pardmetros productivos en cuanto a numero de
gazapos nacidos vivos, peso promedio al nacimiento, nimero de destetados y porcentajes de fertilidad. Esta
linea genética ha manifestado una considerable evolucidén en los pardmetros, debido al manejo de seleccién
para el mejoramiento genético, siendo asi una alternativa para los cunicultores, ofreciendo animales de buena

calidad.
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Efecto del nivel de arginina en el
pienso sobre el rendimiento productivo
durante el cebo en dos lineas
genéticas de conejo

Effect of dietary level of arginine on growth performance in two rabbit genetic lines

Peixoto-Goncgalves C*, Sancho FJ, Martinez-Paredes E, Rédenas L, Moya J, Blas E, Cambra-Lépez
M, Pascual JJ
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Resumen

Se formularon cinco piensos isonutritivos excepto en el contenido en arginina (6.5, 9.6, 11.1, 13.2y 14.9 g/
kg materia seca, para los piensos P1, P2, P3, P4 y P5, respectivamente). Se utilizaron en total 345 conejos
destetados (28 dias) de las lineas LP y RLP. Los animales se alojaron en jaulas individuales y se alimentaron ad
libitum. Diariamente se registré la mortalidad y morbilidad y se realizaron controles de peso e ingestién de
pienso a los 49 y 63 dias. Independientemente de la linea genética, el pienso P1 origind menor ganancia de
peso e ingestidon de pienso que el resto de los piensos desde los 28 a los 49 dias (-25% y -26%, respectiva-
mente, P<0.001). Este menor crecimiento fue solo parcialmente compensado en el periodo de 49 a 63 dias,
ya que en el conjunto del cebo la ganancia de peso y la ingestién de pienso también fueron menores con el
pienso P1 que con los otros piensos (-11% y -15%, respectivamente, P<0.001). No se encontraron diferencias
entre los piensos P2, P3, P4 y P5 en cuanto a ganancia de peso, ingestién de pienso e indice de conversidn.
Asi, se puede concluir que las necesidades de arginina para maximizar la ganancia de peso quedan cubiertas
con un contenido de 9.6 g/kg materia seca (P2). Por otro lado, la linea RLP presentd mayor ganancia de peso
e ingestién de pienso (+34% y +29%, respectivamente, P<0.001) y mejor indice de conversidn (-5%, P=0.026)
que la linea LP. Sin embargo, la linea LP presenté menor mortalidad que la linea RLP en un brote de trastornos
digestivos (20.6% vs 41.5%, P<0.001).

Palabras clave: conejo, crecimiento, arginina, linea genética.

Abstract

Five isonutritive diets were formulated except for the arginine content (6.5, 9.6, 11.1, 13.2 and 14.9 g/kg dry
matter for diets P1, P2, P3, P4 and P5, respectively). A total of 345 weaned rabbits (28 days) of the LP and RLP
lines were used. The animals were housed in individual cages and fed ad libitum. The mortality and morbidity
were recorded daily and the weight and feed intake were controlled at 49 and 63 days. Regardless of genetic
line, the P1 diet produced a lower weight gain and feed intake than the rest of the diets from 28 to 49 days (-25%
and -26%, respectively, P<0.001). This lower growth was only partially compensated from 49 to 63 days, since in
the whole growing period the weight gain and feed intake were also lower with the P1 diet than with the rest of
the diets (-11 % and -15%, respectively, P<0.001). No differences were found between diets P2, P3, P4 and P5in
weight gain, feed intake and conversion rate. Thus, it can be concluded that the arginine requirements for max-
imum weight gain are covered with 9.6 g/kg dry matter (P2). On the other hand, the RLP line presented higher
weight gain and feed intake (+34% and +29%, respectively, P<0.001) and a better conversion rate (-5%, P=0.026)
than the LP line. However, the LP line presented lower mortality than the RLP line under a digestive disorders
outbreak (20.6% vs 41.5%, P<0.001).

Keywords: rabbit, growing, arginine, genetic line.
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Efecto del nivel de arginina en el pienso sobre el rendimiento productivo durante el cebo en dos lineas genéticas de conejo

Introduccidn

Existen evidencias de que las necesidades de aminoacidos en animales con diferentes tasas de crecimiento po-
drian ser diferentes, en base al crecimiento de los distintos tejidos, el crecimiento intestinal y el mantenimiento
de la funcionalidad de la mucosa, tanto en otras especies (Armero et al., 1999) como en conejos (Carabarno et
al., 2009), siendo previsible que haya diferencias en la relacion entre las de mantenimiento y las de crecimiento.
Por ello, las recomendaciones actuales sobre el contenido dietario de aminoéacidos esenciales podrian estar
limitando la expresidn del potencial genético de los conejos con alta tasa de crecimiento.

Las recomendaciones sobre el contenido en arginina del pienso para conejos de cebo se basan en estudios
de hace méas de 45 afios (McWard et al., 1967; Colin, 1975, Adamson y Fisher, 1976) y parece razonable compro-
bar si siguen siendo vélidas para las lineas genéticas actuales. El presente trabajo estudia el efecto del nivel de
arginina en el pienso sobre el rendimiento productivo durante el cebo en dos lineas genéticas, una maternal y
otra paternal.

Material y métodos

Se formularon cinco piensos isonutritivos excepto en el contenido en arginina. Para ello, se elabord previamen-
te una mezcla basal, a la que se afiadieron 0, 2.5, 5.0, 7.5y 10.0 g de L-arginina/kg, para obtener un contenido
en arginina de 6.5, 9.6, 11.1, 13.2 y 14.9 g/kg MS, para los piensos P1, P2, P3, P4y P5, respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1. Ingredientes de la mezcla basal (%) y composicién de los piensos (g/kg materia seca).

Ingredientes Composicion P1 P2 P3 P4 P5
Cebada 19.5 Materia seca (g/kg) 884 886 885 886 887
Gluten meal 9.0 Cenizas 769 774 78.4 73.5 74.7
Salvado trigo 17.4 Proteina bruta 184 188 189 193 199
Heno alfalfa 35.0 Extracto etéreo 31.7 30.9 28.0 28.8 28.4
Pulpa remolacha 1.7 Fibra neutro detergente 384 387 388 387 383
Arbocel® 3.0 Fibra 4cido detergente 210 210 209 211 209
Aceite soja 1.0 Lignina &cido detergente 311 32.0 31.3 314 304
L-lisina 0.541 Almidén 179 174 184 177 176
DL-metionina 0.216 Lisina 8.4 8.5 8.5 8.5 8.4
L-treonina 0.177 Metionina 4.5 4.4 4.2 4.4 4.6
L-triptéfano 0.100 Cistina 2.5 2.7 24 2.5 24
L-histidina 0.107 Metionina+Cistina 7.0 7.2 6.6 6.8 7.0
L-arginina 0.036 Treonina 7.2 7.3 7.7 7.7 7.4
Carbonato célcico 0.073 Isoleucina 55 54 54 5.6 5.3
Fosfato bicélcico 1.326 Valina 7.6 7.5 7.3 7.8 7.5
Cloruro sédico 0.404 Histidina 3.5 3.7 4.0 3.6 35
Corrector vitam. y olig. 0.500 Arginina 6.5 9.6 1.1 13.2 14.9

Los animales pertenecian a dos lineas genéticas distintas, la LP (maternal) y la RLP (paternal). La linea LP se
fundd con conejas que tenian una carrera reproductiva muy larga y con elevado nimero de conejos destetados
por parto, después ha sido seleccionada por tamafio de camada al destete y se caracteriza por su resiliencia
(Sanchez et al., 2008; Savietto et al.,, 2015). La linea RLP se ha creado mediante retrocruzamiento de la linea R
(seleccionada por ganancia de peso durante el cebo) con la linea LP hasta 7/8 Ry 1/8 LP.

Se utilizaron en total 345 conejos destetados a los 28 dias, pertenecientes a 69 camadas distintas, distribuidas
en cuatro tandas. Los animales se alojaron en jaulas individuales y se alimentaron ad libitum. Diariamente se
registré la mortalidad y la morbilidad y se realizaron controles de peso e ingestidn de pienso a los 49 y 63 dias.

Los piensos se analizaron siguiendo los procedimientos de la AOAC (2019) para materia seca (934.01), cenizas
(942.05), proteina bruta (990.03) y extracto etéreo (920.39). La fibra neutro detergente, la fibra 4cido detergen-
te y la lignina 4cido detergente se determinaron secuencialmente segin Mertens et al. (2002), procedimiento
973.18 de la AOAC (2019) y Robertson y Van Soest (1981), respectivamente. El almidén se analizé mediante una
hidrdlisis enziméatica en doble etapa (Batey, 1982), valorando la glucosa resultante con el sistema hexoquinasa/
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glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. El contenido de aminoacidos se determiné tras hidrdlisis dcida con HCL 6N
a 110 °C durante 23 h, segun Bosch et al. (2006).

Los datos se analizaron con el paquete estadistico SAS (Statistical Analysis Systems Institute, 2009). Para el es-
tado sanitario (mortalidad, morbilidad e indice de riesgo sanitario, calculado como mortalidad + morbilidad) se
utilizé el procedimiento GENMOD, segin un modelo de regresién logistica binaria con el pienso, la linea genéti-
ca, latanda de cebo y sus interacciones dobles como efectos fijos. Para los pardmetros de crecimiento (ganancia
de peso, ingestion de pienso e indice de conversidn) se utilizé el procedimiento GLM, segiin un modelo en el
que se consideraron el pienso, la linea genética, la tanda de cebo, sus interacciones dobles y su interaccion triple
como efectos fijos, asi como la camada anidada a linea genética y tanda de cebo. Finalmente, en ambos anélisis,
se eliminaron del modelo todas las interacciones porque sus efectos no fueron significativos.

Resultados y discusion

La mortalidad fue més elevada de lo que se esperaba, como consecuencia de un brote de enteropatia epi-
zodtica y, aunque el experimento no estaba dimensionado para evaluar los efectos sobre el estado sanitario, se
realizé el andlisis estadistico de los resultados obtenidos (Tabla 2), que puso de manifiesto algunas cuestiones
relevantes.

Tabla 2. Efecto del pienso y de la linea genética sobre el estado sanitario de 28 a 63 dias.

Pienso Linea genética P-valor
P1 P2 P3 P4 P5 LP RLP Pienso Linea gené-
(n=61)  (n=77)  (n=68)  (n=71)  (n=68)  (n=154) (n=191) tica
Mortalidad (%) 12.0° 46.4° 27.1%0 39.8° 33.10 20.6 414 <0.001 <0.001
Morbilidad (%) 4.9 2.6 15 2.8 4.4 3.0 3.0 0.784 0.984
IRS' (%) 16.9 49.2b 28.8%0 42.9° 37.8° 24.3 453 <0.001 <0.001

" indice de riesgo sanitario; ** Valores con superindices distintos difieren significativamente, P<0.05.

Asi, el pienso P1 dio lugar a menor mortalidad que los restantes (12.0% vs 36.9%, P<0.001), lo que podria estar
relacionado con la menor ingestion registrada con este pienso durante las tres primeras semanas de cebo (-26%,
Tabla 3). Es bien conocido el hecho de que una restriccién alimentaria de esta entidad en las semanas siguientes
al destete reduce la incidencia de trastornos digestivos y la mortalidad (Gidenne et al., 2012). Por otro lado, la
linea LP presenté menor mortalidad que la linea RLP. Garcia-Quirds et al. (2014) ya observaron menor mortali-
dad por trastornos digestivos durante cebo en la linea LP que en otras lineas maternales o paternales, pero no
parece que el retrocruzamiento con esta linea haya permitido solucionar del todo la sensibilidad de la linea R a
los problemas digestivos.

La Tabla 3 muestra el efecto del pienso y la linea genética sobre la ingestion de pienso, la ganancia de peso y
el indice de conversion durante el cebo.
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Tabla 3. Efecto del pienso y de la linea genética sobre el rendimiento productivo de 28 a 63 dias.

Pienso Linea genética P-valor
P1 P2 P3 P4 P5 LP RLP Pienso Linea ge-
(n=49)  (=38) (n=47) (=38) (n=41) (=113)  (n=100) nética
28-49 dias
Ingestion pienso 68.52 95.5¢b 89.6° 92.8b 92.4b 78.0 97.3
(g MS'/dia) ©13) 246 (222 (44 (232 (2.0 (.1g <0001 <0.001
Ganancia peso 3592 49.7° 46.5° 48.3° 47.8° 39.2 52.0
(g/dia) (114 (31 (119 (130 (123 (1.02) (1og <0001 <0001
fndice conversién 1.93 1.91 1.93 1.93 1.94 1.99 1.86 0.942 0.003
(g MS'/dia) (00200 (0023  (0.021) (0.023) (0022  (0.027)  (0.028) : :
49-63 dias
Ingestion pienso 130 136 134 136 133 115 153
(g MS'/dia) @5 29 Q6 29 @7 (3.0) (3.2) 0.391 <0.001
Ganancia peso 49.0° 43.92 43.92 4412 4272 37.6 51.7
(g/dia) ©091) (104 (094 (104 (099  (1.05 g <0001 <0.001
indice conversién 2.682 3.16° 3.09° 3.09° 3.18° 3.09 2.99 <0.001 0434
(g MS'/dia) 0062  (0.072 (0065  (0.064)  (0.067)  (0.064)  (0.064) : :
28-63 dias
Ingestion pienso 932 112° 108® 1100 1098 93 120
(g MS'/dia) 2,0) 2.3) 2.0) 2.2) 2.2) 2.3) 2.4) <0.001 <0.001
Ganancia peso 41.2° 47 4% 45.4° 46.6° 45.7° 38.6 51.9
(g/dfa) 068 (079  ©71) (078 (074  (0.80) (085 <0001 <0001
indice conversién 2.262 2.36° 2.37° 2.37° 2.39° 2.41 2.29 <0.001 0026
(g MS'/dfa) 0.024)  (0.027) (0025  (0.027) (0.026)  (0.029)  (0.032) : :

" Materia seca; *° Valores con superindices distintos difieren significativamente, P<0.05; Error estandar entre paréntesis.

El pienso P1 dio lugar a una menor ganancia de peso e ingestion que el resto de los piensos en el periodo de
28 a 49 dias (-25% y -26%, respectivamente). Este resultado pone de manifiesto que el contenido en arginina del
pienso P1 (6.5 g/kg materia seca, 5.7 g/kg materia fresca) es insuficiente para satisfacer las necesidades de argini-
na para el crecimiento en el periodo post-destete. Este retraso del crecimiento fue parcialmente compensado
en el periodo de 49 a 63 dias, durante el cual se observdé mayor ganancia de peso con el pienso P1 que con el
resto de los piensos (+12%) sin cambios relevantes en la ingestién, por lo que el indice de conversion mejord con
respeto al del resto de los piensos (-14%). Este crecimiento compensador es habitual tras periodos de restriccion
alimentaria tanto cuantitativa como cualitativa (cuando el pienso es deficitario en algin nutriente, como sucede
en este caso con la arginina). No obstante, la compensacion no llegd a completarse, ya que en el conjunto del
cebo la ganancia de peso y la ingestién de pienso fueron menores con el pienso P1 que con el resto de los
piensos (-11% y -15%, respectivamente), aunque resulté en un mejor indice de conversién (-4.7%). Gidenne et
al. (2012) sefalan que la restriccién alimentaria en la primera mitad del cebo seguida de alimentacién ad libitum
no permite alcanzar la misma ganancia de peso que en animales alimentados siempre ad libitum, pero mejora
el indice de conversion.

No hubo diferencias entre los piensos P2, P3, P4 y P5 en lo que se refiere a la ganancia de peso, ingestion
de pienso e indice de conversidn, asi que puede concluirse que las necesidades de arginina para maximizar la
ganancia de peso quedan cubiertas con el contenido del pienso P2, es decir, 9.6 g/kg materia seca (8.5 g/kg ma-
teria fresca), aunque habria que estudiar la hipétesis de que un contenido inferior fuera suficiente en las Ultimas
semanas del cebo. En estudios anteriores, la ganancia de peso se maximizé con 6 g/kg materia fresca (Adamson
y Fisher, 1976) o con 9.8-12.3 g/kg materia fresca (McWard et al., 1967) y la retencién de nitrégeno con 10 g/kg
materia seca (Colin, 1975). Delgado et al. (2019) no observaron cambios en ganancia de peso o en retencién de
nitrégeno al aumentar el nivel de arginina de 11.3 a 15.3 g/kg materia seca.

Por otro lado, la linea RLP presenté mayor ganancia de peso e ingestion de pienso que la linea LP, asi como
mejor indice de conversidon (aunque la diferencia en el indice de conversion entre los 49 y 63 dias no fue significa-
tiva). En el conjunto del cebo, los valores registrados en la linea RLP fueron un 34% y un 29% mayores para la ga-
nancia de peso y la ingestidn de pienso, respectivamente, mientras que el indice de conversion fue un 5% menor.

De los resultados del presente trabajo se concluye que: i) independientemente de la linea genética, un conte-
nido de 9.6 g arginina/kg materia seca resulta adecuado para optimizar la ganancia de peso durante el cebo, y
i) la linea RLP muestra mayor ganancia de peso e ingestion de pienso y mejor indice de conversién que la linea
LP, en la que se registra menor mortalidad.
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Resumen

Se realizd un ensayo para evaluar la eficacia de una xilanasa dirigida a mejorar la digestibilidad de los nutrientes
de dietas de conejos de cebo. Se utilizaron 34 animales destetados a los 31 dias de vida. Cada animal se alojé en
una jaula metabdlica individual. A los 42 dias de vida, los animales fueron asignados a las dietas experimentales
(17 animales/tratamiento). Los animales recibieron la dieta experimental ad libitum hasta los 53 dias de vida.
De los 49 a los 53 dias de vida, la cantidad total de heces y orina producida por jaula se recogié por separado
diariamente. Hubo dos tratamientos experimentales: Tratamiento 1, dieta control negativo (NC) sin xilanasa, y
Tratamiento 2, NC + xilanasa proporcionando 1500 unidades de endopentosanasa por kg de alimento. El peso
vivo y la ingestién se registraron individualmente. El pienso, las heces individuales y la orina se analizaron para
materia seca (MS), materia orgénica (MO) y energia bruta (EB) y se calcularon los coeficientes de digestibilidad
aparente de estos nutrientes. Ademas, se calculd la energia digestible y metabolizable. La inclusidn de xilanasa
aumentd (P<0,05) la digestibilidad de la MS, MO y EB en comparacién con la NC y aumenté (P<0,05) el conteni-
do de energia digestible y metabolizable en el alimento.

Palabras clave: conejos, engorde, digestibilidad, xilanasa.

Abstract

A trial was conducted to evaluate the efficacy of a xylanase in improving nutrient digestibility of fattening rabbit
diets. Thirty-four animals were used. After weaning (at 31 days of age), each animal was housed in an individual
metabolic cage. At 42 days of age, animals were assigned to the experimental diets (17 animals/treatment). Ani-
mals received the experimental diet ad libitum until 53 days of age. From 49 to 53 days of age the total amount of
faeces and urine produced per cage was collected separately on a daily basis. There were two dietary treatments:
Treatment 1, negative control diet (NC) without xylanase, and Treatment 2, NC + xylanase providing 1500 endo-
pentosanase units per kg feed. Body weight and feed intake were measured individually. Feed, individual faeces
and urine were analysed for dry matter (DM), organic matter (OM) and gross energy (GE). The apparent diges-
tibility coefficients of these nutrients were calculated. Additionally, digestible and metabolizable energy were
calculated. The inclusion of xylanase increased (P<0.05) DM, OM and GE digestibility compared with the NC and
increased (P<0.05) both digestible and metabolizable energy content in the feed.

Keywords: rabbit, fattening, digestibility, xylanase.
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Introduccidn

Las enzimas exdgenas se afiaden a los piensos para mejorar la digestibilidad de los nutrientes. Esto supone
una mejora del valor nutritivo de las materias primas y del rendimiento de los animales, a través de la mejora del
indice de conversidn y de la reduccién del precio del pienso (Cambra-Lépez y Pascual, 2016). El uso de enzimas
exdgenas tiene especial interés en los animales jovenes, que no tienen desarrollado completamente el tracto
digestivo, y/o con dietas que incluyen ingredientes con niveles elevados de factores antinutricionales (Cachal-
dora et al., 2010; Gutiérrez et al., 2002).

Las carbohidrasas (como las xilanasas y B-glucanasas, entre otras) pueden contribuir a estos objetivos a través
de diferentes mecanismos de accién (Melo-Duréan et al., 2019): i) la ruptura de los factores antinutricionales y
reduccién de la viscosidad luminal, evitando la hidratacién de los polisacéridos no amildceos contenidos en ce-
reales como el trigo, cebada o centeno; ii) la hidrélisis de polisacéridos no amilaceos insolubles, que encapsulan
nutrientes y son liberados, por ejemplo, almiddn o proteina en el maiz; iii) la liberacién de estructuras de oligo-
sacéridos, potencialmente fermentables por la poblacidon microbiana que reside a partir del ileon, y modulacion
de la microbiota; y iv) la reduccién del flujo y la pérdida de nutrientes enddgenos, incluidos los aminoacidos,
contenidos en las mucinas intestinales.

A pesar de que el uso de xilanasas podria mejorar la digestibilidad del almidén en conejos de cebo, mejorando
el aprovechamiento de la energia del pienso, son escasos los trabajos que han evaluado su efecto y hoy en dia
no existen enzimas autorizadas en cunicultura (Nutrinews, 2021).

En este contexto, el objetivo de este trabajo fue determinar la eficacia de una xilanasa sobre la digestibilidad
de la energia. Para ello, se evalud la digestibilidad de la materia seca (MS), la materia orgénica (MO), las energias
digestible (ED) y metabolizable (EM) aparentes en conejos de engorde.

Material y métodos

La prueba se desarrollé en el animalario de la Unidad de Alimentacién Animal, de la Universitat Politécnica de
Valéncia (UPV). El procedimiento de experimentacién fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion de
la UPVy autorizado por la Conselleria de Agricultura, Medio Ambiente, Cambio Climéatico y Desarrollo Rural con
el cédigo 2021/VSC/PEA/0044.

Se utilizaron 34 conejos (machos y hembras) de la linea LP de la UPV, que fueron destetados a los 31 dias de
vida 'y que procedian de 7 camadas. Los animales se alojaron en jaulas individuales metabdlicas (29 x 50 x 32 ¢cm)
que estaban provistas de una tolva de pienso individual y un bebedero de tipo cazoleta. Los animales fueron
alimentados ad libitum con un pienso comercial desde el destete hasta el dia 41 de vida. A partir de este mo-
mento, cada jaula se asignd a un tratamiento experimental, teniendo en cuenta que los individuos de una mis-
ma camada se distribuyeran equitativamente entre tratamientos. Los dos tratamientos experimentales fueron:
Tratamiento 1 (T1) control negativo y Tratamiento 2 (T2) igual al T1 con la adicién de xilanasa equivalente a 1500
unidades de endopentanasa (EPU) por kg de pienso.

Los piensos experimentales fueron formulados siguiendo las recomendaciones nutricionales para conejos de
engorde (de Blas y Mateos, 2010). Estos se fabricaron a partir de una mezcla basal comun, cuya Gnica diferencia
fue la inclusion de la enzima (xilanasa Hostazym X 1500 MG, preparacién de endo-1,4-beta-xilanasa producida
por una cepa de Trichoderma citrinoviride de la empresa Huvepharma NV, dosificada a 100 g/t de pienso). La
composicidon en ingredientes y nutrientes de la mezcla basal se presenta en la Tabla 1. Los piensos fueron ana-
lizados antes de comenzar la prueba para verificar la actividad enzimatica.
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Tabla 1. Ingredientes y nutrientes en la dieta basal.

Ingredientes a’kg Composicién nutricional analizada g/kg de MS
Trigo 170 Materia seca (MS, g/kg) 892
Salvado de trigo 300 Cenizas 76
Harina de girasol, 30% PB 120 Proteina bruta (PB) 189
Heno de alfalfa 220 Fibra dietaria total 397
Pulpa de remolacha 160 Fibra neutro detergente 315
Aceite de soja 10 Fibra acido detergente 164
L-lisina HCI 1,5 Lignina acido detergente 30
DL-metionina 05 Fibra soluble 90
Carbonato célcico 4,0 Almidén 177
Fosfato bicélcico 35 Extracto etéreo 34
Cloruro de sodio 4,0 Energia bruta (kcal/ kg de MS) 4069
Bicarbonato de sodio 1.5

Corrector vitaminico-mineral’ 50

"Premezcla del corrector vitaminico-mineral por kg de alimento: Vitamina A: 12000 IU; Vitamina D3: 2500 IU; Vitamina E: 50 mg; Vitamina K3: 2 mg;
Vitamina B1: 2 mg; Vitamina B2: 5 mg; Vitamina B6: 2 mg; Vitamina B12: 20 g; Niacinamida: 30 mg; Acido pantoténico: 10 mg; Acido Félico: 1 mg;
Cloruro de colina: 300 mg; Biotina: 0,1 mg; Mn: 32 mg; Zn: 30 mg; Cu:10 mg; I: 0,9 mg; Se: 0,25 mg; Fe: 45 mg.

Los piensos experimentales en pellets se administraron ad libitum desde el dia 42 al 53 de vida, con un perio-
do de adaptacion de 7 dias antes del ensayo de digestibilidad, que se realizd del dia 49 al 53 de vida (Pérez et
al., 1995). El agua de bebida se proporciond ad libitum durante todo el periodo experimental. Los animales se
pesaron individualmente al inicio y final del ensayo. La ingestién individual se determiné también durante este
periodo.

Durante el ensayo de digestibilidad se recogieron diariamente las heces y la orina por separado. Las heces de
cada animal se conservaron en congelacién (-20°C) hasta su anélisis. La orina se recolecté en una solucién de
acido sulfarico al 10% (asegurando un pH < 3) y se mantuvo también en congelacién (-20°C) hasta su anélisis.

En el andlisis quimico de las dietas experimentales se determind MS, cenizas, fibra neutro detergente (FND),
fibra 4cido detergente (FAD), lignina 4cido detergente (LAD), energia bruta (EB), almidén, proteina bruta (PB)
y extracto etéreo (EE). En el caso de las heces y orina individuales se determiné MS, cenizas y EB. Las determi-
naciones se realizaron de acuerdo con los métodos estandares que establece la AOAC (2019) (procedimiento
934.01 para la MS, 942.05 para las cenizas, 990.03 para la PB método de Dumas, 920.39 para el EE y 991.43 para
la FDT). Las fracciones de FND, FAD y LAD se analizaron secuencialmente de acuerdo con Mertens et al. (2002),
procedimiento de 973.18 de la AOAC (2019) y Robertson y van Soest (1981), respectivamente. La fibra soluble se
determind segun van Soest et al. (1991). El contenido de almidén se determiné de acuerdo con Batey (1982). El
contenido de EB fue determinado por calorimetria de bomba adiabética.

Los datos se analizaron estadisticamente utilizando SAS Software 9.3. La jaula fue la unidad experimental. El
modelo estadistico incluyd el tratamiento y la camada como efectos fijos, que fue analizado empleado el proce-
dimiento GLM. Los contrastes de medias de grupo entre los tratamientos experimentales frente al control nega-
tivo (T1, sin enzima) se realizaron mediante el test de Dunnett. Se indicaron diferencias significativas con P<0,05.

Resultados y discusion

La Tabla 2 muestra los rendimientos productivos de los animales durante el ensayo de digestibilidad. No hubo
diferencias significativas en el peso vivo, ganancia de peso, ingestidn e indice de conversion. El consumo, cre-
cimiento e indice de conversién observados durante la prueba de digestibilidad fueron los normales para esta
linea en las edades descritas, por lo que la enzima fue evaluada en condiciones normales.
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Tabla 2. Efecto de la adicién de xilanasa en conejos de cebo entre los 42 y 53 dias de vida, sobre los
rendimientos productivos (peso vivo PV, ganancia media diaria GMD, consumo medio diario CMD
e indice de conversién IC).

Tratamiento PV, ...(9) PV,..(9) GMD (g/dia) CMD (g/dia) IC

T1 control negativo 1208 1709 45.5 117.8 2.60
T2 controlnegativo 199 1687 449 1158 262
EEM? 46.1 59.5 1.79 3.54 0.052
P-valor 0.895 0.794 0.791 0.690 0.742

n =33 (17 conejos en T1y 16 conejos en T2). Un animal eliminado por ingestién anormalmente alta; 100 g/t de Hostazym X 1500 MG (Huvepharma NV)
igual a 1500 unidades de endopentanasa por kg de pienso; 2EEM = Error estandar de la media

La Tabla 3 muestra los coeficientes de digestibilidad de la MS, la MOy la EB, ademés del valor de ED y EM en
ambos tratamientos. Las dietas de los animales que recibieron xilanasa (T2) mostraron un aumento de 1,1 pun-
tos porcentuales en la digestibilidad de la MS (P=0,055), 1,2 puntos porcentuales en la digestibilidad de la MO
(P=0,047) y 1,2 puntos porcentuales en la digestibilidad de EB (P=0,050) en comparacién con el control negativo
(T1, sin xilanasa). El contenido de ED y EM en el alimento aumentd (P<0,05) con la adicién de xilanasa. Las dietas
que incluian xilanasa (T2) aumentaron su contenido energético en +52,9 kcal ED/kg (P=0,050) y +61,3 kcal EM/
kg (P=0,027) en comparacién con la dieta del control negativo (T1, sin xilanasa).

Tabla 3. Efecto de la adicién de xilanasa en dietas de conejos de cebo entre los 49 y 53 dias de vida,
sobre el coeficiente de digestibilidad aparente (%) de la materia seca (dMS), materia organica (dMO),
energia bruta (dEB), energia digestible (ED; kcal/kg MS) y energia metabolizable (EM; kcal/kg MS) de los
piensos experimentales.

Tratamiento dMsS dMO dEB ED EM

T1 control negativo 67.5 67.7 67.1 2945.6 2842.8
T2 control negativo + xilanasa’ 68.6 68.9 68.3  2998.5 2904.1
EEM? 0.39 0.40 0.42 18.55 18.94
P-valor 0.055 0.047 0.050 0.050 0.027

n = 33 (17 conejos en Ty 16 conejos en T2). Un animal eliminado por ingestién anormalmente alta; 1100 g/t de Hostazym X 1500 MG (Huvepharma

NV) igual a 1500 unidades de endopentanasa por kg de pienso; 2EEM = Error estandar de la media

Los resultados obtenidos estan de acuerdo con la bibliografia donde se ha descrito mejoras en la digestibilidad
de los nutrientes utilizando complejos multienzimaticos, incluyendo xilanasa, en comparacién con un control
negativo (Machado et al., 2012; Ayodele et al., 2016; Oloruntola et al., 2018). Estos resultados indican que existe
un potencial de las enzimas para mejorar la disponibilidad de nutrientes en las dietas de los conejos de cebo,
pero estos datos pueden variar principalmente segun el tipo de enzimas utilizadas, su dosis y la composicién de
la dieta (concentracion y tipo de fibra incluida en la dieta).

En conclusién, la suplementacién de dietas con xilanasa (1500 EPU por kg de pienso) en conejos de cebo mos-
tré efectos significativamente positivos sobre la digestibilidad de MS, MO y EB (P<0,05) en comparacién con un
control negativo. La inclusién de la enzima aumentd la utilizacidon de energia a través de un mayor contenido de
energia digestible y metabolizable aparentes del pienso (P<0,05).
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Resumen

La produccién de gas in vitro a 24 h de Saccharina latissima deshidratada y su extracto acuoso fueron similares
a la de la pulpa de remolacha, mientras que el extracto acuoso del alga hidrolizada incluso produjo més gas
que la pulpa (112 vs. 68 ml/g MS sustrato. P < 0,05). El extracto acuoso obtenido tras la hidrélisis de Laminaria
ochroleuca también produjo una cantidad de gas similar a la pulpa, mientras que el resto de algas/extractos
produjeron una cantidad de gas que no difirié de la de la paja (5 ml/g MS) salvo el extracto de Ulva spp. hidro-
lizada que tuvo un valor intermedio (30 ml/g MS). La proporcién de butirato fue mayor en Himanthalia elongata
deshidratada y en el extracto acuoso de Laminaria ochroleuca hidrolizada que en la pulpa de remolacha (P <
0,05). No se observo correlacion entre la digestibilidad y la produccién de gas in vitro.

Palabras clave: macroalgas, composicidon quimica, digestidn-fermentacion in vitro, conejos.

Abstract

The in vitro gas production at 24 h of dehydrated Saccharina latissima and its aqueous extract were similar to
that of beet pulp, while its aqueous extract from the hydrolysed algae even produced more gas than the pulp
(112 vs. 68 ml/g DM substrate. P < 0.05). The aqueous extract obtained after hydrolysis of Laminaria ochroleuca
also produced a similar amount of gas as the pulp, while the other algae/extract studied produced an amount of
gas that did not differ from that of the straw (5 ml/g DM) except for the extract of hydrolysed Ulva spp. which had
an intermediate value (30 ml/g DM). The proportion of butyrate was higher in dehydrated Himanthalia elongata
and the extract of hydrolysed Laminaria ochroleuca than in beet pulp (P < 0.05). No correlation was observed
between digestibility and gas production in vitro.

Keywords: seaweed, chemical composition, in vitro digestibility, fermentability, rabbit.

Introduccidn

La composicidon quimica de las macroalgas marinas es muy compleja y variable, tanto al comparar distintas
especies como dentro de la misma especie (Holdt y Kraan, 2011; Samarasinghe et al., 2021). Esta variabilidad
depende de la estacion del afio, del lugar y la profundidad de recogida, y la forma de secado/conservacién,
etc., lo que hace también muy variable su valor nutritivo (Michel et al., 1996). Las macroalgas se caracterizan
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por tener un contenido elevado en agua, minerales y fibra dietética (destacando su contenido en fibra soluble),
medio-bajo de proteina y bajo en grasa y azlcares, con presencia de sustancias fendlicas (florotaninos) con ca-
pacidad antioxidante pero también inhibitoria de las enzimas digestivas (Kellogg et al., 2014; Neto et al., 2018),
lo que implica que su valor energético y proteico no es muy elevado, incluso una vez secas. Por este motivo, las
macroalgas marinas se emplean tradicionalmente para alimentar a animales rumiantes en lugares y periodos
en los que no hay otra alternativa, mientras que practicamente no se utilizan en la fabricacién de piensos para
animales monogastricos, aunque el uso de algunas especies en alimentacién humana estd aumentando. Los
trabajos que estudian el valor nutricional de las macroalgas marinas habitualmente estan centrados en rumiantes
(Bikker et al., 2020) o en extractos de las mismas, y no conocemos trabajo alguno en gazapos. En estos ultimos,
el interés de las macroalgas radicaria bien en el posible efecto prebidtico de su fibra fermentable, también muy
variable, o en los efectos de algunos de sus compuestos sobre el sistema inmune o la morfologia de la mucosa
como ya se ha observado en lechones (Sweeney y O’'Doherty, 2016).

En la costa gallega se producen (cultivadas o no) y se recogen una gran cantidad y variedad de macroalgas
con destino mayoritario a la industria alimentaria. Si bien, algunos productos que no se adaptan bien a la misma
podrian tener mayor interés en alimentacién animal, como los descartes generados en el procesado de las ma-
croalgas, determinadas especies que no se utilizan, o algunos extractos de las mismas. Por este motivo, y en el
contexto del Grupo Operativo TIRAC, el objetivo de este trabajo es identificar cuéles de los 19 productos de al-
gas preseleccionados por la empresa Porto-Muifios pueden tener mas interés en piensos de conejos en funcién
de su composicidn quimica y su digestibilidad/fermentabilidad in vitro.

Material y métodos

Se seleccionaron 19 productos de algas diferentes (Tabla 1) procedentes del cultivo (Saccharina latissima) o de
la recoleccién (el resto). Mayoritariamente son algas pardas (menos Ulva spp., verde, y Mastocarpus stellatus,
roja), se deshidrataron a 35-40°C y se molieron con un molino de microestallado (Tabla 1). Ademas, se selec-
ciond una muestra de pulpa de remolacha y otra de paja (sin tratar) como referentes muy y poco fermentables,
respectivamente. Se determiné el contenido en materia seca (MS), cenizas, proteina bruta (nitrégeno x 5), fibra
dietética total (FDT. Método 985.29; AOAC, 2006), fibra neutro detergente (FND), fibra soluble (FDT - FND,
ambas libres de ceniza y proteina) y fibra acido detergente y lignina acido detergente (de manera secuencial y
corregidas por cenizas). Ademas, se determind la digestibilidad in vitro ileal (no mostrada) y fecal (2y 3 pasos) de
la materia seca y fecal de la proteina (Abad et al., 2013). Finalmente, se determiné la produccién de gas in vitro
de los 19 productos de algas, y de los residuos indigestibles de la digestién in vitro a nivel ileal de las muestras
con una digestibilidad inferior al 93% (para disponer de muestra) (Ocasio-Vega et al., 2018). Con el fin de tener
4 indculos distintos, se sacrificaron 4 gazapos de 2,3 kg de peso (£0.03) con 67 dias de edad. Se tomaron 8 g de
digesta cecal de cada gazapo, con un contenido medio de materia seca de 19,3+1,3%, que se diluyeron en 800
ml de solucidn tampdn. En los botes de fermentacién se pesaron 0,2 g MS de sustrato, se afiadieron 20 ml del
indculo preparado, para obtener 1 g de ciego fresco/g MS de sustrato, se incubaron a 39°C y se midid la pro-
duccién de gas a las 3, 8, 12, 24 (Unica que se muestra), 30, 36, 48, 58, 75, 103 y 119 horas. Se realizé un test de
Dunnett para identificar las muestras cuya produccién de gas no difirié tanto de la pulpa de remolacha como de
la paja. A las 24 h del inicio de la incubacion se tomd 1 ml de cada bote para determinar la produccién de acidos
grasos volatiles (AGV), si bien, solo se determiné en las muestras que mostraron mayor produccién de gas, y se
compararon con los resultados de la pulpa de remolacha mediante un test de Dunnett.

Resultados y discusion

Las 5 macroalgas marinas deshidratadas analizadas mostraron una composicién quimica muy variable (Tabla
1), con coeficientes de variacién que oscilaron entre el 21 y el 48% para la FDT y la FAD, respectivamente. Los
coeficientes de digestibilidad CDMSiv y CDPBiv mostraron valores parecidos a los de la pulpa de remolacha,
menos en el caso de Fucus vesiculosus que, aun asi, tuvo una digestibilidad algo superior a la de la paja. Las
digestibilidades in vitro de la MS y PB se correlacionaron con el nivel de FAD (r = - 0,97; P = 0,005, n = 5) y la
proporcién de proteina ligada a FDT (r = - 0,96; P = 0,011; n = 5), respectivamente, sin mostrar correlacion alguna
con el nivel de fibra soluble o la produccién de gas a las 24 horas (P > 0,54). Esta Ultima, se correlaciond con la
diferencia: [100 — (cenizas + PB + FDT)] (r = 0,96; P = 0,011; n = 5). Esta diferencia incluiria la fibra soluble que no
precipita con etanol y otros compuestos solubles, dado el reducido contenido de grasa y azlcares de estas ma-
croalgas (Bikker et al., 2020). La produccién de gas a 24 h in vitro de las algas deshidratadas fue baja, mostrando
valores muy parecidos a los de la paja, salvo Saccharina latissima que produjo una cantidad de gas similar a la de
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la pulpa de remolacha. Los carbohidratos méas importantes en esta alga son la laminarina (1,3-p-D-glucanos con
ramificaciones con enlaces B1,6, y es de reserva), que es soluble en agua y que podria formar parte de la dife-
rencia calculada previamente, el alginato (combinacién de 1,4-B-D-4cido manurénico y 1,4-p-L-acido gulurénico
que es soluble a pH entre 6y 9) y el manitol (Rupérez et al., 2002; Sharma y Horn, 2016). La hidrélisis enzimatica
del alga redujo el contenido en FDT y FND en Ulva spp. y Undaria pinnatifida, pero no en Fucus vesiculosus e
Himanthalia elongata. La digestibilidad in vitro de la MS y PB de las algas mejoré al hidrolizarlas (menos para
Fucus vesiculosus), si bien esto no se reflejé en una mayor produccién de gas/fermentabilidad in vitro.

Los extractos acuosos de las algas (directos o tras hidrdlisis enzimatica) mostraron una gran variabilidad en su
composicién quimica, con un coeficiente de variacién que oscild entre el 8 y el 106% para la FND y la FS, re-
spectivamente. Por el contrario, la digestibilidad in vitro de la MS y PB fue muy parecida entre muestras y resulté
préacticamente completa, lo que seria atribuible a su naturaleza soluble. Sin embargo, en este caso tampoco se
observé correlacidn alguna entre los valores de digestibilidad y los de produccién de gas. Solo los extractos de
Saccharina latissima y Laminaria ochroleuca igualaron o superaron (el extracto acuoso del hidrolizado de Sac-
charina latissima) la produccién de gas obtenida con la pulpa de remolacha, mientras que la produccién de gas
del resto de los extractos no difirié del de la paja (salvo para Ulva spp.). Cuando se correlacionaron los valores
de produccién de gas de las 19 muestras de algas/extractos con su composicidon quimica, de nuevo se observé
una correlacién positiva con la diferencia [100 — (cenizas + PB + FDT)] (r = 0,71; P < 0,001; n = 19) y con la suma
de la fibra soluble y la diferencia anterior tanto de forma lineal (r = 0,79; P < 0,001; n = 19) como cuadratica (R?
= 0,82; P < 0,001), si bien no se correlacioné con el nivel de fibra soluble (P = 0,85). Estos resultados indican la
complejidad de caracterizar este tipo de muestras con las técnicas habituales utilizadas para los ingredientes
vegetales. Igualmente, la solubilidad no equivale a fermentabilidad en este tipo de muestras, lo que podria estar
asociado con sustancias que inhiben la accidn de las enzimas (Kellogg et al., 2014; Neto et al., 2018), como con
la presencia de compuestos muy fermentables no recogidos en la FDT. La produccién de AGV de ninguna de las
algas/extractos que se evaluaron fue superior al de la pulpa de remolacha (Tabla 2), de hecho, solo las muestras
procedentes de Saccharina latissima lo igualaron. Como era de esperar, la correlacion entre la produccion de
gasy la de AGV fue elevada (r = 0,84; P = 0,018; n = 9). Cabe destacar que la proporcién de butirato fue mayor
en el extracto acuoso de Himanthalia elongata y en el extracto del hidrolizado de Laminaria ochroleuca que en
la pulpa de remolacha, lo que podria estar asociado a su contenido en fucoidanos (Sweeney et al, 2011).
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Tabla 1. Composicién quimica de los productos de algas, pulpa de remolacha y paja (sobre % MS),

digestibilidad in vitro de la materia seca y la proteina (%) y produccién de gas en 24 h

(ml gas/g MS sustrato; n = 4).

Cenizas Proteina FDT FND FS FAD LAD CDMSiv CDPBiv Gas24h

Algas deshidratadas
Fucus

Fucus vesiculosus 231 10,6 52,7 31,3 21,5 30,7 14,2 42,2 22,6 8,3t
Himanthalia

Espagueti de mar elongata 41,4 9,51 41,7 194 223 17,8 13,3 63,3 25,1 10,3t
Saccharina

Kombu de azlcar latissima 20,8 7,10 431 22,6 20,5 101 3,63 74,3 55,6 55,98

Lechuga de mar  Ulva spp. 27,7 16,4 441 21,6 225 147 7,87 75,3 59,0 16,61
Undaria

Wakame pinnatifida 50,1 14,8 286 171 11,6 11,6 7,90 74,6 49,8 3,8"

Alga hidrolizada

enzimaticamente
Fucus

Fucus vesiculosus 28,9 10,6 53,2 30,2 230 213 15,9 42,7 141 2,61
Himanthalia

Espagueti de mar elongata 45,5 8,92 40,9 153 256 164 125 73,3 43,2 2,67
Laminaria

Kombu ochroleuca 43,4 8,36 330 11,2 21,8 114 3,85 74,0 64,8 23,3t

Lechuga de mar Ulva spp. 39,1 13,0 341 563 285 6,07 4,19 91,5 100 11,41
Undaria

Wakame pinnatifida 58,2 14,2 21,3 580 155 568 4,66 92,1 100 3,2t

Extracto acuoso del alga
Fucus

Fucus vesiculosus 28,7 8,23 104 4,83 560 4,72 4,32 98,8 100 8,2t
Himanthalia

Espagueti de mar elongata 55,1 3,74 299 000 299 014 017 99,4 100 22,3t
Saccharina

Kombu de azlcar latissima 13,6 3,49 64,7 0,00 64,7 0,00 0,00 99,6 100 90,28
Undaria

Wakame pinnatifida 68,7 8,91 186 026 183 0,17 0,16 99,7 100 6,21

Extracto acuoso del alga hidrolizada

enzimaticamente
Fucus

Fucus vesiculosus 32,0 9,22 295 1,61 279 1,51 1,29 97,9 100 29,61
Laminaria

Kombu ochroleuca 44 .4 2,37 2,70 054 216 082 0,77 98,7 100 73,68
Mastocarpus

Musgo stellatus 31,8 10,4 434 209 413 014 0,14 99,1 100 11,41
Saccharina

Kombu de azlcar latissima 19,3 4,09 294 000 294 024 0,18 99,2 100 112

Lechuga de mar Ulva spp. 34,1 4,88 30,2 0,00 30,2 0,09 0,06 99,0 100 30,0

Ingredientes de referencia

Paja 8,80 2,90 781 743 3,79 438 4,20 19,8 17,7 51t

Pulpa de remolacha 4,70 7,99 717 365 352 236 1,91 76,8 68,1 67,7%

Proteina: [Nitrégeno] x 5. FDT: fibra dietética total. FND: fibra neutro detergente corregida por cenizas y proteina. FS: fibra soluble (FDT — FND).

FAD: fibra acido detergente secuencial corregida por cenizas. LAD: Lignina acido detergente secuencial corregida por cenizas. CDMSiv y CDPBiv:

Digestibilidad fecal in vitro de la materia seca y de la proteina. Para la produccién de gas las medias que tienen igual superindice que la pulpa de

remolacha (§) o la paja (1) no difieren de estas (P > 0,05). Errores estandar de las medias de produccion de gas hasta las 24 horas: 5,35.
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Tabla 2. Produccién acidos grasos volatiles in vitro (mmol/L) a las 24 h y relaciones molares (%).

AGV Ac Pr But lbut Val lval  Cap

Algas deshidratadas

Kombu de

azUcar S. latissima 37,95 70,18 25,05 4,675 0,08 0,125 0,035 0,008
Extracto acuoso del alga

Kombu de

azUcar S. latissima 42,65 67,85 20,785 7,605 1,225 1,078 0,958 0,608
Espagueti

de mar H. elongata 14,8 62,1 7,405 27,1 2,908 0,475 0,005 0,008
Extracto acuoso del alga hidrolizada enzimaticamente

Fucus F. vesiculosus 211 82,58 10,28 4,078 1,628 0,57¢ 1,078 0,008
Kombu L. ochroleuca 18,0 71,285 13,85 140 0,675 0,35¢ 0,006 0,008
Kombu de

azUcar S. latissima 52,28 7478 21,25 3,778 0,158 0,128 0,035 0,008
Lechuga de

mar Ulva spp. 20,5 66,25 14,65 8,008 10,7 0,37¢ 0,058 0,008
Ingredientes de referencia

Pulpa de remolacha 47,45 83,45 14,15 2,208 0,178 0,085 0,005 0,008
Paja 4,20 84,085 10,28 5,858 0,008 0,008 0,008 0,008
EEM (n =4) 4,73 6,51 557 294 075 033 037 020

AGV: 4cidos grasos volatiles. Ac: Acetato. Pr: Propionato. But: Butirato. Ibut: Isobutirato. Val: Valerato. Ival: Isovalerato.

Cap: Caproico. Medias con igual superindice (§) que la p. remolacha no difieren de esta (P > 0,05).
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Resumen

Se formularon 4 piensos con distintos niveles de fibra (fibra neutro detergente/fibra soluble, % MS): Control
medicado y control sin medicar (T-1) (41,2/9,4), con mayor nivel de fibra soluble (T-2: 39,9/11,8), o mayor nivel de
fibra insoluble (T-3: 43,5/8,6). El experimento se realizd en dos granjas (A: ambiente semi-controlado -24 cama-
das/tratamiento-, y B: 2 salas de ambiente controlado -10 camadas/sala y tratamiento). En el periodo de cebo
en la granja A, la medicacién redujo la mortalidad respecto al grupo T-1, mientras que tanto el incremento de la
fibra insoluble como de la fibra soluble aumentaron la mortalidad (P < 0,05). El grupo alimentado con un mayor
nivel de fibra insoluble mostrd peores valores de la velocidad de crecimiento (-12%) como del indice de conver-
sién (-19%) respecto a los otros tres grupos (P < 0,05). En la granja B se observd en la mortalidad durante el cebo
una interaccion sala x tratamiento (P = 0,037). En la sala 1 los gazapos de los grupos Control y T-1 mostraron
las mortalidades més bajas (1,25% de media), mientras que el grupo con el mayor nivel de fibra soluble mostré
la mayor mortalidad (12,5%, P < 0,05), observandose un valor cercano para el grupo con mayor nivel de fibra
insoluble (10%). En cambio, en la sala 2 el grupo alimentado con mayor nivel de fibra soluble mostré la menor
mortalidad, mientras que la mayor se observd en los alimentados con el mayor nivel de fibra insoluble (3,75 vs.
18,7%), obteniendo valores intermedios para los grupos alimentados con el pienso Controly T-1. La velocidad de
crecimiento de los grupos no difirid en los grupos Control y T-1, mientras que se redujo un 4% en el grupo con
mayor nivel de fibra soluble y un 6% en aquél con mayor nivel de fibra insoluble (P < 0,05).

Palabras clave: fibra insoluble, fibra soluble, conejo.

Abstract

Four feeds were formulated with different levels of fibre (neutral detergent fibre/soluble fibre, % DM): medicat-
ed Control and unmedicated control (T-1) (41.2/9.4), with higher level of soluble fibre (T-2: 39.9/11.8), or higher
level of insoluble fibre (T-3: 43.5/8.6). The experiment was conducted in two farms (A: semi-controlled environ-
ment -24 litters/treatment-, and B: 2 controlled environment rooms -10 litters/room and treatment). In the fatten-
ing period on farm A, medication reduced mortality compared to the unmedicated control (6.8 vs. 10.7%), while
both insoluble and soluble fibre increased mortality (18.9 and 15.3%. P < 0.05). The group fed a higher level of
insoluble fibre showed worse values for growth rate (-12%) and feed conversion ratio (-19%) than the other three
groups (P < 0.05). On farm B, a room x treatment interaction was observed for mortality during fattening (P =
0.037). In room 1, rabbits from Control and T-1 groups showed the lowest mortalities (1.25% on average), while
the group with the highest level of soluble fibre showed the highest mortality (12.5%, P < 0.05), not different from
that observed for the group with the highest level of insoluble fibre (10%). In contrast, in room 2, the group fed
with the highest level of soluble fibre showed the lowest mortality, while the highest one was observed in those
fed with the highest level of insoluble fibre (3.75 vs. 18.7%), obtaining intermediate values for the groups fed with
the Control feed and T-1. The growth rate of the groups did not differ in the Control and T-1 groups, while it was
reduced by 4% in the group with the highest level of soluble fibre and by 6% in the group with the highest level
of insoluble fibre (P < 0.05).

Keywords: insoluble fibre, soluble fibre, rabbit.
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Introduccidn

La falta de alternativas a los antibidticos en la produccion cunicola supone un gran riesgo para el mantenimien-
to del sector a corto y medio plazo, ya que su limitacidén esta incrementando las tasas de mortalidad durante el
periodo de engorde. En este contexto, las estrategias nutricionales que han demostrado que pueden limitar la
incidencia de la enteropatia son la inclusién de niveles moderados de fibra soluble (12%; Trocino et al., 2013), y
la reduccién de los niveles de proteina (Carabario et al., 2008). Ademas, algunos efectos (fibra soluble y proteina)
se ha comprobado que pueden actuar de forma sinérgica y mejorar la salud intestinal de los gazapos (Martin-
ez-Vallespin et al.,, 2011). Dentro de estas recomendaciones también es necesario aportar un minimo de fibra
insoluble (30% de fibra neutro detergente en fresco, FND), pudiendo aumentarse este nivel hasta un 32-35% de
FND (Gidenne y Garcia, 2006), pero sin llegar al 36% de FND, donde hay mayor riesgo de enteropatia (Gutiérr-
ez et al., 2002; Farias-Kovac et al., 2020). Por otra parte, en trabajos previos se ha observado cémo los efectos
beneficiosos de estas estrategias pueden variar dependiendo de la granja donde se apliquen (Margiienda et
al., 2006). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es comprobar en dos granjas con distintas caracteristicas la
eficacia de la inclusién de dos niveles de fibra soluble e insoluble sobre la mortalidad y los rendimientos pro-
ductivos de gazapos en crecimiento, desde una semana antes del destete hasta el sacrificio, como alternativa a
un pienso medicado.

Material y métodos

El experimento se llevd a cabo en dos granjas (A: ambiente semi-controlado, y B: ambiente controlado) en las
que los animales fueron alimentados con cuatro tratamientos, cuya composicién quimica se muestra en la Tabla 1
(C: pienso comercial medicado, 35 ppm valnemulina; T-1: pienso control sin antibidtico; T-2: pienso experimental
con un mayor nivel de fibra soluble: T-3: pienso experimental con un mayor nivel de fibra insoluble), desde la dltima
semana antes del destete hasta la semana anterior al sacrificio. La Ultima semana del cebo cada grupo recibié un
pienso de acabado con caracteristicas similares a los piensos de cebo, pero retirando el antibiético en el pienso
C. Los piensos se formularon de acuerdo a las recomendaciones de De Blas y Mateos (2020) e INRA (1989). En la
granja A, cada pienso se suministrd a 24 conejas (96 jaulas) con sus correspondientes 8-10 gazapos hasta el destete
(34 d) y 923 gazapos en total. Una vez destetados, los gazapos se trasladaron a una nave de ambiente semi-con-
trolado manteniéndose agrupados en las mismas camadas, y siguieron consumiendo los mismos piensos. En la
granja B, los ensayos se realizaron en dos salas similares. En cada sala, cada tratamiento se asigné a 10 conejas (80
conejas en total) con 8-12 gazapos (757 en total) que, una vez destetados, se mantuvieron en sus jaulas de origen
donde permanecieron hasta el sacrificio. El comedero era compartido cada dos jaulas. En este momento, se dese-
charon los gazapos extremos (los pequefios y grandes) con el fin de que existiera la mayor homogeneidad posible,
dejando 8 gazapos por jaula y utilizando un total de 640 animales. En las dos granjas, se controlaron los pardmetros
productivos y la mortalidad desde una semana antes del destete hasta el final del cebo. En ambos casos el nim-
ero medio de partos de las conejas fue similar entre tratamientos, y se excluyé a las conejas primiparas. Los datos
fueron analizados mediante un anélisis de varianza que incluyé como factor fijo el tratamiento. En el caso de la
granja B, se incluyd también como efecto fijo la sala y la interaccién sala x tratamiento. Las medias se compararon
mediante un test t protegido. La mortalidad se analizé mediante un modelo logistico.
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Tabla 1. Composicién quimica de los piensos de cebo y acabado.

C T1 T-2 T3
Composicién quimica pienso de cebo, % MS
Proteina bruta 16,1 16,0 16,0 15,8
Fibra dietética total (FDT)' 45,1 45,0 47,6 47,5
Fibra neutro detergente? 40,9 41,5 39,9 43,5
Fibra acido detergente? 25,2 26,5 22,9 25,7
Lignina acido detergente? 7,54 6,65 5,33 6,76
Fibra soluble (FDT-FND)' 9,51 9,30 11,8 8,63
Almidén 13,6 11,9 12,9 14,3
Composicién quimica pienso de acabado, % MS
Proteina bruta 16,1 17,1 17,6 16,8
Fibra dietética total’ 46,9 47,4 49,2 47,5
Fibra neutro detergente? 39,5 40,8 39,5 41,2
Fibra acido detergente? 24,5 241 22,8 25,3
Lignina acido detergente? 4,88 5,01 4,67 5,85
Fibra soluble (FDT-FND)' 8,90 10,0 12,8 8,52
Almidén 12,7 10,9 10,8 13,6

Control: Pienso medicado. T-1: control sin medicar. T-2: Fibra soluble. T-3: Fibra insoluble.
"Corregido por cenizas y proteina.? Analisis secuencial corregido por las cenizas de la lignina.

Resultados y discusion

En la dltima semana previa al destete no se observaron efectos de los tratamientos en la granja A (Tabla 2), si
bien se observé una interaccién tratamiento x sala en la granja B debido a que los gazapos del grupo T-2 pesa-
ron al inicio menos que los del grupo T-1 (P < 0,05, Tabla 3). En el periodo de cebo en la granja A, la medicacién
redujo la mortalidad respecto al control sin medicar, mientras que tanto el incremento de la fibra insoluble y
como de la fibra soluble aumentaron la mortalidad (P < 0,05. Tabla 1). El grupo alimentado con un mayor nivel
de fibra insoluble mostré peores valores de la velocidad de crecimiento (-12%) como del indice de conversion
(-19%) respecto a los otros tres grupos (P < 0,05).

La mortalidad media en la granja B fue inferior a la de la granja A (8,4 vs. 12,9). En la granja B se observé en la
mortalidad durante el cebo una interaccién sala x tratamiento (P = 0,037. Tabla 3). En la sala 1 los gazapos de los
grupos control y T-1 mostraron las mortalidades méas bajas (1,25% de media), mientras que el grupo con el mayor
nivel de fibra soluble mostré la mayor mortalidad (12.5%, P < 0,05), observdndose un valor cercano para el grupo
con mayor nivel de fibra insoluble (10%). Estos resultados son paralelos a los obtenidos en la granja A. En cam-
bio, en la sala 2 el grupo alimentado con mayor nivel de fibra soluble mostré la menor mortalidad, mientras que
la mayor se observé en los alimentados con el mayor nivel de fibra insoluble (3.75 vs. 18.7%), obteniendo valores
intermedios para los grupos alimentados con el pienso control y T-1. La velocidad de crecimiento de los grupos
no difirid en los grupos Control y T-1, mientras que se redujo un 4% en el grupo con mayor nivel de fibra soluble
y un 6% en aquél con mayor nivel de fibra insoluble (P < 0,05). Estos experimentos confirman el riesgo que su-
pone formular piensos con un nivel elevado de fibra insoluble (40% FND sobre %MS), independientemente de
la granja. Por su parte, los resultados obtenidos al aumentar la fibra soluble parecen sugerir que su aplicacién
podria no ser adecuada en todas las circunstancias. Ademas, se observé que la influencia de la medicacion fue
menor de la esperada, reduciendo la mortalidad solo en una de las granjas.
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Tabla 2. Rendimientos productivos en la granja A.

Control T1 T-2 T3 EEM P-valor
N 24 24 24 24
PM25d, g 553 551 570 565 1,3 0,58
27-34d
GMDcam, g/d 52,7 46,2 48,5 45,8 2,38 0,16
GMDcam-+con, g/d 80,4 66 70,1 66,1 10,6 0,76
CMDcam+con, g/d 880 913 856 946 24,6 0,059
IC, 9/g 19,0 17,6 14,7 12,5 5,92 0,87
PM32d, g 922 875 909 885 20,6 0,35
Mortalidad, % 2,6 0,43 0 0,44 0,19
34-56 d
GMD, g/d 46,0a 43,2a 38,1b 36,5b 1,66 <0,001
CMD, g/d 150ab 148ab 141a 157b 36 0,028
IC, 9/g 3,34a 3,51ab  4,09bc  4,48c 0,23 0,003
PM54d, g 1935a 1824ab  173%bc  1680c 42,4 <0,001
Mortalidad, % 4,3a 8,1ab 11,0b 11,8b — 0,023
56-65d
GMD, g/d 374 38,9 48,4 41,7 3,79 0,17
CMD, g/d 167 159 163 170 4,3 0,34
IC, 9/g 4,97 4,77 3,97 4,56 0,33 0,17
PM63d, g 22443 2174a 2163a  2027b 38,0 0,001
Mortalidad, % 2,56a 2,56a 7,93b 3,51a — 0,015
34-65d
GMD, g/d 42,7a 41,9a 40,4a 36,8b 1,15 0,003
CMD, g/d 155ab 151a 148a 161b 312 0,039
IC, g/g 3,65a 3,62a 3,68a 4,36b 0,18 <0,001
Mortalidad 34-65 d, % 6,8a 10,7b 18,9¢ 15,3bc - <0,001
Mortalidad 27-65 d, % 9.4a 11,1ab 18,9c 15,8bc -—- 0,013

EEM: error estandar de la media. De 27 a 34 d de edad la camada estuvo con la coneja. PM: Peso medio de la camada.
GMD: ganancia media diaria. CMD: consumo medio diario. IC: indice de conversién. Control: medicado (35 ppm valnemu-
lina). T-1: control sin medicar. T-2: Fibra soluble. T-3: Fibra insoluble. Cuando el tratamiento fue significativo (P < 0,05), las
diferencias se indicaron con las letras a-c.
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Tabla 3. Rendimientos productivos en la granja B.

Control T1 T-2 T3

Sala EEM Ptrat Psala |02
1 2 1 2 1 2 1 2 X nave
N 10 10 10 10 10 10 10 10
PM26d, g 604% 567  634° 519 5700 547 587 563 17,7 0,50 <0,001 0,034
26-32d
GMDcam, g/d 51 536 561 518 51,2 491 557 532 199 013 027 0,36
GMDcam+con, g/d 465 453 477 467 477 381 438 467 357 067 037 0,36
PM32d, g 910% 942 971 882 877° 891 921 936 225 015 065 0,036
Mortalidad, % 1,50 1,08 1,05 1,08 0,00 62 320 1,0 - 100 084 0,11
32-58d
GMD, g/d 46,3 479 455 47 45 446 418 463 1,35 011 006 0,35
PM58d, g 2114 2140 2153 2057 2049 2006 2009 2093 40,3 0,056 081 013
Mortalidad, % 0,00 7,50~ 2,50~ 7,50~ 12,50% 3,75%¢ 10,08 187® . 0,041 099 0,059
58-65 d
GMD, g/d 46,8 438 507 467 46,4 438 396 459 306 029 069 0,31
CMD, g/d 156%8 16948 1718 1858 155% 141 1538 180® 830 0,006 009 0,10
IC, 9/g 371 392 339 422 3,37 334 443 412 041 018 055 0,55
PM65d, g 2442 2446%  2509° 2384y 2374% 231 2286° 24159 458 0,033 0,69 0,047
Mortalidad, % 000 250 000 250 000 000 000 000
32-65d
GMD, g/d 46,40 47,00 46,6 469° 45388 4447 4148 4625 1,21 0,043 0,15 0,10
Mortalidad, % 0,00° 10,0v 250° 10,00 125 375 100® 187 - 099 0071 0,037

EEM: error estandar de la media. PM: peso medio de la jaula. GMDcam: ganancia media diaria de la camada. GMDcam-+con: ganancia media diaria de la
camada y la coneja. Cuando el tratamiento fue significativo, las diferencias se indicaron con las letras A-B. Cuando la probabilidad de la interaccién trata-
miento x nave fue <0.05 se compararon los tratamientos dentro de cada nave indicando las diferencias con letras (a-b: nave 1; x-y: nave 2). De 26 a 32 d de
edad la camada estuvo con la coneja. Control: medicado (35 ppm valnemulina). T-1: control sin medicar. T-2: Fibra soluble. T-3: Fibra insoluble. Inicialmen-
te en las jaulas hubo entre 8-12 gazapos. Al destete se dejaron en todas las jaulas 8 gazapos retirdndose los gazapos mas grandes y més pequefios.
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Resumen

Se utilizaron 4 tratamientos estructurados de forma factorial: 2 niveles de xilooligosacéaridos (XOS: 0,y 7,5 g/L)
x 2 sistemas de alimentacion (ad libitum y restriccién desde 32 a 51 d de edad). El grupo restringido recibié una
racién que comenzd siendo del 50% respecto al grupo ad libitum el dia siguiente del destete y se incrementd
linealmente hasta alcanzar el 100% de ingestidn de los animales ad libitum el dia 51 de edad. Se utilizaron 106
gazapos destetados a los 32 d de edad y no se medicaron. Entre los 39 y 43 d y entre los 57 y 60 d de edad se
determind la digestibilidad fecal (8-9/tratamiento). No se observaron interacciones entre la suplementacién con
XOS y la restriccion alimenticia. La suplementacién con XOS no afectd al balance mineral en el periodo global.
La digestibilidad de los minerales aumenté un 19% (P < 0,001) en el grupo restringido (durante la restriccién).
En el periodo global, la restriccién alimenticia redujo (P < 0,018) un 8% la ingesta de minerales digestibles y la
retencion de minerales en el cuerpo (5%) y en la canal (2%), siendo todavia mayor la reduccién de las pérdidas
minerales en piel y visceras (17%) y heces (24%). Esto supuso que la eficiencia de retencién de los minerales
digestibles aumentase un 5%. Estos resultados indican que la restriccion alimenticia mejora sensiblemente el
balance mineral durante el cebo reduciendo la excrecién mineral al medio ambiente.

Palabras clave: balance mineral, digestibilidad, restriccién alimenticia, xilooligosacéridos.

Abstract

Four factorially structured treatments were used: 2 levels of xylooligosaccharides (XOS: 0, and 7.5 g/L) x 2 fee-
ding systems (ad libitum and restricted from 32 to 51 d of age). The restricted group received a ration that started
at 50% of the ad libitum group on the day after weaning and increased linearly until 100% intake of the ad libitum
animals at 51 d of age. A total of 106 rabbits weaned at 32 d of age were used and were not medicated. Faecal
digestibility was determined between 39 and 43 d and between 57 and 60 d of age (8-9/treatment). No interac-
tions were observed between XOS supplementation and feed restriction. In the overall period, XOS supplemen-
tation did not affect the mineral balance. During restriction, mineral digestibility increased by 19% (P < 0.001) in
the restricted group. In the overall period, feed restriction reduced (P < 0.018) digestible mineral intake (8%) and
mineral retention in the body (5%) and carcass (2%) by 8%, with even greater reductions in mineral losses in skin
and viscera (17%) and faeces (24%). This meant that the retention efficiency of digestible minerals increased by
5%. These results indicate that feed restriction improves mineral balance during fattening by reducing mineral
excretion to the environment.

Keywords: feed restriction, digestibility, mineral efficiency, rabbit, xylooligosaccharides.
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Efecto de la suplementacién con xilooligosacaridos en el agua de bebida y la restriccion alimenticia sobre la
digestibilidad fecal aparente y el balance mineral en conejos en cebo

Introduccidn

La liberacién de oligosacaridos procedentes de la degradacion de carbohidratos estructurales (Pedersen et al.,
2015) puede estar asociada al efecto positivo de la fibra soluble observado previamente cuando se produce un
brote de enteropatia (Trocino et al., 2013). En datos previos publicados de este estudio la suplementacién de XOS
en agua (7,5 g/L) redujo el consumo y la velocidad de crecimiento, y tendié a empeorar la eficiencia en retencién
del nitrégeno y energia digestibles en la canal, sin afectar a la mortalidad (Farias-Kovac et al., 2021). Por su parte,
en este estudio la restriccion alimenticia aumentd la eficiencia en retencidn del nitrdgeno y energia digestibles
en la canal. El objetivo de este trabajo fue evaluar el potencial efecto de los xilooligosacéaridos (XOS) y la posible
sinergia con la restriccién alimenticia sobre la eficiencia en la utilizacidn de la fraccién mineral en gazapos en cebo.

Materiales y métodos

Se utilizaron 4 tratamientos estructurados de forma factorial, 2 niveles de XOS en agua x 2 sistemas de alimen-
tacién (Restriccion -R- y ad libitum -AL-). Los niveles de XOS evaluados fueron 0y 7,5 g/I. Estos XOS han sido
suplementados en el agua de bebida de los gazapos, porque en gazapos enfermos el consumo de agua se ve
menos afectado que el consumo de pienso el cual se ve claramente reducido en comparacion con animales sa-
nos (Delgado et al.,, 2015). Fue formulado un pienso con caracteristicas similares a las comerciales con un nivel de
20,3% de proteina, 34,8% FND (corregido por cenizas y proteina), 9,0% de fibra soluble, 15,1% de almiddn, 6,4%
de cenizas y sin antibidticos. Los XOS fueron suministrados durante toda la duracion del experimento. El grupo
restringido recibié una racién que comenzé siendo del 50% respecto al grupo ad libitum el dia siguiente del des-
tete y se incrementd linealmente hasta alcanzar el 100% de ingestion de los animales ad libitum el dia 51 de edad,
inspirado en los sistemas de alimentacién estudiados por Duperray y Guyonvarch (2009) y Birolo et al. (2016), y los
tres dias siguientes se les ofrecid la misma cantidad ingerida por los gazapos alimentados ad libitum. Posterior al
dia 53 los animales en restriccién tuvieron libre acceso al pienso. Para estimar la racién a proporcionarse al grupo
en restringido, el consumo de un grupo representativo de animales ad libitum era controlado diariamente. Un
total de 106 gazapos destetados a los 32 d de edad (687 + 126 g), y blogqueados por camada, fueron asignados al
azar entre los tratamientos. Debido al disefio de las instalaciones de la granja los tratamientos no estuvieron equi-
librados (AL/XOS— = 29 gazapos, R/ XOS— = 25, AL/XOS+ = 26, R/XOS+ = 26). Los gazapos fueron alojados indi-
vidualmente, teniendo acceso ad libitum al agua, libre de medicacion. Entre los 39 y 43 d de edad, y entre los dias
57 y 60 d de edad, se determin¢ la digestibilidad fecal de la fraccién mineral, utilizando gazapos elegidos al azar
entre los animales que formaban parte del experimento (9/tratamiento). Se determiné la composicién corporal y la
composicion de la canal, mediante la técnica de impedancia bioeléctrica a los 32, 51 y 59 d de edad utilizando las
ecuaciones descritas por Saiz et al. (2013a, b y 2017). El contenido en minerales del pienso y las heces se cuantificd
mediante la determinacion de las cenizas. Los balances minerales se estimaron siguiendo la metodologia utilizada
por Delgado et al. (2018). Los datos fueron analizados mediante un modelo mixto que consideré la heterogenei-
dad de varianzas causada por la restriccion y que incluyd como factores fijos el sistema de alimentacion, el nivel de
XOS y las interacciones entre estos factores, y el peso inicial al destete se incluyé como covariable.

Resultados y discusion

No se observaron interacciones entre la suplementacién con XOS y la restriccién alimenticia. La suplementa-
cién con XOS no afectd la digestibilidad de los minerales (Tabla 1), a diferencia del efecto positivo que tuvo
sobre otros componentes del pienso como la fibra dietética u otros (Farias-Kovac et al., 2021). Ademas, tendid
a empeorar la eficiencia de retencién de los minerales digestibles en la canal durante el periodo de restriccién
(P = 0,051. Tabla 2) y tendié a reducir las pérdidas minerales en heces (P = 0.076), si bien estos efectos no se
observaron al considerar el periodo de cebo completo.

46 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA @ 71



NUTRICION

Tabla 1. Efecto de la restriccion y la suplementacién con xilooligosacaridos sobre la digestibilidad fecal
aparente durante la restriccion (39-43 d y 57-60 d de edad) en gazapos.

XOs- XOS+ Error std’ P-valor

Ad.Lib Rest Ad.Lib Rest Ad.Lib Rest XOS Rest

Peso inicial 39 d, g 1167 1007 1122 987 38,9 40,1 0,44 0,001

Consumo, g MS/d 134 104 118 102 7,64 2,00 0,046  <0,001
Digestibilidad fecal aparente, %

Fibra dietética total 33,4 34,7 36,5 40,1 1,10 1,65 0,005 0,094

Minerales 55,7 65,1 571 69,4 3,05 1,74 0,26 <0,001

Peso inicial 57 d, g 2,319 1,933 2,195 2,263 77 68,9 0,17 0,03

Consumo, g MS/d 126 139 123 140 6,36 4,33 0,89 0,014
Digestibilidad fecal aparente, %

Fibra dietética total 31,9 35,1 31,4 32,7 1,20 1,58 0,31 0,13

Minerales 55,1 50,1 56,8 54,1 1,70 2,20 0,14 0,065

Ad.Lib/XOS~ L = sin suplementacién XOS, alimentacién Ad libitum; Rest/XOS~ = sin suplementacién XOS,
restringidos; Ad.Lib/XOS+ = suplementados con XOS, alimentacién Ad libitum; Rest/XOS+ = suplementados con XOS,

restringidos. 'n = 8-9 gazapos/tratamiento.

La digestibilidad de los minerales aumentd un 19% (P < 0,001) en el grupo restringido (durante la restriccién),
lo que supera la mejora que experimenta la digestibilidad de la materia seca y energia (6%, Farias et al., 2019).
Esta diferencia podria explicarse porque la digestibilidad de la fraccidon mineral podria beneficiarse mas que la
de otros componentes del pienso (como la fibra dietética) del incremento del tiempo medio de retencién que
provoca la restriccién alimenticia (Ledin, 1984). Por el contrario, durante el periodo de alimentacién ad libitum
la digestibilidad de la fraccion mineral tendié a empeorar (P = 0,065), lo que concordaria con lo comentado
anteriormente. La digestibilidad de la fraccién mineral en el grupo ad libitum sin suplementar fue ligeramente
superior a la obtenida con un pienso similar (55,1 vs. 50,5%, respectivamente) con un contenido superior de ce-
nizas (8,4% sobre MS) (Farias-Kovac et al., 2020).

En el periodo global, la restriccion alimenticia redujo (P < 0,018) un 8% la ingesta de minerales digestibles
(reduccién inferior que la de la energia: 12%. Farias-Kovac et al., 2021) asi como la retencién de minerales en
el cuerpo (5%) y en la canal (2%) (ambas inferiores a la de la energia: 11 y 8%), pero se produjo una reduccion
todavia mayor de las pérdidas minerales en piel y visceras (17%) y heces (24%). Por su parte, las pérdidas mine-
rales en orina se redujeron un 9% con la restriccion. Esto supuso que la eficiencia de retencién de los minerales
digestibles aumentase un 5%, valor superior al observado para la energia (4%). La eficiencia de retencién de la
fraccién mineral digestible en la canal de los gazapos del grupo ad libitum sin suplementar fue similar a la obte-
nida previamente con un pienso similar (0,258 vs. 0,261, respectivamente) (Farias-Kovac et al., 2020).

Estos resultados indican que la restriccién alimenticia mejora sensiblemente el balance mineral durante el cebo
reduciendo la excrecidon mineral al medio ambiente, sin apreciarse efectos relevantes de la suplementacién con XOS.
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Tabla 2. Efecto de la restriccion y la suplementacién con xilooligosacaridos (XOS)
sobre el balance de la fraccién mineral (MI).

XOS- XOS+ Error std P-valor
Ad,Lib  Rest AdlLib Rest AdLib Rest XOS Rest
N? 29 25 26 26
32-51 d de edad
GMD, g/d 64,3 50,8 59,5 48,8 2,82 0,78 0,11 <0,001
CMD, g/d 154 106 149 101 7,50 1,03 0,37 <0,001
Mortalidad, % 17,2 0,0 11,5 0,0 - - 0,50 0,001
Peso metabdlico, PVO7> 1,22 1,13 1,19 1,12 0,02 0,005 0,11 <0,001
S'\;}'k‘;igf/ﬁﬁisbclfurfgie”dos' 455 382 460 393 019 004 059  <0,001
Ml retenidos, g/kg BW°”* d, MIR
MIR cuerpo 1,578 1,301 1,464 1,314 0,04 0,02 0,70  <0,001
MIR canal 1,258 1,150 1,204 1,119 0,03 0,02 0,12 <0,001
Eficiencia de retencién de los minerales digestibles
MIR cuerpo/MIDi 0353 0340 0325 0335 0,01 0,01 0,079 0,85
MIR canal/MIDi 0,283 0,301 0,267 0,285 0,01 0,01 0,051 0,026
Pérdidas minerales, g Ml/kg PVO7* d
Piel y visceras, 0319 0151 0259 0,196 0,03 0,02 0,75  <0,001
Heces 3,39 2,13 3,33 1,83 0,14 0,02 0,076  <0,001
Orina 2,98 2,52 3,14 2,61 0,18 0,04 0,34  <0,001
32-59 d de edad
GMD, g/d 61,0 56,7 59,3 54,2 1,41 0,89 0,076  <0,001
CMD, g/d 164 136 160 130 5,24 1,73 0,18  <0,001
Mortalidad, % 241 0,0 15,4 0,0 - - 1,0 <0,001
Peso metabdlico, PVO7® 1,349 1,324 1,343 1,329 0,03 0,02 0,99 0,42
g/'/'k‘:gf/iﬁisb(fs,\)l?gf”dos' 429393 423 389 . (o 056 <0001
Ml retenidos, g/kg BW°” d, MIR
MIR cuerpo 1,348 1,264 1,310 1,251 0,02 0,02 0,15 <0,001
MIR canal 1,088 1,067 1,071 1,037 0,01 0,01 0,42 0,018
Eficiencia de retencién de los minerales digestibles
MIR cuerpo/MIDi 0,319 0321 0311 0,322 0,01 0,004 0,57 0,28
MIR canal/MIDi 0258 0271 0255 0,267 0,01 0,003 047 0,009
Pérdidas minerales, g MlI/kg PV°7* d
Piel y visceras, 0,259 0,196 0,238 0,214 0,02 0,02 0,92 0,008
Heces 3,30 2,52 3,21 2,42 0,14 0,05 0,36  <0,001
Orina 2,94 2,67 2,92 2,64 0,11 0,03 0,74  <0,001

' No se encontraron diferencias significativas E
dde

fueron considerados solo para mortalida

ara la interaccién XOS x Restriccion (Rest), 2 Algunos animales
ido a desordenes digestivos o datos aberrantes para consumo o

impedancia: 3, 1, 4, 2 para los tratamientos Ad.Lib/XOS~, Rest/XOS—, Ad.Lib/XOS+ y Rest/XOS+.
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Resumo

No presente estudo pretendemos avaliar o efeito de uma restricdo alimentar moderada, na ingestdo e diges-
tibilidade de coelhos sujeitos a uma engorda. O estudo foi realizado no sector de cunicultura da UTAD, Portu-
gal. Foram utilizados 24 coelhos com 62 dias de idade (12 machos e 12 fémeas) da raga Nova Zelandia Branca
x Californiana, que foram controlados até aos 86 dias de idade. Os coelhos foram alojados individualmente e
distribuidos de acordo com o sexo, aleatoriamente entre os dois tratamentos; um com alimentacdo a vontade
(grupo ad libitum) e outro com alimentagao restringida a 80% do grupo ad libitum (grupo restringido). Ente os
dias 75 e 80 de idade, foi controlada a ingestéo e recolhidas as fezes, que foram depois analisadas para calcular
a digestibilidade dos componentes da dieta. O sexo dos coelhos ndo afectou nenhum parédmetro da digestibi-
lidade. A restricdo alimentar reduziu significativamente (P <0,05) a ingestdo de alimento (-17%) e a excrec¢do de
matéria seca. (-21%) e aumentou a digestibilidade da proteina (de 71.7 para 76,1%). A digestibilidade da frac¢do
fibrosa e da gordura ndo foram afectadas. De acordo com os resultados obtidos e de acordo com as condicdes
de realizagdo do trabalho, a restricdo alimentar moderada reduziu a ingestdo e apenas a digestibilidade da
proteina foi melhorada.

Palavras-chave: coelhos, digestibilidade, restricdo alimentar.

Resumen

En el presente estudio pretendemos evaluar el efecto de una restriccién alimenticia moderada sobre el consu-
mo y la digestibilidad de conejos sometidos a ceba. El estudio se llevd a cabo en el sector de la cria de conejos
de UTAD, Portugal. Se utilizaron 24 conejos de 62 dias de edad (12 machos y 12 hembras) de la raza New Zealand
White x Californian, los cuales fueron controlados hasta los 86 dias de edad. Los conejos fueron alojados indivi-
dualmente y distribuidos segin sexo, al azar entre los dos tratamientos; uno con alimentacién ad libitum (grupo
ad libitum) y otro con alimentacién restringida al 80% del grupo ad libitum (grupo restringido). Entre los dias
75y 80 de edad se monitored el consumo y se recolectaron las heces, las cuales luego fueron analizadas para
calcular la digestibilidad de los componentes de la dieta. El sexo de los conejos no afectd ningin pardmetro de
digestibilidad. La restriccién alimenticia redujo significativamente (P<0,05) el consumo de alimento (-17 %) y la
excrecion de materia seca (-21 %) y aumentd la digestibilidad de las proteinas (de 71,7 a 76,1 %). La digestibilidad
de la fraccién fibrosa y la grasa no fueron afectadas. Segun los resultados obtenidos y segin las condiciones de
trabajo, la restriccién moderada de alimentos redujo el consumo e solo mejoré la digestibilidad de las proteinas.

Palabras clave: conejos, digestibilidad, restriccion alimenticia.

46 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA @ 75



NUTRICION

Abstract

In the present study we intend to evaluate the effect of a moderate food restriction on the intake and digestibi-
lity of rabbits during a fattening period. The study was carried out in the rabbit farming sector of UTAD, Portugal.
24 rabbits with 62 days of age (12 males and 12 females) of the New Zealand White x Californian breed were
used, which were controlled until 86 days of age. Rabbits were housed individually and distributed according
to gender, randomly between the two treatments; one with ad libitum feed (ad libitum group) and another with
feed restricted to 80% of the ad libitum group (restricted group). Between days 75 and 80 of age, intake was
monitored and faeces collected, which were then analyzed to calculate the digestibility of the diet components.
The sex of the rabbits did not affect any digestibility parameters. Feed restriction significantly (P<0.05) reduced
feed intake (-17%) and dry matter excretion (-21%) and increased protein digestibility (from 71.7 to 76.1%). The
digestibility of the fibrous fraction and the fat were not affected. According to the results obtained and according
to the conditions of the work, moderate food restriction reduced intake and protein digestibility was improved.

Keywords: rabbits, digestibility, feed restriction.

Introducdo

A restricdo alimentar durante o periodo pds-desmame também é geralmente aplicada para reduzir os distur-
bios digestivos, ocorréncia de enteropatia epizodtica do coelho (ERE) que ocorre na fase inicial da engorda.
Esta préatica também melhora a eficiéncia digestiva das dietas (Gidenne et al., 2012), o que melhora o indice de
conversao alimentar, sem prejudicar os resultados do abate e as caracteristicas da carcaga (Birolo et al., 2017). A
alimentacdo dos animais representa a maior percentagem do custo de producgéo que interessa reduzir e ajustar
para produzir com mais eficiéncia e ter proveitos econdémicos e ambientais. Assim, importa definir dietas e estra-
tégias alimentares para uma producéo mais racional e eficiente (Faria et al., 2008).

O consumo limitado de alimento tem um efeito positivo na eficiéncia alimentar (Gidenne et al., 2012), pois re-
duz a deposicdo de gordura. O transito digestivo pode estar também relacionado com a ingestdo de alimento,
aumentando o tempo médio de permanéncia do digesta no tubo digestivo e melhorando a utilizagdo digestiva
da dieta (Di Meo et al., 2007; Knudsen et al., 2014; Abdel-Wareth et al., 2015). Todavia, os resultados ndo sio
consensuais pois a composicado da dieta e o nivel de restri¢do, entre outros factores, podem afectar a digestibili-
dade (Gidenne et al.,, 2012). Assim, o presente trabalho teve como objetivo analisar os efeitos do sexo e de uma
restricdo alimentar sobre a digestibilidade da dieta em coelhos sujeitos a uma engorda prolongada.

Materiais e métodos

Animais e delineamento experimental

O ensaio foi realizado na unidade de producéo de coelhos da Universidade de Tras os Montes e Alto Douro,
em Vila Real, Portugal. Durante o trabalho, os animais foram alojados em gaiolas de arame galvanizado com
dimensdes de 40 cm de profundidade, 25 cm de largura e 30 cm de altura, com bebedouros e comedouros indi-
viduais. As gaiolas estavam instaladas num pavilhéo fechado, com controlo de temperatura (18 a 23 °C) e foram
sujeitos a um fotoperiodo das 7h00 as 19h00, atendendo a legislagdo de bem-estar aplicada a estes animais
(Port. N° 1005-1092). Foram utilizados 24 animais da raca Nova Zelandia Branca x Californiana com 62 dias de
idade (peso vivo médio de 1914g), sendo 12 fémeas e 12 machos. Foram distribuidos aleatoriamente, de acordo
com o sexo, entre os dois tratamentos (grupo alimentagdo ad libitum e grupo alimentacéo restringida (80% da
ragdo consumida calculada pela ingestdo do grupo controlo na semana anterior). Durante o trabalho foi utilizado
alimento comercial balanceado, segundo (De Blas e Mateos, 2010), sem substéncias medicamentosas e com a
seguinte composi¢do quimica: 89,3 de matéria orgénica, 16% de proteina bruta, 3,2% de gordura bruta, 40,3%
de NDF e 22,0% de ADF.

Os animais foram submetidos a um periodo de 4 dias de adaptacdo ao ambiente e dieta alimentar e o ensaio
durou trés semanas. Semanalmente, durante o periodo do ensaio foi controlada a ingestdo de alimento e a
evolucdo do peso vivo. Diariamente foi distribuido o alimento e os animais foram observados para registo da
mortalidade e de outras ocorréncias.
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Determinacées

Entre os dias 75 e 80 de idade foi feita a recolha das fezes e controlada a ingestdo de alimento, num grupo
de 10 animais por tratamento, tendo em vista a determinagdo da digestibilidade, de acordo com o método
de Perez et al. (1995). Amostras de fezes e alimentos foram recolhidas, processadas e posteriormente analisa-
das (metodologia AOAC, 1990, Van Soest et Robertson, 1991) para determinar a digestibilidade das diferentes
frac¢des; Matéria Seca (MS), Matéria Organica (MO), Fibra em Detergente Neutro (NDF), Fibra em Detergente
Acido (ADF), Proteina Bruta (PB) e Gordura Bruta (GB).

Andlise Estatistica

A anélise estatistica foi realizada com o programa JMP, versdo 14 (SAS, 2018). Os dados foram sujeitos a uma
analise de variancia unilateral (ANOVA) com alimentacéo, como factor testado, utilizando o procedimento do
Modelo Linear Geral. A significancia estatistica foi aceite para P <0,05.

Resultados e Discussao

O sexo dos coelhos ndo afectou a digestibilidade de qualquer das frac¢des consideradas. Os resultados do
efeito da restricdo alimentar e sexo nas caracteristicas da carcaca sdo apresentados na Tabela 1.

A restricdo alimentar reduziu a ingestdo de matéria seca em cerca de 17% e a excre¢do de fezes em 21%
(expressas em matéria seca). Das restantes frac¢cdes da dieta, apenas a digestibilidade da proteina bruta foi
afectada, tendo aumentado cerca de 5 pontos percentuais. A restricdo ndo afectou significativamente a digesti-
bilidade da matéria orgénica e da fracgéo fibrosa, embora tenham melhorado ligeiramente.

Abdel-Wareth et al. (2015) e Knudsen et al. (2014) observaram um aumento da digestibilidade da matéria seca,
matéria organica, proteina bruta, gordura bruta, NDF e ADF, nos animais sujeitos a restricdo alimentar. Ja Di
Meo et al. (2007), ndo encontraram melhoria na digestibilidade da proteina bruta. As diferencas encontradas
entre os resultados do nosso trabalho e outros referenciados na bibliografia, podem ser justificados pelo nivel
de restricao, idade dos animais do ensaio e composicdo quimica da dieta, tal como refere Gidenne et al. (2012).

Tabela 1. Efeitos da restricdao alimentar na ingestédo, excrecédo e digestibilidade de
diversas frac¢ées da dieta

Alimentacgéo

Ad libitum Restringida EPM Valor de P
Ingestdo (MS) 164,5 136,5 4,75 <0,001
Excrecdo (MS) 63,9 50,4 2,68 0,002
Digestibilidade (%)
Matéria Seca 64,0 65,6 0,94 ns
Matéria Organica 65,7 67,4 0,93 ns
Proteina Bruta 71,7 76,1 1,21 0,018
Gordura Bruta 86,3 86,1 1,19 ns
Fibra Neutro Detergente 37,8 40,0 1,52 ns
Fibra Acido Detergente 22,2 24,9 1,59 ns
Celulose 17,3 20,0 4,70 ns

EPM: erro padrdo da média. P<0,05: diferenca significativa. ns: ndo significativo

Em conclusdo, a restricdo alimentar reduziu a ingestado de alimento e a excregdo de fezes, aumentou a digesti-
bilidade da proteina da dieta e néo afectou a digestibilidade da fraccao fibrosa.
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Rendimiento reproductivo de las
conejas de lineas paternales:
reconciliando crecimiento y resiliencia

Reproductive performance of rabbit females from paternal lines: reconciling growth rate
and resilience

Peixoto-Goncgalves C*, Martinez-Paredes E, Rédenas L, Blas E, Cambra-Lépez M, Pascual JJ
Instituto de Ciencia y Tecnologia Animal. Universitat Politécnica de Valencia. Camino de Vera s/n. 46022 Valencia, Spain.

*capeigon@upvnet.upv.es

Resumen

Para este experimento se utilizaron los datos de 197 conejas pertenecientes a tres lineas paternales, R, RF y
RLP. La linea R ha sido seleccionada por velocidad de crecimiento durante el periodo de engorde durante 36
generaciones, la linea RF se fundd a través de una elevada intensidad de seleccidn de animales élite de la linea
Ry la linea RLP, que se obtuvo por retrocruzamientos de animales RF con la linea LP. La LP es una linea maternal
longevo-productiva, caracterizada por una elevada resiliencia. Se controlé el peso corporal, el espesor de la
grasa perirrenal, la ingestidn y la produccién de leche de las hembras desde el primer hasta el tercer parto. Las
hembras RF fueron més ligeras que las Ry RLP (en media de -5.0%; P<0.05). En general, las conejas RLP produ-
jeron més leche que las Ry RF a lo largo del experimento (en media +18.5%; P<0.001). Los resultados obtenidos
permiten concluir que la fundacién de una linea paternal con animales élite parece favorecer la reproducciéon
temprana. Sin embargo, la introduccién de genética resiliente permitid mejorar casi todos los pardmetros repro-
ductivos de las hembras.

Palabras clave: reproduccién, genética, velocidad de crecimiento, robustez, conejo.

Abstract

For this trial, data from 197 does belonging to three paternal lines, R, RF and RLP, were used. The R line was
selected for growth rate during the growing period for 36 generations, the RF line was founded through a high
selection intensity of elite animals of the R line and the RLP line, which was obtained by backcrossing RF animals
with the LP line. The LP is a longevous-productive maternal line, characterised by high resilience. Body weight,
perirenal fat thickness, ingestion, and milk production of females from the first to third parturition were mon-
itored. RF females were lighter than R and RLP females (on av. -5.0%; P<0.05). In general, RLP rabbit females
yielded more milk than R and RF throughout the trial (on av. +18.5%; P<0.001). The results obtained allow us to
conclude that the foundation of a paternal line with elite animals seems to favour early reproduction. However,
the introduction of resilient genetics allows to improve almost all the reproductive traits of the females.

Keywords: reproduction, genetic, growth rate, robustness, rabbit.

Introduccidn

La seleccién por velocidad de crecimiento en conejos ha permitido una mejora en la ganancia media diaria
(GMD) cercana a los 1.2 g/d por generacién de seleccién (De Rochambeau et al., 1989; Estany et al., 1992; Piles y
Blasco, 2003), pero algunos autores indican que el progreso genético ha sido inferior al esperado en los dltimos
anos (Blasco et al., 2018). Ademas, este criterio de seleccidn se ha relacionado con posibles consecuencias ne-
gativas en los parametros reproductivos de sus animales. Algunos trabajos muestran respuestas insatisfactorias
a la ovulacién y pérdidas exacerbadas durante la implantaciéon embrionaria de las conejas de una linea paternal
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(Vicente et al.,, 2012; Naturil-Alfonso et al., 2015). Ademaés, los machos de una linea paternal de conejos mostra-
ron un comportamiento sexual anormal, como baja libido y conteo de espermatozoides (Pascual et al., 2004).

El grupo de Mejora Genética de la Universitat Politécnica de Valéncia ha desarrollado dos lineas genéticas
experimentales dirigidas a mejorar el progreso genético y la resiliencia de las lineas paternales, mediante la
fundacién de una nueva linea a partir de una poblacién de animales de élite (RF; crecimiento elevado y buena
reproduccion) y la creacién una otra linea mediante el retrocruzamiento de estos animales élite con una linea
maternal caracterizada por una elevada robustez (RLP). En un primer trabajo de nuestro grupo (Goncalves et al.,
2021) observamos que la linea RF mejoré su fertilidad durante el primer ciclo reproductivo, y la RLP tuvo una
fertilidad elevada a lo largo de los 3 primeros ciclos y una mayor supervivencia tanto de las hembras como de
las camadas.

El objetivo de este trabajo es conocer cdémo gestionan los recursos las conejas de dichas lineas para relacionar-
lo con los resultados reproductivos obtenidos.

Material y métodos

El procedimiento experimental fue aprobado por el Comité Etico de Bienestar Animal de la Universitat Politec-
nica de Valencia (UPV) y se llevd a cabo siguiendo las recomendaciones del European Group on Rabbit Nutrition
(Ferndndez-Carmona et al., 2005) y el Real Decreto espafiol 53/2013 sobre la proteccién de los animales utiliza-
dos con fines cientificos.

Durante el experimento se utilizaron dos piensos comerciales, uno para conejas jévenes en crecimiento hasta
el primer parto (con un 15,82% de proteina bruta 15.82%; y un 23.08% de fibra bruta) y otra para conejas re-
productoras hasta el tercer parto (con un 19.33% de proteina y un 16.89% de fibra bruta). Los animales fueron
alimentados ad libitum a lo largo del experimento y las camadas fueron estandarizadas al parto. Se utilizaron los
datos de 197 hembras de las lineas R, RF y RLP. La linea R fue seleccionada por velocidad de crecimiento en el
periodo de engorde durante 36 generaciones (Estany et al., 1992), la linea RF se fundd a partir de una poblacién
de animales de élite obtenida de diferentes nucleos, eligiendo aquellos que mostraron una alta velocidad de
crecimiento y buenos indices de reproduccién. La linea RLP fue fundada por retrocruzamiento de la linea RF y la
linea maternal LP, generando animales con 7/8 de RF y 1/8 de RLP.

Desde la primera inseminacion artificial (IA) y hasta el tercer parto, se controlé el peso vivo, la grasa perirrenal y
la ingestién de pienso de las conejas a la primera |A, y al parto y a los 18 y 28 dias post parto (dpp). La produccién
de leche de la coneja se controlé 5 dias semanales durante las dos primeras lactaciones.

Los datos de las conejas fueron analizados mediante un modelo mixto que incluyd los efectos de linea genéti-
ca, el numero de parto, la estacidn del afio como efectos fijos y sus interacciones (PROC MIXED de SAS, 2009),
y los efectos permanentes del animal (p) y el término de error (e), asumiendo que ambos tuvieron una media de
Oy una varianza 6%y o7, respectivamente.

Resultados y discusion

En la Tabla 1 podemos observar los efectos del tipo genético en la productividad de las hembras, desde la
primera |A hasta el tercer parto.
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Tabla 1. Efecto del tipo genético sobre algunos parametros reproductivos de las conejas
hasta su tercer parto.

Tipo Genético

R RF RLP

No. observaciones 65 63 69
Peso vivo (g):

Primer I1A 5578 £ 71° 5328 £ 71 5586 = 72°

Parto 5555 + 74 5237 = 67° 5570 = 64°

18 dpp 5950 +85° 5645 +75% 5914 +78°

28 dpp 5951 +87° 5694 772 5995 +80°
Grosor de la grasa perirenal (mm):

Primer 1A 8.87 =£0.09 8.80 = 0.09 8.74 = 0.09

Parto 8.35 +0.092 8.45 +0.08* 8.60 =0.08°

18 dpp 8.71 £0.10 8.79 £0.09 8.81 =0.09

28 dpp 8.80 +0.1 8.86 +0.09 8.95 +0.09
Ingestién (g MS/d):

Gestacién 198.1 = 4.4° 185.8 = 3.8° 210.6 = 3.6°

0-18 dpp 304.3 +8.9 312.3 479 321.8 +8.0

19 - 28 dpp 341.7 £11.3° 341.0 £10.1° 371.1 £10.3°
Produccién de leche (g/d):

1-18 dpp 132.2 + 6.4° 139.0 £5.12 158.3 £ 4.9°

19 - 28 dpp 147.5 7.6 153.0 £6.8° 182.4 £6.9°

2b<| as medias que no comparten superindice en una misma linea fueron significativamente diferentes a P<0.05.

Las hembras de la linea RF fueron significativamente mas ligeras que las hembras Ry RLP a lo largo de la prue-
ba (en promedio -4.6,-5.9, -4.8 y -4.7% en la primera |A, parto, 18 y 28 dpp, respectivamente; P<0.05). En general,
el tipo genético no parecid afectar significativamente la condicidn corporal de las hembras, pero las hembras de
la linea RLP mostraron un grosor de la grasa perirrenal mas elevado que las hembras R al parto (+3,0%; P<0,05).
Estos resultados pueden estar relacionados con cambios en la gestidn de recursos por parte de las conejas al in-
troducir la genética LP. Varios trabajos previos (Savietto et al., 2015; Arnau-Bonachera et al., 2018) han mostrado
que las conejas LP son capaces de ajustar la adquisicidon de recurso para disponer una condicién corporal que
le permitiese asegurar su permanencia en el rebafio. De hecho, Savietto et al. (2016) observa que las conejas
que se quedaron prefiadas durante la lactacién tuvieron un mayor grosor de la grasa perirrenal en dicho parto,
y Gongalves et al. (2021) para estas mismas conejas observa una mayor fertilidad y supervivencia de las conejas
de la linea RLP respecto a la R.

La ingestién diaria durante la gestacién de las hembras de la linea RLP fue més elevada que la de las hembras
de la linea RF (+6.3%; P<0,001) y esta Ultima mas elevada que la de las hembras de la linea R (+6.6%; P<0,001).
Durante los ultimos 10 dias de lactacién, las hembras de la linea RLP mostraron una mayor ingestiéon que los
otros tipos genéticos (en promedio +8.7%; P<0.05), esto debido principalmente a su mayor ingestién durante
la segunda lactacion (Figura 1 izquierda). Varios estudios realizados con anterioridad han mostrado que las co-
nejas de la linea LP mostraban una mayor capacidad de ingestién durante la lactacion que las hembras de otras
lineas maternales (Savietto et al., 2015).

En general, las hembras de la linea RLP produjeron maés leche que los otros tipos genéticos durante toda la lac-
tacion (en promedio +18.5%; P<0.001). Sin embargo, tanto las hembras RF como las RLP produjeron maés leche
que las hembras R durante el primer ciclo, mientras que las hembras RLP produjeron més leche que las hembras
RF y R durante el segundo ciclo (Figura 1 derecha). Arnau-Bonachera et al. (2018) observé que las conejas de la
linea R parecen priorizar la recuperaciéon de la condicién corporal sobre las necesidades de la descendencia en
comparacion con otras dos lineas maternales, por lo que podria ser el motivo que la produccién de leche sea
inferior a la esperada para su peso metabdlico.
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Figura 1. Efecto del tipo genético (R ©, RF * and RLP ) sobre la ingestion (izquierda) y la produccién de
leche (derecha) de las conejas durante las dos primeras lactaciones.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo parecen indicar que la fundacién de una nueva linea paterna
utilizando animales de élite podria generar hembras mas ligeras con una mejor reproduccién temprana, con
una mejor fertilidad (Gongalves et al., 2021) y produccién de leche durante el primer ciclo reproductivo. Sin em-
bargo, la introduccién de genética resiliente en la linea paternal a través del retrocruce con la linea robusta LP,
ha aumentado la capacidad de las hembras para obtener y utilizar eficazmente los recursos, lo que les permite
mantener un adecuado desarrollo de sus camadas, sin comprometer su reproduccion y supervivencia (Gongal-
ves et al., 2021).
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Resumen

Para evitar jaulas vacias y conejas poco productivas, se recomienda una reposicion anual del 120%, que supo-
ne la incorporacién periddica de nuliparas. En este trabajo se propone la renovacién de grupos completos de
reproductoras utilizando multiparas como reposicidn, analizdndose los resultados reproductivos y de mortalidad
en una granja comercial que implemento este manejo. Los datos corresponden a 1854 jaulas-madre distribuidas
en cuatro naves durante 2019-20. Los grupos se constituyeron con nuliparas y se mantuvieron sin reposicion
hasta el quinto parto para mejorar la bioseguridad. Desde el sexto parto las hembras muertas+desechadas se
repusieron con multiparas productivas y sanas procedentes de otros grupos que finalizaban como tales. La so-
breocupacion en los lotes recién constituidos fue de 149,0%, con una media de 131,7% en el periodo analizado,
que esta bien ajustada a la fertilidad de la granja (75,5%). Una moderada prolificidad (8,57 gazapos/parto) se
acompand de muy baja mortalidad al nacimiento y en lactacién: 0,94% y 8,12% respectivamente. La mortalida-
d+eliminacién de las madres fue de 5,23% en cada ciclo de 42 dias. Se obtuvieron 7,82 gazapos destetados/par-
to como media. El manejo propuesto proporciona una baja mortalidad general y una extraordinaria longevidad
en las madres respecto al manejo convencional.

Palabras clave: bioseguridad, longevidad, manejo reproductivo alternativo, reposicién con multiparas, mortalidad.

Abstract

To avoid empty cages and unproductive does, an annual replacement of 120% is recommended, which
means the periodic incorporation of nulliparous does. In this work, the renewal of complete groups of repro-
ducers using multiparous as replacement is proposed, analyzing the reproductive and mortality results in a
commercial farm that implemented this management. The data correspond to 1854 mothers’ cages distrib-
uted in four buildings during 2019-20. The groups were made up of nulliparous does and were kept without
replacement until the fifth parturition to improve biosecurity. From the sixth parturition, the dead+discarded
females were replaced with productive and healthy multiparous does from other groups that ended as such.
The occupation rate in the newly constituted batches was 149.0%, with an average of 131.7% in the analyzed
period, which is well adjusted to the fertility of the farm (75.5%). A moderate prolificacy (8.57 kits/parturition)
was accompanied by very low mortality at birth and in lactation: 0.94% and 8.12%, respectively. The mothers'
mortality+culling was 5.23% in each cycle of 42 days. An average of 7.82 weaned rabbits/parturition were
obtained. The proposed management provides low overall mortality and extraordinary longevity in mothers
compared to conventional management.

Keywords: biosecurity, longevity, alternative reproductive management, replacement with multiparous, mortality.
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Introduccidn

Para evitar jaulas vacias y conejas poco productivas, en cunicultura se recomienda un 120% de reposicién
anual. Este valor supone el ingreso mensual de un 10% de conejas nuliparas gestantes en cada grupo/banda de
maternidad (alrededor de un 14% cada ciclo de 42 dias). Las conejitas entrantes hacen su primer parto 6-8 dias
después de su incorporaciéon, de modo que tienen que adaptarse a las condiciones higio-sanitarias del nuevo
ambiente mientras realizan su primer parto y, a su vez, pueden ser fuente de patdgenos que comprometan la
salud de las mayores si la recria y primera parte de su gestacién se ha realizado en un recinto distinto a la nave
de reproductoras. En el presente trabajo se analizan los resultados reproductivos y de mortalidad de cuatro
naves de maternidad de una granja comercial que, para mejorar la bioseguridad, aplica un manejo tipo “todo
dentro/todo fuera” adaptado a las posibilidades que ofrece una granja cunicola. Asi, no se incorpora reposicion
de nuliparas en cada ciclo a los grupos/bandas de madres, y las nuliparas solo se utilizan para la constitucion
de los nuevos grupos de reproductoras: todas tienen la misma edad, han nacido y crecido en la misma nave
porque proceden del mismo parto de las abuelas y van a ocupar una maternidad en la que se ha realizado vacio
sanitario durante una semana tras la limpieza. En los grupos no se introduce ninguna coneja de reposicion hasta
la realizacidn del 5° parto, y después solo se repone con multiparas procedentes de aquellos grupos que han
finalizado su vida reproductiva como grupo, pero en los que hay conejas vélidas y sanas que pueden seguir
reproduciéndose.

Material y métodos

Se evaluaron cuatro grupos de conejas hibridas ubicados en naves independientes, con ciclo reproductivo
de 42 d y destete a 35 d. Proceden del cruce de dos lineas maternales adquiridas anualmente como abuelas y
abuelos en granja Jordéan (Fabara, Zaragoza). El semen céarnico se obtiene de machos adquiridos en la misma
granja pertenecientes a una linea de color pardo.

Los grupos se constituyeron con 2760 cruzadas nuliparas de cuatro meses de edad distribuidas en las naves
como se indica en la Tabla 1. Se han analizado (Figura 1):

- N-A: dieciocho primeros partos (ciclos) del grupo (enero 2019 — diciembre 2020).

- N-B: catorce primeros partos del grupo (noviembre 2018 — mayo 2020) maés los cinco primeros partos del nue-
vO grupo que ocupd esta nave (junio — diciembre 2020).

- N-C: catorce primeros partos del grupo (mayo 2019 — diciembre de 2020).

- N-D: partos 8° a 25° del grupo (enero 2019 — diciembre 2020), que habia iniciado la reproduccién en marzo de 2018.

En la granja hay una quinta nave (N-1) constituida por las abuelas y por madres cruzadas. No se incluye en el
estudio porgue su manejo difiere debido a que las abuelas son sustituidas anualmente por la siguiente generacién.

La sobreocupacién a lo largo del tiempo se consiguié mediante la incorporacién a cada uno de los cuatro
grupos (nunca antes del 5° parto) de hembras multiparas, residuales pero vélidas, procedentes de los grupos
que finalizaban su vida reproductiva. Por ejemplo, cuando el grupo N-B realizd su parto 14° en mayo de 2020 en
él habia mas de 400 conejas interesantes tanto por los resultados anotados en su ficha como por su condicion
corporal y sanitaria. Esas multiparas se repartieron entre los otros tres grupos como se indica con las flechas de
la Figura 1. Igual se manejé el grupo de hibridas de N-1 cuando en su parto 29° fue sustituido por nuliparas
nuevas, o, cuando cada afio llega la nueva generacién de abuelas, las abuelas multiparas sobrantes también se
distribuyen.

Se han analizado los resultados reproductivos y de mortalidad, evaluandose el efecto del grupo y de la estacion
mediante anélisis de varianza y aplicando test de Duncan o de Tukey en caso de diferencias significativas (SPSS
26.0).
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Figura 1. Numero de ciclos en cada grupo y representacién de la redistribucién de multiparas
al finalizar la vida reproductiva del grupo (flechas)

Tabla 1. Numero de jaulas madre, conejas iniciales, total muertas+eliminadas, conejas inseminadas (I1A)
y tasa de sobreocupacién en noviembre de 2020, y ciclos reproductivos estudiados.

Muertas + eliminadas

Nave Jaulas - madre Iniciales 2019-20 (%) 1A Sobre-ocupacién Ciclos
N-A 452 684 612 (90%) 532 118% 18
N-B 502 726 + 726* 355+ 181 (49% + 25%) 670 134% 14 +5
N-C 450 690 518 (75%) 545 121% 14
N-D 452 660** 518 (79%) 525 116% 18

* Segundo grupo en nave B, desde junio 2020. ** multiparas.

Resultados y discusién

El ndmero inicial de conejas fue de 2760 (2100 nuliparas + 660 multiparas) que suponen un 149% de sobre-
ocupacién de las jaulas-madre. Esta tasa es elevada, pero imprescindible para asegurar la reproduccion en
practicamente todas las jaulas-madre durante los cinco primeros partos de cada nuevo grupo, puesto que el
manejo requiere no introducir animales hasta ese quinto parto. La sobreocupacién media durante todo el pe-
riodo 2019-20 fue 131,7%, valor muy bien ajustado a la fertilidad al parto de la granja (75,47%), permitiendo un
99% de partos en las jaulas-madre durante el experimento (Tabla 2). El nimero de conejas presentes en las ma-
ternidades en noviembre de 2020, contabilizadas el dia de la inseminacion correspondiente al Gltimo parto en
estudio, oscilé entre 525y 670 (Tabla 1); es decir, habia una sobreocupacién del 116-134%, con 122% de media,
valor por debajo de la media del periodo y consecuente a la reduccién de la intensidad reproductiva por dismi-
nucién puntual de la mano de obra. Durante 2019-20 murieron o se dieron de baja 2184 conejas que en la Tabla
1 presentamos distribuidas en las correspondientes naves y expresadas en valor absoluto y en porcentaje sobre
las hembras iniciales de cada nave. Tras las nuliparas iniciales, Gnicamente un lote de 726 nuliparas accedié a la
granja durante los dos afios de control, renovando al grupo de N-B en junio de 2020.
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Tabla 2. Resultados reproductivos por maternidades y estacién durante los afios 2019-20.

“:2‘::2/ N-A N-B NC  ND  Prim. Verano Otofic  Inv.
Sobreocupacién % 132 132 126 133 136 130ab 138b 131ab 127a
Ocupacién % 99 97a 97a 102b 101b 100 101 99 96
Fertilidad % 75,47 74,12 76,33 76,68 74,9 77,61 73,44 74,84 76,44
Prolificidad n°® 8,57 8,64ab 9,17b 8,57ab 7,94a 8,15 8,15 8,93 8,99
NV/parto n°® 8,49 8,57ab 9,10b 8,50ab 7,83a 8,08 8,06 8,87 8,88
Destetados /parto n° 7,82 7,92ab 8,47b 7,66ab 7,23a 7,48 7,33 8,10 8,31

NV: nacidos vivos; Prim: Primavera; Inv: Invierno.

a,b: letras diferentes indican diferencias significativas entre medias (p<0,05).

Los resultados de prolificidad de los 31.268 partos estudiados son moderados, tanto en nimero de gazapos
totales (8,57 gazapos/parto) como vivos (8,49 gazapos/parto) (Tabla 2), y muy inferiores a los obtenidos en 697
granjas francesas que, desde 2014 a 2017, presentaron una prolificidad media de 10,7-10,8 y 10,1-10,2 gazapos
nacidos vivos/parto (Lebas, 2018). No obstante, nuestra moderada prolificidad se acompané de muy baja mor-
talidad en el nido, concretamente 0,94% de mortinatalidad y 8,12% de mortalidad en lactacién (Tabla 3), valores
inferiores al 6% y 10-14%, respectivamente, observados en granjas con manejo estandar de la reposicién (Rosell
y Gonzélez, 2009; Gémez et al., 2016), y también inferiores al 8% de gazapos muertos+retirados al nacimiento y
15-16% muertos en lactacién de granjas francesas (Lebas, 2018). En nuestro estudio la mortalidad ha aumentado
entre el verano y diciembre de 2020 pues, en un control de estas naves de junio de 2020, la mortalidad total en
nido durante el afio y medio previo habia sido de 7,99% (Lopez et al., 2021), practicamente 1 punto por debajo
del 8,97% de mortalidad total del periodo completo (Tabla 3). Asi, en los resultados finales se refleja una pa-
tologia esporadica detectada en los partos de junio-julio 2020 que persistid con alta mortalidad en todos los
partos de otofio, posiblemente agravada porque en octubre se retiré el uso de neomicina de las maternidades.
AUn en estas condiciones, las tasas de mortalidad de gazapos son muy inferiores a las de las granjas citadas
anteriormente.

En relacién con las madres, la tasa de hembras muertas + desechadas por ciclo fue de 5,23% (Tabla 3). Su
equivalente es un 3,74% mensual, valor también inferior a los obtenidos en granjas con manejo estandar de la
reposicion segun resultados de Rosell y Gonzélez (2009), que encuentran un 8-9,5%. En valores absolutos, se
retiraron 31,65 conejas por ciclo y nave, lo que indica que la eliminacién fue inferior a 1 coneja/dia y nave.

Al destete las camadas presentaron 7,82 gazapos/parto (Tabla 2), con tendencia (p=0,059) a aumentar en otofio
e invierno de acuerdo con la misma tendencia de la prolificidad (p=0,067), y con una importante penalizacién en
verano y, especialmente, otofio debido al proceso patoldgico (8,60 gazapos destetados/parto en otofio de 2019
vs. 8,10 gazapos/parto como media de otofio de los dos afios de control). El tamafio de camada fue inferior a los
8,2 gazapos destetados/parto de las granjas del programa bdcuni (Pascual et al., 2012) asi como a los 8,54-8,60
que indica Lebas (2018). No obstante, si solo consideramos los diez primeros partos (Tabla 4) encontramos 8,33-
8,44 gazapos destetados, sin diferencia estadistica hasta el parto 20°, y ya significativa con las camadas de los
partos 21°-25° (p<0,001). Los partos 21°-25° procedian Gnicamente de N-D, grupo que fue muy castigado por la
patologia (aumentd 1,92 puntos la mortalidad en nido respecto a sus resultados de junio, 7,37%), que concentrd
la mayor proporcién de conejas mayores y que tuvo la menor prolificidad (Tabla 2), contrastando sus resultados
especialmente con N-B que fue el que agrupaba mayor proporcién de partos de jévenes.
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Tabla 3. Mortalidad de las reproductoras por ciclo y de los gazapos, en valores absolutos y en porcen-
taje, segun la nave y la estacién del afo.

Mortalidad '\:zft':/ N-A N-B N-C N-D Prim. Verano Otofo Inv.
n°® 31,65 34,00 28,21 37,00 28,78 33,47 32,83 31,05 29,47
Conejas
% 5,23 5,69 ab 4,45 a 6,22b 4,77 a 573 514 512 5,03
Gazapos
Total n° 347 340 327 414 324 305 397 363 315
ota
% 8,97 8,97 7,59 10,43 9,29 8,35 10,26 9,24 7,85
n° 36 35 34 33 43 33 46 28 38
Mortinatalidad
% 0,94 0,90 0,80 0,85 1,18 0,91 1,17 0,70 0,98
n° 311 305 293 381 282 273 351 335 277
Lactacion
% 8,12 8,14 6,86 9,66 8,23 7,51 9,20 8,61 6,96

a,b: letras diferentes indican diferencias significativas entre medias (p<0,05).

Tabla 4. Prolificidad, gazapos nacidos vivos y gazapos destetados en funcién del orden de parto.

Orden parto (n° ciclos?)  1°-5° (20) 6°-10°(18) 11°-15°(18) 16°-20° (8) 21°-25° (5)

Prolificidad 9,08 b 9,13 b 8,00 ab 8,37b 6,95 a
NV/parto 9.01b 9.07b 7,89 ab 8,26 b 6,86 a
Destetados/parto 8,33b 8,44 b 7,22b 7,70b 585a

1n° ciclos totales de las 4 naves en conjunto.

a,b: letras diferentes indican diferencias significativas entre medias (p<0,001).

En conclusidn, el manejo aplicado proporciona una mortalidad reducida respecto a la publicada para granjas
estandar (mortinatalidad, lactacion y madres) y una extraordinaria longevidad en las conejas, con camadas al de-
stete competitivas durante los 10 primeros partos del grupo y, en nuestras condiciones, solo significativamente
inferiores desde el parto 20°. También se observa una baja utilizacién de nuliparas durante el periodo estudiado.
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Resumen

Los tratamientos de induccién de ovulacién en las conejas que son sometidas a inseminacion artificial (I1A)
estan en continuo estudio. La identificacién del Factor de crecimiento nervioso (BNGF) en el plasma seminal
del conejo sugirié que podria intervenir en este proceso fisiolégico. No obstante, el estimulo nervioso debido
a la introduccién de la canula también colabora de manera significativa en esta especie. En este trabajo se ha
estudiado el papel del NGF recombinante de conejo microencapsulado con quitosano y administrado por via
vaginal. Para ello, se han utilizado conejas nuliparas sincronizadas con 20 Ul de eCG 48 horas antes de la |A (Se-
rigan. Lab. Ovejero. Espafia). Para inducir la ovulacién se ha utilizado: BNGF recombinante microencapsulado
que fue introducido en vagina inmediatamente antes de aplicar la dosis seminal (NGFchO, n=10), o 30 minutos
antes de la inseminacién (NGFch30, n=10) con cénulas de un solo uso. Estos grupos se compararon con uno
tratado con 20 pg de gonadorelina (Gestavet, Lab. Hypra, Espafa), via i.m. (Grupo GnRH, n=10), y con otro al que
sélo se introdujo la canula vacia (Grupo C, n=10). La fertilidad fue 100, 60 y 90%, para NGF_Ch30, NGF_ChO y
GnRH, respectivamente (P<0.05) y no hubo diferencias en la prolificidad (12+0,6 nacidos vivos y 0,6+0,2 nacidos
muertos). Las altas concentraciones de progesterona plasmaética determinadas el dia 7 post-IA indicaron que
un elevado porcentaje de las conejas a las que sélo se les introdujo la canula vacia también habian ovulado. En
conclusién, los buenos resultados de fertilidad obtenidos en este estudio no se pueden atribuir solamente a la
encapsulacién del NGF con quitosano, ya que no se pueden disociar del estimulo nervioso provocado por la
introduccién de la canula en este tipo de hembras tan receptivas.

Palabras clave: ovulacidn, quitosano, estimulacion, rfNGF, progesterona.

Abstract

Owulation induction treatments in rabbits undergoing artificial insemination (Al) are under continuous study. The identi-
fication of nerve growth factor (BNGF) in rabbit seminal plasma suggested that it might be involved in this physiological
process. However, the nervous stimulus due to the introduction of the cannula also collaborates significantly in this spe-
cies. In this work, the role of recombinant rabbit NGF microencapsulated with chitosan and administered vaginally has
been studied. To achieve this goal, synchronized nulliparous rabbits with 20 IU of eCG 48 hours before Al (Serigan. Ove-
jero, Spain) have been used. To induce ovulation, the following treatments have been used: recombinant BNGF encap-
sulated in Chitosan spheres that was introduced into the vagina immediately before applying the seminal dose (Group
NGFch0, n=10), or 30 minutes before insemination (Group NGFch30, n=10) with single use cannulas. These groups were
compared with one treated with 20ug gonadorelin (Gestavet, Hypra), i.m. (GnRH Group, n=10), and with another in
which only the empty cannula was introduced (Group C, n=10). Fertility was 100, 60 and 90% for NGF_Ch30, NGF_Cho,
and GnRH, respectively (P<0.05) and there were no differences in prolificacy (12+0.6 born alive and 0.6+0.2 stillborn). The
high concentrations of plasma progesterone determined on day 7 post-Al indicate that a high percentage of does that
were only inseminated with the empty cannula also ovulated. In conclusion, the excellent fertility results obtained in this
study cannot be attributed solely to the encapsulation of NGF with chitosan since they cannot be dissociated from the
nervous stimulus caused by the introduction of the cannula in these highly receptive females.

Keywords: ovulation, chitosan, stimulation, rfNGF, progesterone.
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Introduccidn

En el manejo reproductivo de las conejas con inseminacion artificial (IA) se aplican tratamientos hormonales
para inducir la ovulacién que reemplazan el estimulo nervioso de la monta. Para ello se utilizan analogos sin-
téticos de la GnRH (hormona liberadora de gonadotropinas) mediante via intramuscular o via vaginal (Rebollar
et al., 2012). En la segunda via, que se desarrollé para aumentar el bienestar de los procedimientos de |A de
conejas, ha sido necesario incrementar las dosis de los andlogos de GnRH (Rebollar et al., 2012), utilizar andlogos
de mayor potencia (Quintela et al., 2004) o modificar la composicién de los diluyentes de semen para evitar la
actividad de las aminopeptidasas del plasma seminal (Viudes de Castro et al., 2014).

En las conejas y en otras especies que también son de ovulacién inducida, se ha descrito la presencia en el pla-
sma seminal de un factor de crecimiento nervioso (NGF) que podria tener un papel importante sobre todos los
procesos fisioldgicos reproductivos (Garcia-Garcia et al., 2020). Tras la secuenciacidn, sintesis y purificacién del
BNGF recombinante de la préstata del conejo (rfNGF) (Gene bank: KX528686), se ha valorado su papel fisioldg-
ico sobre la induccion de ovulacién cuando es afadido via vaginal en la dosis seminal. De este modo, hemos
descrito unas tasas de ovulacién del 60% cuando se administra por via vaginal una dosis de Tpg de rfNGF en la
dosis seminal (Sdnchez-Rodriguez et al., 2019). No obstante, este resultado no es suficiente para ser considerado
un método que se pueda aplicar en cunicultura a gran escala, ya que no es comparable al que se obtiene con
los anédlogos de GnRH por esta via o por la via intramuscular, debido a que posiblemente el NGF sea degradado
antes de ser absorbido.

Por ello, hemos recurrido a la microencapsulacién de moléculas, que permite incluir ingredientes activos, en
este caso el mBNGF, en un sistema particulado a base de materiales poliméricos como el quitosano. Se trata
de un derivado de la quitina natural con notables propiedades en los campos relacionados con la ingenieria de
tejidos (Madihally y Matthew, 1999). Es un polisacarido no tdxico, biodegradable y biocompatible de D-gluco-
samina y N-acetil-D-glucosamina unidas con enlaces f (1-4). La encapsulaciéon de andlogos de GnRH en nano-
particulas a base de quitosano afiadidas al diluyente de semen ha permitido reducir la concentraciéon hormonal
utilizada para inducir la ovulacién en las conejas inseminadas sin afectar a su fertilidad (Casares-Crespo et al.,
2018). La hipdtesis de este trabajo es que este método de encapsulacion podria evitar que el rfBNGF sea destru-
ido por las sustancias presentes en la dosis seminal y se vaya liberando de manera paulatina favoreciendo asi su
absorcién. Por otro lado, hay que tener en cuenta que la introduccién de la canula y manipulacién de la hembra
en el momento de la IA pueden provocar un estimulo nervioso que induzca la ovulacién, ya sea con la canula
vacia (Sadnchez-Rodriguez et al., 2019) o con semen diluido (Rebollar et al., 2012).

Por tanto, el objetivo de este trabajo fue comprobar si la encapsulaciéon con quitosano del rrNGF puede
favorecer la absorcién de dicho factor a nivel vaginal y si su efecto a dicho nivel se puede disociar del estimulo
nervioso provocado por la introducciéon de la canula.

Material y métodos

La microencapsulacion del rrfBNGF se realizd mediante gelificacién ionotrépica entre las moléculas de rriBNGF
(Genscript) cargadas negativamente y los cationes de quitosano, seguido de un proceso de atomizacién para
la obtencién de un polvo seco (Aranaz et al., 2009 y 2014). Se obtuvieron microesferas de un tamano inferior a
10 um y con una relacién de 0,24-0,44 ug de rrBNGF por cada mg de microesferas. Las microesferas de riBNGF
liofilizadas se resuspendieron en PBS filtrado y autoclavado justo antes de la IA a una concentracién final de
Tug/ml de riNGF. El perfil de liberacion de rriBNGF de las microesferas se determind previamente analizando
la concentracién de rrBNGF libre en el medio 30 min, 1, 2y 4 h después de la resuspensién de las microesferas
mediante enzimoinmunoanélisis (Rabbit Nerve Growth Factor ELISA Kit, Abexxa abx259154, Cambridge, RU)
segun Sanchez-Rodriguez et al. (2019). La mayor parte de la liberacién de rrBNGF se produjo entre los 30 min y
1h, manteniéndose estables pasadas 2y 4 h.

Se utilizaron 40 conejas nuliparas de 18 semanas de edad, alojadas en la granja experimental del Departamen-
to de la ETSIAAB (UPM) en jaulas individuales y sometidas a un fotoperiodo de 16HL/8HO y una temperatura
de 20-22°C (PROEX 302/15). Todas fueron sincronizadas con eCG (20 Ul, Serigéan, Lab. Ovejero, Ledn, Esparia)
via i.m., 48 horas antes de la |A. Se recogieron los eyaculados de 3 machos con vagina artificial y fueron valora-
dos satisfactoriamente desde el punto de vista macro (color blanco y volumen>0,5ml) y microscépico (motili-
dad>80%). Se realizé una mezcla heterospémica para evitar diferencias individuales, se estimé la concentracion
del pool con cadmara de Birker y, con un diluyente comercial (Inserbo S.L., Lérida, Espafia) se prepararon las dosis
seminales (1ml) con una concentracién de 28 millones de espermatozoides/ml. Para la |IA se utilizaron canulas
de plastico de un solo uso y la coneja se insemind por un solo operador que sujetd a la coneja sobre su jaula.

Las conejas se dividieron en 4 grupos:
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-Grupo NGFch30: se depositd 0,5 ug de rrfBNGF encapsulado en esferas de quitosano (0,5 ml) con una cénula
de plastico de un solo uso y pasados 30 minutos se depositd la dosis de semen.

-Grupo NGFchO: se deposité 0,5 pg de rriBNGF encapsulado en esferas de quitosano (0,5 ml) con una canula de
plastico de un solo uso e inmediatamente después se depositd la dosis de semen con otra canula.

-Grupo GnRH: se deposité la dosis de semen e inmediatamente después se administrd una dosis de 20 ug de
gonadorelina, via i.m (Gestavet GnRH, Lab. Hypra. Gerona, Espafia).

-Grupo C: sdlo se introdujo una cénula vacia en la vagina simulando una IA.

Para comprobar la existencia de cuerpos luteos funcionales que indicaran que las conejas habian ovulado, se
tomaron muestras de sangre de todos los animales inmediatamente antes de la IA (dia 0) y 7 dias después para
determinar las concentraciones de progesterona plasmatica. La sangre se recogid en tubos heparinizados, se
centrifugd (700g, 15 minutos) y el plasma se conservé a -20°C. Las concentraciones de progesterona se determi-
naron utilizando un kit de enzimoinmunoandlisis (Progesterone ELISA, DE 1561 Demeditec Diagnostics GmbH,
Kiel, Germany) con un rango de deteccién entre 0,140 y 40,0 ng/ml, una sensibilidad de 0,045 ng/ml y unos
coeficientes de variacién intra e inter ensayo de 6,9 y 5,6%. Se considerd que las conejas en dia 0 debian tener
concentraciones inferiores a 3 ng/mly el dia 7, si habian ovulado, serian superiores a 20 ng/ml (Sanchez-Rodrigu-
ez et al., 2020). La fertilidad se calculd con el cociente: (n° de conejas paridas/n® de conejas inseminadas) x100. El
dia del parto se anot¢ la prolificidad de cada animal incluyendo los gazapos nacidos vivos y muertos.

Para el analisis estadistico de los datos de los 3 grupos inseminados, se compararon los resultados de fertili-
dad y de porcentaje de conejas ovuladas con un test Chi?y los de prolificidad con un anélisis de varianza con-
siderando el tratamiento como efecto principal. Las medias se muestran como medias corregidas por minimos
cuadrados (SAS, 2001).

Resultados y discusion

Los resultados productivos obtenidos de los 3 grupos experimentales inseminados se muestran en la Tabla 1.
Con la encapsulacién del riBNGF con quitosano y su aplicacion 30 minutos antes de la deposicién del semen
se consiguié la misma fertilidad que con GnRH por via i.m. Durante este periodo de tiempo antes de la depo-
sicion de la dosis seminal, el rrfBNGF encapsulado probablemente pudo liberarse y poco a poco absorberse
a través de la mucosa vaginal. De hecho, el quitosano tiene buenas propiedades mucoadhesivas debido a su
carga positiva (Lehr et al., 1992), lo que podria haber aumentado el tiempo de contacto para la penetracién de
la proteina recombinante a través de la mucosa vaginal. Todas las conejas eran nuliparas y altamente receptivas
cuando se les aplicé el tratamiento, ya que habian sido sincronizadas con eCG. La vagina presenta un epitelio
con una capacidad de absorcién que puede ser modificada dependiendo del grado de receptividad sexual que
tenga la hembra, ya que los estrégenos presentes en la sangre cuando la hembra esté en celo podrian aumentar
la vascularizacién de la zona (Dal Bosco et al., 2011). El tratamiento con eCG, por tanto, asi como la inherente
elevada receptividad sexual de las conejas nuliparas ha podido favorecer el excelente resultado de fertilidad del
grupo tratado con rrfBNGF 30 minutos antes de la IA.

Con la aplicacién del rrfBNGF encapsulado inmediatamente antes de la dosis seminal no se consiguieron resul-
tados tan satisfactorios ya que, aunque estadisticamente no se observan diferencias significativas con el grupo
tratado con GnRH, en valores absolutos si las hubo, y no se mejord el porcentaje previamente obtenido con el
rrBNGF sin encapsular (Sanchez-Rodriguez et al., 2020). Quizés, la mezcla en el fondo vaginal del rrfBNGF encap-
sulado junto con la dosis seminal diluyé en exceso el producto y afectd a las propiedades de adhesion y absor-
cién anteriormente descritas. La prolificidad obtenida fue similar entre los tres grupos experimentales (p>0,05).
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Tabla 1. Parametros productivos de conejas inseminadas y tratadas con 20 pg de gonadorelina (GnRH)
via i.m., con 0,5 pg de rrBNGF encapsulado con quitosano por via vaginal 30 minutos antes (NGFch30) o
inmediatamente antes (NGFchO) de la inseminacién artificial y con una canula vacia (C).

Tratamiento

GnRH NGFch30 NGFchO C RSM P>
n 10 10 10 10
Fertilidad (%) 90 (9/10) ab 100 (10/10) a 60 (6/10) b - - *
Conejas ovuladas' (%) 90 (9/10) 100 (10/10) 66,7 (6/9) 83,3 (5/6) - n.s.
Partos 9 10 6 -
Nacidos vivos 12,3+0,93 12,3+0,82 10,8+1,25 - 2,79 n.s
Nacidos muertos 0,33+0,34 0,50+0,32 1,00+0,41 - 1,01 n.s.

n: n° de conejas. RSM: cuadrado medio del error. *: p<0,05. n.s: no significativo. ' Calculadas a partir de las concentraciones
de progesterona plasmatica el dia 7 post-IA (mirar el texto).

La gestacion indicd que indiscutiblemente las conejas habian ovulado, pero en las no gestantes o en las del
grupo C, determinamos las concentraciones de progesterona. El dia 7 post-IA hemos confirmado bajas concen-
traciones de progesterona (<2,1 ng/ml) en las conejas no gestantes y altas (>40 ng/ml) en las 9 conejas gestantes
del grupo GnRH, y en las 10 del grupo NGFch30. En el grupo C, hubo 5 conejas con altas concentraciones de
progesterona el dia 7 y, por lo tanto, consideramos que la introducciéon de la cédnula vacia les indujo la ovulacion.
En este grupo, sélo 1 coneja tuvo concentraciones bajas de progesterona el dia 7, por lo que suponemos que
no ovuld. Paraddjicamente, 4 conejas del grupo Cy 1 del grupo NGFchO ya tenian concentraciones altas de pro-
gesterona (entre 6 y 40 ng/ml) el dia de la IA, por lo que en ese momento ya eran pseudogestantes. Esto pudo
ser debido a la manipulacion recibida al ser tratadas con eCG 48 h antes de la IA. Por tanto, si las excluimos del
experimento, el porcentaje de conejas que ovularon por la introduccidon de la canula en el grupo C también fue
elevado. Como consecuencia, no se detectaron diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de
conejas ovuladas de los 4 tratamientos estudiados (Tabla 1).

En conclusién, cuando se trata de conejas nuliparas receptivas y tratadas con eCG, el estimulo mecénico de la
canula es suficiente para provocar la ovulacién en un alto porcentaje de ellas, por lo que los buenos resultados de
ovulacién obtenidos en este estudio no se pueden atribuir solamente a la encapsulacion del NGF con quitosano.
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Resumen

En este estudio se han puesto a punto los métodos para aislar e identificar vesiculas extracelulares (VEs), entre
ellas, exosomas del plasma seminal (PS) de 3 conejos de alta (ACS) y 3 de baja (BCS) calidad seminal. La ultracentri-
fugacién y la cromatografia de exclusién por tamario han permitido aislar diferentes concentraciones de particulas
(8,53x10" = 1,04x10" y 1,84x10'2 + 1,75x10" particulas/ml de PS; p=0,008) y con un tamafio medio similar (121,1
+ 15,6y 15,5 + 2,4 nm (p=0,7422) en los machos ACS y BCS, respectivamente. Ademas, las VEs se han identifi-
cado con microscopia electrénica y sus proteinas marcadoras por Western blot. La concentracion de VEs del PS
se correlaciond positivamente con el porcentaje de formas anormales (r=0,94; p<0,05) y con el porcentaje de
espermatozoides inmdviles (r=0,88; p<0,05). El tamafio de las particulas no se correlaciond significativamente con
ningln parametro cinético. Son necesarios otros anélisis para determinar el tipo de micro ARNs que transportan
estas particulas y determinar si pueden tener relacién con la capacidad fecundante de los eyaculados de conejo.

Palabras clave: vesiculas extracelulares, calidad seminal.

Abstract

In this study, the methods to isolate and identify extracellular vesicles (EVs) including exosomes, from the seminal
plasma (SP) of 3 rabbits of high (HSQ) and 3 of low (LSQ) seminal quality have been developed. Ultracentrifugation
and size exclusion chromatography analysis have made it possible to isolate different SP-EVs concentrations (8.53x10™
+ 1.04x10" y 1.84x10" + 1.75x10" particles/ml of SP; p=0,008) and with a similar average size (143.9 £ 11.9 and 115.5
+ 2.4 nm; p=0.7422) in HSQ and LSQ males, respectively. Also, EVs have been identified by electron microscopy and
their marker proteins by Western blot. The concentration of SP-EV was positively correlated with the percentage of
abnormal forms (r=0.94; p<0.05) and with the percentage of immotile spermatozoa (r=0.88; p<0.05). Particle size was
not significantly correlated with any kinetic parameter. Further analyses are necessary to determine the type of micro
RNAs that these particles carry and determine if they may be related to the fertilizing capacity of rabbit ejaculates.

Keywords: extracellular vesicles, seminal quality.

Introduccidn

El eyaculado es una mezcla de espermatozoides (SPZ, aproximadamente un 5%) y un liquido no celular que
llamamos plasma seminal (PS, 95%) procedente de testiculos, epididimo y glandulas accesorias. El PS contiene
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azUcares, oligosacéridos, glucanos, lipidos, iones inorgéanicos (calcio, magnesio, potasio, sodio y zinc), proteinas,
moléculas de ARN y lipidos que pueden estar encapsulados en vesiculas extracelulares (VEs) (Candenas y Chia-
nese, 2020). En el PS del conejo, Davis y Davis (1983) ya describieron la existencia de VEs que intervenian en la
capacitacion, decapacitacién y en la modulacion de la reaccidén acrosémica de los SPZ. Las VEs de 40-120 nm
de didmetro, también llamadas exosomas, son particulas secretadas que median la comunicacién de célula a
célula y estén presentes en todos los fluidos bioldgicos, incluidos los reproductivos, transportando componen-
tes moleculares que afectan la maduracién de los gametos, la fertilizacion, el desarrollo embrionario temprano
y la comunicacién embrionaria-materna (van Niel et al., 2018). Estas particulas al unirse a los SPZ se pueden
internalizar en ellos dando como resultado una amplia variedad de modificaciones epigenéticas y fenotipicas
que afectan a la viabilidad, la adhesividad, la resistencia a los factores ambientales y a la capacidad regenerativa
de la célula receptora. Existen VEs limitadas por membranas ricas en colesterol y esfingomielina que pueden
favorecer la adquisicion de capacidad fecundante de los SPZ de conejo (Minelli et al., 2003) y pueden prevenir
la reaccién acrosémica (Castellini et al., 2012). Las VEs contienen moléculas funcionales que incluyen microARN
(miARN), ARNm, ADN, lipidos y proteinas que son una fuente novedosa de biomarcadores para diagnosticar
problemas de infertilidad y de terapias potenciales para las tecnologias de reproduccién asistida (Candenas y
Chianese, 2020). El estudio de la composicidn de las VEs presentes en el PS y su correlaciéon con la capacidad
fecundante puede ayudarnos a modular o potenciar los resultados productivos de los sementales (Minelli et al.,
2003; Du et al., 2016) y en el caso de los conejos seria un estudio muy novedoso. No obstante, todavia hay mu-
chos obstaculos tecnoldgicos y cientificos que superar como la falta de protocolos de medicién estandarizados
y de tecnologias de aislamiento y cuantificacion absoluta de VEs que sean robustas y clinicamente adecuadas.
Por ello, el objetivo de este trabajo fue poner a punto los procedimientos para aislar y caracterizar las VEs del
PS de sementales de conejos de diferente calidad seminal por si existieran diferencias entre ellos y contribuir al
progreso tecnoldgico que debe realizarse para que las VEs se puedan aplicar en entornos clinicos o productivos.

Material y métodos

Se utilizaron inicialmente 14 conejos machos blancos de California x Nueva Zelanda sexualmente maduros de
10-12 meses de edad, alojados en jaulas individuales y en condiciones ambientales estandar (ciclo de luz/oscu-
ridad de 16 h/8 h, temperatura de 22-24 °C y 55-60 % de humedad relativa) (PROEX 302/15). De estos animales
se recolectd un eyaculado dos veces por semana con vaginas artificiales durante 1 mes (8 eyaculados de cada
animal). En cada eyaculado se valoré la calidad macroscépica desechando los eyaculados con colores anémalos
(amarillos o rojos) y escasos volumenes (<0,2 ml). También se evalué la viabilidad espermatica con la prueba de
tincién con eosina y el porcentaje de formas anormales (10ul de semen + 10ul de semen, recuento de 200 célul-
as), la concentracion (con camara de Burker) y los pardmetros cinéticos mediante el programa CASA (Microptic
S.L., Barcelona, Espafa) observando un minimo de 200 células en cada uno de los 3 replicados que se analiza-
ron de cada eyaculado. En los ajustes del sistema CASA se definié un 70% del indice de rectitud (STR) para la
motilidad progresiva, y velocidades medias (VAP) de <10 pm/s<25 um/s<50 pm/s para los SPZ lentos, medios y
rédpidos, respectivamente. A partir de estos andlisis, se eligieron 3 machos de alta (ACS) y 3 de baja (BCS) calidad
seminal, cuyos resultados medios se muestran en la Tabla 1. Posteriormente, 153 conejas (nuliparas y multiparas)
se inseminaron con el semen diluido individualmente (inseminacién artificial homoespérmica) de cada uno de
los machos (alrededor de 25 hembras/macho) utilizando concentraciones de 5x106 SPZ/ml en un volumen de
0,5ml. Todas las conejas fueron tratadas con 20 pg de gonadorelina via i.m. (Gestavet, Hypra, Gerona, Espafia)
para inducir la ovulacién. Posteriormente se calculd la fertilidad ([nimero de conejas prefadas/n® de conejas
inseminadas]/100) y la prolificidad (nacidos vivos y muertos por parto) analizando estadisticamente los resultados
con un anélisis de varianza para comprobar si la calidad seminal afectaba a dichos parametros (SAS, 2001).
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Tabla 1. Valores medios de 8 eyaculados de conejos de alta (ACS) y baja calidad seminal (BCS).

ACS (n=3) BCS (n=3)
Volumen (ml) 1,29 + 0,04 1,36 £ 0,37
Viabilidad (%) 91,33 £0,27 37,57 £ 4,46
Formas anormales (%) 417 + 0,69 44,77 + 7,87
Concentracién (x10¢/ml) 4797 = 50,79 219,7 = 42,91
No progresivos (%) 30,03 £ 0,34 10,93 = 1,11
Progresivos (%) 53,83 + 4,57 977 £ 3,44
Motilidad (%) 83,2+ 2,92 20,87 £ 4,22
Réapidos (%) 61,83 = 5,09 10,30 = 3,0
Medios (%) 11,17 1,64 4,53 +1,27
Lentos (%) 10,67 = 1,07 8,40 £ 0,56
VCL (um/s) 103,1 £ 9,10 53,4 + 8,92
VSL (um/s) 67,70 = 6,75 38,92 + 3,28
VAP (um/s) 79,53 £7,10 46,97 + 2,11
LIN (%) 64,87 £ 1,25 62,57 5,35
STR (%) 83,90 + 1,37 89,17 £ 1,41
WOB (%) 76,80 = 0,55 72,97 £ 3,98
ALH (um) 2,83 +0,15 2,67 £0,48
BCF (Hz) 8,80+ 0,35 6,23 = 1,87

Velocidad curvilinea [VCL], rectilinea [VSL], media [VAP], linealidad [LIN], rectitud [STR],
coeficiente de tambaleo [WOB], ancho de la trayectoria de la cabeza [ALH], frecuencia
de intersecciones entre la trayectoria rectilinea y curvilinea [BCF].

Para el aislamiento de las VEs del PS de los conejos ACS y BCS, se obtuvieron otros é eyaculados de cada animal
durante 3 semanas (2 por semana) que fueron sometidos a 3 series de centrifugacion a 4°C (800 x g 20 minutos,
2000 x g 20 minutos y 16000 x g 60 minutos) y el PS resultante de cada macho se congeld a -80°C. Posteriormente,
se utilizd el método de Cafdn-Beltran et al. (2021), basado en cromatografia de exclusiéon por tamario (SEC) PU-
RE-EV® (HansaBioMed Life Sciences), seguido de centrifugacion. Brevemente, las columnas primero se lavaron con
30 ml de PBS y luego el PS de cada macho (2,5 ml) se cargd en la parte superior de una columna. Cuando la mue-
stra estuvo completamente dentro de la columna, se cargaron 11 ml de PBS. Después, se descartaron los primeros
3mly se recolectaron los siguientes 2,5 ml de fracciones ricas en VEs. A continuacién, estas muestras se sometieron
a centrifugacién durante 30 min a 2000 x g para concentrar las VEs a través de un filtro Amicon® Ultra-15 (Mer-
ck-Millipore Ltd., Irlanda) en un volumen final de 100 Ly luego se adiciond PBS frio para obtener un volumen final
de 200ul. De este volumen final, se utilizaron 5pl de cada muestra de cada macho para determinar la concentracién
y el tamafio de las particulas mediante un anélisis de rastreo de nanoparticulas (NTA, Nanosight Ltd., Minton, Park,
UK). Para identificarlas, otros 5 pl fueron observados por microscopio electrénico de transmision (Jeol Ltd., Tokio,
Japdn) equipado con una cdmara CCD Megaview |l integrada en el software iTEM Olympus Soft Imagen Solutions
(Olympus, Tokio, Japdn), y otros 90 pl para realizar un anélisis de Western blot que permitiera identificar las protein-
as marcadoras de los exosomas (HSP70, CD9 y ALIX) con la proteina CANX como control negativo (Lotvall et al.,
2014). El volumen restante (100 ul) ha sido almacenado para el estudio de los miARN presentes en cada muestra
cuyos resultados estan en proceso. Se realizd un anélisis de varianza de la concentracién y el tamafio de particulas
con el tipo de semental como efecto principal y un anélisis de correlacion de Pearson para comprobar si la calidad
seminal podia estar relacionada con el tamafio y concentracion de las particulas del PS (SAS, 2001).

Resultados y discusion

En la Tabla 2 se muestra la fertilidad y prolificidad obtenidas tras la IA homoespérmica realizada que fueron estadistic-
amente mejores en los machos ACS que en los BCS. Desde un punto de vista zootécnico la prediccion de la fertilidad
a partir de los valores de la calidad seminal es muy importante. En cunicultura se suele utilizar la 1A heterospérmica,
donde el efecto del macho sobre la fertilidad queda diluido, pero segun Lavara et al. (2005), con concentraciones bajas
(6 10 SPZ/ml), como las que se han utilizado en este trabajo, se obtienen correlaciones significativas entre la fertilidad y
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el porcentaje total de células méviles (r=0,31), el indice LIN (r=-0,32) y el porcentaje de SPZ anormales (r=0,32). Por otro
lado, en inseminaciones homoespérmicas y diluciones altas (1:19), Theau-Clement et al. (2016) afirman que la seleccion
de los eyaculados por motilidad masal puede aumentar la productividad en 1 gazapo nacido vivo por inseminacion.

Tabla 2. Parametros reproductivos de conejas inseminadas con conejos de alta (ACS)
y baja calidad seminal (BCS).

ACS BCS RSM P>f
n 82 71
Fertilidad (%) 71,95+5,22 40,85+5,61 47,24 Fokk
Nacidos vivos 11,56+ 0,31 8,10+0,44 2,38 Fokk
Nacidos muertos 0,08+0,07 0,76+0,11 0,57 Hxx

n: n° de conejas inseminadas. RSM: cuadrado medio del error. ***: p<0,001.

El estudio biofisico y molecular para la caracterizacién de las VEs del PS de los conejos ACS y BCS se muestra
en la Figura 1. La cromatografia utilizada para extraer las VEs resulté una técnica eficiente para separarlos de las
proteinas circulantes. Segiin Monguié-Tortajada et al. (2019) este procedimiento no afecta a su forma ni a su fun-
cionalidad original. La observacién al microscopio electrénico y los resultados de NTA (Figura 1A) demostraron la
presencia de VEs/exosomas con un tamafo medio similar (143,9 = 11,9y 115,5 + 2,4 nm; p=0,7422) en los machos
ACS y BCS, respectivamente. Su concentracion fue més baja en ACS que en BCS (8,53x10™ + 1,04x10" y 1,84x10'?
= 1,75x10" particulas/ml de PS, respectivamente; p=0,008) y se correlaciond positivamente con el porcentaje de
formas anormales (r=0,94; p<0,05) y con el de SPZ inmoviles (r=0,88; p<0,05). Entre los parametros cinéticos de los
SPZy el tamano de las VEs/exosomas no se observd ninguna correlacion significativa. El andlisis mediante Western
blot validé la expresidn de 3 de los marcadores clasicos de los exosomas en las VEs de ambos grupos de machos:
HSP70, CD9 y ALIX (Lopera-Vasquez et al., 2016y 2017; Almifana et al., 2017; Théry et al., 2018, Hamdi et al., 2021).
Ademas, verificamos la ausencia de CANX, una proteina del reticulo endoplédsmico, que sirve como control nega-
tivo para la contaminacion celular y que por ello no suele estar presente en las VEs (Figura 1B).

(A) Machos ACS Machos BCS (8)
o : kDa  ACS-VEs BCS-VEs Control

100
70
55
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35
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130}

Seminal plasma

100

70

Figura 1. (A) Imdgenes representativas de vesiculas extracelulares (VEs) tomadas mediante microscopia
electrénica y (B) Western blot de marcadores de proteinas de exosomas del plasma seminal de conejos
alta (ACS) y baja calidad seminal (BCS).

Podemos concluir que las técnicas utilizadas para la extraccion y caracterizacién de las VEs/exosomas han sido
vélidas para observar y confirmar su existencia en el PS de conejos, detectando algunas diferencias en la concen-
tracidn de estas particulas dependiendo de la calidad seminal de los machos estudiados. Una vez aislados, pre-
tendemos aplicar anélisis mas complejos e identificar pardmetros indicativos de subfertilidad en los sementales.
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Resumen

Diversas razones justifican la aplicaciéon de la Inseminacién Artificial en conejos. Todas ellas permiten aportar
una serie de ventajas que no sélo mejoran la calidad de las producciones, sino también el costo final de la pro-
duccién, porque se espera que su utilizacion garantice una disminucién del mismo. Por ello, el objetivo de esta
investigacion fue efectuar la valoracién técnica y econdmica de la implementacién de la inseminacién artificial
como alternativa reproductiva en granjas de conejos de la Republica Dominicana. El estudio fue realizado bajo
un disefio completamente al azar con tres tratamientos (T1: monta natural; T2: |A sin sincronizacion de celoy T3:
IA con sincronizacién de celo) y 8 repeticiones. Una coneja reproductora, alojada en una jaula individual, fue con-
siderada la unidad experimental. Las variables evaluadas fueron: la fecundidad y la prolificidad. Los resultados
indican que el porcentaje de fecundidad favorecio a la monta natural (T1) con un 100% con relacion a la 1A siny
con sincronizacion de celo, que obtuvieron un 69.12 y un 88.88 %, respectivamente. Aunque los valores de proli-
ficidad fueron superiores en las hembras inseminadas, estas diferencias no resultaron estadisticamente significa-
tivas (p<0.05). El anélisis de retorno marginal arrojo resultados similares para las tres tecnologias evaluadas, per-
mitiendo valores de retorno por cada peso invertido de RD$ 1.32, 1.35y 1.35 para T1, T2 y T3, respectivamente.

Palabras clave: conejo, inseminacion artificial, reproduccion, sincronizacion.

Abstract

Different reasons justify the application of Artificial Insemination in rabbits. All of them allow providing a series
of advantages that not only improve the quality of the productions, but also the final cost of the production,
because it is expected that their use will guarantee a decrease in it. The purpose of this research was to carried
out the technical and economic assessment of the implementation of artificial insemination as a reproductive
alternative in rabbit farms in the Dominican Republic. The study was carried out under a completely randomized
design with three treatments (T1: natural mating; T2: Al without estrus synchronization and T3: Al with estrus syn-
chronization) and 8 repetitions per treatment. A breeding rabbit, housed in an individual cage, was considered
the experimental unit. The variables evaluated were: fertility and prolificity. The results indicate that the percen-
tage of fertility favored natural mating (T1) with 100% in relation to Al with and without heat induction, which
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obtained 69.12 and 88.88%, respectively. Although the prolificity values were higher in the inseminated females,
these differences were not statistically significant (p<0.05). The marginal return analysis yielded similar results for
the three technologies evaluated, allowing returns of RD$ 1.32, 1.35 and 1.35 for T1, T2 and T3, respectively, for
each coin invested.

Keywords: rabbit, artificial insemination, reproduction, synchronization.

Introduccidn

La aplicacién de técnicas reproductivas en la ganaderia permite aprovechar al méximo el potencial producti-
vo de los animales de renta, a diferencia de los pardmetros generados por la produccién animal convencional
(Valdés, 2016). Por ello, la aplicacion de la biotecnologia en la reproduccién animal representa una oportunidad
para buscar optimizar el potencial reproductivo y productivo de los animales (Cérdova lzquierdo et al., 2011). Asi,
por ejemplo, la Inseminacién Artificial (IA) ha contribuido notablemente al desarrollo de la cunicultura industrial,
debido a que la IA es un poderoso medio de mejora genética y de seleccidn. Son varias son las razones que
justifican la aplicacién de esta técnica. Todas ellas permiten aportar una serie de ventajas que no sdlo mejoran
la calidad de las producciones, sino también el costo final de la produccién, porque su utilizacion garantiza una
disminucién del mismo.

El presente trabajo tiene la finalidad de valorar la factibilidad técnica y econdmica de la inseminacién artificial
en granjas cunicolas, bajo condiciones comerciales, en la Republica Dominicana.

Material y métodos

El estudio se realizé en el médulo cunicola del Centro de Produccién Animal (CPA) del IDIAF. La investigacién
fue realizada bajo un disefio completamente al azar evaluando tres tratamientos con 8 repeticiones cada uno.
La unidad experimental estuvo compuesta por una coneja adulta multipara. Los tratamientos consistieron en:
un grupo testigo cuyas hembras fueron servidas mediante monta natural (T1); otro en el cual las hembras fueron
inseminadas sin sincronizacién de celo (T2) y un tercero el que las reproductoras fueron inseminadas con sincro-
nizacién de celo mediante la aplicacién intramuscular de 0.2 ml de prostaglandina F2a 48 horas previas a la I1A
(T3). Fueron utilizados un total de 29 reproductores (24 hembras y 5 machos).

El efecto de la implementacién de la IA en la produccidn de conejos, se evalud a través de las siguientes
variables: reproductivas (la fecundidad —porcentaje de hembras positivas a la palpacién respecto a hembras
cubiertas—y la prolificidad) y econdmica. La tasa de prolificidad fue evaluada a través de un anélisis de varianza
con la ayuda del software estadistico INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2008). Mientras que el estudio de factibilidad
econdmica fue realizado mediante un anélisis de costo marginal (CIMMYT, 1988).

Resultados y discusion

Tasa de fecundidad

En la Figura 1 se puede observar que el porcentaje de fecundidad durante el periodo experimental favorecio
a la monta natural (T1) con un 100% de hembras fecundadas. Aunque, los valores del referido parametro en las
conejas inseminadas se encuentran dentro de los considerados normales para esta especie. Estos valores con-
cuerdan con los encontrados por Milanés et al. (2004), ya que obtuvieron una fecundidad promedio de 73.27%
al evaluar diferentes métodos de sincronizacién del celo.
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Figura 1. Tasa de fecundidad obtenida de la monta natural y la inseminacién artificial con
y sin sincronizacién de celo en conejos.

T1= monta natural; T2: inseminacion artificial sin sincronizacién de celo T3: inseminacién artificial + sincronizacién de celo.

Tasa de prolificidad

En la Figura 2 se puede constatar que, aunque los valores de prolificidad resultaron superiores numéricamente
en las hembras donde se implementd la inseminacion artificial (T2 y T3), estas diferencias no fueron estadistica-
mente significativas con relacién a la monta natural.

Tasa de prolificidad p=0.2680
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Figura 2. Tasa de prolificidad resultante de la monta natural y la inseminacién artificial con
y sin sincronizacién de celo en conejos.

T1= monta natural; T2: inseminacion artificial sin sincronizacién de celo T3: inseminacién artificial + sincronizacién de celo.

Anélisis econémico

El beneficio econdmico neto obtenido de los diferentes tratamientos mostré que la inseminacién artificial +
sincronizacién de celo fue mayor que la monta natural y la inseminacién artificial sin sincronizacion (Tabla 1). Este
resultado se atribuye a que el valor de prolificidad en este grupo experimental fue mayor (48 gazapos en total)
con relacion a 44 y 33 gazapos, producidos por los grupos experimentales 1y 2, respectivamente. Sin embargo,
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el anélisis de retorno marginal aplicado a los tratamientos de reproduccion (natural o asistida) revela que las
ganancias por cada peso invertido en los tratamientos es similar (Tabla 2).

Tabla 1. Beneficio neto generado por monta natural y la inseminacién artificial con y sin sincronizacién
de celo en conejos.

Variable econémica Unidad T T2 T3
Rendimiento (9) PV 53,697.60 42,517.52 59,003.90
Rendimiento ajustado (9) PV 48,327.84 38,265.76 53,103.51
Beneficio bruto $RD/periodo 17,720.21 14,030.78 19,471.29
Costo salto padrote $RD/periodo 63.00
Costo dosis semen $RD/periodo 60.00 67.00
Alimento otros periodos $RD/periodo 7564 6000 8312
Costos totales que varian $RD/periodo 7,627.00 6,060.00 8,379.00
Beneficio neto $RD/periodo 10,093.21 7,970.78 11,092.29

T1= monta natural; T2= inseminacién artificial sin sincronizacién de celo;
T3 = inseminacién artificial + sincronizacién de celo y PV = peso vivo. Decimales indicados con punto y millares
con coma.

Tabla 2. Anélisis de retorno marginal que se obtiene al cambiar de monta natural a
inseminacion artificial.

Tratamiento gl-:; $RD§;\r/nbio $BRI\IID $RD/?:?mbio TRM (%)
T1 7,627.00 7,627.00 10,093.21  10,093.21 132
T2 6,060.00 (1,567.00) 797078 (2,122.43) 135
T3 8,379.00 2,319.00 1109229  3,121.51 135

T1= monta natural; T2= inseminacién artificial sin sincronizacién de celo T3; = inseminacion artificial +
sincronizacion de celo;

CTV = costos totales que varian; BN = beneficio neto y TRM = tasa de retorno marginal. Decimales
indicados con punto y millares con coma.

Al realizar el anélisis de costos beneficios para las tecnologias en estudio (Tabla 3), se encontré que el costo-
beneficio generado por el tratamiento testigo (monta natural) fue ligeramente superior al de los tratamientos 2y 3.
Este resultado se atribuye a que el porcentaje de fecundidad en este tratamiento testigo fue superior a los demas.

Tabla 3. Anilisis de costo beneficio de la monta natural y la inseminacién artificial
con y sin sincronizacién de celo.

Tratamiento Costos totales que varian Beneficio neto Costo/Beneficio
T 5,591.04 10,093.21 1.81
T2 6,392.00 7,970.78 1.25
T3 8,379.00 11,092.29 1.32

T1= monta natural; T2= inseminacién artificial sin sincronizacién de celo T3 = inseminacién artificial +
sincronizacién de celo.

Decimales indicados con punto y millares con coma.

En conclusidn, en este estudio la aplicacion de la inseminacion artificial redujo los porcentajes de fecundidad
sin afectar las ganancias netas generadas por las tecnologias alternativas. Ello debido al aumento en la eficiencia
de los machos utilizados en IA; por ejemplo, en el T2 el uso de la dosis seminal resultd més econdmica que el
precio relativo al salto por hembra. Ademas, se evidencié que la mayor cantidad de gazapos obtenidos en las
reproductoras inseminadas influyé de manera positiva el rendimiento en campo de estas tecnologias.
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Resumen

Los planes de vacunacién actuales frente a RHDV-2 y mixomatosis incluyen la administracion de vacunas mono
o polivalentes. Este estudio pretende evaluar la eficacia clinica de diferentes planes de vacunacién contra dichas
enfermedades. Para este propésito, se distribuyeron aleatoriamente conejas New Zealand White (n=85) en 6
grupos. Dos grupos se vacunaron respectivamente con una vacuna viva atenuada frente a mixomatosis adminis-
trada por via subcuténea simultdneamente o no con una vacuna inactivada frente a RHDV-2, otro grupo con la
misma vacuna viva atenuada frente a mixomatosis por via intradérmica, otro grupo con una vacuna viva atenuada
recombinante trivalente (RHD, RHDV-2 y mixomatosis), otro grupo con una vacuna inactivada frente a RHDV-2 y
finalmente un grupo con una solucién salina estéril. Todos los animales, menos el grupo control vacunado con
la solucién salina, se desafiaron con mixomatosis y la sintomatologia clinica se monitorizé durante 21 dias. La
respuesta de anticuerpos producida en suero se monitorizd periédicamente mediante un ELISA indirecto frente
a mixomatosis. Los resultados mostraron que la administracién de la vacuna viva atenuada protegié a la mayoria
de los animales del estudio, independientemente del tipo de plan vacunal aplicado. En particular, cuando esta
vacuna se administrd por via intradérmica, ninguno de los animales del estudio desarrollé sintomas de mixoma-
tosis. La vacuna viva atenuada recombinante protegid un 30-40% de los animales. La respuesta de anticuerpos
frente a mixomatosis producida por la vacuna administrada por via intradérmica destacaba entre los otros planes
de vacunacién probados. Esta produjo un 93,3% de animales positivos mientras que los otros planes de vacu-
nacién entre 33,3 y 60%. Este estudio muestra que las vacunas actualmente disponibles presentan diferentes
eficacias y produccion de anticuerpos; dicha informaciéon es importante para el disefio y la monitorizaciéon de
planes de vacunacién en conejo frente a mixomatosis.

Palabras clave: mixomatosis, vacunas, eficacia, anticuerpos.

Abstract

Current vaccination plans against RHDV-2 and myxomatosis include the administration of monovalent or po-
lyvalent vaccines. The aim of the present study was to evaluate the clinical efficacy of different vaccination plans
against these diseases. For this purpose, New Zealand White rabbits (n=85) were randomly distributed into 6
groups. Two groups were vaccinated subcutaneously, both of them with a live attenuated vaccine against myxo-
matosis, and one of them with an inactivated vaccine against RHDV-2 in addition. Another group received the
same live attenuated vaccine against myxomatosis administered intradermally, another group was given a triva-
lent recombinant live attenuated vaccine (RHD, RHDV-2 and myxomatosis), another one was vaccinated with an
inactivated vaccine against RHDV2 and finally a last group was given a sterile saline solution. All the animals, ex-
cept the control group vaccinated with the saline solution, were challenged with myxomatosis and clinical signs
were monitored for 21 days. The antibody response produced in serum was periodically monitored by an indirect
ELISA against myxomatosis. The results showed that the live attenuated vaccine that was administered protec-
ted most of the study animals regardless of the type of vaccination plan applied. Notably, when this vaccine was
administered intradermally, none of the study animals developed symptoms of myxomatosis. The recombinant
live attenuated vaccine protected 30-40% of the animals. The antibody response against myxomatosis produced
by the intradermally administered vaccine stood out among the other vaccination plans tested. This produced
93.3% positive animals compared to the other vaccination plans with between 33.3% and 60%. The present study
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helped to show that currently available vaccines have different efficacy and antibody production. This informa-
tion is important for the design and monitoring of vaccination plans against myxomatosis in rabbits.

Keywords: myxomatosis, vaccines, efficacy, antibodies

Introduccién

La mixomatosis y la enfermedad hemorragica son las enfermedades viricas méas importantes del conejo. Las
medidas de control actuales incluyen la administracion de vacunas mono o polivalentes frente a estas enferme-
dades. El presente estudio pretende comparar la eficacia frente a la mixomatosis utilizando diferentes estrategias
de vacunacion que implican la administracién de una o dos vacunas monovalentes o de una vacuna polivalente.

Materiales y métodos

Se seleccionaron conejas libres de patdgenos especificos de raza New Zealand White de 8 semanas de edad
(Granja San Bernardo, Espana) y se distribuyeron en 5 grupos de 15 animales y un grupo control de 10 animales
(Tabla 1).

Tabla 1. Distribucién de los animales en grupos experimentales.

Grupo A (n=15) Grupe B (n=15) Grapoe C (n=15) Grupo D (n=15) Grupe E (n=15) Grupe 1 (n=10)
ERAVAC® y
MIXOHIFRA®* MIXOHIPRA® M MIXOHIFRA®* H VACUNA VIVA
H (HIFRA) FRENTE A (HIPRA) FRENTE A RECOMBINANTE NO VACUNADOS
(HIPRA) FRENTE A MINOMATOSIS MINOMATOSIS TRIVALENTE FRENTE FRENTE A .

RHDV-2y MIXOMATOSIS Y RHD MIXOMATOSIS CONTROL PBS

MIXOMATOSIS
Subcutineo Intradérnuco Subcutineo
Infeccion con 10 CCIDS0 cepa Lausanne (ouxcmatosis) D21p.v., de en el costad NO

Parte de los animales (n=10 grupos A, B, C, Dy E y n=5 grupo ), fueron infectados con 10 CCID50 de la cepa
Lausanne de mixomatosis a los 21 dias post vacunacién (dpv). El virus se administrd en el costado de los anima-
les por via intradérmica. El estado de salud de las conejas se monitorizd hasta 21 dias después del desafio. La
respuesta de anticuerpos frente a mixomatosis se monitorizd peridédicamente en la sangre de todos los animales
mediante el kit ELISA CIVTEST® CUNI MIXO. Los resultados del ELISA se muestran como Indice Relativo (IR)
como expresados por el fabricante. La comparacién de los niveles de anticuerpos entre grupos se efectué con
la prueba de Kruskal-Wallis.

Resultados

La administracién de la vacuna monovalente (A, B y C) frente a la mixomatosis produjo, antes del desafio (18
dpv), diferentes proporciones de animales seropositivos dependiendo de la via de administracion. Por via intra-
dérmica (C) un 93,3% de los animales fueron positivos y por via subcutanea (A y B) produjo un mayor porcentaje
de animales positivos cuando se administraba simultaneamente con la vacuna de RHD (A - 60%) que cuando se
administraba sola (B - 35,7%). Sin embargo, dichas diferencias no son significativas debido al bajo nimero de
animales. La vacuna trivalente (D) produjo un 33.3% de animales seropositivos. En cuanto a los niveles de anti-
cuerpos, se observaron diferencias similares, aunque no estadisticamente significativas (Figura 1).
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Figura 1. Respuesta de anticuerpos contra MYXV en sueros durante el periodo previo al desafio. Las
lineas negras continuas y discontinuas representan, respectivamente, los puntos de corte positivo
(>2 IR) y negativo (>1 IR) del ensayo. Letras diferentes indican una diferencia estadisticamente
significativa (Prueba de Kruskal-Wallis; n=14-15, p>0,05).

El desafio con mixomatosis produjo sintomas clinicos en el punto de administracién y/o generales (p.ej. né-
dulos, edema, disnea) en un 100% de los animales no vacunados. En los grupos vacunados por via subcutanea,
Unicamente el 10% (A) y el 22,22% (B) de los animales desarrollaron sintomas generales y un 30% (A) y 33,33% (B)
presentaron sintomas (nédulo) en el punto de administracion. Al contrario, ninguno de los animales vacunados
por via intradérmica (C) desarrollé sintomas clinicos. Finalmente, en el grupo vacunado con la vacuna trivalente,
el 70% de los animales presentaron sintomas locales y el 60% presentd sintomas generales.

Discusidn y conclusiones

Este es el primer estudio en evidenciar que, segun el tipo de vacuna administrada, existen diferentes niveles
de proteccién frente a la sintomatologia clinica y diferentes titulos de anticuerpos. MIXOHIPRA®H confirid los
niveles mas altos de proteccion entre las vacunas estudiadas. Cabe destacar que los resultados sugieren que
la via de administracién podria llegar a influenciar dicha eficacia. Ademas, la administracién simultdnea de dos
vacunas monovalentes (A) no alterd este pardametro.

En lo que se refiere a los anticuerpos frente a la mixomatosis, no se considera que haya correlacién con el ni-
vel de proteccién frente a la enfermedad (Kerr y McFadden, 2002). A pesar de ello, el presente estudio sugiere
que la via de administracion y la administracién conjunta con ERAVAC® podrian ser factores importantes para
mejorar la respuesta de anticuerpos.

En conclusién, el presente estudio identificé que tanto la via de administracién, como el tipo de vacuna utili-
zada, son factores clave que se deben tener en cuenta para poder optimizar los planes de vacunacion frente a
la mixomatosis.
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Resumen

Esta presentacién tiene como objetivo presentar al sector cunicola el proyecto “Epidemiologia molecular y
evolucién de Staphylococcus aureus en conejos, con especial atencién a su virulencia y resistencia a metici-
lina” financiado por el Ministerio de Ciencia e Innovacién (PID2020-117897RB-100) que tiene como principal
objetivo caracterizar genéticamente los aislados de S. aureus obtenidos en granjas de la Peninsula Ibérica
(tanto de animales como de personal trabajador y veterinarios) para encontrar nuevos genes o mutaciones
que pudieran explicar el aumento de la virulencia de los brotes de S. aureus, y probar distintos productos
terapéuticos. Esta informacién acerca de las cepas nos permitird poder relacionarla con su patogenicidad; asi
como realizar antibiogramas para conocer sus posibles resistencias y facilitar la utilizaciéon precoz de los anti-
bidticos mas eficaces. Esta informacion se transmitird, de forma anénima, en una plataforma online de acceso
restringido que pretende mantener informados a los participantes en el proyecto de la distribucién por comu-
nidades auténomas de las cepas y su sensibilidad antibidtica. Esto ayudaré a disminuir el uso de antibidticos
genéricos y, por tanto, de las resistencias a los mismos, ademés de establecer un protocolo de prevencién
y tratamiento temprano, favoreciendo la salud de los animales y disminuyendo el impacto econémico que
produce actualmente S. aureus en las granjas. Se trata de un proyecto en curso, abierto a la participacién
voluntaria del sector cunicola a través de sus veterinarios.

Palabras clave: Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), epidemiologia, virulencia, antibidticos,
tratamiento.

Abstract

This exposition aims to disclose the project “Staphylococcus aureus’s molecular epidemiology and evolution
in rabbits, with special attention to its virulence and metithillin resistance”. It is funded by the Ministry of Sci-
ence and Innovation (PID 2020-117897RB-100), and has as objective to genetically characterize S. aureus isolates
obtained in farms in the lberian Peninsula (from animals, workers and veterinarians), to find new genes or muta-
tions which could explain the increase on outbreak’s virulence, and the trial of new therapies. This information
obtained about the strains would allow us to correlate with their pathogenicity, as well as elaborate antibiograms
to find out their resistances and fast-track the use of correct and efficient antibiotherapies. This information will
be transmitted anonymously to an online platform with restricted access, whose intention is to maintain informed
to every participant on this project about the distribution of strains throughout the autonomous communities
and their antibiotic sensibility testing results. This will help diminish the use of generic antibiotics, and as a con-
sequence, their resistance profile; as well as to stablish a prevention protocol and prompt treatment, stimulating
animal’s health and lowering the economic impact that nowadays is producing S. aureus in rabbit farms. This
project has been launched this year, open to voluntary participation of all the sector through their veterinarians.

Keywords: Staphylococcus aureus methicillin-resistant (MRSA), epidemiology, virulence, antibiotics, treatment.
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Introduccidn

Staphylococcus aureus es una importante bacteria patdégena tanto para el hombre como para los animales
debido a la gran variedad de infecciones que es capaz de producir y a la aparicién de cepas multirresistentes
a los antibidticos. En los Ultimos afios, se ha incrementado el nimero de infecciones producidas por cepas de
S. aureus resistentes a meticilina (MRSA, por sus siglas en inglés) y vancomicina (VRSA, por sus siglas en inglés)
constituyendo un grave problema de salud publica (McGuinness et al., 2017). Por este motivo, organismos inter-
nacionales como la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE)
consideran que la resistencia a los antibidticos constituye una emergencia sanitaria, incluyendo a los MRSA en
su lista de patdgenos prioritarios resistentes a los antibidticos.

La aplicacién de las técnicas de tipado molecular en cepas de S. aureus humanas y animales ha revelado que
se encuentran predominantemente asociadas con una Unica especie de hospedador, permitiendo definir qué
grupos de cepas estan adaptadas a cada hospedador (Haag et al., 2019).

En los dltimos afios, veterinarios y cunicultores han mostrado su preocupacion por la aparicién de brotes de
estafilococia especialmente virulentos y resistentes a los tratamientos antibidticos tradicionales. Esto podria ser
debido a la evolucidn y/o aparicidn de nuevas cepas de S. aureus en las granjas cunicolas que podrian haber
desarrollado nuevos mecanismos de virulencia y capacidad de resistencia a los antibidticos.

Material y métodos

Con el fin de confirmar esta hipétesis en este proyecto de investigacion se van a realizar los siguientes estudios:

Estudio 1

Identificacion de nuevos clones de S. aureus responsables de la estafilococia en conejos. Basdndonos en resul-
tados preliminares de nuestro grupo, la hipdtesis de partida es que, en los Ultimos 4-5 afios, estan apareciendo
nuevas cepas virulentas de S. aureus en las granjas comerciales cunicolas que estéan desplazando a las descritas
hace 10-15 afios. En algunos casos, se estéd produciendo un intercambio de cepas asociadas a la ganaderia, pro-
pias de los conejos, entre los animales y los trabajadores de las granjas. Por ello, se esté realizando un muestreo
general en todas las comunidades autdnomas espafiolas y, en ocasiones, portuguesas, no solo de animales, sino
también de ganaderos y veterinarios (atendiendo, por supuesto, al régimen de proteccién de datos y sin vulne-
rar la privacidad de los participantes en el proyecto en ningln caso).

Estudio 2

Creacion de una plataforma online donde se muestre geograficamente, por comunidades auténomas, la distri-
bucién de los diferentes genotipos y complejos clonales de S. aureus, asi como su sensibilidad a los antibidticos
y su evolucién en el tiempo. Aunque en una granja puede haber varias cepas de S. aureus, es habitual que los
brotes de estafilococias estén ocasionados por una Unica cepa que ha evolucionado debido a la elevada presion
antibidtica. Ante un brote virulento compatible con estafilococias, es comin que se realice una primera admi-
nistracién de antibidticos de amplio espectro, antes de conocer la sensibilidad antibidtica de la/s bacteria/s
involucrada/s. Este procedimiento favorece la seleccion de bacterias resistentes. Por lo tanto, con este objetivo
se contribuiria a una administracién precoz de antibidticos mas efectiva y, por tanto, contribuir a reducir las resi-
stencias. El mantenimiento en el tiempo de esta plataforma permitiria obtener informacién muy valiosa sobre la
evolucién de esta bacteria a lo largo de los afios en las granjas.

Estudio 3

Definir y caracterizar elementos genéticos que potencialmente puedan contribuir a que nuevos clones de S.
aureus hayan incrementado la virulencia de las infecciones y/o permitan adaptarse a un nuevo hospedador. La hi-
poétesis, sefialada anteriormente y que surge de resultados preliminares de nuestro grupo de investigacién, es que
hay cepas que han mutado a lo largo de los Ultimos afios, apareciendo nuevas variantes de ciertos genes no de-
scritos hasta la fecha. Mediante la comparacién de secuencias se pretende identificar mutaciones comunes entre
los nuevos clones de S. aureus pero que no estén presentes en cepas homdlogas descritas previamente, tanto en
conejos como en ganaderos o veterinarios que trabajan en las explotaciones. Esta metodologia, llamada vigilancia
gendmica, se esta convirtiendo en la técnica de referencia para el anélisis, vigilancia y control de patégenos.

Estudio 4

Caracterizacion in vitro e in vivo de genes de S. aureus esenciales en la evasion de la respuesta inmunitaria. En
este estudio se pretende seguir profundizando en el conocimiento sobre la patogenia de las infecciones por S.
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aureus. Se ha demostrado que los genes de virulencia se regulan por dos sistemas globales, que son esenciales
en las cepas humanas y de conejos. A partir de estos hallazgos, se pretende estudiar el comportamiento de
estos genes y caracterizar los cambios que varien la virulencia de las cepas.

Estudio 5

Tratamientos alternativos a los antibidticos. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) incluye a S. aureus resistente
a meticilina entre los patégenos de prioridad elevada, con el objeto de promover la investigacién y desarrollo de nue-
vos antibidticos y tratamientos alternativos. En esta linea, la evaluacion del nivel de resistencia de las diferentes cepas
de S. aureus y en especial las MRSA frente a diferentes compuestos con actividad antimicrobiana supondria una hi-
pdtesis de partida interesante para el desarrollo de tratamientos alternativos, como el estudio de virus bacteriéfagos,
nanoparticulas de plata y acido laurico, que han demostrado tener cierta eficacia en estudios previos.

Resultados y discusion

Los resultados preliminares obtenidos en los primeros meses de ejecucién de este proyecto se muestran en la
comunicacién titulada “Epidemiologia molecular y evolucién de Staphylococcus aureus: resultados prelimina-
res” presentada en este mismo Symposium.

Hasta la fecha, méas de 6000 tipos de secuencias (STs) representando diferentes genotipos de S. aureus, han sido
identificadas y depositadas en bases de datos publicas online. Estos STs pueden, ademas, agruparse en complejos
clonales (CC). Mdltiples trabajos en ganado, incluyendo vacas, ovejas, cabras, aves de corral y conejos, han estudia-
do su relacién con las ST humanas representadas en estas bases de datos (Guinane et al., 2010; Lowder et al., 2009),
y han demostrado que la gran mayoria de los aislamientos en ganado pertenecen a un pequefio nimero de clones
asociados con animales: CC1 (ganado), CC5 (aviar) CC130 (multi-huésped), CC133 (rumiantes), CC151 (rumiantes),
CC398 (ganado) y CC425 (rumiantes y mamiferos salvajes) (Harrison et al., 2017; Haag et al., 2019).

En el caso de conejos, se realizd una caracterizacién molecular de aislados de S. aureus, determindndose que
las lesiones estaban producidas principalmente por unos pocos genotipos, destacando el clon ST121 con mas
del 75% de los casos, seguido del clon ST96 (Viana et al., 2007). Estos resultados coincidian con otros trabajos
que describian la aparicion de un clon epidémico altamente virulento, el ST121, que se asociaba con abscesos
cutdneos y mastitis en conejos comerciales en toda Europa (Vancraeynest, 2006). Por otra parte, se ha demostra-
do como las cepas ST121 presentan mayor virulencia que los aislados ST96, tanto de forma in vitro como en mo-
delos in vivo (Penadés et al., 2020). Como se ha indicado anteriormente, a pesar de que el nimero de genotipos
aislados de estafilococias en conejos ha sido limitado, en los Ultimos afios se ha reportado un incremento en el
numero y gravedad de los casos en cunicultura, los cuales, segun indicaciones de los veterinarios y ganaderos,
son mas virulentos, no responden a los tratamientos antibidticos tradicionales y persisten en las granjas, afectan-
do a su viabilidad econémica (Pérez-Fuentes et al., 2017).

Los objetivos del proyecto, por lo tanto, se basan en estos hallazgos previos, y se orientan en resolver prin-
cipalmente problemas incluidos en el Plan Estatal: “sostenibilidad de los sistemas de produccién primaria y
forestales, seguridad y calidad alimentaria”. En un primer momento, los resultados afectaran a los ganaderos,
en concreto al sector cunicola, pero podria tener impacto en otros sectores ganaderos y en consecuencia a los
veterinarios y la medicina humana.

Como conclusién, este proyecto no solo fomenta ampliar el conocimiento que tenemos hasta la fecha del patég-
eno S. aureus, sino que pretende ser una fuente de informacién tremendamente valiosa para el sector cunicola.
Cada cepa bacteriana esta asociada a unas caracteristicas especificas, que permiten establecer el tratamiento y la
prevencién necesaria en cada caso de forma individualizada. Se trata de un proyecto abierto a participacién por
parte de los ganaderos a través de sus veterinarios de confianza, que no solo aportara informacion puntual de los
problemas de forma individualizada, sino que arrojaré luz sobre un futuro comun para todo el sector cunicola.

Toda la informacion obtenida acerca de las cepas aisladas en el proyecto sera transmitida a los remitentes de
forma individualizada y, de igual forma, serédn continuamente informados sobre los hallazgos en sus cepas du-
rante el trascurso del proyecto de investigacion. Por lo tanto, animamos a todos los veterinarios, técnicos y ga-
naderos a participar en este interesante proyecto mediante el envio de muestras a nuestro laboratorio. Nuestro
correo de contacto es patricia.mascarosnunez@uchceu.es
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Resumen

Staphylococcus aureus es una bacteria de gran relevancia para el sector cunicola, debido a su impacto econém-
ico. La preocupacion crece en las granjas, sobre todo en los Ultimos afios, debido al aumento del nimero de
casos de estafilococias y a su mayor virulencia. El grupo de Patologia y Sanidad Animal de la Universidad CEU
Cardenal Herrera esté liderando un proyecto financiado por el MICINN (PID2020-117897RB-100) que tiene como
principal objetivo caracterizar genéticamente los aislados de S. aureus obtenidos en granjas de la Peninsula
lbérica para encontrar nuevos genes o mutaciones que pudieran explicar el aumento de la virulencia. Para ello,
hasta la fecha, se han tomado muestras de animales con diferentes lesiones compatibles con estafilococias en
155 explotaciones. En los aislamientos se han encontrado tanto cepas descritas con anterioridad como nuevas.
Esto podria justificar un cambio en la virulencia de los brotes. No obstante, esta hipdtesis hay que confirmarla
mediante estudios genéticos mas detallados, que se llevarén a cabo en los préoximos afios. En este documento
se muestran los resultados obtenidos hasta el momento.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, SARM, epidemiologia, virulencia, antibidticos, tratamiento.

Abstract

Staphylococcus aureus is a major pathogen in commercial rabbitries due to its economic impact. The increase
in the number and virulence of staphylococcal cases in the last years concerns both veterinarians and farmers.
The Animal Pathology and Health group of the CEU Cardenal Herrera University leads a project funded by the
MICINN (PID2020-117897RB-100) whose main objective is to genetically characterize S. aureus isolates obtained
from farms in the lberian Peninsula to find new genes or mutations that may explain the increase in virulence.
For this purpose, to date, samples have been taken from animals with different lesions compatible with S. aureus
in 155 farms. Both previously described and new strains have been found among the isolates. This could justify
a change in the virulence of the outbreaks. However, this hypothesis needs to be confirmed by more detailed
genetic studies, which will be carried out in the coming years. This article shows the results obtained so far.

Keywords: Staphylococcus aureus, MRSA, epidemiology, virulence, antibiotics, treatment.

Introduccidn

Las estafilococias suponen uno de los principales desafios sanitarios a los que se enfrenta la produccién animal. En el
ambito de la cunicultura comercial es especialmente relevante dado que afecta a todos los estratos de produccion y
da lugar a diferentes lesiones de caracter supurativo como mastitis, abscesos, pododermatitis, etc. (Segura et al., 2007).

La caracterizacién de S. aureus es una herramienta esencial para poder entender en profundidad la patogeni-
cidad de las cepas y desarrollar estrategias de tratamiento y prevencion. El anélisis filogenético de las cepas se
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realiza mediante el MLST (“Multi locus sequence typing”), técnica basada en la secuenciacién de siete regiones
conservadas del genoma. Cada tipo de cepa de S. aureus tiene asignado un ST (tipo de secuencia). A su vez
cepas con diferentes ST se agrupan en CC (complejos clonales) en base a su filogenia. Cada complejo clonal
puede llevar asociado una serie de factores de virulencia y elementos genéticos moviles distintivos. Por tanto,
el estudio del acervo genético de las cepas puede ayudar a entender cémo se comportan durante el proceso
de infeccién (Peacock et al., 2002).

La cepa mas extendida, clasicamente, en cunicultura es la ST121 seguida de la ST96 (Viana et al., 2015; Vancra-
eynest et al., 2006). Las pruebas in vitro e in vivo ponen de manifiesto las diferencias entre ellas, siendo el ST121
un clon altamente virulento (Penadés et al., 2020). Sin embargo, en los Ultimos afios, se ha reportado un aumento
en el nimero y la gravedad de casos de estafilococias en granja (Pérez-Fuentes et al., 2017). El anélisis molecular
de las cepas implicadas hace pensar que se estd produciendo un cambio en la tendencia de las cepas aisladas
que, en algunos casos, son resistentes a varios tipos de antibidticos (Moreno-Grua et al., 2018).

Para confirmar estos indicios se ha iniciado un proyecto de investigacién (PID2020-117897RB-100) financiado
por el Ministerio de Ciencia e Innovacién (MICINN) que se enfoca en el estudio y caracterizacién de las cepas
actuales, con el fin de entender cémo ha sido la evolucién desde las cepas tradicionales hasta la actualidad. Los
objetivos principales del proyecto son: (1) recopilacion y estudio de las cepas actuales de S. aureus y su distribu-
cién a lo largo del pais; (2) analizar y caracterizar sus elementos genéticos que potencialmente puedan contri-
buir a que nuevos clones de S. aureus hayan incrementado la virulencia de las infecciones; y (3) creacién de una
plataforma web publica, de acceso restringido, donde se muestre la distribucion de los diferentes genotipos,
asi como su resistencia a los antibidticos y su evolucidn en el tiempo. En este trabajo se presentan los resultados
preliminares del primer objetivo.

Material y métodos

Muestreo

Se muestreardn 50 granjas en cada comunidad auténoma, siempre que sea posible. En cada granja, se tomaran
dos muestras de animales que presenten lesiones compatibles con una infeccién por S. aureus (pododermatitis,
mastitis, abscesos, etc.) mediante una torunda estéril.

Identificacién

Las muestras se siembran en placas de agar sangre y se incuban a 37°C durante 24h. Tras 24h, se identifican las
colonias compatibles con S. aureus en base a su morfologia y capacidad hemolitica y son sembradas en caldo
de triptona de soja (TSB) para la posterior extraccién del ADN. Con este ADN se realiza la amplificacion del gen
coagulasa (coa), que sirve como confirmacion del aislamiento de S. aureus.

Caracterizacién de cepas

La caracterizacion inicial de las cepas se realiza mediante el anélisis de las regiones polimdrficas de tres genes:
coa, spay clfB (Viana et al., 2007). De este modo, se puede discriminar de manera agil y rapida las cepas presen-
tes en las granjas. Tras este tipado inicial, se seleccionan las cepas de interés para un anélisis mas exhaustivo. A
nivel genético se realiza el tipado por MLST y la deteccién de ciertos factores de virulencia de interés, sobre todo
los presentes en bacteridfagos, islas de patogenicidad y el casete cromosdmico estafilocdcico mec (SCCmec).

Resultados y discusion

Durante los primeros 6 meses del proyecto han sido muestreadas 155 granjas de las 433 granjas totales a mue-
strear (35,8%) (Tabla 1). Hasta ahora, el norte peninsular ha tenido una mayor intensidad de muestreo, habiendo
alcanzado el nimero de explotaciones objetivo en Galicia y el 50% en Catalufia y Castilla y Ledn. Se prevé haber
reunido el 80% de las muestras antes de que finalice el afio.
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Tabla 1. Ritmo de muestreo de las granjas comerciales.

Comunidades Granjas Granjas a muestrear Granjas muestre-

Auténomas totales adas
Andalucia 23 23 1
Aragdn 143 50 10
Asturias/Cantabria 17 17
Castilla-La Mancha/Madrid 81 50 8
Castillay Ledn 174 50 29
Catalufia 475 50 25
Extremadura 7 7 0
Galicia 194 50 50
La Rioja/ Navarra/Pais Vasco 52 50 16
Murcia 36 36 2
Valencia 156 50 12
Total 1358 433 155

Desde el punto de vista de la caracterizacion de las cepas obtenidas, la primera aproximacién ha mostrado una
gran diversidad. El anélisis basado en el polimorfismo de los genes coa, spay clfB ha evidenciado 31 genotipos
diferentes. Once de ellos habian sido previamente detectados por nuestro grupo. Los 20 restantes presentan
ligeras modificaciones respecto a los genotipos tradicionales o eran completamente nuevos. Esta tendencia
de evolucién y diversificacion de las cepas circulantes sigue en la linea de lo sefialado por Pérez-Fuentes et al.
(2017). Los datos recopilados por Viana et al. (2007) sefialaban como mas frecuente el genotipo A1 111 8, con un
70% de los aislados de lesiones en conejos. Diez aflos més tarde, su prevalencia se habia reducido hasta repre-
sentar un 18,5% de los aislados (Pérez-Fuentes et al., 2017). En el estudio actual, este genotipo solo ha represen-
tado un 3% de los aislados, destacando en su lugar el genotipo A1 II1 1 alcanzando casi un 25%.

En base a resultados anteriores, cada genotipo se asocia a un complejo clonal concreto (Pérez-Fuentes et al., 2017).
De los 164 aislamientos, el 75% pertenecen al CC121y un 15,7% al CC96 (Tabla 2). Por tanto, estos dos linajes siguen
siendo los predominantes en cunicultura (Vancraeynest et al., 2006; Viana et al., 2015). Por otra parte, se han detecta-
do los complejos clonales CC8 y CC1, con porcentajes minoritarios del 1,8% y el 0,6%. Probablemente, la menor
presencia de estos complejos clonales en granjas de conejos sea debido a que ambos linajes estan estrechamente
vinculados a la especie humanay con menor grado de adaptacion al conejo, a pesar de haberse aislado en diferentes
especies animales (Haag et al., 2019). El 6,7% restante corresponde a la aparicién de nuevas combinaciones en el
genotipo y que, por tanto, por el momento no se han podido relacionar con un complejo clonal concreto.

Tabla 2. Recuento de los complejos clonales asociados al genotipo.

Complejo Clonal N° de aislamientos %
asociado
CC121 123 75
CC9% 26 15,7
CC8 3 1,8
CC1 1 0,6
Desconocido 11 6,7
Total 164 100

La presencia del complejo clonal predominante, CC121, es bastante homogénea, encontrandose en todas las
comunidades auténomas muestreadas (Tabla 3). En cambio, el CC%6 se encuentra en 5 de las 8 comunidades
analizadas. Por el contrario, el CC1y CC8 Unicamente se han identificado en Pais Vasco y Catalufia. La variabi-
lidad de las cepas dentro de un mismo complejo clonal viene reflejada por los diferentes genotipos obtenidos.
En este caso, se puede observar que en las 8 comunidades autébnomas muestreadas existen no solo varios com-
plejos clonales circulando, sino también diferentes cepas dentro de un mismo complejo clonal. De hecho, en
algunas granjas se ha detectado mas de un genotipo generando patologia en los animales.

46 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA @

115



PATOLOGIA Y BIENESTAR

Tabla 3. Distribucién de cepas de S. aureus por Comunidades Auténomas.

Comunidad Auténoma N° de genotipos CC asociado
obtenidos

2 96
Aragén

2 121
Castilla-La Mancha 1 121

1 96
Castillay Ledn 4 121

2 Desconocido

2 8
Catalufia 7 121

4 Desconocido

2 96
Comunidad Valenciana 3 121

1 Desconocido

2 96
Galicia 4 121

2 Desconocido
Murcia 1 121

1 1
Pais Vasco 4 96

121

A la vista de los resultados preliminares del proyecto, cabe afirmar que los complejos clonales tradicionalmen-
te descritos en la cunicultura siguen siendo los principales en las granjas actualmente. No obstante, las cepas
vinculadas a estos linajes parecen ser objeto de multiples cambios. Todo ello estaria provocando una alteracién
del equilibrio entre los diferentes genotipos, modificando su prevalencia e impulsando la aparicién de otros
nuevos. Por tanto, es necesario continuar con una caracterizacién mas exhaustiva mediante el tipado MLST y
la deteccidn de factores de virulencia para lograr comprender la evolucidn de los casos de estafilococias en las
explotaciones cunicolas.

Por Ultimo, animamos a todos los veterinarios, técnicos y ganaderos a participar en este interesante proyecto me-
diante el envio de muestras a nuestro laboratorio. Nuestro correo de contacto es carmen.martinezseijas@uchceu.es
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Resumen

Staphylococcus aureus, Pasteurella multocida, Escherichia coli o Salmonella sp. ocasionan enfermedades en co-
nejos que disminuyen la productividad y la calidad de vida, pero el desarrollo de resistencias y los planes adopta-
dos para su control dificulta su tratamiento. Se han analizado 4386 resultados de antibiogramas obtenidos median-
te la técnica Kirby-Bauer en muestras clinicas de granjas cunicolas procedentes de la Peninsula Ibérica recibidas
en Exopol durante los afios 2019-2021. Se evalud la evolucidon de la sensibilidad antibidtica a lo largo del tiempo
mediante la prueba estadistica Chi-cuadrado. Se realizaron 905 antibiogramas de P. multocida, més del 80% de las
cepas fueron sensibles a la mayoria de los antibiéticos testados. De los 1066 antibiogramas de S. aureus, mas del
90% de las cepas testadas fueron sensibles a la combinacion de sulfametoxazol-trimetoprima. Pero, menos del 30%
de las cepas fueron sensibles a tetraciclina, y menos del 15% a enrofloxacino. De Salmonella spp., se han evaluado
118 antibiogramas obteniendo un alto porcentaje de cepas sensibles a colistina, gentamicina, y trimetoprima-
sulfametoxazol. Presenta muchas resistencias a bacitracina, apramicina, eritromicina, espiramicina y valnemulina.
Se analizaron 2297 de antibiogramas de E. coli. 13 de 18 antibidticos testados frente a E. coli, no superaron el 50%
de cepas sensibles a ellos en el 2021. En E. coli para apramicina y neomicina hay una disminucién significativa de
la sensibilidad respecto al tiempo. Por el contrario, hay un aumento significativo del porcentaje de cepas sensibles
respecto al tiempo de enrofloxacino en Salmonella spp. y E. coli, que puede deberse a la reduccion de su uso por
la clasificacion de antibidticos de la EMA. Es preocupante la situacién de E. coliy comienza a serlo la de Salmonella
spp. El uso racional de los antibidticos ayuda a reducir las resistencias y es necesario realizar estudios para valorar
su evolucién e indicacién de los medicamentos autorizados en Espana.

Palabras clave: sensibilidad antibidtica, pasteurelosis, salmonelosis, colibacilosis, estafilococia.

Abstract

Staphylococcus aureus, Pasteurella multocida, Escherichia coli or Salmonella spp. cause diseases in rabbits that
decrease productivity and quality of life. But the development of resistance makes it difficult to treat. The results
of 4,386 antibiograms obtained with the Kirby-Bauer technique was evaluated, from clinical samples of Iberian
Peninsula’s rabbit farms received at Exopol during the years 2019-2021. The evolution of antibiotic sensitivity over
time was evaluated using the Chi-square statistical test. 905 P. multocida antibiograms were performed. More
than 80% of the strains were sensitive to most of the antibiotics tested. From the 1066 antibiograms of S. aureus,
more than 90% of the strains tested were sensitive to the combination of sulfamethoxazole-trimethoprim. Howe-
ver, less than 30% of the strains were sensitive to tetracycline, and less than 15% were sensitive to enrofloxacin.
From Salmonella spp., 118 antibiograms have been evaluated, obtaining a high percentage of strains sensitive to
colistin, gentamicin, and trimethoprim-sulfamethoxazole. It presents many resistances to bacitracin, apramycin,
erythromycin, spiramycin and valnemulin. 2,297 antibiograms were analyzed for E. coli strains. 13 of 18 antibio-
tics tested against E. coli did not exceed 50% of strains sensitive to them in 2021.For apramycin and neomycin
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there is a significant decrease in sensitivity over time. There is a significant increase in the percentage of sensitive
strains with respect to enrofloxacin time in Salmonella spp. and E. coli, which may be due to reduced use by the
EMA antibiotic classification. The situation of E. coliis worrying and it is beginning to be for Salmonella spp. The
rational use of antibiotics helps to reduce antibiotic resistance, and it is necessary to carry out studies to assess
its evolution and indication of authorized drugs in Spain.

Keywords: antibiotic sensitivity, pasteurellosis, samonellosis, colibacillosis, staphylococcal.

Introduccidn

Los patdégenos bacterianos mas frecuentes en las granjas de conejos, Staphylococcus aureus, Pasteurella multoci-
da, Escherichia colio Salmonella spp. ocasionan enfermedades que disminuyen la productividad y la calidad de vida,
ademas de aumentar la tasa de mortalidad y abortos, siendo necesario el tratamiento de los animales afectados.

Pasteurella multocida es el principal agente causal de la pasteurelosis, colonizando las vias respiratorias supe-
riores, produciendo rinitis o coriza asociada con frecuencia a conjuntivitis. Otro de los procesos més frecuentes
es la estafilococia, siendo Staphylococcus aureus el agente causal. S. aureus suele estar presente en las vias
respiratorias altas y en la piel, incluso en animales sanos. La salmonelosis, causada por Salmonella spp., produce
diarreas en animales jévenes, septicemias en gazapos de pocos dias, y abortos y metritis en conejas reproduc-
toras. La diarrea ocasionada por Salmonella spp. suele estar asociada con frecuencia a una co-infeccién con
Escherichia coli, que es también el causante de la colibacilosis, y en concreto las cepas enteropatdgenas (EPEC),
gen eae positivas, son el agente causal de esta infeccién en conejos.

Estas infecciones bacterianas producen distintos procesos clinicos y tienen perfiles de sensibilidad antibidtica
diferentes. En la Tabla 1 se describen los tratamientos indicados para cada agente en cunicultura y si estan
descritos genes de resistencia. Actualmente, el desarrollo de resistencias a este tipo de farmacos es uno de los
mayores problemas de salud publica, lo que ha impulsado medidas para promover un uso racional de los anti-
biéticos desde las instituciones sanitarias nacionales e internacionales. Muchas de ellas afectan a la préactica de
la medicina veterinaria, como el programa REDUCE en cunicultura.

Tabla 1. Antibiéticos indicados para cada proceso en cunicultura y existencia de genes de resistencia
descritos en la literatura cientifica.

Pasteurella multocida  Staphylococcus aureus Salmonella spp. Escherichia coli

indicado  2oien y  Indicado o e Indicado o Indicade
B-lactamicos No Si No Si No Si No Si
Macrélidos Si Si No Si No Si No Int*
Tetraciclinas Si Si Si Si Si Si Si Si
Aminoglucésidos No Si No Si No Si Si Si
Sulfonamidas Si Si Si Si Si Si Si Si
Polipéptidos ciclicos No Int* Si Si No Int* No Int*
Quinolonas Si Si Si Si No Si Si Si
Polimixinas No No No Int* No Si Si Si
Pleuromutilinas No No No Si No -* No Si

*Int.: resistencia intrinseca. -: poca actividad, pero sin genes de resistencia descritos.

Material y métodos

Se han analizado 4386 resultados de antibiogramas realizados en muestras clinicas procedentes de granjas cunico-
las de la Peninsula Ibérica recibidas en Exopol durante los afios 2019-2021. Las muestras fueron tomadas de animales
enfermos que cursaban con procesos: respiratorios, digestivos, septicemias, reproductivos, cutdneos o mamitis. Me-
diante el aislamiento microbioldgico e identificacion con la tecnologia Maldi-Tof se seleccionaron las bacterias paté-
genas, y se procedié a la realizacidn de la prueba de sensibilidad antibidtica mediante la técnica de Kirby-Bauer. Con
los resultados acumulados de sensibilidad antibidtica para cada bacteria, se calculé el porcentaje de cepas sensibles
para cada antibidtico en cada afio estudiado, y se evalud la evolucidn de la sensibilidad antibidtica de cada antibidtico
alo largo del tiempo mediante la prueba estadistica Chi-cuadrado, con el programa estadistico SPSS.
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Resultados y discusién

Se realizaron 905 antibiogramas frente a P multocida. En la Figura 1 se pueden ver los porcentajes de sensibi-
lidad: 12 de los 18 antibidticos testados superan mas del 80% de cepas sensibles, por lo que las cepas de P. mul-
tocida son muy sensibles a la mayoria de antibidticos. Aunque, en eritromicina hay una disminucién significativa
del porcentaje de cepas sensibles con el tiempo, este antibidtico estéd indicado para infecciones causadas por
este agente, pero en bovino, ovino y porcino. La evolucion del resto de antibidticos de los que se han obtenido
diferencias significativas, no sigue una tendencia en aumento o disminucién con el paso del tiempo, asi que
estas diferencias pueden deberse a diversas causas.

Estudio de sensibilidad antibiética de Pasreurella multocida

10025
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60%
Sore
0%
30%
i1
10%

%

= 2019
= 2020
= 2021

Porcentaje de cepas sensibles

AML SH P SXT TE B APR  CN N 5 TS TIA CT ENR E 5P VAL
Antibidticos
AML: amoxicilina, $H: espectinomicina, P: penicilina, SXT: trimetoprim con sulfametoxazol, TE: tetracicling, B: bacitracing, APR: apramicina, CN:
gentamicina, N: neomicina, S:estreptomicina, ANC: amoxicilina condcido clavulinice, TAS: ilmicosina, TIA: damulina, CT: colistina, ENR: enrofloxacine,
E: eritromicina, 5P: espiramicina, VAL: valnemulina.

Figura 1. Comparativa del porcentaje de sensibilidad entre 2019 y 2021 de 905 antibiogramas de Pas-
teurella multocida. Significacién estadistica por Chi-Cuadro con p-valor <0,05 (*) y <0,01 (**).

De los 1066 antibiogramas frente a S. aureus evaluados (Figura 2), méas del 90% de las cepas testadas fueron
sensibles a la combinacién de sulfametoxazol con trimetoprima. Sin embargo, menos del 30 % de las cepas
fueron sensibles a tetraciclina, y menos del 15 % lo fueron a enrofloxacino. Ademas, en la tetraciclina se observa
una tendencia de la disminucidon del porcentaje de cepas sensibles respecto al tiempo, lo que indica que estan
aumentando las resistencias. Oxitetraciclina y enrofloxacino estén indicados en procesos infecciosos causados
por S. aureus en conejos, asi que su continuo uso puede estar provocando un aumento de las resistencias para
ambos. Espiramicina presenta una disminucién significativa de la sensibilidad respecto al tiempo, y el resto de
los antibidticos macrdlidos testados, bajos porcentajes de cepas sensibles. Esta disminucién puede deberse al
alto uso de macrdlidos en medicina veterinaria.

Estudio de sensibilidad antibiotica de Staphylococcus aureus

100% 1

u201%
2020

u2021

Porcentaje de cepas sensibles
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Antibidticos

ANIL: amoxicilina, $H: espectinomicina, P: penicilina, $XT: trimetoprim con sulfametoxazol, TE: tetraciclina, B: bacitracina, APR: apramicina, CN:
gentamicina, N: neomicina, Stestreptomicina, AMC: amoxicilina con dcido clavulinico, TMS: tilmicosina, TIA: tiamulina, CT: colistina, ENR: enrofloxacine,
E: eritromicina,5P: espiramicina, VAL: valnemulina.

Figura 2. Comparativa del porcentaje de sensibilidad entre 2019 y 2021 de 1066 antibiogramas de Sta-
phylococcus aureus. Significacién estadistica por Chi-Cuadro con p-valor <0,05 (*) y <0,01 (**).
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En el caso de la Salmonella spp., se han evaluado 118 antibiogramas en la Figura 3, obteniendo un alto
porcentaje de cepas sensibles a colistina, gentamicina, y trimetoprima con sulfametoxazol. Neomicina tiene la
indicacién para salmonelosis en porcino y en bovino, y en conejos podemos observar que solamente la mitad
de las cepas testadas de Salmonella spp. fueron sensibles a estos antibidticos. También se observa un aumento
significativo de cepas sensibles a penicilina y amoxicilina con acido clavulanico.

Estudio de sensibilidad antibiotica de Salmonella spp.
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Porcentaje de cepas sensibles
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Antibioticos
AML: amoxicilina, SH: espectinomicina, P: penicilina, SXT: trimetoprim con sulfametoxazol, TE: tetraciclina, B: bacitracina, APR: apramicina, CN:
gentamicina, N: neomicina, 5:estreptomicina, AMC: amoxicilina con dcido clavulinico, TMS: tilmicosina, TIA: tiamulina, CT: colistina, ENR: enrofloxacine,
E: eritromicina, SP: espiramicina, VAL: valnemulina.
Figura 3. Comparativa del porcentaje de sensibilidad entre 2019 y 2021 de 118 antibiogramas

de Salmonella spp. Significacién estadistica por Chi-Cuadro con p-valor <0,05 (*) y <0,01 (**).

Se han analizado los resultados de 2297 antibiogramas realizados frente a cepas de E. coli. En la figura 4 se
puede ver que E. coli es una de las bacterias con mas resistencias a los antibidticos. 13 de 18 antibidticos testa-
dos, no superaron el 50% de cepas sensibles a ellos en el 2021. Apramicina (34,84% de cepas sensibles en 2021)
y neomicina (8,64% de cepas sensibles en 2021), estén registradas para el tratamiento de E. coli en conejos, y
hay una disminucién significativa de la sensibilidad en los dltimos 3 afios, posiblemente debido a su uso conti-
nuado. Como se ilustra en la Figura 4, algunos antibidticos, como enrofloxacino y trimetoprim-sulfametoxazol,
presentan una tendencia a aumentar el porcentaje de cepas sensibles a ellos, pero al ser un porcentaje tan bajo,
todavia no se puede considerar una mejoria relevante.

Se observa un aumento significativo del nimero de cepas sensibles respecto al tiempo de enrofloxacino tanto
en Salmonella spp. como en E. coli, esto puede deberse a que se redujo su uso tras la publicacién de la clasifi-
cacion de los antibidticos de la Agencia Europea del Medicamento, que considera a las fluorquinolonas como
categoria B y hay que limitar su uso.

Cabe destacar el ligero aumento de cepas de E. colisensibles a la valnemulina, tendencia que se observa tam-
bién en P. multociday S. aureus. Para la tiamulina en E. coli, si que hay un aumento significativo, pero en S. aureus
y P multocida aunque la sensibilidad es muy alta, no sigue una tendencia al alza. Habria que estudiar méas en
profundidad estas variaciones de la sensibilidad del grupo de las pleuromutilinas. Podrian estar relacionadas con
la normativa que comenzd en 2021 de solo incluir dos antibidticos en pienso, desde entonces se suele incluir
solamente la valnemulina. Es posible que al reducir el uso a un solo antibiético de la familia se estén reduciendo
las resistencias, pero podria deberse a otras causas.
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Estudio de sensibilidad antibiotica de Escherichia coli
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Antibidticos
AML: amoxicilina, 5H: espectinomicina, P: penicilina, SXT: trimetoprim con sulfametoxazol, TE: tetraciclina, B: bacitracina, APR: apramicina, CN:
gentamicina, N: neomicina, S:estreptomicina, AMC: amoxicilina con dcido clavulinico, TMS: tilmicosina, TIA: tiamulina, CT: colistina, ENR: enrofloxacino,
E: eritromicina, SP: espiramicina, VAL: valnemulina.

Figura 4. Comparativa del porcentaje de sensibilidad entre 2019 y 2021 de 2297 antibiogramas de
E. coli. Significacién estadistica por Chi-Cuadro con p-valor <0,05 (*) y <0,01 (**).

En conclusidn, los perfiles de sensibilidad son muy distintos entre las distintas cepas bacterianas estudiadas, y
la situacién es bastante preocupante para E. coliy comienza a serlo para Salmonella spp. El uso racional de los
antibidticos ayuda a reducir las resistencias antibidticas, y es necesario realizar estudios que recopilen los resul-
tados de muestras clinicas de las granjas cunicolas para poder valorar su evolucion. Hay que incidir en el registro
de nuevos antibidticos para el tratamiento de conejos, ya que hay farmacos que no estén siendo efectivos y las
alternativas terapéuticas son de categorias con mas restricciones de uso o para otras especies.
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Resumen

La busqueda de alternativas en el uso de antibidticos en el engorde de conejos de carne es una necesidad, ya
que el abuso de los antibiéticos ha provocado la aparicion de resistencias a los antimicrobianos. Estas alterna-
tivas pueden estar relacionadas con diferentes areas de la produccién, una de ellas son las técnicas de manejo.
En este trabajo se han evaluado 2 técnicas de manejo diferentes. Por un lado, la alimentacion con alimentacion
medicada (M) y sin medicar (SM). Por otra parte, segun el tamafio del grupo (8 animales (1) y 32 animales (C)), que
a su vez las jaulas de 8 animales se dividieron por parentesco (hermanos (H) y no hermanos (NoH) en la misma
jaula). Se han utilizado 1620 conejos de la linea genética de alta longevidad y reproduccién (linea LP) de la Uni-
versidad Politécnica de Valencia distribuidos en 6 tratamientos: HM, HSM, NoHM, NoHSM, CM y CSM. Para la
evaluacién de estas técnicas se han medido pardmetros sanguineos relacionados con el bienestar animal. Estos
parametros son: Inmunoglobulinas G (IgG) y M (IgM), Albimina, Proteina C reactiva (CRP), Glucosa y Lactato
deshidrogenasa (LDH). Tan solo se encontraron diferencias significativas para el tamafio de grupo en referencia
a la albuminay la CRP. Pero todos los pardmetros estarian dentro de los estdndares de la especie. Por lo que se
podria concluir con los resultados obtenidos que el tamafo de grupo y el parentesco, asi como la ausencia de
antibidtico en el pienso no tienen efecto sobre los parédmetros de bienestar medidos para una linea genética
resiliente como la LP.

Palabras clave: conejo de engorde/cebo, alternativas a antibidticos, bienestar animal.

Abstract

The search for alternatives in the use of antibiotics in the fattening of meat rabbits is a necessity, as the abuse
of antibiotics has led to the emergence of antimicrobial resistance. These alternatives can be related to different
alternatives, one of them being management techniques. In this work, 2 different management techniques have
been evaluated with medicated (M) and unmedicated (SM) feeding, these techniques are: group size (8 animals
(I) and 32 animals (C)), and in turn the cages of 8 animals were divided by parentage (siblings (H) and non-siblings
(NoH) in the same cage). A total of 1620 rabbits of the high longevity and reproduction genetic line (LP line) of
the Polytechnic University of Valencia were used, distributed in 6 treatments: HM, HSM, NoHM, NoHSM, CM and
CSM. For the evaluation of these techniques, blood parameters related to animal welfare have been measured.
These parameters are Immunoglobulins G (IgG) and M (IgM), Albumin, C-reactive protein (CRP), Glucose and
Lactate dehydrogenase (LDH). Significant differences were only found for group size in reference to albumin and
CRP. But all parameters were within the species standards. Therefore, it could be concluded with the results ob-
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tained that group size and parentage, as well as the absence of antibiotic in the feed has no effect on the welfare
parameters measured for a resilient genetic line such as LP.

Keywords: growing rabbit, antibiotics alternative, welfare.

Introduccidn

El uso de antibidticos en la produccion cunicola esta bastante extendido debido a la existencia de la enteropa-
tia epizodtica mucoide que provoca fuertes diarreas durante la fase de engorde y una elevada mortalidad (Licois
et al., 2005). Sin embargo, en los Ultimos afios estos farmacos deben ser reducidos debido a su importancia en
la aparicion de resistencias por parte de los microorganismos. Por ello, es necesario encontrar alternativas a los
antibidticos que ayuden a mantener una alta produccién, sin disminuir el bienestar animal y la salud que estos
aportan durante la fase de engorde.

Estas alternativas pasan por la nutricion, la mejora genética, la ganaderia de precisién o la modificacion de las
técnicas de manejo de los animales. Esta Ultima alternativa resulta interesante, debido a que la mejora de las
técnicas de manejo sobre los animales puede mejorar la resistencia de estos frente a los problemas que puedan
surgir durante el ciclo productivo, manteniendo el bienestar animal (Dawkins, 2017). Estas técnicas estan cen-
tradas en disminuir el estrés que puedan estar sufriendo debido a su entorno, como elevadas densidades de
produccién o elevados tamarios de grupo (Volek et al., 2014). Algunas de estas técnicas de manejo pueden ser:
la provisién de espacio y un entorno adecuado (Szendrd et al., 2009), la reduccidon del tamafio de grupo (Dalle
Zotte et al., 2009; Paci et al., 2013; Volek et al., 2014), u otras menos estudiadas en cunicultura, como el manteni-
miento o no de las camadas de hermanos durante la fase de cebo.

Para la evaluacién del efecto del manejo sobre el bienestar animal, se han utilizado mediciones sobre la pro-
duccién, el comportamiento y parametros fisioldgicos (de la Fuente et al., 2004), entre los que se encuentran el
cortisol, la lactato deshidrogenasa (LDH), la concentracién de glucosa o incluso, la concentracion de inmunoglo-
bulinas y de varias proteinas de fase aguda (APP) (Dinarello, 1983; 1989; Gruys et al., 1998).

Por ello, el objetivo de este trabajo ha sido evaluar el efecto de dos técnicas de manejo como el tamafio de
grupo y mantener el parentesco durante el cebo como alternativas al uso de antibidticos, sobre el bienestar
animal de los conejos de engorde mediante indicadores sanguineos como las Inmunoglobulinas, las APP, la
glucosay el lactato deshidrogenasa.

Material y métodos

Un total de 1620 conejos de engorde de la linea LP de la Universitat Politécnica de Valéncia caracterizada por su
alta resiliencia y gran capacidad para permanecer en el rebario (Ferrian et al., 2013; Savietto et al., 2015), fueron
distribuidos en 6 tratamientos distintos, cuatro de ellos en jaulas para 9 animales (I) cuyas medidas eran de 50 x
75 x 30 cm y dos tratamientos para jaulas de 36 animales (C) cuyas medidas eran 200 x 75 x 50 cm. Las jaulas |, se
subdividieron en jaulas de hermanos (H) y no hermanos (NoH), y éstas a su vez en pienso medicado (M) y sin medi-
car (SM). En el caso de las jaulas C, sélo se dividieron por el pienso utilizado (M y SM). Asi, se obtuvieron al final 25
jaulas | de cada tratamiento y 9 jaulas C de cada tratamiento. El pienso utilizado para todos los tipos de jaula tenia
la misma composicién nutricional (14,5 % PB y 19,8 % FB). El cebo durd 33 dias desde el destete, llegando hasta
los 64 dias de vida. Al inicio y al final del cebo, se obtuvo por exanguinaciéon una muestra de sangre de un animal
al azar de cada jaula para las jaulas de 9 animales, y 4 individuos de las jaulas de 36 animales y se analizaron las
IgG, IgM, glucosa, lactato deshidrogenasa, albimina y proteina C reactiva (CRP), mediante kits ELISA comerciales.

Una vez obtenidos los datos se analizé su distribucién mediante histograma de todas las variables dependien-
tes, observando que la variable dependiente CRP no mostraba una distribucién normal, por lo que se normalizd
mediante transformacién a logaritmo neperiano. La variable dependiente de CRP se transformé a una distri-
bucién normal mediante logaritmo neperiano. Después se realizd un andlisis de la varianza mediante ANOVA
multifactorial con el programa estadistico Statgraphics Centurion®. Se analizaron por un lado los efectos fijos del
parentesco y el pienso, y por otro lado el tamafio de grupo y el pienso.

Resultados y discusion

Los pesos de sacrificio de los animales fueron acordes a los de la especie y linea genética. En el anélisis de los
datos no se obtuvo ninguna diferencia significativa para las inmunoglobulinas, las APP, la glucosa y LDH al inicio
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del ciclo de engorde. Después de la fase de cebo, donde los animales han crecido bajo las condiciones de los
distintos tratamientos, tan solo se ha observado diferencias significativas en las APP entre animales de las jaulas
|y C debidas al tamafio de grupo (Tabla 1). El resto de los pardmetros no se vieron alterados de manera signifi-
cativa por ninguno de los factores y sus interacciones (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados de Inmunoglobulinas, APP, Glucosa y LDH a los 64 dias de vida (mean + e.s).

Factor Nivel . I9G IgM Alb. CRP Glu. LDH

(mg/dl) (mg/dl) (g/dl) (ug/ml) (mg/dl) (uI/1)

M 61 521,2+15,4 123,2+3,2 3,07+0,04 4,7+1,1 146,2+2,2 284,8+17,3

P SM 61 542,3+15,4 121,8+3,2 3,08+0,04 4,2+1,1 148,8+2,2 303,2+17,3
P-valor 0,3259 0,7488 0,9281 0,4064 0,4210 0,4468

| 50 527,8+16,2 122,8+3,5 3,14+0,04 52+1,1 150,2+2,4 304,7+18,3

G C 72 535,8+13,9 122,1£3,0 3,02+0,04 3,9+1,1 144,8+2,0 283,3+15,7
P-Valor 0,7083 0,8891 il xHx 0,0844 0,3766

IM 25 521,2+22,8 125,3+4,8 3,13+0,06 5,5+1,2 147,4+3,3 272,4+26,2

ISM 25 534,4+22,8 120,3+4,8 3,15+0,06 4,8+1,2 153,1+3,3 336,9+26,2

P*G CM 36 521,3+19,5 121,1+4,3 3,02+0,05 4,0+1,1 145,1+2,8 297,1+22,7

CSM 36 550,3+19,5 123,2+4,3 3,01+0,05 3,7+1,1 144,5+2,8 269,4+22,7
P-valor 0,7128 0,4374 0,6859 0,8655 0,3124 0,0583

M 50 508,1+17,2 124,2+3,2 3,05+0,05 5,0+1,1 147,2+2,4 268,7+17,9

P SM 50 500,1+17,2 117,4£3,2 3,14+0,05 4,4+11 152,8+2,4 314,9+17,9
P-Valor 0,7436 0,1321 0,2127 0,4010 0,1009 0,0716

H 50 480,4+17,2 118,9£3,2 3,05+0,05 4,3+1,1 149,7+£2,4 279,0£17,9

Pa NoH 50 527,8+17,2 122,8+3,2 3,14+0,05 5,2+1,1 150,2+2,4 304,7£17,9
P-Valor 0,0539 0,3870 0,1950 0,2140 0,8825 0,3136

HM 25 495,0+24,2 123,2+4,5 2,98+0,07 4,5+1,2 147,0+£3,4 265,0+25,3

HSM 25 465,9+24,2 114,5+4,5 3,12+0,07 4,0+1,2 152,5+3,4 292,9+25,3

P*Pa NoHM 25 521,2+24,2 125,3+4,5 3,13+0,07 5,5+1,2 147,4+3,4 292,4+25,3

NoHSM 25 534,4+24,2 120,3+4,5 3,15+0,07 4,8+1,2 153,1+3,4 336,9+25,3
P-Valor 0,3853 0,6772 0,4020 0,9232 0,7459 0,4724

1gG: Inmunoglobulina G; IgM: Inmunoglobulina M; Alb: Alnumina; PCR: Proteina C reactiva; Glu: Glucosa; LDH: Lactato deshidrogenasa. P: factor Pien-
so; G: Tamario de grupo; Pa: Parentesco; *: Interaccién entre factores; M: pienso medicado; MS: pienso sin medicar; I: jaulas de 8 animales; C: jaulas de
32 animales; H: jaulas de hermanos; NoH: jaulas de no hermanos.

**%: p<0,05.

En el presente estudio no se han observado diferencias significativas en la mayoria de los parédmetros de estrés
estudiados en funcién de los factores fijos, exceptuando las APP debido al factor del tamafio de grupo. Se sabe
que el tamafo de grupo tiene un efecto sobre la produccién y el bienestar de los conejos (Volek et al., 2014).
Elevados tamafos de grupo provocan disminuciones de produccién, y una elevada presencia de comportamien-
tos agonisticos que se acaban traduciendo en un estrés ambiental para el individuo (Princz et al., 2007; 2008).
En este estudio no se han dado diferencias de peso entre tratamientos, pero si se ha observado una variacion
significativa en las APP analizadas.

Las APP son un grupo de proteinas sanguineas que cambian de concentracidn en animales sometidos a de-
safios externos o internos, como infeccién, inflamacién, trauma quirdrgico, lesién o estrés (Murata et al, 2004).
Estas variaciones ocurren elevando o disminuyendo hasta 100 veces su concentracién en sangre (Khalil y Al-Hu-
madi, 2020). Autores como Volek et al. (2014), Szendrd et al. (2009) y Princz et al. (2007) obtuvieron resultados
que demuestran que el tamafo de grupo afecta al bienestar animal, por lo que el tamafio de grupo se podria
catalogar como un factor de estrés ambiental. Pero en este caso las diferencias significativas en la concentracion
de Albumina y CRP obtenidas estan dentro de los pardmetros estandar de la especie segun autores como El-Ta-
rabay et al. (2021) y Cray et al. (2013).

En referencia a la glucosa y LDH no se han obtenido diferencias significativas ni valores asociados a un meta-
bolismo anaerdbico elevado y alterado de manera importante (Ibafiez et al., 2002), siendo los valores obtenidos
normales dentro de la especie.
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Por dltimo, las inmunoglobulinas son anticuerpos pertenecientes a la respuesta inmune (Gruys et al., 2005).
Pese al uso de antibidtico en el pienso, no se ha obtenido diferencias significativas tal y como cabria esperar.
Ya que autores como Gaskins et al. (2002) y Dawkins (2017) mencionan que el uso de estas sustancias inhibe el
crecimiento de patdgenos, asi como la disminucién de la concentracidon de metabolitos microbianos téxicos, por
lo que se podria esperar que los animales alimentados con pienso medicado tuvieran una menor concentracién
de inmunoglobulinas

La ausencia de diferencias significativas en el presente estudio puede deberse al uso de la linea genética LP de
la Universidad politécnica de Valencia, ya que se caracteriza por una elevada resiliencia, una alta productividad
en estas condiciones de produccién y capacidad para permanecer en el rebafio (Ferrian et al., 2013; Savietto et
al., 2015).

En conclusidn, segun los resultados obtenidos, los pardmetros sanguineos de bienestar de los animales no se
verian alterados durante la fase de engorde en ausencia de antibidticos, y con tamafios de grupo elevados con
el uso de la linea genética LP de la Universidad Politécnica de Valencia. Aun asi, seria necesario aumentar el
numero de animales a muestrear para obtener una conclusién mas clara, y disminuir los elevados errores encon-
trados debidos a la alta variabilidad entre individuos.
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Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la inclusion de bloques de heno para roer (A: ausencia, P:
presencia) y de la diferenciacion de grupo seguin el sexo en parques (XX: sélo hembras, YY: sélo machos, XY: sexo
mixto) sobre parametros productivos, resultados al sacrificio y uso del espacio de 288 conejos de engorde cria-
dos en 18 parques (16 conejos por parque) desde el destete hasta al sacrificio (31-73 dias de edad). Los parques
estaban formados por dos médulos conectados: el drea de alimentacién (suelo de malla alambre; 4 bebederos;
un comedero; un bloque de heno para grupos P) y el drea de descanso (suelo de varilla plastica, dos bebederos).
La presencia de bloques de heno incrementé la ganancia de peso diaria (51.8 vs. 50.6 g/d; p<0.05) y el peso al
sacrificio (2818 vs. 2763 g; p<0.05). El grupo P presentd un porcentaje menor de conejos en el drea de descanso
frente al grupo A (49.5% vs. 53.0%; p<0.001). Respecto al efecto de la diferenciacién de grupo segun el sexo, el
indice de conversién de los grupos XX y XY fue mejor respecto al grupo YY (p<0.05), mientras que el grupo YY
presentd un mayor rendimiento al sacrificio comparado con el grupo XX (p<0.01) con valores intermedios para
el grupo XY. No se observaron lesiones en ningin animal al final del ensayo. En conclusién, la inclusién de blo-
ques de heno podria mejorar los pardmetros de rendimiento en conejos de engorde, mientras que separar los
animales en grupos diferenciados segin el sexo no define una ventaja clara.

Palabras clave: materiales para roer, alojamiento en grupo, bienestar, rendimiento de la canal.

Abstract

This study assessed the effect of the provision of gnawing hay blocks (A: absence, P: presence) and sex-group
composition in the parks (XX: only females, YY: only males, XY: mixed-sex) on growth performance, slaughter re-
sults, and use of space in 288 growing rabbits reared in 18 parks (16 rabbits per park) from weaning to slaughter
(31-73 days of age). The parks were composed by two communicating modules: a module intended for feeding
(wire net floor; four nipple drinkers; one feeder; one gnawing hay blocks in P groups) and a module for resting
(plastic slatted floor, two nipple drinkers). The presence of gnawing blocks increased daily weight gain (51.8 vs.
50.6 g/d; p<0.05) and slaughter weight (2818 vs. 2763 g; p<0.05). In the P group, a lower percentage of rabbits
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was observed in the resting area compared to the A group (49.5% vs. 53.0%; p<0.001). Regarding the sex-group
composition, a better feed conversion ratio was recorded in XX and XY compared to YY parks (p<0.05), whereas
YY group showed a higher slaughter yield compared to XX (p<0.01) with intermediate values in group XY. No
signs of lesions were detected at the end of the trial. In conclusion, the use of a hay gnawing block could improve
performance of growing rabbits, whereas the separate housing of females and males in group-housed rabbits
does not offer significant advantages.

Keywords: gnawing materials, group housing, welfare, slaughter yield.

Introduccidn

En la Unién Europea (UE), los sistemas de produccion cunicola se concentran principalmente en tres paises:
Espanfa, Francia e Italia, los cuales representan un 85% del total de la produccién de la UE (Trocino et al., 2019).
En estos paises los conejos de engorde se crian en jaula bicelular, jaula polivalente (4-6 conejos por jaula) y jaula
enriquecida (de mayor anchura y con plataforma) (EFSA, 2020). Sin embargo, la iniciativa de los ciudadanos eu-
ropeos "End the Cage Age” propone la prohibicidn de las jaulas para los diferentes sistemas de produccion en
granjas de la UE, incluidas explotaciones cunicolas, para las cuales el Parlamento Europeo busca eliminar su uso
de forma gradual a través de una regulacién para 2027.

En sistemas de alojamientos alternativos como parques, la cria de conejos se puede hacer en grupos de dife-
rentes tamanos (méas de 8, frecuentemente entre 30-32). En los parques, su bienestar resulta como “likely/highly
likely higher” a diferencia de aquellos animales criados en jaulas bicelulares o polivalentes (EFSA, 2020). Por otro
lado, segun el informe de EFSA (2020), el cebo de conejos en parques puede generar problemas relacionados
con la salud, como trastornos cutaneos y gastrointestinales, ademaés de otros relacionados con el comportamien-
to, como problemas de descanso, incapacidad para expresar comportamientos de roer y miedo, que deben ser
afrontados para la correcta implantacion de estos sistemas. Los problemas de descanso pueden estar asociados
a inadecuadas condiciones en la densidad de alojamiento, caracteristicas del pavimento, e higiene, mientras la
incapacidad de roer puede dar lugar a comportamientos agresivos y anormales (Verga et al., 2004; Princz et al.,
2007; Buijs et al., 2011). Sin embargo, aun no existen estudios consistentes sobre los efectos en rendimientos
productivos y comportamiento al introducir elementos en el medio que proporcionen la posibilidad de roer a
los conejos. Ademas, limitar la agresividad en sistemas de alojamiento colectivos es un punto clave para reducir
el miedo y el dolor en los animales (EFSA, 2020). En este sentido, surge la idea de hacer grupos de animales
diferenciados por sexos, pero actualmente los estudios realizados son escasos y contradictorios (Bozicovich et
al., 2016; Birolo et al., 2020).

En este contexto, este articulo evalla el efecto de la presencia de materiales para roer (mediante la inclusién de
blogues de heno) y la diferenciacién de los grupos segun los diferentes sexos (sélo hembras, sélo machos, sexo
mixto) en el rendimiento productivo, resultados al sacrificio y uso del espacio de conejos de engorde en parques.

Material y métodos

Este estudio se realizd en la granja experimental de la Universidad de Padova, en un edificio cerrado, some-
tidos a un fotoperiodo natural (11-12 horas de luz) y temperatura estable (20-24°C). A 31 dias de edad, 288
gazapos de lineas cruzadas (144 hembras y 144 machos; Hypharm, Groupe Grimaud, Roussay, France) fueron
seleccionados sobre camadas sanas de conejas multiparas (partos >3) de una granja comercial, transportados
a la granja experimental e individualmente identificados y distribuidos en 18 parques (1.28 m x 0.78 m; 1 m?
con 16 animales por parque. Los parques estaban compuestos por dos modulos de igual dimensién (0.64 m
x 0.78 m; 0.5 m?) parcialmente separados por una malla de alambre (0.36 m x 1.10 m). En el primer médulo se
definié el érea de alimentacion y en el segundo mdodulo se definid el drea de descanso. El suelo de la zona de
alimentacién era de malla de alambre (75 mm x 15 mm, @: 2.5 mm), y estaba equipada con cuatro bebederos
de chupete y un comedero. La zona de descanso presentaba suelo de plastico con agujeros regulares (70 mm
x 10 mm; distancia entre agujeros: 7 mm) y estaba equipada con dos bebederos de chupete. Se utilizaron 6
tratamientos estructurados de forma bi-factorial: 3 niveles de grupos por sexo (XX: 16 hembras/parque; YY:
16 machos/parque; XY: 8 hembras y 8 machos/parque) x 2 condiciones de enriquecimiento del medio (A:
ausencia de bloques de heno, P: presencia de bloques de heno). Los bloques de heno tenian forma cilindri-
ca (altura: 0.40 m; @: 0.08 m) y la siguiente composicion: materia seca (MS) 89.0%, proteina bruta (PB) 11.2%,
extracto etéreo (EE) 1.4%, fibra neutra detergente (FND) 53.1%, fibra 4cido detergente (FAD) 34.7%, lignina
acido detergente (LAD) 9.1%. Los bloques eran puestos en un tubo metélico en la pared trasera en la zona de
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alimentacién y se suministraron sin restricciones y de forma constante durante toda la prueba. Todos los cone-
jos fueron alojados teniendo acceso ad libitum al pienso y al agua. Se suministrd una dieta post-destete (MS:
88.8%, PB: 15.4%, EE: 4.1%, FND: 37.1%, FAD: 19.6%, LAD: 5.1%) de 31 a 55 dias de edad seguida de una dieta
de cebo (MS: 88.5%, PB: 15.5%, EE: 4.4%, FND: 35.0%, FAD: 18.0%, LAD: 4.1%) de 56 dias de edad al sacrificio
(73 dias). Ninguna de las dietas contenia antibidticos o coccidiostaticos. Durante la prueba se registrd una vez
a la semana el peso vivo de los animales y el consumo de los bloques de heno. El consumo de pienso en los
parques, mortalidad y morbilidad fueron diariamente registrados. A 33, 40, 47, 54, 61, y 68 dias de edad, todos
los parques fueron grabados en video contando el nimero de animales en el drea de alimentacidny en el area
de descanso (una vez cada hora durante 24 h). El dia antes del sacrificio, se examiné la presencia de lesiones
como arafazos, heridas abiertas o costras en cualquier parte del cuerpo debido a agresiones. A 73 dias de
edad, todos los animales fueron pesados, trasportados a un matadero comercial y sacrificados. Después de
2,5 h de enfriamiento, las canales fueron pesadas individualmente a fin de calcular el rendimiento al sacrificio
(Blasco and Ouhayoun, 1996).

Los datos individuales de peso vivo, ganancia media diaria y caracteristicas de la canal fueron analizados por
ANOVA utilizando PROC MIXED de SAS (SAS Institute, 2013) considerando como efectos principales la pre-
sencia/ausencia de blogues de heno, la diferenciacién de grupo por sexo y su interaccién, y el parque como
efecto aleatorio. El consumo en el parque y el indice de conversién fueron analizados utilizando PROC GLM
con los mismos efectos principales. El porcentaje de conejos detectados en la zona de alimentacion o de des-
canso fueron analizados por PROC GLIMMIX considerando como efectos principales la presencia/ausencia
de bloques de heno, la diferenciacién de grupo por sexo, la edad de los conejos y su interaccion; la hora de
observacién se incluyd como efecto aleatorio y los datos tomados en el mismo parque fueron considerados
como medida repetida.

Resultados y discusion

Durante el ensayo, 5 conejos murieron con diarrea y otros 7 fueron descartados al final de la prueba por es-
caso peso corporal (< 2.3 kg). La tasa de mortalidad fue 1.7%y el total de pérdidas (muertos + descartados)
fue 4.2% sin encontrar diferencias significativas entre grupos experimentales (datos no recogidos en tablas).
La presencia de bloques de heno incrementé la ganancia media diaria (+1.2 g/dia; p<0.05) lo cual se asocid
a un mayor peso vivo final (+55 g; p<0.05; Tabla 1). En general, la presencia de materiales para roer no afecta
a los rendimientos productivos de los conejos (Princz et al., 2007; Bozicovich et al., 2016). Acorde con las con-
diciones de este estudio, la mejora en el crecimiento de los conejos de los grupos P podria estar relacionada
con un incremento en el tiempo de permanencia en la zona de alimentacion junto con un aumento (aunque no
significativo) del consumo respecto al grupo A. Igualmente, el porcentaje de animales detectados en el drea
de descanso fue menor en el grupo P respecto al grupo A (49.5% vs. 53.0%; p<0.05; Fig. 1-A). Sin embargo,
la distribucion de los animales segun la presencia o ausencia de bloques de heno se fue homogeneizando
con la edad de los animales (Fig. 1-B), probablemente debido al aumento del tamafio de los animales que
redujo el espacio disponible en ambos mddulos. Por otro lado, el consumo de los blogues de heno fue limi-
tado (1.3 g/dia/conejo) durante toda la prueba (datos no recogidos en tablas), lo cual no es suficiente para
justificar el aumento de peso individual en el grupo P. Bozicovich et al. (2016) evidenciaron un incremento de
la agresividad, aunque con un menor nimero de heridas en conejos criados en jaulas enriquecidas con palos
de madera respecto a las que no lo tenian. En contraste con el estudio mencionado, en nuestro ensayo no se
observé este efecto y tampoco se observaron heridas en los animales ni comportamientos agresivos (datos no
recogidos en tablas) al final del ensayo.
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Tabla 1. Efecto de la presencia de bloques de heno y de la diferenciacién de grupo por sexo en parques colecti-
vos sobre los parametros productivos (31-72 dias de edad) y de sacrificio (73 dias) en conejos de engorde.

Bloques de heno (H) Sexo (S) P>f

Ausencia (A) Presencia (P) XX YY XY MSE H S HxS
Conejos (n) 140 136 91 93 92
Peso inicial a los 31 dias (g) 765 767 768 766 764 82 ns. ns. n.s.
Peso final a los 72 dias (g) 2845 2896 2880 2850 2881 220 n.s. n.s. n.s.
Ganancia media diaria (g/d) 50.6 51.8 514 507 51.5 4.6 * n.s. n.s.
Consumo de pienso’ (g/d) 141 145 143 143 144 5 ns. n.s. n.s.
fndice de conversion' 2.87 2.87 2.86° 2.8% 286 002 ns. % n.s.
Peso al sacrificio (g) 2763 2818 2808 2769 2792 212 * n.s. n.s.
Canal fria (g) 1696 1730 1712 1713 1714 147 ns. n.s. n.s.
Rendimiento canal (%) 61.2 61.3 60.82  61.7°  61.3® 1.73 ns. ** n.s.

"Datos de parques. MSE: cuadrado medio del error. *: p<0,05; **: p<0,01. a,b: diferentes superindices dentro de la misma columna indican
diferencias significativas (p<0,05). XX: s6lo hembras; YY: sélo machos; XY: sexo mixto.
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Figura 1. Porcentaje de conejos encontrados en el drea de descanso segtin la presencia/ausencia de
bloques de heno (A) y la interaccién entre presencia/ausencia de bloques y edad (B).

Respecto a la diferenciacién de grupos segun el sexo, aquellos grupos donde sélo habia hembras y los grupos
mixtos presentaron un menor indice de conversién respecto a los grupos compuestos por machos (p<0.05).
Por otro lado, los grupos de machos presentaron un mayor rendimiento de la canal al sacrificio a diferencia de
los grupos de hembras (+0.9 %; p<0.01), con valores intermedios para los grupos mixtos. Estos resultados eran
predichos al inicio del ensayo ya que tienen mayor relacidn con el sexo de los conejos por si mismo. Las hem-
bras se caracterizan por un menor rendimiento de la canal respecto a los machos debido a un mayor contenido
intestinal (Parigi-Bini et al., 1992; Trocino et al., 2015). Otros estudios han documentado lesiones méas severas en
machos respecto a hembras, sobre todo cuando éstos se crian en grupos grandes (Verga et al., 2007; Trocino et
al., 2015; Bozicovich et al., 2016), mientras que no se han observado signos de lesiones en este ensayo.

Respecto al uso del espacio, los grupos YY presentaron un mayor porcentaje de animales que preferian estar
en el drea de descanso respecto a los grupos XX y XY, respectivamente (54.0 % vs. 51.0 % vs. 49.0 %; p<0.05) (Fig.
2-A). Estas diferencias entre grupos se redujeron con la edad de los animales (Fig. 2-B).
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Figura 2. Porcentaje de conejos encontrados en el drea de descanso segtn la diferenciacién de grupo
por sexo en el parque (XX: solo hembras; YY: solo machos; XY hembras y machos) (A) y la interacciéon
entre diferenciacién de grupo por sexo y la edad (B).
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Es dificil comprender las razones de la utilizacion y distribucién de los animales segin una diferenciacién de
los grupos segun el sexo, especialmente cuando sélo fue significativa en las tres primeras semanas del ensayo,
donde los animales estaban lejos de alcanzar su madurez sexual.

En conclusién, las variaciones en la distribucion de los conejos en el medio demuestran el interés de los anima-
les hacia los bloques de heno. Como estrategia, la inclusidon de bloques de heno debe tener también un bajo
impacto en los costes de produccién y asegurar una mejora en el rendimiento productivo. La diferenciacién de
los animales segun el sexo no parece de utilidad sacrificando los animales a 73 dias de edad. Esta alternativa
requiere un incremento del trabajo de los ganaderos cuando no estén del todo definidos los beneficios en el
bienestar de los animales.
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Different types of vaccines against RHDV-2 produce a different onset of antibody response
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Resumen

Las vacunas frente a RDHV2 comercialmente disponibles se basan en dos tipos de tecnologias, antigenos inac-
tivados o vivos atenuados recombinantes. El presente estudio compara la respuesta de anticuerpos producida
por los dos tipos de vacunas mencionados. Para este propdsito, se distribuyeron aleatoriamente conejas New
Zealand White (n=55) en 4 grupos. Dos grupos se vacunaron respectivamente con una vacuna inactivada frente a
RHDV-2 administrada simultdneamente o no con una vacuna viva atenuada frente a mixomatosis, otro grupo con
una vacuna viva atenuada recombinante trivalente (RHD, RHDV-2 y mixomatosis) y finalmente un grupo con una
solucién salina estéril. La respuesta de anticuerpos producida en suero se monitorizé periddicamente mediante
un ELISA de competicién frente a RHDV-2 hasta los 18 dias post-vacunacién. Los resultados mostraron que la
vacuna inactivada administrada simultaneamente o no con la vacuna de mixomatosis producia anticuerpos en
casi todos los animales estudiados (93,33 %-100%) desde los 7 dias post vacunacién. La vacuna viva atenuada
recombinante produjo una respuesta de anticuerpos que se detecté en un méximo del 33,33% de los animales
a lo largo de todo el estudio. El presente estudio contribuyé a mostrar que las vacunas actualmente disponibles
presentan diferentes dinamicas de produccién de anticuerpos; dicha informacién es importante para el disefio
y la monitorizacidn de planes de vacunacién en conejo.

Palabras clave: RHDV-2, vacunas, anticuerpos.

Abstract

Commercially available vaccines against RHDV2 are based on two types of technologies, recombinant inactiva-
ted or live attenuated antigens. The present study compared the antibody response produced by the two types
of vaccines mentioned. For this purpose, New Zealand White rabbits (n=55) were randomized into 4 groups. Two
groups were vaccinated subcutaneously, both of them with an inactivated vaccine against RHDV2, and one of
them with live attenuated vaccine against myxomatosis in addition. Another group received a live attenuated
recombinant trivalent vaccine (RHD, RHDV-2 and myxomatosis) and finally another group was given a sterile sa-
line solution. The antibody response produced in serum was periodically monitored by means of a competition
ELISA against RHDV-2 until 18 days post-vaccination. The results showed that the inactivated vaccine administe-
red simultaneously or not with the myxomatosis vaccine produced antibodies in almost all the animals studied
(93.33%-100%) from 7 days post-vaccination. The recombinant live attenuated vaccine produced an antibody res-
ponse that was detected in a maximum of 33.33% of the animals throughout the study. The present study helped
to show that the currently available vaccines present different dynamics of antibody production. This information
is important for the design and monitoring of vaccination plans in rabbits.

Keywords: RHDV-2, vaccines, antibodies.
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Introduccidn

El virus de la enfermedad hemorragica del conejo tipo 2 (RHDV-2) afecta principalmente a los conejos jévenes;
por ello, es importante inmunizarlos lo antes posible para que estén protegidos cuando la inmunidad maternal
decae (Baratelli et al., 2020). Las vacunas comerciales actuales contra el RHDV-2 se basan en dos tipos de tecno-
logias, antigenos inactivados o vivos atenuados recombinantes. Este estudio pretende comparar la dindmica de
produccién de anticuerpos contra RHDV-2 producida por los dos tipos de vacunas mencionadas.

Materiales y métodos

Para ello, se distribuyeron aleatoriamente conejas New Zealand White (Granja San Bernardo, Espana) libres
de patdgenos especificos de 8 semanas de edad en 4 grupos de 15 animales cada uno (Tabla 1). En el caso del
grupo A las dos vacunas se administraron por separado en dos sitios diferentes.

Tabla 1. Distribucién de los animales entre grupos experimentales

ERAVAC*y

e ERAVAC* Vacuna
Ngf:glfp RA (Laboratorios comercial frente Control PBS

m:pa_: g‘f\“ HIPRA S.A., aRHD y

Espaﬁa) 7 Espana) mixomatosis

N " Vacuna viva

Vacuna Vacuna ;
: = > 2 recombinante -
mactivada mnactivada :

trivalente

La respuesta de anticuerpos producida por las vacunas fue monitoreada hasta 18 dias post vacunacién (dpv),
dado que a los 21 dpv se llevé a cabo una infeccién experimental de mixomatosis para dar respuesta a otro
estudio, relacionado con éste con titulo: Eficacia de diferentes planes de vacunacién frente a mixomatosis. El
nivel de anticuerpos en sangre se analizd mediante un ensayo ELISA competitivo contra RHDV-2. Los niveles de
anticuerpos entre grupos se compararon con el test de Kruskal-Wallis.

Resultados

ERAVAC® produjo una respuesta de anticuerpos que fue detectable en el 93,33 % (A) y el 100 % (B) de los
animales a partir del 7 dpv. En el caso del grupo C el 33,33% de los conejos vacunados fueron positivos a los 18
dpv. El titulo de anticuerpos RHDV-2 a los 18 dpv fue mayor en los conejos vacunados con la vacuna inactivada
(6,39-6,70 Log2 cELISA) en comparacién con los vacunados con la vacuna viva recombinante (3,06 Log2 cELISA),
aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas. Finalmente, los coeficientes de variacion de los
titulos de anticuerpos fueron 17,21% (A), 30,85% (B) y 80,58% (C) en los grupos de vacunas inactivadas y vivas
recombinantes (Figura 1).
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Figura 1. Respuesta de anticuerpos en sueros de animales vacunados con RHDV-2.

La linea negra continua representa el punto de corte positivo del ensayo (>3,32 Log2 cELISA). Letras
diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa (prueba de Kruskal-Wallis; n=15).

Discusion y conclusiones

Los resultados sugirieron que las dos vacunas frente a RHD estudiadas produjeron una respuesta de anticuer-
pos contra el RHDV-2 con diferente inicio y homogeneidad. ERAVAC® demostrd ser capaz de proporcionar ra-
pidamente una respuesta de anticuerpos homogénea contra el RHDV-2. Ademas, la administracion simultanea
con MIXOHIPRA® H no interfirié con el desarrollo de esta inmunidad.
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Resumen

En 2010, una nueva variante de la enfermedad hemorragica del conejo (RHDV2) emergid en Francia y rapida-
mente se extendid por todo el mundo. El objetivo de este estudio es evaluar la eficacia de una vacuna inactivada
frente a RHDV2 frente a una cepa aislada recientemente. Para ello, se seleccionaron 40 conejos New Zealand
White y se distribuyeron aleatoriamente en dos grupos, uno vacunado y otro no vacunado. A los 7 dias post-
vacunacion, todos los animales fueron infectados por via intramuscular con una cepa de RHDV2 descrita como
altamente patogénica y aislada en Francia en el 2020. Todos los animales vacunados sobrevivieron al desafio y
no presentaron ningun signo clinico, mientras que el grupo control mostré un 75% de ratio de mortalidad. Por
lo tanto, se demuestra que ERAVAC® es eficaz para la prevencién de brotes de cepas de RHDV2 que circulan
actualmente.

Palabras clave: RHDV2, vacuna, eficacia.

Abstract

In 2010, a new variant of rabbit haemorrhagic disease (RHDV2) emerged in France and spread rapidly throug-
hout the world. The aim of this study was to evaluate the efficacy of an inactivated RHDV2 vaccine against a
recently isolated strain. For this purpose, 40 New Zealand White rabbits were selected and randomly distributed
into two groups, one vaccinated and the other non-vaccinated. At 7 days post-vaccination, all the animals were
infected intramuscularly with a strain of RHDV2 described as highly pathogenic and isolated in France in 2020.
All the vaccinated animals survived the challenge and did not show any clinical signs, while the control group
showed a 75% mortality rate. Therefore, ERAVAC®was shown to be effective in preventing outbreaks of currently
circulating RHDV2 strains.

Keywords: RHDV2, vaccine, efficacy.

Introduccidn

En 2010, una nueva variante de la enfermedad hemorragica del conejo (RHDV2) emergid en Francia y rapida-
mente se extendid por todo el mundo, causando brotes en conejos domésticos y en granjas comerciales. El
objetivo de este estudio es evaluar la eficacia de una vacuna inactivada frente a RHDV2 frente a una cepa aislada
recientemente.
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Materiales y métodos

Se seleccionaron 40 conejos New Zealand White de 30 dias de vida y se distribuyeron aleatoriamente en dos
grupos: el grupo A fue vacunado con 0,5mL de ERAVAC® por via subcuténea, una vacuna inactivada frente a
RHDV2, y el grupo B que no fue vacunado. Para la infeccidn experimental se decidid utilizar una cepa de RHDV2
descrita como altamente patogénica y aislada en Francia en el 2020. A los 7 dias post-vacunacion, todos los ani-
males fueron infectados por via intramuscular con 1mL de 215 UHA/m| de dicha cepa. Durante todo el estudio
se evaluaron los signos clinicos y la mortalidad de todos los animales. La proporcién de animales que murieron
por grupo se analizd con un c?test.

Resultados

Todos los animales vacunados sobrevivieron al desafio y no presentaron ningun signo clinico, tal y como se
muestra en la Tabla 1. La ratio de mortalidad en el grupo control (75%) fue estadisticamente superior (Chi-square
Test; p<0.05) al del grupo vacunado (0%). Dichos resultados confirman que la cepa utilizada se puede considerar
como altamente patogénica.

Tabla 1. Signos clinicos, mortalidad y ratio de supervivencia observado durante el estudio.

Signos clinicos Mortalidad Ratio de supervivencia (%)
Grupo A (vacunado) 0/20 0/20 100
Grupo B (control) 15/20 15/20 25

Discusidn y conclusién

Estudios anteriores demostraron la eficacia de ERAVAC® frente a diferentes tipos de desafios de RHDV2 (Mont-
brau et al., 2016; Montbrau et al., 2021; Sanchez-Matamoros, 2021). Sin embargo, este es el primer estudio
realizado con una cepa aislada en el 2020. Los resultados de este estudio demuestran la eficacia de la vacuna
ERAVAC® después de un desafio a los 7 dias post-vacunacién. En vista a estos resultados, se demuestra que
ERAVACE® es eficaz para la prevencion de brotes de cepas de RHDV2 que circulan actualmente.
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Resumo

A biosseguranga é um conceito com importancia amplamente reconhecido no setor da producdo animal sendo
parte integrante da estratégia de controlo e prevencdo de doengas infeciosas. Através da elaborag¢do de progra-
mas de biosseguranca com base na epidemiologia de diferentes patologias infeciosas, tem-se verificado uma
reducédo da taxa de mortalidade de efetivos de coelhos, um aumento do estatuto sanitério e das condicdes de
bem-estar dos animais e um aumento de rentabilidade do sector. Durante o periodo de setembro de 2020 a maio
de 2021, 28 exploragdes de coelhos do Norte e Centro de Portugal (20% total de explora¢des do pais) foram alvo
de um inquérito sobre biosseguranca e foram analisados relatérios dos diagnésticos anatomopatoldgicos (2030).
Apenas um produtor (n=1) tinha conhecimento do estatuto sanitério do nicleo das futuras reprodutoras (3,6%).
Em 87,5% das explora¢es ndo se procede a quarentena das reprodutoras recém-chegadas (n=24). A realizacdo de
controlo quimico e microbioldgico da dgua é realizada s em 28,6% das exploragdes (n=8). Apenas 7,1% dos pro-
dutores (n=2) possui registo da entrada de pessoas nas explora¢des. Desta forma, mais esforcos e investimentos
devem ser dirigidos aos programas de biossegurancga de forma a promover a salde dos animais e a satde publica.

Palavras-chave: biosseguranga, cunicultura, produtividade, medicina preventiva, sadde publica.

Resumen

La bioseguridad es un concepto con una importancia ampliamente reconocida en el sector de la produccién
animal, siendo parte integral de la estrategia para el control y prevencion de enfermedades infecciosas. Median-
te el desarrollo de programas de bioseguridad basados en la epidemiologia de distintas patologias infecciosas,
se ha producido una reduccién de la tasa de mortalidad de los conejos, una mejora del estado sanitario y de las
condiciones de bienestar de los animales, aumentando también la rentabilidad del sector. Durante el periodo
de septiembre de 2020 a mayo de 2021, 28 granjas de conejos en el norte y centro de Portugal (20% del total
de granjas en el pais) fueron sujetas a una encuesta de bioseguridad y se analizaron informes de diagnédsticos
patoldgicos (2030). Solo un productor (n=1) conocia el estado de salud del ntcleo de futuras madres (3,6%). En
el 87,5% de las granjas, las conejas recién llegadas no pasaban por la cuarentena (n=24). El control quimico y
microbiolégico del agua se realizd solo en el 28,6% de las explotaciones (n=8). Solo el 7,1% de los productores
(n=2) tienen registro de ingreso de personas en la explotacion. De esta forma, se deben dirigir més esfuerzos e
inversiones a los programas de bioseguridad para promover la salud animal y la salud publica.

Palabras clave: bioseguridad, cunicultura, productividad, medicina preventiva, salud publica.

Abstract

The biosecurity is a widely recognized concept in the animal production sector and, given its importance, it is
an integral part of the strategy for the control and prevention of infectious diseases. Through the development
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of biosecurity programs based on the epidemiology of different infectious pathologies, there has been a reduc-
tion in the mortality rate of rabbits, an increase in the health status and welfare conditions of the animals and an
increase of profitability in the sector. During the period from September 2020 to May 2021, 28 rabbit farms in the
North and Center of Portugal (20% of total farms in the country) were subject to a biosafety survey and reports
of pathological diagnoses were realised (2030). Only one producer (n=1) was aware of the health status of the
nucleus of future rabbit does (3.6%). In 87.5% of farms, newly arrived rabbit does are not quarantined (n=24).
Chemical and microbiological water control is made in 28.6% of farms (n=8). Only 7.1% of rabbit farmers (n=2)
have a record of people that access the farms. Thus, more efforts and investments must be directed to biosafety
programs in order to promote animal health and public health

Keywords: biosafety, rabbit farming, productivity, preventive medicine, public health.

Introducdo

A biosseguranca compreende um programa regido por um conjunto de medidas, requisitos e préaticas opera-
cionais com a finalidade, por um lado, de impedir a entrada de agentes patogénicos na exploragdo (medidas
externas) e, por outro, de reduzir a disseminacéo destes organismos entre os animais e para fora da explora¢do
(medidas internas), uma vez que é praticamente impossivel obter um ambiente estéril (Alarcén et al., 2021). Os
planos de biosseguranca devem ser ajustados a cada exploragdo, pois as diferencas no maneio nutricional,
controlo ambiental, instalacdes e genética dos coelhos irdo influenciar a eficacia das medidas postas em pratica
(Dewulf & Van Immerseel, 2019; Saxmose Nielsen et al., 2020).

De facto, em exploragdes onde se verificam bons niveis de biosseguranca interna e externa, hd um menor re-
curso a tratamento médico de diferentes patologias (Postma et al., 2016a), o que possibilita a reducéo do uso de
antimicrobianos (Laanen et al., 2013; Postma et al., 2016b), acdo essencial no combate ao desenvolvimento de
resisténcias antimicrobianas. No setor da cunicultura, ja foram detetadas resisténcias em estirpes de Staphylo-
coccus aureus, Escherichia coli e Salmonella spp. (Kylie et al., 2017).

Tendo em conta que a implementacéo de programas de biosseguranga é economicamente rentéavel (Dewulf
& Van Immerseel, 2019), a sua implementacdo deve ser vista como um investimento e ndo uma despesa. Este
estudo visou avaliar os planos de biosseguranga em explora¢des cuniculas, de forma a identificar as possiveis
falhas, para que se possam aplicar medidas corretivas.

Material e métodos

Foi efetuado um estudo transversal em 28 exploracdes de coelhos (correspondente a cerca de 20% do nimero
total de exploragdes no pais), distribuidas por 22 concelhos do Norte e Centro de Portugal: Alijo, Boticas, Bra-
ga, Cabeceiras de Basto, Chaves, Estarreja, Fafe, Guimarées, Lousa, Macedo de Cavaleiros, Miranda do Douro,
Mirandela, Mogadouro, Montalegre, Nelas, Sabrosa, Santa Maria da Feira, Sever do Vouga, Torre de Moncorvo,
Vila Nova de Famalic&o, Vila Pouca de Aguiar e Vila Real. As 28 exploragdes, que contabilizavam aproximada-
mente 272000 coelhos, foram alvo de um inquérito epidemioldgico, através da realizagdo de um questionario,
sobre as suas condi¢des de biossegurancas.

Inquérito sobre biosseguranca

O inquérito sobre biosseguranca tem como base de apoio um questionario desenvolvido pela Universidade de
Gent (Biocheck.UGent™), com vista a avaliar e comparar as medidas de biosseguranca aplicadas em avicultura e
suinicultura; o livro “Biosecurity in Animal Production”, editado por Dewulf & Van Immerseel (2019), e o modelo
de inspecéo de explora¢des de coelhos, da autoria de Machado & Amorim (2019), cujo objetivo é aferir as me-
didas praticadas nas exploracdes e a necessidade de se aplicarem medidas de melhoria.

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos a partir dos inquéritos revelam que, de uma forma geral, a maior parte das exploragdes
em causa apresentam bons niveis de biosseguranca. Na Tabela 1 sdo apresentados alguns dos indicadores de
biossegurancga considerados e que apresentaram elevada presenca nas cuniculturas visitadas.
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Tabela 1. Boas praticas amplamente implementadas nas exploracoes.

Maternidade e Compartimento de Silos sdo Controlo Uso de
engorda em armazenamento de desinfetados pelo  de pragas EPIs
pavilhdes diferentes  cadaveres na area suja menos 1x ano
Total de exploracdes (N) 28 28 28 28 28
Exploracoes (N) 25 27 24 27 28
% 89,3% 96,4% 85,7% 96,4% 100,0%

N&o obstante a maioria das explora¢des apresentar um conjunto de indicadores satisfatérios, certas medidas po-
dem ser implementadas ou, simplesmente, melhoradas (Tabela 2), no sentido de tonar as cuniculturas mais seguras.

Tabela 2. Pontos criticos de planos de biosseguranca nas explora¢des estudadas.

Conhecimento do Realizagdo de Controlo Registo de Isolamento de
estatuto sanitdrio do  quarentena de quimico e entradas de animais com
nucleo das futuras reprodutoras microbiolégico pessoas na sinais clinicos
reprodutoras recém-chegadas da agua raro exploragdo
Total de exploracdes (N) 28 28 28 28 28
Exploracdes (N) 1 4 8 2 1
% 3,6% 14,2% 28,6% 7,2% 3,6%

Em primeiro lugar destacam-se os casos de apenas 1 produtor ter conhecimento do estatuto sanitario do nu-
cleo das futuras reprodutoras (3,6%) e a ndo realizagdo de quarentena de reprodutoras recém-chegadas, obser-
vando-se esta situacdo em 24 cuniculturas. Estas situa¢des deveriam ser mudadas, ja que a introdugdo de novos
animais revela-se o principal fator de introducéo de agentes infeciosos (Corzo et al., 2010; Bottoms et al., 2013;
Maes et al., 2016). Outra conduta digna de atengdo é que, apesar de uma boa parte dos produtores realizar
anualmente controlo quimico e microbioldgico da dgua, a segunda percentagem mais significativa diz respeito a
produtores que realizam raramente este controlo e, portanto, é um resultado a ter em conta, ja que a qualidade
da &dgua pode mudar abruptamente, pelo que deve ser regularmente avaliada (Olkowski, 2019). Por outro lado,
apenas 7,1% dos produtores (n=2) possui registo de entradas de pessoas na explora¢do, medida esta bastante
simples de ser implementada e eficaz, pois possibilita o rastreio de todas as pessoas ou veiculos que poderiam
ser a fonte de infegdo, caso ocorra um surto de uma doenca (Barcelé & Marco, 1998; Millman et al., 2017).

Em conclusdo, tendo em conta que o sucesso de um plano de biosseguranga depende de um conjunto enor-
me de acBes, pode-se inferir que, na verdade, certas falhas identificadas na biosseguranca no panorama da
cunicultura podem ser facilmente corrigidas e melhorar os niveis de biosseguranca das cuniculturas,.
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Resumo

A Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa em forma de bastonete da familia Enterobacteriaceae. Embo-
ra este microrganismo possa ser um residente indcuo do trato gastrointestinal de todos os mamiferos, ele tam-
bém tem a capacidade de se tornar um patdgeno altamente adaptado capaz de causar uma série de doencas.
A E. coli enteropatogénica (EPEC) é um dos principais patotipos patogénicos de E. coli que causa elevada
morbidade e mortalidade associada a diarreia em coelhos (colibacilose) e tem potencial zoondtico, podendo
tornar-se num problema de satdde puiblica. Para avaliar a relagdo entre a ocorréncia de patologias digestivas com
a etiologia infecciosa e as condi¢des de biosseguranga das exploragdes de coelhos, foi realizado um inquérito
epidemioldgico sobre biosseguranga e analisados os relatérios de diagndsticos patoldgicos (2030 necropsias)
realizados em 28 cuniculturas do Norte e Centro de Portugal (representando 20% do total de cuniculturas do
pais). Nas cuniculturas estudadas, a ocorréncia média de colibacilose foi a segunda maior (23,9%), atrés da ente-
rotoxemia. Neste estudo, destaca-se a associacdo positiva entre as instalacdes que tém controlo da ventilagdo
(p=0,034), a distéancia a mais de 100 metros das vias publicas (p=0,001), bem como a presenca de pedilivios
entre a area suja e a limpa (p=0,020), e a ocorréncia de valores de colibacilose abaixo da média. Os resultados
obtidos sugerem que os cunicultores devem apostar e investir em normas biosseguranca, para que possam ob-
ter melhores pardmetros produtivos e econdémicos sem comprometer a salde publica e a salide animal.

Palavras-chave: Escherichia coli, colibacilose, criagdo de coelhos, biossegurancga, medicina veterinaria preventiva.

Resumen

La Escherichia coli es una bacteria gran negativa con forma de bastoncillo de la familia Enterobacteriacea.
Aunque este microorganismo puede ser un residente inocuo del tracto gastrointestinal de todos los mamiferos,
también tiene la capacidad de convertirse en un patdgeno altamente adaptado capaz de causar una serie de
enfermedades. La E. coli enteropatdgeno (EPEC) es uno de los principales patotipos patégenos de E. coli que
causa una alta mortalidad e morbilidad asociada a diarrea en conejos (colibacilosis) y tiene potencial zoonético,
lo que puede convertirse en un problema de salud publica. Para evaluar la relacién entre la ocurrencia de pato-
logias digestivas con la etiologia infecciosa y las condiciones de bioseguridad de las granjas cunicolas, se realizd
una encuesta epidemioldgica sobre bioseguridad y se analizaran los informes de diagndsticos patolégicos (2030
necropsias), realizados en 28 granjasas del Norte y Centro de Portugal (lo que representa el 20% del total de la
cunicultura del pais). En los conejos estudiados, la ocurrencia promedio de colibacilosis fue la segunda mas alta
(23,9%), después de la enterotoxemia. En este estudio destacamos la asociacion positiva entre los estableci-
mientos que tienen control de ventilacion (p=0,034), la distancia a mas de 100 metros de la via publica (p=0,001),
asi como la presencia de pediluvios entre el drea sucia y la limpia (p=0.020), y la ocurrencia de valores de coliba-
cilosis por debajo del promedio. Los resultados obtenidos sugieren que los cunicultores deben apostar e investir
en normas de bioseguridad, de modo que puedan obtener mejores pardmetros productivos y econdémicos sin
comprometer la salud publica y la sanidad animal.
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Abstract

The Escherichia coliis a Gram-negative rod-shaped bacteria from the family of Enterobacteriaceae. Although
this organism can be an innocuous resident of the gastrointestinal tract of all mammals, it also has the capa-
city to become a highly adapted pathogen, capable of causing a range of diseases. Enteropathogenic E. coli
(EPEC) is one of the main pathogenic E. coli pathotypes that causes substantial diarrhea-associated morbi-
dity and mortality in rabbits (colibacillosis) and has zoonotic potential. In order to evaluate the relationship
between the occurrence of digestive pathologies with infectious ethology and the biosecurity conditions of
rabbits’ farms, an epidemiological survey about biosecurity was applied and reports of pathological diagnoses
were analysed in 28 rabbits’ farms in the North and Center of Portugal (representing 20% of total rabbit breeds
in the country). In the studied farms, the average occurrence of colibacillosis was the second highest (23.9%)
after enterotoxemia, with a standard deviation of 26.2%. In this study, the association between the facilities
that control ventilation (p=0.034), the farm holdings that are more than 100 metres away from public pathways
(p=0,001), as well as the presence of footbaths between a dirty and clean area (p=0.020), and the presence
of colibacillosis values below the mean is highlighted. The results obtained suggest that farmers should bet
and invest in biosecurity, so they can get better productive and economic parameters without compromising
public health and animal health.

Keywords: Escherichia coli, colibacillosis, rabbit breeding, biosecurity, preventive veterinary medicine.

Introducdo

A Escherichia coli (E. coli) é um bacilo Gram-negativo anaerdbio, pertencente a familia Enterobacteriaceae
(Quinn, 2011). Existem vérias estirpes de E. coli, sendo que algumas s&o passiveis de colonizar o trato intestinal
do coelho logo apés o nascimento, enquanto que outras, em casos de excre¢do deste microrganismo por parte
do hospedeiro, podem sobreviver semanas a meses em particulas de fezes, no pd, ou na dgua (Markey et al.,
2013; Moxley, 2013).

Em exploragdes de coelhos, a E. coli tem sido primariamente associada ao surgimento de colibacilose em
fémeas reprodutoras e laparos lactantes (por excrecdo desta bactéria por parte da progenitora) e em coelhos
na engorda (Saxmose Nielsen et al., 2021). Esta doenga é provocada por uma estirpe patogénica, mais espe-
cificamente E. coli enteropatogénica (EPEC), cuja patogenicidade depende do desenvolvimento de uma lesdo
intitulada “attaching and effacing”, resultado da aderéncia da bactéria aos enterécitos e posterior destruicdo
das microvilosidades (Croxen et al., 2013).

A chave para o controlo e prevengdo do surgimento de EPEC nas explora¢des sdo as boas praticas de maneio
(Moxley, 2013), higiene e profiulaxia, que podem reduzir a incidéncia de patologias (Farias-Kovac et al., 2020).
Posto isto, este estudo visa avaliar a relagdo entre as condigdes de biosseguranca nas diferentes exploragdes e
a ocorréncia de colibacilose.

Material e métodos

Foi realizado um estudo transversal em 28 exploracées de coelhos (correspondente a 20% do nimero total de
exploragdes no pais), com distribuicdo em 22 concelhos do Norte e Centro de Portugal: Alijé, Boticas, Braga,
Cabeceiras de Basto, Chaves, Estarreja, Fafe, Guimaraes, Lousd, Macedo de Cavaleiros, Miranda do Douro,
Mirandela, Mogadouro, Montalegre, Nelas, Sabrosa, Santa Maria da Feira, Sever do Vouga, Torre de Moncorvo,
Vila Nova de Famalic&o, Vila Pouca de Aguiar e Vila Real. As 28 exploragdes, que contabilizavam aproximada-
mente 272000 coelhos, foram alvo de um inquérito epidemioldgico, através da realizagdo de um questionario,
sobre as condi¢des de biossegurancas das mesmas. Foram também realizados exames de diagnéstico anato-
mopatoldgicos em animais mortos.

Inquérito sobre biosseguranca

O inquérito sobre biosseguranca tem como base um questionério desenvolvido pela Universidade de Gent
(Biocheck.UGent™), cujo objetivo é a avaliagdo e comparagdo das medidas de biosseguranga aplicadas em avi-
cultura e suinicultura; o livro “Biosecurity in Animal Production”, editado por Dewulf & Van Immerseel (2019), e o
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modelo de inspecdo de exploracdes de coelhos, da autoria de Machado & Amorim (2019), com vista a aferir as
medidas praticadas nas exploracdes e a necessidade de se implementarem medidas de melhoria.

Diagnéstico Anatomopatolégico e Laboratorial

O diagndstico anatomopatoldgico foi obtido através do exame post mortem durante a necrépsia do animal.
Previamente a sua realizacdo, procedeu-se a identificacdo do animal, nomeadamente, a sua idade, estado fi-
sioldgico e aptiddo. A técnica foi iniciada apés estabilizacdo do cadaver, fazendo-se de seguida uma incisdo na
linha média, posterior abertura da cavidade abdominal, observacédo das cavidades e dos érgdos in loco. Numa
fase seguinte, observaram-se as lesdes e aferiu-se a compatibilidade com as possiveis patologias de etiologia
infeciosa causadoras de problemas digestivos. Os dados recolhidos compreendem 2030 necrdpsias realizadas
nestas 28 exploracdes desde o periodo de setembro de 2019 a abril de 2021. Por norma correspondiam a ani-
mais encontrados mortos no dia da visita a exploracao.

A Ultima fase do diagndstico envolveu o envio de amostras fecais dos animais necropsiados para serem tes-
tadas por PCR (Polymerase Chain Reaction), de modo a confirmar o agente infecioso relacionado com a morte
do animal.

Andlise de Dados

Foi efetuada a analise estatistica descritiva com recurso a frequéncia e a média. Para anélise da associacédo
entre as varidveis em estudo e a média da ocorréncia das patologias nas explora¢des aplicou-se o teste t de
Student. A andlise foi feita com recurso ao programa SPSS 25® para Windows XP. Um nivel de significancia de
p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Resultados e discussao

A média da ocorréncia de lesdes compativeis com as patologias com maior incidéncia, presentes nas explo-
ragdes em estudo encontra-se na Tabela 1. De facto, a média de ocorréncia de colibacilose foi a segunda com
maior expressdo (23,9%), com um valor maximo de 82,4%, superada apenas pela enterotoxemia.

Tabela 1. Média e desvio-padrao da ocorréncia das diferentes patologias (%).

Enterocolite

Colibacilose epizoodtica Enterotiflite Disbiose Enterotoxemia
Média 23,9 22,9 13,2 12,8 28,8
Desvio-padrao 26,2 19,6 13,9 20,9 22,2
Valor minimo 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Valor maximo 82,4 70,0 50,0 75 100

Numa segunda fase, a pratica de certas medidas de biosseguranga, a seguir mencionadas, relacionou-se,
com uma diferenca estatisticamente significativa, com valores de ocorréncia inferiores a média de animais com
colibacilose (Tabela 2). E exemplo disso a medida de controlo da ventilacdo, onde a execucdo da mesma resul-
tou, nessas exploracdes, em valores de ocorréncia de colibacilose inferiores a média. Tendo em conta que uma
inadequada ventilagdo resulta num aumento da carga microbiana no meio ambiente (Alarcén et al., 2021), esta
medida figura-se efetivamente como preventiva no que toca ao controlo desta doenga.

A medida referente ao facto de a cunicultura se encontrar a mais de 100 metros de caminhos publicos resultou
também numa menor ocorréncia em coelhos com colibacilose. Dewulf & Van Immerseel (2019) salientam a im-
portéancia da localizacdo da exploracéo e o risco associado a proximidade com outras exploracdes, matadouros
ou outras fontes de contagio.

A existéncia de pedilivios esta intimamente relacionada com uma menor incidéncia de colibacilose. Este resul-
tado é compativel com a bibliografia existente, pois, tendo em conta que Escherichia coli pode ser transmitida
via fémites (Amass, 2005), é natural que ao recorrer a pedilivios e desinfetar o calgado haja uma interferéncia
positiva no ciclo de transmissao.
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Tabela 2. Associacdo entre as varidaveis em estudo e a média da ocorréncia de lesGes compativeis com
colibacilose nas exploracdes.

Varidveis Colibacilose Colibacilose
(igual ou inferior a média) (superior & média) P

Ventilacdo controlada
Sim 14 (56,4%) 11 (44,0%) 0,034

A exploracdo esta a mais
de 100 metros de cami-
nhos publicos

Sim 9 (90,0%) 1(10,0%) 0,001

Existem pediltvios entre
zona suja e limpa

Sim 11 (68,8%) 5(31,3%) 0,020

Em concluséo, estes sdo alguns dos resultados que corroboram que um bom protocolo de biosseguranca é,
efetivamente, uma ferramenta importante na prevencao do aparecimento de patologias digestivas.
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