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Presentacion de la Presidenta de ASESCU

Estimadas socias y estimados socios de ASESCU, asi como asistentes al Symposium,

Nos complace daros la bienvenida a la 49% edicién del Symposium de Cunicultura de ASESCU, que celebramos
en el Forum Evolucién y Palacio de Congresos de la ciudad de Burgos, en esta ocasién coorganizado por la Unién
de Pequefios Agricultores y Ganaderos (UPA). Como sabéis, la eleccién de las sedes del Symposium era una
tarea que tradicionalmente realizaba nuestro querido Cefe, quien, con afos de antelacién, se encargaba de llevar
a cabo una busqueda exhaustiva para seleccionar el lugar mas idoneo donde encontrarnos. Siguiendo su legado
y el trabajo que dej6 hecho, nos reunimos en esta magnifica ciudad de Burgos. Burgos se distingue por su rico
y extenso patrimonio histérico, en el que sobresalen monumentos como la Catedral de Santa Maria la Mayor,
declarada Patrimonio de la Humanidad, la Casa del Cordén, simbolo de la historia nobiliaria de la ciudad, y la Plaza
Mayor, corazdn del casco antiguo. A este legado monumental se suma una oferta museistica de primer nivel,
como el Museo de la Evolucién Humana, referente internacional en el ambito de la antropologia, y el Museo de
Burgos, que alberga valiosas colecciones arqueoldgicas y artisticas. Burgos ofrece, ademas, amplias zonas verdes
que invitan al paseo y al disfrute del entorno natural, como el Parque del Castillo, con impresionantes vistas de la
ciudad, o el apacible Paseo de la Isla, un jardin botanico junto al rio Arlanzén. La ciudad también es reconocida por
su gastronomia tradicional, en la que destacan productos autéctonos como la morcillay el queso fresco. Por todo
ello, os animo a disfrutar de la monumentalidad de Burgos, de sus callejuelas llenas de historias, donde podremos
compartir momentos de encuentro que enriquecen alin mas esta cita anual.

En esta edicion hemos querido acercar, si cabe alin mas, el Symposim al sector productivo. Por ello, abordaremos
tematicas directamente vinculadas a las propuestas que nos habéis hecho llegar, las cuales reflejan las inquietudes
actuales del sector cunicola. Uno de los temas clave sera el de las enfermedades emergentes que han comenzado
a aparecer tras el proceso de desmedicalizacion de los ultimos afios. Esta cuestion serd tratada en una ponencia
invitada a cargo de Francesc Xavier Mora, quien nos ofrecera una visiéon actualizada sobre esta problematica.
Contaremos también con una ponencia del profesor Angel Quintela, de la Universidad de Santiago de Compostela,
quien abordara el uso de feromonas no solo desde su tradicional aplicacién en la mejora de la reproduccién, sino
también desde su potencial en la mejora del bienestar animal. Los avances en alojamientos cunicolas y los retos
que estos plantean seran el eje de una mesa redonda, en la que participaran representantes de todos los sectores
implicados: cunicultores, empresas de equipamiento, investigadores, mataderos y representantes de INTERCUN.
Esta mesa sera moderada por la presidenta de la WRSA, Mariam Pascual. A estas presentaciones, ya clasicas en
nuestras reuniones, hemos querido incorporar este afio un formato novedoso: los “cafés tematicos”. En un ambiente
distendido y compartiendo un café, se debatiran cuestiones de gran relevancia y conducidos por expertos, como:

+ El fomento del consumo mediante productos transformados, por Santiago Miguel Casado.
- El Plan Sanitario Integral, por Mario Malo.

- Las buenas practicas ganaderas, por Virginia Resconi.

« El uso de aditivos en alimentacién, por Juanjo Pascual.

Por supuesto, los grupos de investigacién nacionales, que son referentes internacionales en areas como calidad
ambiental, patologia, alojamientos, bienestar, genética, reproduccion y nutricion, compartiran sus Ultimos avances a
través de comunicaciones cientificas orales y presentaciones en formato poster. Los mejores trabajos presentados por
jovenes investigadores tendran la oportunidad de optar a la séptima edicion del “Premio para Jovenes Investigadores
ASESCU-Andrés Pintaluba’, patrocinado por Andrés Pintaluba, S.A. Este galardon, que reconoce la excelencia y la
proyeccion de la investigacion en el ambito de la cunicultura, sera entregado durante la cena de gala del Symposium.

No quisiera concluir estas palabras sin expresar mi mas sincero agradecimiento a todas las empresas que
apoyan la organizacién del Symposium. Su compromiso y patrocinio resultan fundamentales para hacer posible
la celebracion de este evento, y su respaldo continuo es, sin duda, una muestra del interés compartido por
impulsar el desarrollo del sector cunicola.

Atentamente,

Maria de la Luz Garcia Pardo
Presidenta de ASESCU
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PROGRAMA

PROGRAMA DEL 49 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA
Burgos, 28 y 29 de mayo de 2025

MIERCOLES 28 DE MAYO
MANANA

8:00-9:30 Registro y recogida de la documentacion.

9:30-10:00 Inauguracién.

10:00 PONENCIA: ;:Qué son las feromonas y cémo podemos utilizarlas a nuestro favor? Luis Angel
Quintela Arias. Universidad de Santiago de Compostela. Modera: Maria Antonia Santacreu e
Ivan Agea.

10:45 Comunicaciones libres: GENETICA Y REPRODUCCION.

Modera: Maria Antonia Santacreu e Ivdan Agea.

Efecto de lainclusién de un postbiético basado en bacterias acido-lacticas sobre la produccién
y la calidad espermatica de una linea de conejos seleccionada para homogeneizar el tamafno
de camada. Serrano-Jara D, Argente MJ, Garcia ML.

Efecto de la administracién del flavonoide quercetina y de la linea genética sobre la gestién
de reservas corporales, la eficiencia reproductiva y productiva en conejas durante la recriay
al inicio de su vida util. Jordan-Rodriguez D, Vicente-Carrillo A, Ferndndez-Gonzalez J, Pulido-
Sdnchez B, Blanco-Argibay SM, Gimeno Martos S, Lorenzo-Gonzdlez, P, Garcia Rebollar P,
Garcia-Garcia RM, Arias-Alvarez M.

Efecto de la seleccién genética por eficiencia alimentaria en conejo de carne sobre la
digestibilidad, el balance y la excrecién de nitrégeno. Cifuentes L, Saénchez JF, Pascual M, Piles
M, Orengo J.

Respuesta econdémica ala seleccién por eficiencia alimentaria. Blasco A, Chandrababu-Shailaja
C, Rodriguez-Soldevila M, Herndndez P, Martinez-Alvaro M.

11:45 Pausa CAFE-TEMATICO
El fomento del consumo mediante productos transformados (Santiago Miguel Casado).
El Plan Sanitario Integral (Mario Malo).
Las buenas practicas ganaderas (Virginia Resconi).
El uso de aditivos en alimentacién (Juanjo Pascual).
12:45 Comunicacion HIPRA: De las vacunas clasicas a YURVAC RHD, un gran salto tecnoldgico.
13:00 Comunicaciones libres: NUTRICION. Modera: Nuria Nicodemus.

Alimentacién diferenciada en gazapos lactantes: niveles de energia y proteina del pienso.
Ramdén-Moragues A, Cambra-Lépez M, Martinez-Paredes E, Franch-Dasi J, Rédenas L, Lépez
MC, Pascual JJ, Marin-Garcia PJ.

Efecto de la adicidon de butirato sédico protegido sobre el crecimiento, la mucosa intestinal
y la microbiota cecal en conejos. Ramdn Moragues A, Marin Garcia PJ, Martinez Paredes E,
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14:00

15:30

16:30
17:00

18:30
21:00

09:00
10:00

10:45

Franch-Dasi J, Rédenas L, Lopez MC, Larsen T, Pascual JJ, Cambra Lépez M.

Optimizacién del perfil proteico ideal mediante metabolémica no dirigida en conejos. Marin-
Garcia PJ, Llobat L, Cortés-Garcia C, Cambra-Lépez M, Blas E, Torben L, Pascual JJ, Skou-
Hedemann M.

Influencia del nivel de fibra insoluble sobre la digestibilidad y el flujo ileal de la materia seca,
proteina, almidén y fibra dietética en gazapos tras el destete. Romero C, Farias-Kovac C,
Nicodemus N, Garcia J.

Comida de trabajo. Forum Evolucién

TARDE

Comunicaciones libres: ALOJAMIENTOS Y BIENESTAR.
Modera: Arantxa Villagra.

Evaluacién preliminar del efecto de feromonas apaciguadoras en el bienestary la productividad
de conejas reproductoras. Resconi VC, Pérez Y, Bouzaida MD, Romero JV, Lépez M, Campo MM.

Biomarcadores del estrés por calor en dos lineas genéticas con diferente longevidad. Biada |,
Ibariez-Escriche N, Serrano D, Garcia ML, Argente MJ, Santacreu MA.

Respuesta del microbiota intestinal al estrés térmico en dos lineas maternas de conejo con
diferente longevidad. Biada I, IbdAez-Escriche N, Garcia ML, Argente MJ, Santacreu MA.

Transicion al alojamiento en grupo de conejas en sistemas de produccién comercial. Manuelian
CL, Salama AAK, Such X, Ruiz de la Torre JL, Casas C, Costa R, Mora FX.

Pausa café.
Mesa Redonda. Avances y retos en los alojamientos cunicolas.

Beatriz Messia (representante de ERA-INTERCUN), Santiago Miguel Casado (representante
de distribucién de productos cunicolas), Ivan Alcala (cunicultor), Abel Pascual (representante
comercial de alojamientos), Arantxa Villagra (Investigadora).

Modera: Mariam Pascual.
Visita a la Ciudad de Burgos.
Cena de gala. Silken Hotel

JUEVES 29 DE MAYO
MANANA
Asamblea de ASESCU

Comunicaciones libres: CALIDAD AMBIENTAL. Modera: Maria Cambra.

Compostaje de estiércoles cunicolas: efecto de la tecnologia aplicada sobre la calidad del
proceso y el producto. Manrique Cérdoba N, Sanchez-Lépez JF, Orden L, Agullé E, Martinez-
Sabater E, SGdez-Tovar JA, Garcia-Randez A, Pérez-Murcia MD, Bustamante M, Moral R.

Emisiones de gases de efecto invernadero en los procesos de compostaje de estiércoles de
conejo: analisis de didxido de carbono (C02), 6xido nitroso (N20) y metano (CH4). Manrique
Cérdoba N, Sdnchez-Ldpez JF, Orden L, Agullé E, Martinez-Sabater E, Sdez-Tovar JA, Garcia-
Rdndez A, Pérez-Murcia MD, Bustamante MA, Moral R.

Nuevos sensores para el control del amoniaco en naves de conejo. Agea I/, Serrano-Jara D,
Monforte-Gémez B, Cortés-Bautista S, Argente MJ, Campins-Falcé F, Garcia ML.

Pausa café.
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11:15 PONENCIA: Enfermedades emergentes y reemergentes en cunicultura. Francesc Xavier Mora
Igual. Modera: Javier Gonzdlez.

12:00 Grupo Operativo WELFARECUN: resultados preliminares.
12:15 Comunicaciones libres: PATOLOGIA. Modera: Javier Gonzalez.

Eficacia de la inmunidad pasiva frente a RHD en gazapos procedentes de conejas vacunadas
con YURVAC® RHD. Perozo E, Fontseca M, Acal L, Gascén-Torrens S, March R, Sitja M.

Adaptacién genémica de Staphylococcus aureus en conejos: ¢Qué hace Unicas a las cepas de
conejo frente a las de otros animales? Diaz-Méndez JF, Mascarés P, Martinez-Seijas C, Arnau A,
Selva L, Corpa JM, Viana D.

Explorando la diversidad de cepas y resistencia antimicrobiana de Staphylococcus aureus en
granjas de conejos. Mascards F, Diaz-Méndez JF, Martinez-Seijas C, Arnau A, Selva L, Viana D,
Corpa JM.

Caso clinico de Enteropatia proliferativa por Lawsonia intracellularis. ;§Qué importancia tiene
en cunicultura? Sanz C, Sanchez del Cueto M.

Fusobacterium necrophorum en cunicultura, caso clinico en una granja industrial. Malo M.

IA en cunicultura: prevencion de patologias en un entorno de uso prudente de antibiéticos.
Un caso Castellnou JE, Carvalho A, Marco M, Fernandez XM.

13:45 Clausura del Symposium.

SESION DE POSTERES:

Evidencia seroldgica de una vacunacién efectiva con YURVAC RHD en 53 conejas, de diferentes grupos de
edad, en una granja comercial. Pinto FF, Abrantes J, Ferreira PG, Lopes AM, Pereira L, Marcos R.

La vacunacién recurrente con MIXOHIPRA®-H no reduce la respuesta pre-existente de anticuerpos frente a
mixomatosis. Baratelli M, Prieto-Quiroga C, Garcia-Pariente C, Gullén-Alvarez J, Sénchez-del-Cueto-Losada
M, Ramirez-Oliveras S, Gascon-Torrens S.

Evaluacién de la eficacia de YURVAC® RHD frente a una cepa de RHDV2 altamente virulenta aislada
recientemente. Perozo E, Fontseca M, Nadal G, Montbrau C, Gascon-Torrens S, March R, Sitja M.

Estudio de los sistemas de cria de mayor bienestar para conejos de engorde. Murphy E, Moreno Garcia-
Doncel M, Bellegarde L, Legrand A.
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PONENCIAS

¢Qué son las feromonas y cémo
podemos utilizarlas a nuestro favor?

What are pheromones and how can we use them to our advantage?

Quintela LA, Yéfez U', Barrionuevo R', Alvarez J', Accién A’, Villamayor P', Sanchez-Quinteiro P2
'Unidad de Reproduccién y Obstetricia, Departamento de Patologia Animal, Facultad de Veterinaria, Universidade de Santiago
de Compostela, Avda. Carballo Calero s/n, 27002 Lugo, Spain

2Unidad de Anatomia, Departamento de Anatomia, Produccién Animal y Ciencias clinicas Veterinarias, Facultad de Veterinaria,
Universidade de Santiago de Compostela, Avda. Carballo Calero s/n, 27002 Lugo, Spain

‘luisangel.quintela@usc.es

Resumen

Las feromonas desempefian un papel clave en la comunicacion quimica entre los animales, facilitando pro-
cesos esenciales como la deteccion de peligro, lalocalizacion de alimentos y la reproduccion. En esta ponen-
cia se analiza la naturaleza de las feromonas, su mecanismo de accion y su aplicacion en distintos ambitos,
como la veterinaria y la etologia. Se revisan los tipos de feromonas existentes, sus efectos en diversas espe-
cies y las posibilidades de su uso para mejorar el bienestar animal y la produccion ganadera. Los hallazgos
sugieren que la manipulacién de feromonas podria optimizar el manejo animal, reducir el estrés y mejorar la
reproduccion en especies domésticas. Este trabajo destaca la necesidad de continuar investigando su poten-
cial en diferentes contextos bioldgicos y productivos.

Palabras clave: conejos, comunicaciéon quimica, comportamiento, reproduccion.

Abstract

Pheromones play a key role in chemical communication between animals, facilitating essential proces-
ses such as danger detection, food location and reproduction. This paper discusses the nature of phero-
mones, their mechanism of action and their use in various fields such as veterinary medicine and etho-
logy. It reviews the types of pheromones available, their effects on different species and the potential
for their use to improve animal welfare and livestock production. The results suggest that pheromone
manipulation could optimise animal management, reduce stress and improve reproduction in domestic
species. This work highlights the need for further research into their potential in different biological and
production contexts.

Keywords: rabbits, chemical communication, behavior, reproduction.

Introduccion

La comunicacion entre animales de la misma o diferente especie es muy importante para su supervivencia.
Por ejemplo, cuando un miembro de un grupo detecta una situacion de peligro o un alimento, necesita co-
municarselo a los demas para que puedan huir o dirigirse al lugar donde se encuentra el alimento. Cuando
una hembra estad en celo, debe comunicarselo a los machos de su especie para que la cubran y la especie
pueda perpetuarse. Y existen muchas mas situaciones en las que es necesaria la comunicacién.

La comunicacion visual y auditiva se ha estudiado mucho, probablemente porque se asemeja a la de los
humanos. Sin embargo, la comunicacién quimica ha quedado un poco atras en esta investigacion. Actual-
mente, gracias a las mejoras en los métodos de analisis quimico, se esta avanzando mucho en este sentido.
Ademas, se ha comprobado que es posible utilizar estas sefiales quimicas en nuestro beneficio en diferentes
situaciones, lo que aporta un valor econémico a estos estudios.

Hoy en dia, sabemos que todos los organismos vivos utilizan sefiales quimicas para comunicarse entre

si y con su entorno. Estas sustancias provocan una respuesta conductual o fisiologica especifica en los
receptores, ya sean plantas o animales. A las sustancias quimicas que emite un ser vivo y que afectan
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al comportamiento de otros individuos se les denomina semioquimicos. Los semioquimicos se dividen
en dos categorias:

- Alelomonas, sirven para la comunicacion entre especies: en este caso tenemos tres tipos diferentes:

« Alomonas, su efecto beneficia al organismo que las emite. Un ejemplo muy conocido son las secreciones
repelentes de algunos animales, como es el caso de las mofetas, con el objetivo de ahuyentar a los de-
predadores.

- Cairomonas, su efecto beneficia al organismo que las recibe. Este es el caso de sustancias que emite una
presay que atraen a los depredadores.

- Sinomonas, en este caso el beneficio es para el emisor y el receptor. Un ejemplo de esto es la relacion
entre el pez payaso y la anémona de mar, las sustancias atraen al pez payaso que es inmune al veneno de
la anémonay este a cambio de la proteccion contra depredadores, limpia su huésped de parasitos y otras
sustancias.

- Feromonas, sirven para la comunicacion con animales de la misma especie y son el objeto de esta ponen-
cia, por lo que a partir de este momento nos centraremos en este grupo de sefiales quimicas.

Las Feromonas se han identificado en la mayoria de los filos animales, lo que hace probable que la mayoria
de las especies las utilicen para comunicarse (Wyatt, 2003, 2009).

Una de las primeras referencias a las feromonas en la literatura cientifica se produjo en 1932, cuando Jasen-
tkovski colocd hembras virgenes en trampas ubicadas en bosques infestados por polillas gitanas y observé
que, tras unas horas, esas trampas estaban llenas de machos, lo que sugeria que la causa era la sefalizacién
quimica. Actualmente, uno de los principales intereses que suscitan estas sustancias es utilizarlas en la lu-
cha bioldgica contra las plagas. La OMS y la FAO tienen como una de sus prioridades minimizar el uso de
pesticidas sintéticos en los agroecosistemas y las feromonas son una de las potenciales opciones para ello.
Es importante destacar que estos organismos consideran las feromonas como productos naturales y, por lo
tanto, seguros.

Sin embargo, las feromonas tienen muchas otras aplicaciones que pueden resultar de interés en la produc-
cion animal, y es en este aspecto en el que queremos hacer hincapié en este articulo.

Antes de comenzar a hablar de sus posibles usos, debemos entender cémo funcionan. En primer lugar,
indicar que existen diferentes tipos de feromonas: de agresién, de alarma, de reunién, etc. Pero las que
muestran mas interés en el campo de la produccion animal son las feromonas sexuales o de reproduccion.
Uno de los efectos méas conocidos de estas feromonas es indicar la disponibilidad de las hembras para la
reproduccion.

¢Dénde se producen las feronomas?

Las feromonas son secretadas por el cuerpo a través de diversos fluidos corporales y excrementos. Gene-
ralmente, la orina, las heces, las secreciones cervicales y vaginales, asi como la secrecion de las glandulas
exocrinas, son las principales fuentes de feromonas en los vertebrados (Rivard y Klemm, 1989).

En el caso de los conejos, las principales glandulas/secreciones identificadas como productoras/transpor-
tadoras de feromonas son:

- La glandula mentoniana: es una glandula cutanea situada en el mentén que los conejos de ambos sexos
utilizan para marcar objetos del entorno. Es probablemente la glandula mas estudiada del conejo. Presenta
dimorfismo sexual en conejos adultos: es méas grande en machos que en hembras. Su secrecién se utiliza
principalmente para sefalar la dominancia social (Hayes, 2003). Estudios preliminares, aun no publicados,
de nuestro grupo indican que, aparte del dimorfismo morfolégico, probablemente existen diferencias en
el contenido proteico y la expresion de genes entre machos y hembras. Esta glandula aumenta de tamafio
y es mas activa durante el periodo reproductivo, por lo que puede ser una candidata interesante para su
estudio desde el punto de vista reproductivo.

- Las glandulas anales: se trata de unas glandulas situadas en la parte terminal del recto de forma que su
secrecion impregna las heces. Parece ser responsable de mantener el olor del grupo.

- La glandula de Harder: se trata de una glandula situada en la érbita ocular cuya secrecion, unida a la de otras
glandulas de la zona colabora en la formacién de las lagrimas (Honkanen et al., 2019). Esta glandula se ha ca-
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racterizado como un érgano productor de melatonina y en su composicion también se ha detectado un com-
ponente lipidico. Aunque no existen estudios al respecto en conejos, se ha demostrado que las secreciones de
esta glandula presentan dimorfismo sexual en otras especies (Santillo et al., 2020; Seyama y Uchijima, 2007).

- La glandula mamaria: en esta glandula, al igual que en el resto de los mamiferos, se produce y almacena
la leche para amamantar a las crias. Sin embargo, en el caso del conejo, existen una serie de glandulas
sebaceas en el pezdn que producen la denominada feromona mamaria, implicada en la supervivencia de
los gazapos recién nacidos.

- Las glandulas inguinales: son glandulas situadas en la zona inguinal responsables del olor caracteristico
de estos animales. No se sabe mucho de ellas, pero se cree que su funcionamiento esta regulado por las
hormonas esteroideas (Melo y Gonzalez-Mariscal, 2010), lo que podria relacionarlas con la reproduccién.

- La orina: la orina es la mayor fuente de feromonas conocida y, en otras especies, se ha observado una
relaciéon entre la exposicion a orina y efectos en la reproduccion. Sin embargo, en el caso de los conejos
existen muy pocos estudios y los existentes no son concluyentes. Es el caso de un estudio llevado a cabo
por nuestro grupo, en el que se compararon los parametros reproductivos de hembras expuestas a orina
de otras hembras o de machos frente a hembras no expuestas. Aunque los resultados muestran un incre-
mento de la fertilidad, sobre todo en las expuestas a orina de macho (95,4 % frente al 92,1 % del grupo ex-
puesto a orina de macho y el grupo de control, respectivamente), estas diferencias no fueron significativas
probablemente debido a la buena fertilidad habitual de la granja en la que se realizaron los experimentos.

Regulacién y mecanismo de accién:

Aunque estamos hablando de sustancias quimicas y relacionamos esto con el olfato, el sistema de de-
teccion de las feromonas sigue una via diferente al de los olores habituales. En la Figura 1 se muestra una
seccion sagital (o longitudinal) de la cavidad nasal de una rata. En esa imagen se destaca el epitelio olfativo
principal, que es el que capta los olores habituales, y, mas pequefo y en la parte inferior, el 6rgano vomero-
nasal (OVN), que estd especializado en detectar sefiales quimicas especificas de cada especie, es decir, fero-
monas. El OVN contiene receptores neuronales que se activan mediante ligandos o feromonas especificos,
que probablemente desencadenan una cascada de respuestas neuroendocrinas innatas (Patra, 2012).

Figura 1. Representacion esquematica de una seccion parasagital parte de la cabeza de un ratén que muestra los
diferentes receptores olfativos y sus proyecciones a los bulbos (Salazar y Sdnchez Quinteiro, 2009).
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Las feromonas, previamente disueltas en moco, son reconocidas por neuronas sensoriales vomeronasales
especificas en una interaccién que inicia una cascada de transduccién y culmina en la generacién de poten-
ciales de accidén que se transmiten a lo largo de proyecciones axonales hasta el bulbo olfatorio accesorio
(Halpern, 2003). Una vez unidas, las proteinas transportadoras de olores (OBP) solubilizan y transportan las
feromonas a las microvellosidades dendriticas de los receptores neuronales quimiosensoriales del OVN.

Estas neuronas poseen la capacidad de codificar la intensidad del estimulo. Cuando el estimulo alcanza un
umbral determinado, activa una subpoblacion de neuronas, lo que genera un potencial de accion y transmi-
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te una potente sefal electroguimica al bulbo olfativo. Desde él, esta sefal puede estimular el hipotalamo,
provocando una respuesta neuroendocrina especifica para la subpoblacién de neuronas activadas en el OVN
(Figura 2). Los efectos reproductivos estan mediados principalmente por la liberacion de la hormona libera-
dora de la hormona luteinizante (LH-RH) en el hipotalamo (Kekan et al., 2017).

Figura 2. Representacion esquematica del estimulo de las feromonas sobre el eje Hipotalamo-hipdfisis-gdnadas.
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En un estudio morfoldgico e inmunohistoquimico reciente del OVN, se concluye que en el conejo esta al-
tamente desarrollado, con muchas caracteristicas morfologicas especificas, lo que nos lleva a pensar que la
comunicacién quimica juega un papel importante en esta especie (Villamayor et al., 2018).

Efectos de las feromonas sexuales en diferentes especies de produccion:

1.- Bovino: es posiblemente en la especie en la que se ha trabajado menos en este aspecto comparado con
otras especies. Sin embargo, existen estudios que apoyan la hipotesis de que la exposicion de novillas
prepuberes a machos adultos pueden reducir la edad de inicio de la pubertad (lzard y Vandenbergh,
1982). De forma similar, se ha hipotetizado que la exposicion a machos adultos o a su orina puede reducir
el anestro (Patra, 2012).

También se ha comprobado que la feromona (Z)-7-dodecen-1-il-acetato, presentes en altas concentracio-
nes en la orina de vacas en celo provocan importantes respuestas conductuales en los machos (Rasmussen
etal., 1982; Rasmussen et al., 1996, 1997).

2.- Pequeiios rumiantes: igual que sucede en bovino, en los pequefios rumiantes se ha demostrado que
la exposicién a machos adultos acelera el inicio de la pubertad e induce el estro en animales en anestro
estacional, sincronizando incluso la ovulacion (Knight et al., 1978). Un efecto similar se puede conseguir
mediante la exposicién a orina, lana o cera de los carneros (Knight y Lynch, 1980). De forma similar, las
feromonas secretadas a través de la lana, la cera y las secreciones vaginales de las ovejas en celo atraen
a los machos (Kekan et al., 2017).

Otro efecto de las feromonas demostrado en el caso de las ovejas es su intervencion en el reconocimiento
materno de las crias, esencial para que la madre cree un vinculo y acepte a su descendencia (Nowak et al., 2011).

3.- Porcino: igual que en los casos anteriores, se ha comprobado el efecto del macho sobre el inicio de la
pubertad (Dyck, 1988), el anestro lactacional (Izard, 1983) y el momento en el que se produce el primer

celo postdestete (Soede, 1993).

Sin embargo, en verracos, al contrario que en la mayoria de las especies de produccién, existen una serie de
feromonas perfectamente identificadas y que se utilizan habitualmente en las explotaciones porcinas. Es el

49 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA @

19



PONENCIAS

caso de la 5a-androstenona y el 3a-androstenol, que se liberan en la saliva y estimulan el reflejo de inmovili-
zacion en las cerdas. (Wanietal., 2013) . Los productos BoarBetter® y Boar Mate® contienen estas feromonas
y se utilizan para la deteccién del celo. Otra feromona identificada es la apaciguadora porcina, es importante
en las interacciones entre madres y crias, ya que reduce la agresion y las respuestas al estrés en cerdos jo-
venes y adultos (Temple et al., 2016) comercializada con el nombre comercial de SecurePig®, se utiliza en el
postparto e incrementa la ganancia de peso diaria y reduce la mortalidad.

4.- Conejos: en conejos, la feromona mas estudiada es la feromona mamaria 2-methylbut-2-enal (2MB).
Esta feromona, producida en el pezdn de la hembra lactante ayuda a los recién nacidos a encontrar la glan-
dula mamaria y estimula la succién (Schaal et al., 2003; Moncomble et al., 2005). En este caso, sin embargo,
la deteccién de esta feromona en conejos parece ser a través del epitelio olfativo principal y poco o nada
a través del OVN, lo que es un hecho excepcional, tal como relatan los autores del trabajo que lleva a esta
conclusién (Charra et al., 2012).

Otra feromona conociday, en este caso, comercializada en conejos en algin momento es la feromona apa-
ciguadora (Lapezil®), que tiene cierta similitud a la ya descrita en los cerdos. Un estudio preliminar realizado
en animales de granja mostré que los animales tratados parecian mas tranquilos y mejoraban ciertos para-
metros reproductivos como la fertilidad, el tamafio de camada y la viabilidad al nacer (Bouvier y Jacquinet,
2008). Sin embargo, no existen mas estudios al respecto hasta el 2024 en el que se publica una investigacion
sobre el efecto de esta feromona, aunque solo sobre el estrés (Asproni et al., 2024) .

En lo que se refiere a la reproduccién, igual que, en otras especies, las conejas dependen principalmente de
las sefales olfativas para atraer a los machos. En la época de apareamiento, la coneja frota el mentén sobre
los objetos que la rodean depositando secreciones de esta glandula. Este comportamiento aparece en los
periodos de receptividad sexual y disminuye cuando existe una pareja sexual disponible (Gonzalez-Mariscal
et al., 1990; Hudson y Vodermayer, 1992). Durante el apareamiento, los conejos intercambian sefales olfati-
vas, olfatedndose o incluso marcando al otro individuo. Estas sefales son las responsables de que la coneja
adopte la postura adecuada para el apareamiento y el macho reconozca que esta preparada para la repro-
duccion (Fusi, 1994). En este sentido, un estudio reciente realizado por nuestro grupo exponiendo a machos,
antes de la recogida del semen, a orina de hembras receptivas, 2-phenoxyetanol (sustancia producida en la
glandula mentoniana) y secreciones vaginales de hembras receptivas, la calidad del semen aumento signifi-
cativamente en todos los casos, pero principalmente en aquellos expuestos al 2-phenoxyetanol y las secre-
ciones vaginales (Tabla 1) (Villamayor et al., 2024).

Tabla 1. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis (Media*DE) incluyendo setenta y siete muestras de semen,

obtenidas de conejos reproductores que fueron expuestos a orina de hembra (Grupo A), 2-fenoxietanol (Grupo

B), hisopo vaginal (Grupo C) o agua destilada (Grupo D), conservadas a 16°C y analizadas dentro de las 8 horas
posteriores a la recoleccion utilizando el sistema CASA (Villamayor et al., 2024).

Parametros Grupo Experimental
(A) Orina de hembra  (B)2-phenoxyethanol (C) Hisopo vaginal (D) Agua destilada
VOL (mL) 0.94£0.292 1.02+0.26* 1.23£0.42b 1.38+0.58°
Concentracion (M/mL) 1173.47+400.322 897.78+328.07% 1112.224332.452 797.50+466.55°
Tiempo de respuesta (S) 2.96%2.322 3.03+2.092 3.89+£3.572 3.02+1.052
Motilidad total (%) 70.15+23.502 49.15+33.932 51.80£32.142 22.65%23.69°
Espermatozoides rogresivos a a a
totales (%) 55.06%22.16 39.20%30.16 39.23+27.81 15.97£19.04°
Espermatozoides rapidos a a a
progresivos (%) 21.86%11.26 19.14£17.76 17.39+£12.08 7.17+9.01°
Espermatozoides medios X .
progresivos (%) 33.20+14.16 20.06+13.87° 21.84+17.10° 8.81+10.51
Espermatozoides no a a
progresivos (%) 15.09+4.27 9.95+4 69° 12.57£6.79 6.68+5.80°
ESpermatoz?J/‘j)es Inméviles 29.85+23.50° 50.85+33.93 48.21+32.142 77.35+23.69°

Diferentes letras en superindice indican diferencias significativas entre los grupos (p < 0.05). VOL: volumen; S: segundos

En las diferentes especies mencionadas anteriormente, el mecanismo por el cual las feromonas afectan a la
reproduccion es a través del eje hipotalamo-hipéfisis-ovarios, incrementando los niveles de LH, el numero de
receptores de LH, etc (Patra, 2012; Wani et al., 2013). En el caso de los conejos, puede que el mecanismo sea
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similar ya que en el estudio de Villamayor et al. (2024) mencionado anteriormente en machos, se observo,
aunque en este caso no de forma estadisticamente significativa, un incremento de la Testosterona posterior
a la exposicién, principalmente, a secreciones vaginales.

En conclusion, las feromonas intervienen de forma relevante en el comportamiento reproductivo de la ma-
yoria de los mamiferos. Son esenciales para que los individuos de un sexo reconozcan a los del otro que estan
disponibles para el apareamiento, para indicar el momento oportuno para el apareamiento y para preparar
a los animales de ambos sexos para el apareamiento. Hemos visto, ademas, que las feromonas aceleran el
inicio de la pubertad, reducen los anestros posparto y estacionales y pueden llegar a sincronizar el celo y la
ovulacion en un grupo de hembras. La mayoria de estos efectos, si se pudieran controlar, serian Utiles en la
produccion animal; sin embargo, todavia falta mucho para identificar todas las feromonas responsables y
poder sintetizarlas y utilizarlas a nuestro favor.

Financiacion

Este estudio esta financiado por el Ministerio de Ciencia, Innovacion y Universidades (Espana) (ref: PID2021-
1278140B-100).
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Resumen

En los ultimos afos se ha venido produciendo la aparicion de nuevas enfermedades que afectan a los conejos
que poco a poco van aumentando su presencia en las granjas cunicolas. No son enfermedades nuevas, sino que
es en la mayoria de casos un resurgimiento con mayor fitalidad de estas enfermedades condicionada en muchos
casos por las nuevas ordenanzas locales que restringen el uso de antibidticos a usos terapéuticos exclusivamente
excluyendo el uso preventivo. Entre ellas las que destacan es el aumento de frecuencia de Enterococcus hirae,
Salmonella sp la aparicion de quistes hidatidicos, Bacteroides fragilis enterotoxigénico y una cepa altamente mul-
tirresistente de E. Coli que encontramos en las granjas cunicolas. Estas enfermedades, llamadas emergentes por
su relativamente reciente presencia en las instalaciones cunicolas se van sumando a las patologias mas comunes
asociadas en cunicultura 'y, en forma mayoritaria aparecen formando cuadros mixtos con ellas.

Palabras clave: conejo, enfermedades emergentes, Bacteroides fragilis, Enterococcus hirae, E. Coli, quiste
hidatidico, Salmonella sp.

Abstract

In recent years, new diseases affecting rabbits have emerged, gradually increasing their presence on rab-
bit farms. These are not new diseases, but in most cases represent a resurgence of existing diseases with
a higher fatality rate. This is often influenced by new local ordinances that restrict the use of antibiotics to
therapeutic purposes only, excluding preventive use. Among them, the increase in the frequency of Entero-
coccus hirae and Salmonella sp., the appearance of hydatid cysts, enterotoxigenic Bacteroides fragilis, and a
highly multi-resistant strain of E. coli found on rabbit farms stand out. These diseases, called emerging due to
their relatively recent presence in rabbit farms, are joining the most common associated pathologies in rabbit
farming. They mostly occur in mixed presentations with these diseases.

Keywords: rabbit, emerged diseases, Bacteroides fragilis, Enterococcus hirae, E. Coli, hydatid cysts, Salmonella sp.

La cunicultura profesional viene afrontando en los Ultimos afios un aumento de patologias en las granjas
debido a los cambios en el eficaz sistema de trabajo preventivo que se realizaba anteriormente y que se ba-
saba en el uso de antibacterianos en los momentos o puntos criticos de la produccion.

Debido a la desaparicion total de ese sistema de prevencién, han surgido una serie de patologias que eran
directamente desconocidas o de muy baja presencian la cunicultura profesional y que producen procesos
sanitarios altamente patdgenos con incidencias elevadas de forma puntual pero que se cronifican en las ins-
talaciones siendo de dificil control sanitario.

Basicamente son enfermedades de origen bacteriano siendo algunas de ellas pertenecientes a la microflora
bacteriana del aparato digestivo que han adquirido capacidad patégena y se han sumado a la panoplia de
enfermedades infecciosas que afectan al conejo europeo.

Entre ellas destacan:

- Bacteroides fragilis enterotoxigénico

- Enterococosis

- Salmonelosis

« Quistes hidatidicos

- Colibacilosis no-eae multiresistente
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Bacteroides fragilis enterotoxigénico

Es una bacteria Gram-negativa en forma de bacilo y anaerobia que es normalmente comensal en los mami-
feros, y también por tanto en el conejo, constituyendo parte de la microbiota gastrointestinal donde juegan
un importante papel en el procesamiento de moléculas complejas como los polisacaridos de origen vegetal.

Como patdgenos acostumbran a ser oportunistas, sin embargo, su potencial patégeno en cunicultura va
en aumento con un incremento de casos anuales diagnosticados. Antes del 2018, yo no habia diagnosticado
ningun caso, mientras que en el 2024 han sido 7 los casos diagnosticados. No obstante, hay descritos en la bi-
bliografia casos en 1981, lo que indica que posiblemente la mejora en el diagndstico puede haber influenciado.

Su diagndstico no es sencillo ya que al ser anaerobio no crece en las placas de petri en condiciones de
aerobiosis, sin embargo, la técnica PCR es altamente efectiva en su diagnéstico. Esto puede dificultar su
diagnostico laboratorial a menos que se indique la realizacion de la técnica PCR.

Son bacterias que son capaces de inhibir la fagocitosis e inactivar algunos antibioticos como los betalactami-
cos. En general son altamente resistentes a una amplia variedad de antibiéticos, especialmente a los aminoglu-
cosidos y tetraciclinas, asi como algunos macrolidos y también lincomicinas, siendo habitual tener perfiles de
antibiograma con multiples multiresistencias, muy a menudo totales con halos de 0 mm de diametro.

Parte de su potencial patégeno se debe a la secrecién de una toxina proteica termolabil extracelular que
tiene dos actividades bioldgicas:

- Estimulacién de la secrecion es los intestinos
- Alteracion de la morfologia de las lineas celulares epiteliales que se redondean y se hinchan debido a que
altera el citoesqueleto de las células epiteliales.

No deja de ser curiosa que aparezca como gérmenes multiresistentes cuando los niveles de uso de anti-
microbianos estan por los suelos. Este nivel de resistencia antibidtica produce una gran preocupacién pues
son capaces de transferir esta resistencia a otras especies bacterianas como E.coli mucho mas patégenas.

El proceso empieza en gazapos de unos 14 dias y afecta hasta los 28 dias de vida siendo la mortalidad de los
nidales afectados muy alta, alcanzando el 75% con facilidad, Ademas los animales sobrevivientes no “funcio-
nan” bien en el engorde y se han visto animales de 3 meses afectados cuando han habido brotes intensos en
lactancia, llegando incluso a sospecharse de alguna reproductora, aunque en estos Ultimos casos la sintoma-
tologfa es muy confusa ya que se aprecian una mezcla con E. coli que no clarifica en ningin modo el proceso.

La sintomatologia digestiva es de unos intestinos delgados ligeramente aumentados con contenido acuo-
SO-MUCoso Y un ciego no muy aumentado de tamafio con un contenido acuoso de color amarillento en unos
gazapos que la diarrea no es especialmente profusa a la inspeccion externa, aunque si de color amarillento.

Las paredes intestinales se encuentran ligeramente aumentadas de tamano y con el gazapo ligeramente
hinchado y el contenido del estémago acostumbra a estar lleno de leche.

Se observa en lactantes provenientes de conejas de todas las edades, aunque son especialmente sensibles
las conejas de primer parto, pudiéndose detectar que en el 40% de los casos una coneja afectada repite el
proceso en el siguiente parto, por lo que la eliminacion de reproductoras con nidales afectados es importante
para el control de la enfermedad.

La elaboracion de autovacunas es muy eficaz para controlar el proceso que de otra forma es muy dificil de
gestionar ya que su respuesta a tratamientos con antimicrobianos es desesperante.

No deja de ser curioso que Bacteroides fragilis es una de las bacterias que mas estudios tiene como uso

en forma de probiético para ayudar en los problemas gastrointestinales en cunicultura y otras especies de
mamiferos.
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Enterococosis

Enfermedad producida por Enterococcus hirae, una bacteria coco Gram + anaerobia facultativa que vive en
parejas o formando cadenas. Se trata de microorganismos que son considerados no patdgenos y que se lo-
calizan en el tracto gastrointestinal. Sin embargo, en la bibliografia se encuentran abundantes descripciones
de procesos producidos por él en varias especies animales.

Su primera descripcion en cunicultura se hizo en 2008 en el Symposium de Calahorra y su incidencia, aun-
que baja, va aumentando ligeramente cada aho. Muy probablemente se deba a la mejora en el diagnéstico
por parte de laboratorios de analisis y a su mayor conocimiento a nivel de campo por parte de los veterinarios.

Generalmente afecta a gazapos de entre 5y 8 dias de vida con una tasa de mortalidad elevada. Los gazapos
supervivientes presentan un aspecto de alopecia generalizada en todo el cuerpo hacia los 20 dias de vida
afectando principalmente a las camadas provenientes de conejas de primer parto.

La principal dificultad en su diagndstico es la poca especificidad de las lesiones en los gazapos afectados,
afectando al aparato digestivo en forma de un proceso entérico muy general, con presencia de contenido
acuoso en intestinos delgados y ciego.

El rasgo mas distintivo de este proceso es la presencia de animales alopécicos alrededor de los 18-20 dias
de vida de forma manifiesta acompanada de una mortalidad precedente elevada (superior al 25% en las ca-
madas afectadas).

El hecho que las conejas primiparas sean las mas afectadas viene probablemente condicionado a la falta
de defensas de las reproductoras en ese momento por no haber tenido contacto con el microorganismo,
mientras que las multiparas ya deben generar suficientes defensas para traspasarlas a sus gazapos para evi-
tar el proceso infeccioso, aunque el proceso infeccioso sigue siendo agresivo en estos gazapos lactantes
provenientes de conejos multiparas.

Algunas cepas de Enterococcus hirae tienen factores de virulencia descritos y entre ellos su potencial de
formacion de biofilm es en el conejo uno de los principales. Esta capacidad de formar biofilm les hace ser
muy resistentes a las desinfecciones y a permanecer en las naves reinfectando a nuevas camadas.

Las resistencias que presentan son muy variadas con algunos casos de resistencias amplias a antimicro-
bianos mientras que en otras son mas bien escasas, sin embargo, en todos los casos la respuesta a los
tratamientos con antimicrobianos es mas bien escasa. Diversos estudios han encontrado diversos genes de
resistencia a antimicrobianos incluso de cepas aisladas de conejos silvestres.

Klebsielosis

La Klebsielosis es una enfermedad infectocontagiosa producida por Klebsiella pneumoniae y que hasta hace
relativamente poco tiempo se le consideraba una bacteria oportunista. Sin embargo, en los Ultimos afos
estan surgiendo casos en los que claramente se presenta como el agente patdgeno puro con crecimientos
masivos y aislamientos Unicos en el proceso.

Anteriormente se encontraba en un porcentaje muy elevado asociado a E. coli en los aislamientos que se
encontraban en los laboratorios. En las ultimas décadas del siglo XX el diagndstico se dificultaba porque algu-
nos laboratorios no identificaban la bacteria como potencialmente patégena y no aparecia en los resultados
de la analitica.

En los ultimos 5 afios su prevalencia como causa primaria ha aumentado de forma lenta pero sin pausa. En

el 2004 EXOPOL publicaba que alrededor del 4% de los animales que llegaban al laboratorio eran positivos a
Klebsiella 'y que de ellos el 19% eran casos de procesos puros.
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Tabla 1. NUmero de casos diagnosticados de Klebsiella en procesos puros en los periodos correspondientes
registrados en mis visitas diarias.

1990-1999 2000-2009 2010-2014 2015-2019 2020 2022 2023 2024
9 6 5 7 6 9 12 1

Esta bacteria es una enterobacteria bacilar Gram negativa inmovil que se encuentra de forma ubicua en la
flora respiratoria y digestiva de muchas especies animales de sangre caliente aislandose de los pulmones,
aparato digestivo y higado de los conejos afectados. Hay que tener en cuenta que es una bacteria que se
puede transmitir a los humanos provocando neumonias siendo por tanto una posible zoonosis y, que por el
mismo motivo, puede transmitir desde los humanos a los animales.

Su virulencia viene vehiculada por la presencia de un factor de adhesién mediante el pili tipo 1y 3 que
promueve su adhesion al epitelio, células inmunitarias y superficies abidticas asi como la presencia de poli-
sacaridos en la capsula y del gen LPS que envuelve la capsula con un camuflaje muy efectivo que engana al
sistema inmune.

Afecta principalmente a gazapos de 15 a 28 dias de vida, aunque no es raro de observar también en el pe-
riodo de cebo, sobre todo cuando la afeccion en los lactantes ha sido elevada.

El proceso se presenta de forma aguda en los lactantes cronificdindose en el cebo afectando al sistema
digestivo con una enteritis serosa hemorragica en intestino delgado con abundante contenido y una tiflitis
moderada con contenido seroso y habitualmente marronoso o rojizo. El estémago se encuentra indefecti-
blemente lleno de leche y los pulmones pueden presentar ligeras zonas consolidadas de neumonia e incluso
se observan edemas en la zona pleural.

Muy habitual es encontrar el higado decolorado y friable con una coloracién amarillenta bastante remarcada
que llega a ser patognomonico de este proceso, asi como un bazo aumentado de tamano.

En la maternidad el proceso pasa totalmente desapercibido excepto en algunos casos que se pueden apre-
ciar abortos a mitad de lactacién cursando de forma general con una presentacion subclinica inaparente.

La transmisién de la enfermedad se genera en las reproductoras portadoras (aparentemente sanas) que
transmiten la enfermedad hacia los gazapos jévenes del nido. De la misma forma la revisién de nidales afec-
tados comporta la transmisién por el operador de otros nidales sanos, igual que el proceso de adopcién de
animales que genera un riesgo intrinseco de diseminacion de la bacteria.

En la bibliografia se cita que el contagio tiene lugar el primer dia de vida ya que los pezones estan contami-
nados por las excreciones que hay en el nidal o en la jaula transmitiendo el proceso desde el inicio del ciclo.

El diagndstico no es muy evidente en la necropsia, aunque algunos signos, como la decoloracion del hi-
gado, pueden hacer sospechar con fuerza la presencia del patégeno, pero sin duda es el aislamiento en un
laboratorio quién confirmara las sospechas de la participacién de Klebsiella en el proceso. No es necesario el
uso de medios enriquecidos para su aislamiento lo que favorece su identificacién. En las Gltimas décadas del
siglo XX el diagndstico se dificultaba porque algunos laboratorios no identificaban la bacteria como poten-
cialmente patégena y no aparecia en los resultados de la analitica.

Hay que resaltar que cuando en una instalacién se ha detectado un brote de Klebsiella, no es infrecuente
que haya recidivas al cabo de un par de anos o, por otra parte, que se sigan encontrando casos aislados de
gazapos muertos compatibles por necropsia con el patbgeno durante un periodo de tiempo largo (en algu-
nos casos hasta 5 afos tengo documentados).

Esto hace suponer que la bacteria sigue presente de forma inaparente en los animales con el riesgo
que conlleva, principalmente en situaciones agresivas como cambios de tiempo o periodos de estrés in-
munosupresivo que favorezcan la diseminacién y multiplicacién del patégeno reapareciendo el proceso
con virulencia.

La prevencion pasa por un control estricto del nidal, intentado igualar lo minimo a los animales en el mo-
mento del nacimiento y sefalar la reproductora cuando en un nidal se aprecia una disminucién del creci-
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miento de los gazapos -es el primer signo de que el proceso esta afectando a los gazapos- para su posterior
eliminacién., asi como una desinfeccion periddica, sobre todo cuando se aprecien signos de alteracion en un
nidal, de las manos o guantes cada pocos nidales.

Se recomienda el NO igualar camadas a menos que sea imprescindible, ubicando todos los gazapos so-
brantes en reproductoras concretas o reaprovechando reproductoras marcadas para eliminar por causas re-
productivas que todavia tengan leche en el momento del destete.

Debido a la dificultad de deducir la causa primaria de la infeccién, se recomienda una campana anti roedores
muy estricta ya que pueden ser una de las causas de transmision de la enfermedad, ya sea contaminando el
pienso, el agua, los nidos propiamente o el material de los nidales.

La higiene en el nidal es por tanto un factor muy importante para controlar la explosion de la enfermedad,
siendo muy Util una prevencién en la forma de pulverizar un desinfectante por encima del material del nido
una vez que este esté arreglado. De la misma forma al detectar un nidal himedo se debe renovar todo el
material de este pulverizando desinfectante y volviendo a ubicar los gazapos en el nido recién hecho, acon-
sejandose el utilizar un nidal nuevo en lugar del viejo.

La Klebsiella es una bacteria que entra dentro de las bacterias de infeccion intrahospitalaria y que tiene dificil
control por su resistencia debido al gen blaKPC, que es una enzima que aporta amplias resistencias a nume-
rosos antibidticos. Esto hace que sea importante el obtener un antibiograma mediante el analisis laboratorial
que nos indigue cuales son los antibacterianos maés eficaces para controlar el proceso, siendo la Colistina el
que sobresale por su eficacia seguido de la Apramicina y la colistina.

Riflones poliquisticos

Este es un proceso que yo sélo he visto cinco casos en los tres Ultimos anos. Tres de ellos estaban relacio-
nados entre si ya que una de las granjas afectadas vendia reproductores a una segunda granja y esta segunda
vendia animales de cebo para futuras reproductoras a una tercera granja.

El cuarto caso aparecio en Portugal sin ninguna relacion con los anteriores, comprobando incluso que hasta
las vacunas de mixomatosis y virica eran diferentes en la busqueda de factores comunes.

El quinto caso lo encontré en una granja sin ninguna relacion con las anteriores y a mas de 500 km de dis-
tancia de todas las anteriores.

En la bibliografia de cunicultura la informacién al respecto es muy escueta y/o hna sido observados con
poca frecuencia, de modo que apenas he sabido encontrar alguna referencia a este proceso. Consultando
fuentes universitarias la respuesta siempre fue la misma: Causa Genética.

Esta causa como origen del problema no me pareci¢ demasiado concluyente, aunque si esta muy docu-
mentada en otras especies, ya que, si fuera asi, deberia haber localizado mas granjas cunicolas con este
proceso y este no deberia haber aparecido de la noche a la mafiana sin mas.

Los casos que nos ocupan aparecieron de forma subita y empezaron en periodo invernal en casi todos ellos
en gazapos de engorde en el momento del sacrificio.

El proceso es totalmente inaparente sin mortalidad, pero con cierta desigualdad en el crecimiento de los ga-
zapos donde se aprecia un aumento de los saldos o, dicho con mayor propiedad, un aumento del porcentaje
de los gazapos que apenas llega al peso de sacrificio.

No se observa ningun signo a la necropsia excepto por la apariciéon de vesiculas llenas de contenido acuoso
en el rindén conformando lo que se denomina el rindn poliquistico. Estas vesiculas o quistes pueden ser soli-
tarios de gran tamafo o muy numerosos de variados tamanos, llegando a alcanzar los 2cm en algunos casos.

Sus paredes son delgadas y transparentes con un contenido acuoso transparente pudiendo sobresalir de

la superficie o estar dentro del parénquima del rindn. Estas vesiculas pueden ir creciendo con el tiempo y la
bibliografia cita problemas en el desarrollo del tubo colector.
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El porcentaje de casos en el momento del sacrificio oscilaba entre el 10 y el 30% de los gazapos de cada
lote, aunque cuando los lotes se enviaban en diferentes envios al centro de sacrificio, los animales del Ultimo
envio alcanzaban en ocasiones el 50% de los rifiones afectados.

El proceso cursa siempre con los dos rinones afectados, solo en muy contadas ocasiones se ha observado
afectacién en un rindn Unicamente vy, a nivel de centro de sacrificio, genera unas pérdidas importantes por
los decomisos parciales -los rifiones- o, en algun caso, el decomiso total de la canal por no alcanzar el peso
de comercializacién.

Estos quistes, ya sean de origen congénito o no, va produciendo una pérdida de la funcion renal que produ-
ce estos efectos en el crecimiento y que probablemente puede llegar a ser letal con el tiempo.

Sin embargo, la causa congénita no me satisfacia y por ello envié sistematicamente a varios laboratorios
muestras de contenido cecal y de rindn sin que dieran resultado positivo a nada, lo que agravaba la sospecha
de un proceso genético como origen y asimismo se necropsiaron gazapos en el periodo de lactacién para
buscar las lesiones sin poder encontrarlas en los gazapos lactantes.

Ante la dificultad del diagnostico se buscd similitudes con otras especies, queriendo apreciar similitudes
con la basquilla de las ovejas, proceso producido por bacterias del género Clostridium.

Finalmente se decidio en 4 granjas realizar un tratamiento frente a Clostridium utilizando en cada caso un
antimicrobiano diferente con reconocida accion frente a bacterias del género en concreto tratando las ma-
ternidades y el cebo simultaneamente.

En los tratamientos realizados en el periodo de cebo no se observaron diferencias significativas en el por-
centaje de animales afectados ni de su gravedad, sin embargo, en los tratamientos efectuados a maternidad
el efecto fue muy contundente. Disminuyd o practicamente desaparecio la presencia de rifiones poliquisti-
cos de los gazapos destetados nacidos después de los tratamientos en maternidad.

No por ello, sin embargo, se puede confirmar que el proceso sea vehiculado por una bacteria del género

Clostridium, pero si parece sensato sospechar la presencia de un germen bacteriano ademas de causas de
origen genético.

Salmonelosis

La Salmonelosis es producida por gérmenes del género Salmonella, enterobacterias Gram negativas dotadas
de flagelos peritricos que constituyen un grupo importante de bacterias patdgenas para los vertebrados y ha-
bitan habitualmente en el intestino de las especies afectadas. Hay que tener en cuenta que es una zoonosis y
que su transmision puede ser alimentaria al ingerir alimento contaminado por parte de los humanos.

No es una bacteria que esté especializada en cunicultura sino mas bien lo contrario, pudiéndose localizar
con relativa facilidad el origen de un proceso infeccioso por ellas en una granja pudiéndose restringir casi a
4 opciones:

« Granja avicola de gallinas o cebaderos de pollo.

« Granja porcina.

« Entrada de aves en la granja.

- Presencia de roedores.

Sin ser exclusiva, la presencia de Salmonella typhimurium nos orientara de forma bastante clara hacia un ori-
gen por parte de roedores (ratones y ratas y/o topillos) en la granja que se podra comprobar con abundantes

restos de heces de ratones o ratas en la granja y sobre todo en los nidales.

Por contra Salmonella enteritidis o arizona nos orientara mas a un origen avicola sin descartar un origen por
una granja cercana de porcino.

Es un proceso que siempre se ha visto algiin caso cada afo o se ha tenido referencia de ello, que sin em-
bargo en los afos 2023 y 2024 han aumentado. En mi caso de practicamente 1 caso al afio a 4 y 5 casos
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respectivamente teniendo constancia de cierto aumento de casos también en colegas. Remarcar que la
presencia de Salmonella en algunas analiticas sin previa sospecha de su presencia y aparentemente sin tener
mas importancia clinica también han augmentado.

En un trabajo portugués realizado sobre conejo silvestre se detectd que el 48% de las heces de conejos
muestreadas daban positivo a la presencia de Salmonella.

La virulencia de Salmonella viene dada por un sistema secretor especializado (denominado tipo Ill) comun
con otras enterobacterias que utilizan para inyectar ciertas proteinas dentro de las células eucariotas que
promueven su virulencia y establece un nicho para la multiplicacién de la bacteria intracelularmente.

Tiene un periodo de incubacion de entre 1 diay 5 dias excretandose en grandes cantidades de bacterias por
las heces que contagiaran de forma importante a los otros animales.

En cunicultura se presentan generalmente en 3 cuadros clinicos dependiendo su presentacion a la edad de
los animales afectados.

En gazapos lactantes el cuadro clinico es una diarrea amarillenta con una alta tasa de mortalidad en los
nidales afectados que en la necropsia se aprecian los intestinos alterados con contenido hemorragico a me-
nudo y el ciego con una diarrea amarillenta liquida con contenido hemorragico y hemorragias en la pared
intestinal, aunque el sintoma mas significativo es la presencia de focos necréticos en el apéndice cecal y en
la valvula ileo-cecal de forma abundante, que sin embargo hay que tener en cuenta que no son exclusivos de
la enfermedad, aunque si muy sospechosos de su presencia. El bazo se encuentra siempre muy aumentado
de tamano y el higado presenta una cierta decoloracion amarillenta.

En maternidades suelen provocar abortos visibles en el ultimo tercio de gestaciéon en los que se puede
apreciar los fetos en estado de cierta putrefaccion en la jaula o suelo y, quedando la coneja, en un estado de
abatimiento y secreciones sanguinolentas por el aparto genital. A la palpacién y necropsia se pueden obser-
var las metritis generadas y es frecuente observar neumonias, purulentas o no, con aumento del tamafio del
bazo y decoloracion del higado. En ocasiones se puede observar puntos necréticos en el higado y también
en ocasiones puede observar peritonitis.

En engorde y en maternidad, es decir animales con cierta edad, la Salmonelosis se presenta en forma diges-
tiva con un cuadro dificil de diferenciar generalmente de una colibacilosis, con un contenido liquido del ciego
y una cierta alteracion, importante en ocasiones, de los intestinos delgados, pudiendo presentar las necrosis
en el ciego y valvula ileo-cecal que, de forma mayoritaria, se presentan en forma de pequenas cantidades de
puntos necréticos.

Colibacilosis no-eae patégeno

La colibacilosis es una enfermedad causada por la enterobacteria Escherichia coli que tiene forma bacilar y
es movil, ya sea con uno o varios flagelos y que debe su patogenicidad a la presencia de endotoxinas y exo-
toxinas por un lado y a la capacidad de adherirse a la mucosa digestiva.

Su presencia es habitual en el tracto digestivo de los mamiferos y el hecho que produzcan enfermedad se
deben a la patogenicidad de las cepas bacterianas por un lado y a las condiciones de manejo.

Entre los condicionantes de manejo destacar la importancia de la alimentacion, edad del destete, condicio-
nes de la instalacidon-densidad-ventilacién, estado inmunitario de las reproductoras, etc.

Desde hace unos pocos afos esta habiendo un cierto aumento de cepas de colibacilos NO-eae, es decir, que
no tienen el gen eae de patogenicidad, que habitualmente es el gen que define a las cepas enteropatégenas en
cunicultura. Esta cepa tiene una morbilidad muy alta, superior al 40% y una mortalidad que supera el 30% de
los animales afectados llegando a alcanzar valores del 70% de mortalidad de los animales afectados.

Su presencia estd aumentado a nivel de campo hasta llegar a un 50% de las cepas de E.coli que se analizan,
aungue esto se debe tratar con cuidado, ya que generalmente solo se envian a laboratorio las cepas mas
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patégenas que se ven en el campo, siendo los procesos mas banales tratados sin problematica y por tanto
no se envian a analizar.

Su principal caracteristica es su velocidad de transmision y su acto de presencia, pues su mortalidad apare-
ce hacia los 33 dias de vida -en maternidad- y se prolonga hasta los 50 dias de vida con una curva ascendente
de gazapos afectados y mortalidad muy elevada.

A la necropsia se aprecia los signos clinicos habituales de cualquier colibacilosis, con contenido acuoso en
el ciego y alteracion en los intestinos delgados que aparecen ligeramente aumentados de tamafo con algu-
nas hemorragias y contenido acuoso.

Externamente no se diferencias tampoco de cualquier proceso colibacilar, con una diarrea profusa y liquida
que dejan la cola en la conocida descripcion de cola de ratdn y unos animales apaticos, en postura encorvada
antidlgida y que ensucian mucho la jaula y otros animales, generalmente en los rincones de las jaulas.

La principal diferencia con otras cepas es su total resistencia contra gran nimero de antibiéticos, con abun-
dantes presencias de "0" en las mediciones de resistencia en los antibiogramas, lo que hace muy dificil su
tratamiento efectivo. Este hecho genera a menudo una situacién delicada, ya que una cepa con resistencia a
casi todo antibidtico pero que no lleva consigo el gen eae conduce a discusiones sobre si es patégeno o no.
Sin embargo, a nivel de granjas es incontestable su patogenicidad.

La maternidad es sin duda alguna portadora de este colibacilo, viéndose afectada en menor grado, pero que
presentan situaciones de pérdida de peso generalizado y ensuciamiento de jaulas-reposapiés.

El contagio tiene lugar en el nidal a temprana edad y mas especialmente alrededor de los 18 dias de vida,
aunqgue con toda certeza también antes.

Se ha probado de trasladar gazapos de una nave afectada a otra sin afectar de gazapos de 12 dias de vida y
se ha reproducido la enfermedad en los gazapos trasladados. Muy posiblemente el coli es dependiente de la
ingesta de pienso y cuando esta alcanza cierto nivel se desarrolla. La lactacion puede proteger a los gazapos
hasta cierto punto, ya que a los 32-33 dias ya empieza el proceso estén lactando o no.

Para el control del patbgeno no funciona las restricciones de pienso nilos pienso ricas en fibra, sino que méas
bien parece lo contrario. Piensos muy ricos en fibra y bajos en almidones parecen tener un efecto negativo
sobre su control.

Es importantisimo asegurar el nivel de cloro en el agua, ya que su evolucién indica claramente que el agua
es una via de contaminacion, apreciandose en analiticas con bajos niveles de cloro residual la presencia de
coliformes en el agua, lo que podria indicar una cierta resistencia o capacidad de supervivencia de estos colis.

No se aprecian diferencias entre gazapos provenientes de primerizas que de multiparas, aunque la sepa-
racion en el cebo de gazapos provenientes de primerizas y de gazapos de bajo peso respecto de los demas
consigue que la mortalidad sea ligeramente inferior, sobre todo porque la mortalidad en las primerizas no
aumenta respecto a las multiparas y, incluso en ocasiones, el proceso aparece mas tarde en estos que en las
multiparas.

La separacion de animales enfermos es muy importante en las primeras fases para controlar la virulencia del
proceso, siempre y cuando, gque no siempre se piensa, los animales afectados se ubiquen en jaulas enferme-
ria al final de la linea de agua. En un caso que se ubicaron al inicio de la linea de agua, esa linea en concreto
alcanzé el 45% de mortalidad mientras que el resto fue del 22%, justo el doble.
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Resumen

Este estudio evalué el efecto de la inclusion en la dieta de un postbidtico basado en bacterias acido-lacticas
en la produccion espermatica y en la motilidad de la 172 generacién de una linea de conejos seleccionada
para homogeneizar el tamafo de camada. Se utilizaron 20 conejos divididos en dos grupos: Control (alimen-
tacion estandar) y Tratamiento (dieta con postbiético). El nimero total de muestras fue de 100. Se midio el
volumen de eyaculado, la ingestion de pienso y el peso de los machos. Se analizé la produccién y la concen-
tracién, asi como la motilidad mediante el porcentaje de espermatozoides maéviles, progresivos, rapidos pro-
gresivos, medios progresivos y no progresivos del semen utilizando el sistema CASA (Sperm Class Analyzer
6.6.59, Microptic, Espafia). A partir de la produccién se estimo el potencial de dosis. Para el analisis de los
datos obtenidos se utilizd estadistica bayesiana. El grupo Tratamiento mostré un aumento significativo en
el volumen de eyaculado y en la produccién total de espermatozoides (P > 90%). Esto podria incrementar la
eficiencia de la inseminacion artificial al aumentar el nimero de dosis producidas por eyaculado. El postbio-
tico no afectd a la motilidad de los espermatozoides. En conclusién, la inclusién del postbiodtico en la dieta
tuvo un impacto positivo en la reproduccién, sin embargo, su impacto sobre la fertilidad debe estudiarse en
mayor profundidad.

Palabras clave: conejo, andlisis espermatico, postbidtico.

Abstract

This research evaluated the effect of including a postbiotic based on lactic acid bacteria in the diet on sperm
production and motility in the 17th generation of a rabbit line selected to homogenize litter size. Twenty rabbits
were used, divided into two groups: Control (standard diet) and Treatment (diet with postbiotic). The total num-
ber of samples was 100. Ejaculate volume, feed intake, and male weight were measured. Sperm production,
concentration, and motility were analyzed, including motile, progressive, rapidly progressive, medium progres-
sive, and non-progressive sperm, using the CASA system (Sperm Class Analyzer 6.6.59, Microptic, Spain). The
dose potential was estimated. Bayesian statistics were used to analyze the obtained data. The Treatment group
showed a significant increase in ejaculate volume and total sperm production (P > 90%). This could enhance
the efficiency of artificial insemination by increasing the number of doses produced per ejaculate. The postbio-
tic did not affect sperm motility. In conclusion, the inclusion of the postbiotic in the diet had a positive impact
on reproduction; however, its effect on fertility should be studied in greater depth.

Keywords: rabbit, sperm analysis, postbiotic.

Introduccion

El mayor conocimiento en las ciencias bioldgicas, unido al desarrollo tecnolégico, ha permitido un mayor
control de los procesos bioldgicos vinculados a la reproduccion animal (Paal et al., 2014). La inseminacién
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artificial (IA) es un ejemplo de esta integracién (Vishwanath, 2003). En la produccion animal en general, y en
la cunicultura en particular, la IA ha traido grandes avances: mejora genética, control de enfermedades y ren-
tabilidad en la inseminacion (Laurin¢ik et al., 2008). La posibilidad de inseminar un gran nimero de hembras
a partir de un solo eyaculado tiene un gran interés comercial (Lavara et al., 2005).

La calidad del semen se puede evaluar a través de varios parametros (Ducci et al., 2002; Farrell et al., 1998).
La motilidad espermatica ha sido descrita como la caracteristica mas importante en relacién con la fertilidad
en los machos (Eimers et al., 1994). Un buen movimiento facilita el desplazamiento de los espermatozoides
en el tracto genital y la fertilizacion del gameto femenino (Robayo et al., 2008). El nimero total de esperma-
tozoides moviles se ha relacionado con la tasa de nacimientos en el conejo (Brun et al., 2002). Otros para-
metros, como la concentracién espermatica, también se han vinculado con la fertilidad (Farrell et al., 1998;
Fréour et al., 2010). El analisis de estos parametros permite estimar la fertilidad potencial de las dosis semi-
nales (Lavara et al., 2008). El analisis computarizado del semen (Computer Assisted Semen Analysis, CASA)
permite tanto un analisis cuantitativo (produccién espermatica) como cualitativo (motilidad y cinética) del
semen (Farrell et al., 1993; Lavara et al., 2005).

En 2019, la ISAPP definié “postbidtico” como un preparado de microorganismos inanimados y/o sus com-
ponentes que confiere un beneficio para la salud del huésped (Salminen et al., 2021). En produccién bovina,
avicultura y porcinocultura, los postbidticos son utilizados para mejorar la salud intestinal (como sustitutos
preventivos de los antibiéticos), sus parametros productivos y la calidad del producto transformado (Zamoj-
ska et al., 2021; Chang et al., 2004). En cunicultura, sin embargo, no existe mucha bibliografia sobre el uso
general de postbiéticos en la alimentacién, y sobre su efecto particular en el estatus reproductivo. Ensayos
in vitro con espermatozoides de humano y de ratén han mostrado que la exposicién a una alta concentraciéon
de postbiético de Lactobacillus rhamnosus puede afectar negativamente a la progresividad del movimiento
(Liu et al., 2024; Kotarska, 2024). El Unico estudio publicado en conejos muestra una disminucion en el por-
centaje de anormalidades morfolégicas en los espermatozoides del grupo alimentado con una dieta enrique-
cida con un postbidtico (Garcia et al., 2021).

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la inclusidon de un postbiético sobre la produccién esper-
matica y la calidad de su movimiento a través del sistema CASA en la 17 generacion de una linea genética

seleccionada para homogeneizar el tamafio de la camada.

Material y métodos

Los procedimientos experimentales con animales han sido aprobados por la Direccién General de Agricul-
tura, Ganaderia y Pesca de la Generalitat Valenciana con codigo 2022/VSC/PEA/0226.

Desarrollo experimental

El estudio se desarrolld en la granja de la Escuela Politécnica Superior de Orihuela de la Universidad Miguel
Hernandez. Las instalaciones utilizadas fueron de ambiente controlado y fotoperiodo de 16:8.

Se utilizaron 20 conejos pertenecientes a la 17* generacién de una linea genética seleccionada para homo-
geneizar el tamafo de la camada (Blasco et al., 2017). Los conejos se dividieron en dos grupos: Control (con
una dieta comercial) y Tratamiento (con la inclusion del postbidtico en la dieta). El peso medio de los conejos
fue de 3,33 kg. La alimentacion con el postbidtico comenzé el 12 de junio de 2024.

El semen se obtuvo a primera hora de la mafana mediante la utilizacion de una vagina artificial previamente
calentada a 45°C. Se recogieron un total de 100 muestras distribuidas a lo largo de 5 semanas, comenzando
el 12 de julio y finalizando el 6 de septiembre de 2024. Junto a cada muestreo se realizd un control del con-
sumo de pienso y del peso de los animales.

Se registro el volumen de semen recogido, una vez retirado el gel en aquellas muestras que estaban presen-
te. El semen fue diluido 1:15 con una dilucion de Tris-citrico-glucosa y se utilizé el sistema CASA (Sperm Class
Analyzer 6.6.59, Microptic, Barcelona, Espafa) para la realizacion de una valoracién cuantitativa (produccion
y concentracién) y cualitativa (movimiento). Los pardmetros de motilidad fueron porcentaje de moviles, de
progresivos, de rapidos progresivos, de medios progresivos y de no progresivos. Por cada muestra se analizd
un minimo de 5 campos y 200 espermatozoides. La ratio frame a frame (s) del software fue de 50. Se estimé
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el potencial de dosis como nimero de dosis que se pueden obtener de una muestra a partir de la producciéon
total y estimando 20 M de espermatozoides/dosis.

Andlisis estadistico

El modelo utilizado para la evaluacién espermatica incluyo el efecto grupo en 2 niveles (Control o Tratamien-
to). Se incluyo la semana de toma de muestras como efecto ruido, el animal como efecto aleatorio y su peso
como covariable.

Para el control de los parametros productivos, en el caso del peso, también se incluyo el efecto grupo en 2
niveles, la semana como efecto ruido y el animal como efecto aleatorio. Para el consumo, se incluyo el efecto
grupo en 2 niveles, el animal como efecto aleatorio y el peso como covariable.

Se utilizé el programa Rabbit desarrollado por la Universitat Politecnica de Valencia.

Resultados y discusiéon

En cuanto a la valoracion espermatica, la inclusién del postbidtico mostrd un efecto beneficioso sobre el
volumen del eyaculado, asi como sobre la produccién de espermatozoides (P > 90%). Este resultado tiene
implicaciones practicas de gran interés, pues el potencial de dosis que se podrian preparar a partir de una
muestra obtenida de machos alimentados con el postbidticos seria 11, mientras que en el grupo control seria
de 5. Los parametros relativos al movimiento no se vieron afectados por el tipo de alimentacion.

El semen del conejo esta compuesto por el plasma seminal y los espermatozoides. El plasma seminal se forma
a partir de las secreciones de diversas glandulas accesorias del tracto reproductivo (epididimo, prostata, vesiculas
seminales y glandulas bulbouretrales). Su funcion no es Unicamente transportar a los espermatozoides, también
mantiene la viabilidad espermatica, protege contra el estrés oxidativo, facilita el movimiento de los espermatozoides
y modifica la respuesta inmunoldgica de la hembra para favorecer la fertilizacién (Hasan et al., 2007; de Graaf et al.,
2014; Bianchi et al., 2018). En este sentido, un incremento del volumen de semen en la eyaculacién se corresponde
con un incremento del volumen de plasma seminal, pudiendo mejorar la viabilidad espermatica y favorecer la fecun-
dacion. Sin embargo, es necesario estudiar la composicién del plasma seminal para determinar que fraccion relativa
alos macronutrientes presentes en el plasma se modifican con la inclusion del postbiético en la dieta.

Tabla 1. Resultados de la valoracién espermatica

Grupo V(ml) C(M/ml) PT(M) PD MO (%) P (%) RP (%) MP (%) NP (%)
Control 0,56 256,48 143,62 7 76,55 57,58 20,92 36,77 18,71
SD 0,08 55,94 61,87 3 4,77 6,76 2,73 4,77 2,18
Tratamiento, 0,70 281,01 196,71 10 75,96 53,65 17,36 36,42 22,28
SD 0,08 56,65 61,55 3 4,99 6,65 2,70 4,74 2,24
P (%) 91 64 90 90 53 67 83 53 87

V: volumen. C: concentracién. PT: produccién total. PD: potencial de dosis. MO: moviles. P: progresivos. RP: rapidos progresivos. MP: medios
progresivos. NP: no progresivos. P: probabilidad de que las diferencias encontradas sean distintas de 0.

La inclusién del postbidtico en la dieta no influyd en el peso de los animales. El grupo control presentd un
menor consumo medio diario que el grupo alimentado con el postbidtico (P = 95), sin embargo, la diferencia
entre grupos no fue relevante, al ser de 9,04 gramos/dia.

Tabla 2. Resultados del control de los parametros productivos.

Grupo V (ml) C (M/ml)
Control 0,56 256,48
SD 0,08 55,94
Tratamiento 0,70 281,01
SD 0,08 56,65
P (%) 91 64

CMD: consumo medio diario. P: probabilidad de que las diferencias encontradas sean distintas de 0.
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En conclusién, lainclusién de un postbidtico basado en bacterias acido-lacticas mejora la produccion esper-
matica sin afectar a la motilidad en una linea genética de conejo seleccionada para homogeneizar el tamafio
de la camada. Sin embargo, su impacto sobre la fertilidad debe estudiarse en mayor profundidad.

Agradecimientos: agradecemos a las instituciones (Union Europea y Generalitat Valenciana) implicadas en AGRO-
ALNEXT/2022/037 que han proporcionado los fondos necesarios (PRTR-C17.11) para la ejecucién del proyecto.
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Effect of administration of the flavonoid quercetin and genetic line on body reserve
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rearing and at the beginning of their productive life

Jordan-Rodriguez D", Vicente-Carrillo A%, Fernandez-Gonzélez J?, Pulido-Sénchez B?, Blanco-Argibay

SM?, Gimeno Martos S', Lorenzo-Gonzdlez P!, Garcia Rebollar P?, Garcia-Garcia RM', Arias-Alvarez M?
'Dept. Fisiologia, Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid, 28040, Madrid, Espafia

2Dept. Produccién Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid, 28040, Madrid, Espafia

3Dept. Produccion Agraria, E.T.S.I. Agrondmica, Alimentaria y de Biosistemas, Universidad Politécnica de Madrid, 28040, Madrid Espafa
‘djordan@ucm.es

Resumen

El uso de antioxidantes como la quercetina (QUR) y su combinacion con lineas genéticas longevas puede
ser de gran interés para optimizar la funcién reproductiva, la eficiencia productiva y prolongar la vida util de
las conejas reproductoras. Para valorar los efectos de este antioxidante y la genética, se realizd un estudio
con conejas de lalinea V, seleccionada por tamafio de camada al destete (grupo V), y de la linea LP, seleccio-
nada por longevidad y produccién (grupo LP), a las que se les suministrd pienso suplementado con QUR (4
g/kg) (grupos V-Q y LP-Q) o pienso control sin suplementar (grupos V-C y LP-C) durante la recria (desde las
15 0 16 semanas en las conejas LP y V, respectivamente) y las dos primeras gestaciones siguiendo un ritmo
semi-intensivo de produccion. Se evaluaron el consumo de alimento, el peso durante todo el periodo expe-
rimental, la composicién corporal (CC) en la primera inseminacion artificial (IA) y la fertilidad y prolificidad
en las dos primeras IAs. Los resultados mostraron que la administracién de QUR desde la recria no influyd
en el consumo de alimento, el peso o la CC de las conejas a la primera IA. Aunque las conejas LP iniciaron
el estudio con peso inferior a las conejas V y tuvieron un periodo de recria mas corto, lograron valores de
CC similares a los de las conejas V. Asimismo, la fertilidad a la primera |IA tendid a ser superior en las conejas
LP-Q en comparacion con las LP-C. Estos resultados sugieren que la suplementacion de QUR no afecta la
palatabilidad del pienso y no influye en los parametros productivos y reproductivos analizados. Sin embargo,
la linea genética LP podria presentar una gestién mas eficiente de las reservas corporales al inicio de su vida
util independientemente de la suplementacion con QUR.

Palabras clave: quercetinag, linea genética, eficiencia reproductiva, composicién corporal, conejas repro-
ductoras.

Abstract:

The use of antioxidants such as quercetin (QUR) and its combination with long-lived genetic lines may be of
great interest to optimise reproductive function, productive efficiency and prolong the lifespan of breeding
rabbits. To assess the effects of this antioxidant and genetics, a study was conducted with rabbits does from
the V line, selected for litter size at weaning (V group), and the LP line, selected for longevity and production
(LP group), which were fed supplemented diet with QUR (4 g/kg) (V-Q and LP-Q groups) or non-supplemen-
ted control diet (V-C and LP-C groups) during rearing (from 15 or 16 weeks in LP and V rabbits, respectively)
and the first two pregnancies following a semi-intensive production rhythm. Feed intake, body weight during
the whole experimental period, body composition (BC) at the first artificial insemination (Al) and fertility and
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prolificacy at the first two Als were evaluated. The results showed that administration of QUR from rearing
did not influence feed intake, body weight or BC of the rabbits at first Al. Although LP does started the study
at a lower body weight than V does and had a shorter rearing period, they achieved similar BC values to V
rabbit does. Also, fertility at first Al tended to be higher in LP-Q does compared to LP-C does. These results
suggest that QUR supplementation does not affect the palatability of the feed and does not influence the
productive and reproductive parameters analysed. However, the LP genetic line could show a more efficient
management of body reserves at the beginning of their lifespan regardless of QUR supplementation.

Keywords: quercetin, genetic line, reproductive efficiency, body composition, breeding does.

Introduccidon

En los sistemas de produccion semi-intensivos se solapan los periodos de lactacion y gestacion, lo que pro-
voca un marcado balance energético negativo (BEN). Esto provoca una movilizaciéon de reservas energéticas,
afectando negativamente a los parametros reproductivos y a la longevidad de las conejas (revisado por Lorenzo
et al., 2014) por el aumento del estrés oxidativo. Por eso, es interesante la suplementacion de los piensos con
antioxidantes como la quercetina (QUR), ya que es un flavonoide natural con varias funciones que produce
efectos beneficiosos sobre la salud en general (Li et al., 2016), incluida la reproduccion. Estudios previos han
demostrado que la administracion oral durante al menos 20 dias de QUR en conejas sometidas a estrés térmico
favorece el desarrollo folicular y mantiene la competencia del oocito (Naseer et al., 2017). Por todo lo anterior, el
uso de la QUR podria ser util para mitigar los efectos negativos de la aplicacion de sistemas productivos semi-
intensivos y mejorar asi la eficiencia reproductiva de las hembras y la vida util. Otra estrategia para incrementar
la vida Util es mediante la seleccion genética de las reproductoras. Las hembras de lineas seleccionadas por
longevidad y produccion se caracterizan por una mejor gestion de las reservas corporales (Theilgaard et al.,
2007) en comparacién con otras lineas seleccionadas por otros criterios como el nimero de gazapos desteta-
dos (Estany et al., 1989) ampliamente distribuida en los nicleos de produccién cunicola en Espafa.

En este contexto, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la suplementacion de una dieta co-
mercial con QUR durante la recria y las dos primeras gestaciones en conejas reproductoras de dos lineas
genéticas seleccionadas por longevidad productiva (linea LP) y nimero de destetados (linea V) sobre sus
parametros productivos (peso, consumo de alimento y composicion corporal) y reproductivos (fertilidad y
prolificidad). El estudio se llevd a cabo con un ritmo de reproduccion semi-intensivo, en el que las hembras
fueron inseminadas a los 11 dias post parto (dpp) en su segunda IA.

Material y métodos

Se utilizaron conejas hibridas de Neozelandés blanco x Californiano de dos lineas genéticas seleccionadas en
la Universidad Politécnica de Valencia (UPV): Linea V seleccionada por el nimero de gazapos destetados por
parto y linea LP, seleccionada por su longevidad y vida productiva. Los animales se estabularon en jaulas indi-
viduales y con condiciones ambientales controladas (16h luz, 18-22°C y 60-75% humedad relativa) en la granja
experimental del Departamento de Produccién Agraria de la ETSIAAB (UPM). Los procedimientos experimen-
tales fueron aprobados por el Comité de Etica de Experimentacion Animal de la UPM y UCM (PROEX 324.6/23).

Las conejas de lalinea LP (n=54, grupo LP) de 15 semanas de edad y las conejas de lalinea V (n=57, grupo V) de
16 semanas de edad, se dividieron a su vez en dos grupos experimentales que recibieron pienso suplementado
con QUR (4 g de QUR/kg de pienso, grupo Q) o pienso control (grupo C) ad libitum hasta el final de la prueba.
Ambos piensos fueron fabricados a partir de la misma mezcla base de harina en la UPV y analizados en la UPM
(composicién: 19% proteina, 3,5% grasa, 43% FND, 17% FAD, 4% LAD y 4.380 cal/g, NANTA). Por tanto, los
grupos experimentales que se establecieron fueron: V-C (n=28), V-Q (n=29), LP-C (n=27) y LP-Q (n=27).

El disefio experimental se muestra en laFig. 1. El peso se determind al inicio y final de la recria (dia de la1AT, 20-21
semanas de edad), 3 dias antes del primer parto (P1), a la segunda IA (IA2, 11 dpp), en el primer destete (D1, 30
dpp) y 3 dias antes del segundo parto (P2). El consumo se determind en el periodo comprendido entre el inicio
de la recria con pienso experimental (semanas 15-16 de edad de las conejas) y la IA1, entre la IA1 y el P1, entre el
P1ylalA2, entre lalA2 y D1y entre el D1y P2. Las IAs se llevaron a cabo tras la administracion de 20 pg de go-
nadorelina (Cystoreline, Ceva Salud Animal) con un pool de semen diluido (20 millones de espermatozoides en
0,5 ml). Las conejas primiparas lactantes se sincronizaron mediante la administracion de 25 Ul de Gonadotropina
sérica equina (Serigan, Ovejero) 48h antes de la IA (11 dpp). La CC se estimé en el momento de la IAT mediante
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bioimpedancia eléctrica (Pereda et al., 2007). Se calculo la tasa de fertilidad al parto [(N° conejas que paren/ N°
conejas que se inseminan) x 100] y la prolificidad (nacidos totales, nacidos vivos y muertos) en las dos primeras IA.

Los efectos de la dieta y la genética sobre el consumo, el peso (con el peso inicial como covariable pues
las conejas LP tenian una semana menos al inicio del periodo experimental) en cada momento del proceso
productivo y la CC en lalA1 se llevé a cabo mediante un PROC GLM. Con el objetivo de evaluar el efecto de la
dietay lalinea genética sobre la fertilidad y la prolificidad en las dos primeras IA se utilizé un PROC LOGISTIC
y un PROC GLM, respectivamente. Las medias para cada combinacién de grupo experimental (dieta y ge-
nética), tiempo y nimero de inseminaciones se compararon mediante estimaciones de medias de minimos

cuadrados, y los efectos se consideraron significativos cuando p < 0,05. (SAS 2002, version 9.0, SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA).

Figura 1. Diseno experimental. IAT: primera inseminacién artificial; P1: primer parto; IA2: segunda inseminacion;
D1: primer destete; P2: segundo parto. QUR: Quercetina; dpp: dia post-parto.

Composicion corporal

Peso conejas Peso conejas Peso concjas Peso conejas Peso conejas  Peso conejas
v v v v
Consumo Recria " Consumo [A1-P1 Consumo PI-IAEV Consumo [1A2-D1 v Consumo D1-P2
Inicio administracion QUR Primera 1A Parto | Segunda IA Primer destete Parto 2
15-16 semanas de edad 20-21 semanas de edad 11 dpp 30 dpp 42 dpp

Resultados y discusién

El consumo de alimento en las conejas fue similar entre los grupos tratados con y sin QUR y durante todos
los periodos analizados (Tabla 1). La linea genética en conjunto con la administracion del flavonoide no mo-
difico este parametro, sugiriendo que la suplementacion de QUR no compromete la palatabilidad del pienso
ni su aceptacion por parte de los animales.

Tabla 1. Consumo y peso de conejas de dos lineas genéticas (V y LP) alimentadas con un pienso suplementado
con quercetina (Q) y sin suplementar (C) desde el inicio de la recria hasta el segundo parto

Grupos
V-C V-Q LP-C LP-Q
Consumo (g/d)
Recria 188,616,2 170,1£6,1 174,1%6,2 174,1%6,4
1A1-P1 169,1£18,9 169,3£13,6 158,9+7,4 179,2£10,0
P1-1A2 193,5+13,4 208,1+13,4 205,2+8,3 224,8%9,0
1A2-D1 276,1%24.5 274,2£24.9 307,3%15,2 272,6%21,0
D1-P2 232,5+39,5 297,6£40,4 235,9£28,2 210,1£40,6
Peso (g)

Inicio recria 2951,7%7,7 2965,2+7,4 2948,517,6 2947,4%8,0
1A1 3724,4x44,0 3664,6%42,2 3800,6%43,5 3734,0+45,3

P1 4077,0+98,7 4042,3+98,5 4104,1%60,3 4041,2+67,9

1A2 3954,2+112,0 4058,0+111,8 4115,0168,8 4075,4%76,8
D1 4137,5+138,6 4093,8+141,0 4048,7+85,9 4085,8%116,1
P2 4112,5%152,6 3941,5£158,5 4010,7+112,1 3969,4%154.8

V-C: conejas V alimentadas con pienso control; V-Q: conejas V alimentadas con pienso QUR; LP-C: conejas LP alimentadas con
pienso control; LP-Q: conejas LP alimentadas con pienso QUR. Recria: intervalo entre el inicio de la administracién del pienso expe-
rimental a la primera |A (desde las 15-16 semanas de edad hasta las 20-21 semanas de edad); IA1-P1: intervalo entre la primera lA 'y
el primer parto; P1-1A2: intervalo entre el primer parto y la segunda IA; IA2-D1: intervalo entre la segunda IA y el primer destete a 30
dpp; D1-P2: intervalo entre el primer destete y el segundo parto; Inicio recria:15-16 semanas de edad; IA1: peso el dia de la IAT; P1:
peso a dia 28 de gestacién del primer ciclo; IA2: peso el dia de lalA2 a 11 dpp; D1: peso el dia del D1; P2: peso a dia 28 de gestacién
del segundo ciclo. Valores ajustados con el peso inicial de las conejas al inicio de la administracién del pienso experimental. Se
muestran medias ajustadas por minimos cuadrados.

El peso al inicio de la recria, en ambas lineas genéticas fue significativamente diferente, asi los grupos V-C
(3106,1+ 45,7 g) y V-Q (3069,0 £ 56,4 g) fueron mayores en comparacién con los grupos LP-C (2853,7 + 58,8
g)y LP-Q (2777,6 + 34,2 g) (p < 0.0001). Esto es debido a la diferencia de edad de una semana entre ambos
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grupos, aunque todas alcanzaron el peso minimo necesario (al menos el 80% de su peso vivo adulto) en la
IAT que se realizod en el mismo momento en todas las hembras.

Para poder observar los efectos de la administracion de QUR y de la linea genética durante los periodos
estudiados, se utilizd como covariable el peso inicial y asi los resultados no se vieran afectados por la edad
de las conejas. Tras considerar esta covariable, se observd que la evolucion del peso en todos los grupos fue
similar a lo largo del experimento, sin observarse un efecto de la dieta ni de la linea genética (Tabla 1).

La CC de todas las conejas fue similar en el momento de lalA1y similar a la descrita anteriormente (Taghouti et al.,
2021), sin observarse diferencias significativas entre grupos experimentales (Tabla 2), por lo que la administracion
del pienso suplementado con QUR no modificd las reservas corporales durante la recria. Aunque las conejas LP
presentaron un menor peso al inicio del estudio, alcanzaron una CC similar a las conejas V en el momento de la IA1.
Esto podria indicar una gestién mas eficiente de las reservas corporales durante la recria en la linea LP. Este hallazgo
concuerda con la mejor gestién de reservas corporales que se ha observado en esta linea (Theilgaard et al., 2007).

Tabla 2. Composicién corporal en la primera inseminacion artificial de dos lineas genéticas (V y LP) alimentadas
con un pienso suplementado con quercetina (Q) y sin suplementar (C) desde el inicio de la recria

Grupos
V-C V-Q LP-C LP-Q
Humedad (%) 52,39+0,74 52,48+0,74 52,51+0,74 52,53+0,74
Cenizas (%) 3,18+0,02 3,17+0,02 3,18+0,02 3,20+0,02
Proteina (%) 18,29+0,05 18,26%+0,05 18,30+0,05 18,34+0,05
Grasa (%) 14,91+0,54 15,18+0,54 14,90£0,53 14,67+0,54
Energia kj/100g 1126,5+22,27 1136,75+22,27 1125,93+22,27 1118,57+22,27

V-C: conejas V alimentadas con pienso control; V-Q: conejas V alimentadas con pienso QUR; LP-C: conejas LP alimentadas con
pienso control; LP-Q: conejas LP alimentadas con pienso QUR.

La fertilidad en la IA1 de las conejas LP-Q fue similar que la de las conejas de la linea V suplementadas o no
con QUR. Las conejas del grupo LP-C tuvieron una fertilidad significativamente mas baja que la de las cone-
jas de lalinea V y tendieron a ser diferentes a las del grupo LP-Q (Tabla 3). Todas las conejas se inseminaron
en Unica banda con la misma mezcla de semen y por la misma persona, por lo que esto no explicaria esta
menor fertilidad en el grupo LP-C. Asimismo, los valores de CC fueron similares a las conejas V, por lo que la
tendencia a tener menor fertilidad de las conejas LP-C no estaria explicada por la CC. Estos resultados en la
fertilidad indican la necesidad de mas estudios en marcadores de funcién ovéarica o parametros sanguineos
para entender el posible efecto de la QUR en los parametros reproductivos. Finalmente, no se observaron
diferencias significativas en el nimero de nacidos vivos (NV), muertos (NM) y totales (NT) entre los grupos
experimentales durante las 2 primeras inseminaciones (Tabla 3). Por lo tanto, en este parametro no se obser-
vo un efecto atribuible a la linea genética o a la suplementacion con QUR.

Tabla 3. Fertilidad y prolificidad en las dos primeras inseminaciones de dos lineas genéticas (V y LP) alimentadas
con un pienso suplementado con quercetina (Q) y sin suplementar (C) desde el inicio de la recria

Grupos
V-C V-Q LP-C LP-Q

Fertilidad (%)
Nuliparas (IAT) 89,32 86,22 59.3% 81,5+
Primiparas (IA2) 38,5 47,4 52,4 58,3
Prolificidad
Nuliparas (IAT)

NV 9,5£0,5 10,1£0,3 8,9%0,6 8,8+0,7

NM 0,6%0,2 0,5+0,2 0,5%0,2 1,0£0,5

NT 10,1£0,4 10,6%0,3 9,4+0,5 9,8+0,5
Primiparas (1A2)

NV 9,4%2,1 10,021 8,31 9,4%1,0

NM 2,6x1,4 2,3%1,7 0,8+0,7 2,1+0,9

NT 12,0+1,7 12,3%1,9 9,1+0,5 11,5£0,8

Resultados con letras diferentes muestran diferencias significativas (p<0,05) y * p=0,0797. V-C: conejas V alimentadas con pienso con-
trol; V-Q: conejas V alimentadas con pienso QUR; LP-C: conejas LP alimentadas con pienso control; LP-Q: conejas LP alimentadas con
pienso QUR.IAT: 12 inseminacion artificial; I1A2: 22 inseminacién artificial. NV: nacidos vivos; NM: nacidos muertos; NT: nacidos totales.
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Los resultados de este trabajo sugieren que la suplementacién con QUR desde la recria no interfiere nega-
tivamente en el consumo de alimento ni en el crecimiento de las conejas reproductoras por lo que podria
considerarse su inclusién en la dieta. La CC fue similar en las conejas LP, incluso cuando tuvieron un menor
tiempo de recria, por lo que sugiere que su bagaje genético podria influir en la CC al inicio de la vida util y
en una gestién mas eficiente de las reservas corporales. No obstante, solo las conejas de la linea LP-Q al-
canzaron porcentajes de fertilidad comparables a los de la linea V en la primera inseminacion artificial. Este
hallazgo, evidencia la necesidad de estudios adicionales para dilucidar con mayor profundidad el efecto de
la QUR a nivel ovarico y endocrino, asi como su impacto a largo plazo en la vida productiva de las conejas.

Agradecimientos: este trabajo ha sido financiado por el Ministerio de Ciencia e Innovacién (PID2022-
1382230B-100). Los autores expresan su agradecimiento a B. Velasco Mufioz y al equipo técnico de la Granja
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Resumen

Este estudio compard las diferencias en digestibilidad, balance y retenciéon de nitrégeno entre tres lineas selec-
cionadas por eficiencia alimentaria (ADGR, GRP y RFI) frente a una poblacién control de embriones vitrificados.
Se utilizaron 56 conejos, de dos lotes, controlados entre los 49 y 53 dias de vida. Se realizé un andlisis quimico del
pienso, heces y orina, evaluando la digestibilidad aparente de materia seca, materia organica, la energia y proteina
bruta (DPB). Ademas, se calcularon el balance de nitrogeno (BN) y el indice de eficiencia del uso del nitrégeno
(NUE). Las variables se analizaron con un modelo lineal, considerando los factores de linea, lote y el consumo
diario como covariable. No se encontraron diferencias significativas con la poblacion control en ninguno de los
coeficientes de digestibilidad de las lineas seleccionadas. Sin embargo, cuando estas diferencias se calculaban a
igualdad de consumo, se observaron diferencias significativas entre la linea GRP y la poblacion control en DPB
(-3,1%). EI BN de la linea ADGR fue menor que el de la poblacion control tanto a consumo constante (-0,39 g/d)
como sin corregir (-0,44 g/d). La linea GRP también tuvo menor BN que la poblacion control (-0,26 g/d), pero no
a consumo constante. El BN de la linea RFI no fue diferente del de la poblacién control. La linea GRP excretaba
menos nitrégeno en heces que la poblacion control (-0,13 g/d), mientras que la ADGR excretaba mas nitrégeno en
orina (0,32 g/d). A nivel total, sélo la linea GRP excretaba menos nitrégeno que la poblacién control (-0,26 g/d). El
indice NUE fue un 10% menor en lalinea ADGR que en la otras. En conclusién, las lineas no mostraron diferencias
en digestibilidad, pero se detectaron variaciones en el metabolismo del nitrégeno.

Palabras clave: digestibilidad, balance de nitrégeno, eficiencia alimentaria, seleccién.

Abstract

This study compared differences in digestibility coefficients and nitrogen retention among three lines selected
for feed efficiency (ADGR, GRP, and RFI) against a control population derived from vitrified embryos. A total of 56
rabbits, selected from two batches and controlled between 49 and 53 days of age, were used. A chemical analysis
of feed, faeces, and urine was conducted to assess dry matter digestibility, organic matter digestibility, energy
digestibility, and crude protein digestibility (CPD) according to the European reference method. In addition, the
nitrogen balance (NB), and nitrogen use efficiency index (NUE) were calculated. Statistical analysis of the variables
was performed using a linear model, with line and batch as factors and daily intake as a covariate. No significant
differences were found with the control population in any of the digestibility coefficients for the selected lines.
However, when these differences were calculated at equal levels of intake, significant differences were observed
between the GRP line and the control population in CPD (-3.1%). The NB for the ADGR line was lower than that of
the control population both at constant intake (-0.39 g/d) and variable intake (-0.44 g/d). The GRP line also exhibi-
ted lower NB than the control (-0.26 g/d), but not at constant intake. The NB for the RFl line did not differ from the
control population. The GRP line excreted less nitrogen in faeces compared to the control line (-0.13 g/d), while
ADGR excreted more nitrogen in urine (0.32 g/d). Overall, only the GRP line excreted less nitrogen than the control
(-0.26 g/d). The NUE index was 10% lower in the ADGR line compared to the others. In conclusion, while the lines
did not show differences in digestibility, variations in nitrogen metabolism were detected.

Keywords: Digestibility, Nitrogen Balance, Feed Efficiency, Selection.
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Introduccion

El principal coste de produccién en la actividad cunicola corresponde a la alimentacion, que representa
hasta un 78% de los costos variables (Serrano et al., 2012). Dentro de las medidas para mitigar el impacto
econdmico que supone este item, la seleccidon genética se presenta como una de las soluciones para mejorar
la eficiencia alimentaria y reducir el impacto ambiental en la produccién animal.

La funcién digestiva desempefa un papel fundamental en la eficiencia alimentaria y se le ha atribuido un
cierto determinismo genético (Mignon-Grasteau et al., 2004). La accién de mejora sobre la eficiencia también
se espera que tenga consecuencias positivas en la reduccién de emisiones al medioambiente, en particular
en lo que se refiere al nitrégeno (Steinfeld y Wassenaar, 2007). Se espera que la seleccion favorezca animales
con una mayor capacidad de retener el nitrégeno ingerido, minimizando las excreciones al medio ambiente.

En los Ultimos siete afios, en el IRTA (Caldes de Montbui, Espafia), se ha trabajado en programas de selec-
cién para mejorar la eficiencia alimentaria mediante distintas estrategias de seleccion. Tras seis generacio-
nes, se estan evaluando las respuestas tanto en la eficiencia alimentaria como en otros caracteres relaciona-
dos que podrian haberse modificado durante el proceso de seleccién. Para ello, se comparan las lineas con
una cuarta poblacion creada en 2022 a partir de los embriones criopreservados de la poblacién original, antes
del comienzo de los procesos de seleccion. Este disefio experimental nos permite una estimacién precisa de
la respuesta a la seleccién.

Material y métodos

El disefio experimental supuso la comparacién de tres lineas de seleccién que comparten el mismo origen
genético, lalinea Caldes (Gémez et al., 2002). Estas lineas se evaluaron frente a un grupo control (X), formado
en 2022 a partir de embriones vitrificados de la misma linea (Sanchez et al., 2019). Los criterios de seleccién
aplicados fueron: crecimiento medio diario en condiciones de restriccion (linea ADGR), consumo de pienso
residual medido por individuo (linea RFI), y consumo de pienso residual promedio por jaula (linea GRP).

Tras el destete alos 35 dias de vida, los gazapos de dos lotes se sexaron y pesaron a los 42 dias para escoger
aquellos con un peso inicial homogéneo. Luego, se alojaron en jaulas individuales adaptadas para la recolec-
cion de heces y orina. Tras un periodo de adaptacion de 7 dias se desarrollo la prueba entre los 49 y 53 dias
de vida, segun el método de referencia europeo para la determinacion de la digestibilidad in vivo (Pérez et
al., 1995). Se utilizaron 7 conejos por linea y lote (28 animales por lote, 14 por tipo genético). En la Tabla 1 se
presentan los valores promedio del peso al comenzar la prueba por linea. Los animales fueron alimentados
con el mismo pienso durante todo el periodo de engorde.

Tabla 1. Peso inicial (g) de las diferentes lineas; n=7 conejos
por lineay lote

Media Detsivpliaccalon Minimo Maximo
ADGR 1.773 117,0 1.627 1.980
GRP 1.719 74,8 1.540 1.835
RFI 1.781 66,6 1.690 1914
X 1.745 71,7 1.595 1.845

X: grupo control

Se realizo el control del consumo de pienso y peso vivo al inicio y final de la prueba, y se recogieron heces
y orina desde el segundo al cuarto dia del estudio de digestibilidad. Las muestras fecales fueron pesadas y
congeladas (-18°C) tras su recoleccion individual en la mafana. La orina individual se recogié de forma diaria
y se mantuvo refrigerada. Para evitar la evaporaciéon del amoniaco, se anadieron 30 mL de acido sulfurico
al 10%. Al finalizar la prueba, todas las muestras diarias de orina se mezclaron vy, tras pesar y medir el volu-
men, se tomd una alicuota de 55 mL que se congeld a -18°C. El analisis quimico proximal y calorimétrico del
pienso, heces y orina se realizd segun técnicas establecidas por la AOAC (2023), permitiendo el calculo de
digestibilidad por el método directo (Villamide et al., 2010). Se estimaron los coeficientes de digestibilidad
aparente de materia seca (DMS) y materia organica (ODMQ), y digestibilidad de la energia (DE) y proteina bruta
(DPB), expresados en porcentaje. Se calculd el balance de nitrégeno (BN=nitrégeno ingerido - y nitrégeno
excretado en heces y orina; g/d), el indice de eficiencia de uso del nitrogeno (NUE= BN/ nitrégeno ingerido).

42 @ 49 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA



Efecto de la seleccién genética por eficiencia alimentaria en conejo de carne sobre la digestibilidad,
el balance y la excrecién de nitrégeno

Se estudiaron diferentes caracteres de la excrecion absoluta del nitrégeno (g/d) en heces y orina, y su suma
como el total. Para el andlisis estadistico, se empled un modelo lineal fijo que consideraba los efectos de lote
y linea para todos los caracteres, ademas de considerar el consumo diario como covariable. La implemen-
tacion de este modelo se hizo usando la funcion Im() de R (R Core Team, 2024). Los resultados obtenidos
se procesaron para calcular las diferencias entre las medias minimos cuadraticas (LSM) de una de las lineas
seleccionadas y las de la poblacién control. El calculo de estos contrastes se realizd de dos formas diferentes,
respetando las diferencias de consumo que cada linea pudiera tener o igualando el consumo de todas las
poblaciones. La significacion estadistica de estos contrastes se evalué con el estadistico F.

Resultados y discusién

Durante la prueba, los animales se mantuvieron sanos y con un consumo de alimento normal. Sin embargo,
cuatro muestras de orina no fueron consideradas por volumen insuficiente para el analisis o por exceso de
dilucion por goteo del bebedero. Por otra parte, dos muestras fueron excluidas del andlisis de digestibilidad
debido a consumos muy por debajo del promedio.

Ninguno de los coeficientes de digestibilidad de las lineas seleccionadas fue estadisticamente diferentes al
de la poblacién control (Tabla 2; p > 0,05). Esto puede evidenciar que la seleccion no parece haber inducido
ninguna respuesta en la funcién digestiva de los animales. Resultados similares se obtuvieron en un estudio
de seleccidon en cerdos por consumo residual, en el cual los coeficientes de digestibilidad tampoco se vieron
afectados por el proceso de seleccion (Barea et al., 2010). Sin embargo, se ha de resaltar que el consumo
diario de pienso en las lineas ADGR y RFI fue similar al de la linea X, pero la linea GRP mostré un consumo
claramente menor que el de la linea X (p valor <0,001), siendo las medias por linea para este caracter: 155
3,7, 155+3,7,138 £ 3,8, 161 £ 3,8 g/d para para ADGR, RFI, GRP y X, respectivamente. Cuando las diferencias
para los coeficientes de digestibilidad se calcularon a igualdad de consumo, el contraste para DPB entre la
linea GRP y la linea X resultd significativo (-3,1 £ 1,12%; p valor < 0,01). Para el balance nitrogenado si se
observaron diferencias significativas entre las lineas seleccionadas y la poblacién control (Tabla 2). Para la
linea ADGR, se observaron diferencias tanto si el contraste se realizaba con los niveles de consumo propios
de lalinea (-0,435 + 0,0982 g/d) como si se corregia a un consumo constante en todas las lineas (-0,39 + 0,1
g/d; resultados no mostrados). En la linea GRP, solo resultd significativo el contraste realizado respetando
el consumo propio de las lineas (-0,262 + 0,0981 g/d; p valor < 0,01) (Tabla 2). Para la linea RFI, no se obser-
varon diferencias significativas ni a consumo constante, ni tampoco respetando las diferencias de consumo
de cada linea. En general, estos resultados pueden calificarse de no esperados dado que supondrian un uso
menos eficiente del nitrégeno en dos de las tres lineas seleccionadas, aunque estas diferencias de uso del
nitrégeno pueden parcialmente quedar explicadas por el diferente consumo de las lineas.

Tabla 2. Diferencias en los coeficientes de digestibilidad y balance de nitrogeno por linea genética respecto
alalinea control

DMS (%) DMO (%) DE (%) DPB (%) BN (g/d)
Estima pvalor Estima pvalor Estima pvalor Estima p valor Estima p valor
ADGR  -0,1(0,97) NS <0,1(0,97) NS -0,2 (1,08) NS 0,6 (0,94) NS  -0,44 (0,098) <0,001
GRP -0,4 (0,97) NS -0,5(0,96) NS -0,9 (1,08) NS -0,4 (0,94) NS -0,26 (0,098) <0,01
RFI -0,4 (0,95) NS -0,4 (0,95) NS -0,5(1,06) NS 0,5(0,92) NS  -0,04 (0,098) NS
DMS: Digestibilidad de materia seca; DMO: digestibilidad de materia organica; DE: digestibilidad energética; DPB: digestibilidad de proteina
bruta; BN: balance de nitrogeno; NS: No significativo.

La Tabla 3 muestra las diferencias en nitrégeno excretado de las lineas con respecto a la linea X. Estas
diferencias se podrian interpretar como la huella de nitrogeno de las lineas. La linea GRP excretaba menos
nitrégeno en heces que la linea control (-0,13 g/d; p valor <0,001). La linea ADGR presentd una excrecion de
nitrégeno en orina mayor que el de la poblacién control (0,32 g/d; p valor <0,01). Con respecto a la excrecion
total de nitrébgeno solo alcanza significacion estadistica el contraste para la linea GRP, que al igual que para la
excrecién en heces tiene una menor magnitud que el de la linea X (-0,26 g/d; p valor < 0,05).
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Tabla 3. Diferencias en excrecién de nitrégeno (N) por linea genética respecto del grupo
control respetando los consumos propios de cada linea.

N excretado en heces (g/d) N excretado en orina (g/d) N total excretado (g/d)
Estima p valor Estima p valor Estima p valor
ADGR -0,03 (0,036) NS 0,32 (0,100) <0,01 0,22 (0,117) NS
GRP -0,13(0,036) <0,001 -0,13(0,100) NS -0,26 (0,119) <0,05
RFI -0,05 (0,034) NS -0,04 (0,100) NS -0,16 (0,117) NS

N: nitrogeno. NS: no significativo

Tabla 4. Diferencias en excrecién de nitrégeno (N) por linea genética respecto del grupo
control a igualdad de’consumo entre las lineas.

N excretado en heces (g/d) N excretado en orina (g/d) N total excretado (g/d)
Estima p valor Estima p valor Estima p valor
ADGR 0,04 (0,036) NS 0,35(0,101) <0,01 0,32(0,119) <0,01
GRP 0,13 (0,042) <0,01 -0,03(0,118) NS 0,09 (0,140) NS
RFI 0,01 (0,036) NS -0,01(0,102) NS -0,07 (0,118) NS

N: nitrégeno. NS: no significativo

El ajuste por nivel de consumo (Tabla 4) no tuvo practicamente consecuencias en los contrastes sobre
la cantidad de nitrogeno excretado en orina, pero si sobre la cantidad de nitrégeno excretado en heces. Es
particularmente llamativo que, a igualdad de consumo, la respuesta en excrecion de nitrégeno en heces para
la linea GRP pas¢ a ser significativamente positiva (0,13 g/d; p valor < 0,01). Nétese el claro menor consumo
de esta linea, y que el coeficiente de regresién del consumo sobre el nitrégeno excretado es positivo (0,011
+0,0010 g/d). La correccién por consumo para el total de nitrogeno excretado supuso la pérdida de significa-
cion estadistica para el caso de la linea GRP, y la magnificacién de la respuesta desfavorable para el caso de la
linea ADGR cuya diferencia con la poblacién control fue de 0,32 g/d (p valor < 0,01). Para todos los caracteres
estudiados, excepto para el nitrégeno excretado en orina, la regresion sobre el consumo resultd un factor
significativo. La linea ADGR se seleccioné para incrementar el crecimiento en condiciones de restriccién ali-
mentaria. En esta poblacién no parece clara la respuesta en crecimiento que inicialmente se pretendia (San-
chez et al., 2024) pero parece haberse modificado la actividad metabdlica, aunque en sentido no deseado:
retiene menos nitrégeno y excreta mas nitrégeno en orina.

Los resultados para el indice de eficiencia en el uso de nitrégeno (NUE) se presentan de manera grafica en la Figura
1. Las diferencias que en ella se pueden ver, mostraron una reduccion de este indice en la linea ADGR de casi el 10%
respecto a las otras tres poblaciones; en concreto, respecto a la poblaciéon control de -9,84 £ 2,84 % (p valor < 0,01).

Figura 1. Eficiencia del uso de nitrogeno (NUE) por linea genética.
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En conclusién, no parece que las lineas hayan respondido a la seleccién en los caracteres de digestibilidad,
aunque si parece haber habido respuesta en lo relativo a la digestién y metabolismo del nitrégeno. Estas di-
ferencias respecto a la poblaciéon control pueden parcialmente explicarse por la respuesta a la seleccion en el
consumo. Estos resultados coinciden con estudios previos que muestran que la respuesta directa en eficiencia
varia segun las lineas y las condiciones de alimentacion, siendo en algunos casos favorables y en otros desfavo-
rables. En cualquier caso, se trata de una respuesta en el sentido contrario al deseado, pues supone, en general,
un deterioro de la capacidad de retencion de nitrégeno y un aumento de los niveles de excrecion de nitrogeno.
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Resumen

El objetivo fue formular y evaluar dietas especificas para gazapos lactantes con distintos niveles de energia
digestible (ED) y proteina digestible (PD). Con ello, se persigue promover el consumo temprano de alimento
y mejorar la salud y productividad. Se formularon cuatro dietas combinando dos niveles de ED (baja, LE y alta,
HE) y PD (baja, LP y alta, HP). Estas se compararon con un pienso control para conejas reproductoras (C). En
total, hubo cinco tratamientos experimentales (C, LELP, HELP, LEHP y HEHP). Se utilizaron 120 camadas de 60
conejas en dos tandas, estandarizando a 10 gazapos por camada y reponiendo bajas los primeros 15 dias. Se
administraron las dietas experimentales desde el dia 15 al 38. Se destetaron a 31 dias, permaneciendo en el
alojamiento de maternidad, hasta que se trasladaron a jaulas de cebo a los 39 dias (8 conejos/jaula). A partir
de aqui hasta los 63 dias de vida, fueron alimentados con un pienso de cebo comercial. Durante el periodo ex-
perimental, se evalud el peso vivo, la ganancia media diaria, el consumo de alimento y el indice de conversién
en distintos periodos, asi como la mortalidad. Los resultados mostraron que la dieta HEHP mejord los rendi-
mientos productivos entre los 15 y 38 dias. Su efecto desaparecio al homogeneizar a partir de la fase de cebo.
Aunque las dietas con mayor PD (HP) mejoraron el crecimiento, también aumentaron la mortalidad en el mis-
mo periodo. Pese a que la mortalidad fue baja de manera general, es necesaria mas investigacion para reducir
la mortalidad asociada a altos niveles de PD, explorando el uso de fuentes proteicas con mayor digestibilidad.

Palabras clave: conejos lactantes, proteina digestible, energia digestible, rendimientos productivos, dietas
personalizadas.

Abstract

The objective was to formulate and evaluate specific diets for lactating kits with different levels of di-
gestible energy (DE) and digestible protein (DP). The aim was to promote early feed intake and improve
health and productivity. Four diets were formulated combining two levels of DE (low, LE and high, HE)
and DP (low, LP and high, HP). These were compared with a control feed for breeding rabbits (C). In total,
there were five experimental treatments (C, LELP, HELP, LEHP and HEHP). A total of 120 litters of 60 rab-
bit does were used in two batches, standardising to 10 rabbits per litter and replenishing casualties in the
first 15 days. The experimental diets were administered from day 15 to 38. They were weaned at 31 days,
remaining in maternity housing, until they were moved to fattening cages at 39 days (8 rabbits/cage).
From this point until 63 days of age, they were fed a commercial feed. During the experimental period,
live weight, average daily gain, feed intake and feed conversion ratio were evaluated at different periods,
as well as mortality. The results showed that the HEHP diet improved productive performances between
15 and 38 days. Its effect disappeared when homogenised from the fattening phase onwards. Although
higher PD (HP) diets improved growth, they also increased mortality in the same period. Although mor-
tality was low overall, more research is needed to reduce mortality associated with high PD levels by
exploring the use of protein sources with higher digestibility.

Keywords: suckling rabbits, digestible protein, digestible energy, productive performances, tailor diets.
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Introduccidon

Hasta el destete, la Unica fuente de alimento sdlido para los gazapos es el pienso de la madre. Sin embargo,
las necesidades nutricionales de los gazapos difieren considerablemente de las de la hembra lactante. Los
conejos son de las pocas especies de producciéon donde no hay implementado un sistema de alimentacién
diferenciada que permita administrar un pienso especifico para cada grupo de animales (gazapos jévenes vs.
hembras adultas); y que esté perfectamente adaptado a las necesidades nutricionales y fisiologia digestiva
de cada tipo de animal. Este pienso debe estar formulado especificamente para animales jovenes, ya que su
sistema digestivo es inmaduro es muy susceptible a trastornos digestivos, en parte asociado al contenido en
proteina y almidén de los piensos (Carabafo et al., 2008).

Por ello, aunque el destete y cambio de alimentacion es un momento critico, también es una oportunidad
para mejorar la salud, el desarrollo gastrointestinal y la implantacion de la microbiota cecal, mejorando la pro-
duccion y reduciendo la mortalidad (Paés et al., 2019). Esto pudiera estar asociado mas al consumo tempra-
no de alimento solido que a la edad (Paés et al., 2019). No obstante, la informacién disponible sobre piensos
especificos dirigidos a fomentar el consumo temprano de pienso y a cubrir las necesidades nutricionales de
los gazapos es escasa. Por ello, el objetivo del presente trabajo es formular y evaluar dietas especificas para
gazapos lactantes a nivel de energia digestible (ED) y proteina digestible (PD), que ayude a incentivar el con-
sumo temprano de alimento sélido y mejore la salud y productividad.

Material y métodos

El ensayo se llevd a cabo en la granja experimental de la Universitat Politécnica de Valéncia (UPV) y fue au-
torizado con el coddigo 2024 VSC PEA 0100.

Se elaboraron cuatro piensos para gazapos lactantes en funcién de la combinacion de dos niveles de ED y
dos niveles de PD. Se formularon cuatro dietas combinando dos niveles de ED (baja, LE y alta, HE) y PD (baja,
LP y alta, HP). Estas se compararon con un pienso control para conejas reproductoras (C). En total, hubo
cinco tratamientos experimentales (C, LELP, HELP, LEHP y HEHP). Los niveles low, L y high, Hde ED y PD se
alcanzaron modificando las concentraciones de almidén purificado, aceite de soja, harina de soja al 67% y
concentrado proteico de soja, respectivamente. Los niveles de ED y PD en materia seca (MS) tedricos utiliza-
dos fueron: 11,15 MJ/kg (LELP); 12,29 MJ/kg (HELP); 11,36 MJ/kg (LEHP); 12,47 MJ/kg (HEHP). Los niveles de
PD en materia seca tedricos utilizados fueron: 120 g/kg (LELP y HELP) y 143 g/kg (LEHP y HEHP). Los niveles
del grupo C fueron10,6 MJ/kg MS de ED y 134 g/kg MS de PD. La composicion nutricional analizada de los
piensos experimentales se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicién nutricional de los piensos experimentales.

C LELP HELP LEHP HEHP
MATERIA SECA 90,7 90,1 91,1 90,3 91,2
CENIZAS 8,97 7,75 7,79 8,00 7,73
PROTEINA BRUTA 18,3 171 17,5 18,6 18,3
EXTRACTO ETEREO 3,63 3,12 9,70 2,78 8,60
ALMIDON 19,6 21,6 151 21,5 16,0
FIBRANEUTRO DETERGENTE 34,9 31,0 29,3 29,8 30,2
FIBRA ACIDO DETERGENTE 18,0 15,4 14,5 14,9 14,8
LIGNINA ACIDO DETERGENTE 3,35 1,67 1,52 1,72 1,75

Tratamientos: C (control), LELP (bajo nivel de energia y proteina), HELP (alto nivel de energia y bajo de proteina), LEHP (bajo
nivel de energia y alto de proteina), HEHP (alto nivel de energia y proteina).

Se utilizaron 120 camadas, procedentes de 60 conejas de segundo y tercer parto durante dos tandas se-
guidas. Los animales utilizados fueron de la linea genética LP de la UPV. Tras el parto, las camadas se es-
tandarizaron a 10 gazapos, se pesaron, y permanecieron junto a su madre hasta los 15 dias de vida. En caso
de baja durante los primeros 15 dias de vida, los gazapos eran repuestos por animales de peso similar. Se
administraron las dietas experimentales desde el dia 15 al 38. A los 15 dias postparto, las conejas se alojaron
en la jaula contigua para controlar la ingestién, y medir la produccion de leche de la coneja para corregir el
consumo de pienso de los gazapos. Los animales se destetaron a 31 dias, permaneciendo en el alojamiento
de maternidad, hasta que se trasladaron ajaulas de cebo a los 39 dias. En las jaulas de cebo (50 x 80 x 32 cm)
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se alimentaron con un pienso comercial y se estandarizaron a 8 animales. La fase de engorde durd desde los
38 hasta los 63 dias de vida.

Alos 24, 31, 38, 45 y 63 dias de vida los animales se pesaron por camadas, y se midio el consumo de pienso.
Con ello se determiné la ganancia media diaria (GMD), el consumo medio diario de pienso (CMD) y el indice
de conversion alimenticia (IC) por gazapo y periodo. La mortalidad se registré diariamente por tratamiento, y
se calculd de 15 a 38 y de 39 a 63 dias de vida.

Los datos obtenidos se analizaron mediante un modelo lineal general de SAS System Software® SAS 9.3.
teniendo en cuenta en el modelo las medidas repetidas. La significacion se establecié en P<0,05.

Resultados y discusiéon

La Tabla 2 muestra los rendimientos productivos en funcion del tratamiento por periodos, asi como el
efecto de los niveles de ED y PD y su interaccion. Al inicio (15 dias de vida), el peso vivo medio por gazapo
fue de 250 g. Durante el primer periodo (de 15 a 24 dias) se observéd un CMD y una GMD significativamente
mayor por parte de los piensos con mayor ED. Esto puede deberse a las caracteristicas fisicas del pienso, ya
que el aumento de energia dio como resultado piensos mas blandos y probablemente mas apetecibles para
los gazapos (Gidenne et al., 2003). A diferencia de lo que ocurre en conejos adultos (Gidenne et al., 2010), a
esta edad, los gazapos no regulan el consumo en funcién de la ED.

Tabla 2. Efecto de los piensos experimentales sobre el peso vivo (PV; g), consumo medio diario (CMD; g MS/dia),
ganancia media diaria (GMD; g/dia), e indice de conversion (IC) en gazapos lactantes.

PIENSO EXPERIMENTAL CONTRASTES
C LELP HELP LEHP HEHP SEM P-valor LE-HE LP-HP E-P
n 24 24 24 24 24 48 48
15-24 dias (d)
PV15d 2491 252,3 2493 251,0 250,7 1,22 0,322 1,70 -0,07 ns
CMD 2,22b¢ 1,99 2,24¢b¢ 1,892 2,42¢ 0,2 0,010 -0,39%* -0,04 ns
GMD 9,53 9,782 10,27b 9,252 11,02¢ 0,58 0,001 -1,13% -0,11 *
24-31d
PV 24d 351,72 3592  359,3® 354,22 368,5° 3,97 0,036 =717 -2,10 ns
CMD 25,80*  23,80*  26,00®  25,05* 28,19° 0,91 0,016 -2,67%* -1,72 ns
GMD 36,73 38,16®  38,77® 40,00 = 41,22¢ 0,76 0,001 -0,92 -2,15%* ns
31-38d
PV31d 611,62 628,8%°  631,4% 636,9° 657,8¢ 8,7 0,007 -1,7 -17,3* ns
CMD 69,400 62,822 60,372 64,052 63,062 1,5 0,001 1,72 -1,96 ns
GMD 48,30%c 46,64 46,452 49,68¢ 49,0175 1,02 0,026 0,44 -2,80%* ns
IC 1,51¢ 11,430 1,372 1,352 1,352 0,01 0,000 0,03 0,054 ns
PV 38d 933,42 939,32 940,320  968,5®  984,6° 12,6 0,015 -8,55 -36,8** ns

n: nimero de camadas por tratamiento (10 gazapos por camada). Periodos: de 15 a 24 dias; de 24 a 31 dias, y de 31 a 38 dfas de vida.
Tratamientos: C (control), LELP (bajo nivel de energia y proteina), HELP (alto nivel de energia y bajo de proteina), LEHP (bajo nivel de energia
y alto de proteina), HEHP (alto nivel de energia y proteina). Letras diferentes en la misma linea significan diferencias individuales. SEM: error
estandar de la media. LE-HE: contraste (del inglés, low energy y high energy). LP-HP: contraste (del inglés, low protein y high protein). E-P:
(energia x proteina); *P<0.05; **P<0.01; ns: no significativo.

Alos 24 dias de vida todos los tratamientos obtuvieron pesos mas elevados que el grupo C, destacando el
tratamiento HEHP (+16,8%3,97 g, respecto a C). Durante el segundo periodo (de 24 a 31 dias) no se observan
diferencias significativas en el consumo respecto al grupo C. Respecto a los niveles de ED y PD, nuevamente,
se observd un CMD significativamente mayor por parte de los piensos con mayor ED. Sin embrago, en la
GMD, el nivel de PD tuvo un mayor efecto que el nivel de ED, favoreciendo el crecimiento en los tratamien-
tos con mayor nivel de PD (LEHP y HEHP; P=0,0048), y alcanzando pesos mas elevados a los 31 dias de vida
(636,9+8,7 gy 657,8%8,7 g; respectivamente).
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Tras el destete (de 31 a 38 dias de vida), el nivel de PD mejoré el crecimiento (peso y GMD) sin aumentar de
manera significativa el CMD. Por otro lado, se observd un efecto compensatorio en el CMD por parte del tra-
tamiento C. Las combinaciones de ED y PD mostraron un mejor IC respecto al tratamiento C; concretamente
los tratamientos con mayores niveles de PD. A los 38 dias de vida, los gazapos de los tratamientos con mayor
cantidad de PD mostraron los pesos mas elevados (P=0,0012).

Con el paso a la fase de engorde y el cambio a un pienso Unico entre tratamientos, las diferencias alcanzadas
durante los primeros 38 dias de vida (Tabla 2) se diluyeron. Los animales como media alcanzaron un peso
vivo final de 1871 g, no observandose diferencias entre tratamientos -datos no mostrados. No se observaron
diferencias en la GMD, CMD e IC durante la fase de cebo entre tratamientos experimentales ni entre niveles de
ED y PD. En conejos es frecuente que, una vez los animales pasan a recibir un mismo pienso, las diferencias
iniciales de desarrollo desaparezcan como consecuencia de un crecimiento compensatorio. Por ejemplo, con el
racionamiento del alimento tras el destete, los conejos muestran un buen crecimiento compensatorio durante
el siguiente periodo de engorde, correlacionado con una buena eficiencia alimentaria global (Xiccato, 1999).

Respecto a la mortalidad, la Figura 1 muestra la mortalidad acumulada durante los periodos de 15 a 38 dias
de vida en funcion de los tratamientos, y los niveles de ED y PD. A los 38 dias, los tratamientos Cy HEHP pre-
sentaron las mayores mortalidades (de 4 al 6%), significativamente superiores al HELP que mostro la morta-
lidad mas baja, 0,42%. En referencia a los niveles de ED y PD, no se observaron diferencias significativas para
los niveles de ED, pero si para los de PD. Los tratamientos con menor cantidad de PD mostraron una menor
mortalidad en comparacion con los de alta PD, tal y como se describe en Carabafo et al. (2008).

Figura 1. Mortalidad (%) por tratamiento (n:120) y niveles de energia y proteina digestible (n:240) de 15 a 38
dias de vida. Tratamientos: C (control), LELP (bajo nivel de energia y proteina), HELP (alto nivel de energia y bajo
de proteina), LEHP (bajo nivel de energia y alto de proteina), HEHP (alto nivel de energia y proteina). LE-HE: del
inglés, low energy y high energy. LP-HP: del inglés, low protein y high protein.
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En el caso del periodo de cebo, no se observaron diferencias significativas en la mortalidad entre tratamien-
tos (promedio igual a 5,5%), ni entre los niveles de ED (LE: 5,47%; HE: 5,21%) y PD (LP: 6,51%; HP: 4,17%).

En conclusién, el uso de dietas especificas para gazapos lactantes mejora los rendimientos productivos en
comparacion al pienso normalmente utilizado para las conejas. Un nivel de ED mayor tiene un efecto benefi-
cioso sobre el consumo de pienso a edades tempranas (de 15 a 24 dias), mientras que, a partir de los 24 dias
de vida, un mayor nivel de PD favorece la GMD, el PV y el IC. Sin embargo, durante el cebo con un pienso co-
mercial Unico, los beneficios de los piensos especificos tienden a diluirse debido al crecimiento compensatorio.
Finalmente, pese a que la mortalidad fue baja de manera general, es necesaria mas investigacion para reducir
la mortalidad asociada a altos niveles de PD, explorando el uso de fuentes proteicas con mayor digestibilidad.

Agradecimientos: Esta publicacion es parte del proyecto FREE-RAB (PID2022-1430360B-100) financiada por
MICIU/AEI/10.13039/501100011033, asi como el contrato predoctoral de Ramén-Moragues.
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Resumen

El objetivo fue evaluar el efecto de la adicién del butirato sédico protegido en la dieta de conejos de engorde
sobre el crecimiento, la funcidn y estructura de la mucosa intestinal, y la modulacion de la microbiota cecal.
Se compararon dos piensos experimentales (control, CON; y control con butirato sédico (0,96 g de acido
butirico/kg), BUT) en 552 conejos desde los 29 hasta los 63 dias de vida. Estos se alojaron en jaulas colectivas
(33 réplicas/tratamiento para mortalidad y toma de muestras) y jaulas individuales (78 réplicas/tratamiento
para rendimientos productivos). A los 45 dias de vida se muestred el tracto gastrointestinal de 16 conejos/
tratamiento para medir pH a lo largo del tracto, medir biomarcadores plasmaticos de salud digestiva y fun-
cion intestinal, histomorfologia del yeyuno y analizar la composicién de la microbiota cecal. Ademas, se
evaluo la cinética de liberacién del butirato a lo largo del intestino. La adicion de acido butirico en el pienso de
conejos BUT no tuvo un impacto significativo en los rendimientos productivos, la mortalidad y la incidencia
de diarrea en comparacion con CON. No modificé significativamente el pH del tracto gastrointestinal y la
composicion de la microbiota cecal. Sin embargo, su adicion mejord significativamente la altura de las ve-
llosidades yeyunales y mantuvo la profundidad de las criptas en comparaciéon con CON. Ademas, aumentd
significativamente la concentracion de acido butirico en el ileon y redujo el D-lactato en el plasma sanguineo.

Palabras clave: conejos de engorde, aditivos, acido butirico, salud digestiva.

Abstract

The objective was to evaluate the effect of the addition of protected sodium butyrate in the diet of
fattening rabbits on growth, function and structure of the intestinal mucosa, and modulation of the cae-
cal microbiota. Two experimental feeds (control, CON and control with sodium butyrate (0.96 g butyric
acid/kg), BUT) were compared in 552 rabbits from 29 to 63 days of age. Rabbits were housed in group
cages (33 replicates/treatment for mortality and sampling) and individual cages (78 replicates/treatment
for productive performances). At 45 days of age, the gastrointestinal tract of 16 rabbits/treatment was
sampled to measure pH along the tract, measure plasma biomarkers of digestive health and intestinal
function, jejunal histomorphology and analyse caecal microbiota composition. In addition, the kinetics
of butyrate release along the intestine were evaluated. The addition of butyric acid in the feed of BUT
rabbits had no significant impact on productive performances, mortality and incidence of diarrhoea com-
pared to CON. It did not significantly modify the pH of the gastrointestinal tract and the composition
of the caecal microbiota. However, its addition significantly improved jejunal villi height and maintained
crypt depth compared to CON. In addition, it significantly increased butyric acid concentration in the
ileum and reduced D-lactate in blood plasma.

Keywords: fattening rabbits, additives, protected butyric acid, gastrointestinal health.
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Introduccion

El 4cido butirico es un acido graso volatil de cadena corta con multiples beneficios para la salud intestinal.
Este compuesto es fuente de energia para enterocitos y coloncitos, ayuda a mantener la integridad del epi-
telio intestinal, mejora la morfologia y funcion de la mucosa luminal y aumenta la superficie de absorcion del
intestino (Moquet et al., 2016). Ademas, se ha observado un efecto modulador de la microbiota, mantenien-
do una microbiota saludable, reduciendo la incidencia de infecciones intestinales (Li et al., 2020).

No obstante, debido a su bajo peso molecular, se metaboliza rapidamente, siendo absorbido y utilizado
rapidamente por las células intestinales. Ademas, es muy volatil, por lo que complica su manejo y uso. En
consecuencia, la biodisponibilidad del 4cido butirico desde el duodeno hasta el resto del tracto digestivo se
ve comprometida. Por eso, es necesario proteger el acido butirico para que aumente la disponibilidad de
este compuesto a lo largo del tracto intestinal. Por ello, esta molécula se utiliza cominmente como sales de
butirato protegidas o libres, o como butirinas (mono-, di- o triglicéridos) (Moquet et al., 2016).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la adicion de un butirato sédico protegido en la dieta de
conejos de engorde sobre el crecimiento, la funcion y estructura de la mucosa intestinal, y la modulacién de

la microbiota cecal.

Material y métodos

El procedimiento se llevé a cabo en la granja experimental de la Universitat Politecnica de Valencia (UPV) y
fue autorizado con el codigo 2022 VSC PEA 0111.

Como fuente de acido butirico, se utilizd una sal sédica comercial autorizada para conejos (Butirex; NOVA-
TION 2002 S.L.U). Este producto esta compuesto por butirato soédico protegido (44% de butirato). Los pien-
sos utilizados durante la prueba se formularon siguiendo las recomendaciones nutricionales para conejos en
crecimiento (de Blas and Mateos, 2020). Se utilizaron dos tratamientos experimentales: un pienso control
negativo sin adicion de acido butirico (CON) y otro con adicién de butirato sédico protegido (BUT) a una con-
centracion de 3 g/kg de pienso. Ambos piensos se fabricaron con la misma proporcién de ingredientes, cuya
composicion analitica en base a materia seca fue: 16% proteina bruta, 13,1% almidén, 3,6% extracto etéreo,
9,7% cenizas, 37,0% fibra detergente neutro, 21,7% fibra acido detergente y 3,50% lignina acido detergente.
La concentracion analizada de acido butirico en BUT fue de 0,96 g/kg.

En el ensayo se utilizaron 552 conejos de la linea genética LP de la UPV, destetados a los 29 dias de edad.
La duracion de la prueba fue desde los 29 hasta los 63 dias de vida. Tras el destete, 396 animales se alojaron
en jaulas colectivas (50 x 80 x 32 ¢cm) para el control de la mortalidad y la toma de muestras (33 réplicas/tra-
tamiento; 6 animales/jaula). Ademas, otros 156 animales se alojaron en jaulas individuales (44 x 52 x 32 cm)
para el control de los rendimientos productivos (78 réplicas/tratamiento). A los 29, 43 y 63 dias de edad, los
animales alojados individualmente se pesaron, y se registrd su consumo de pienso. Con ello se determiné la
ganancia media diaria (GMD), el consumo medio diario de pienso (CMD) y el indice de conversién alimenticia
(IC). La mortalidad se registro diariamente y se calculd por tratamiento sobre el nimero total de animales
(individuales + colectivos). La incidencia de trastornos digestivos se controld diariamente y se calculd por
tratamiento sobre el total de los animales alojados individualmente.

Adicionalmente, a los 45 dias de edad, 16 animales por tratamiento procedentes de jaulas colectivas fueron
sacrificados y muestreados para la histomorfologia en yeyuno (30 mediciones en yeyuno de la altura de ve-
llosidades, la profundidad de criptas y su ratio). Asimismo, se midi6 el pH a lo largo del tracto gastrointestinal
(fundus, antrum, duodeno, yeyuno, ileon y ciego). De estos animales, también se obtuvo muestra de plas-
ma sanguineo para determinar el metabolito microbiano D-lactato, el biomarcador enzimatico de madurez
intestinal diamino oxidasa (DAO) y el contenido en aminoacidos libres (plasma free amino acids, PFAAs). El
D-lactato se analizé mediante un ensayo enzimatico-fluorométrico segun Larsen (2017) y los PFAAs segun
Larseny Fernandez (2017). La actividad de DAO se determiné por un método cinético-fluorométrico, utilizan-
do 1,5-diaminopentano (cadaverina) como sustrato y 10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina como profluoréforo.
Las unidades de actividad se expresaron como d-emision a 590 nm tras excitacién a 544 nm.

Finalmente, se obtuvo una muestra del contenido cecal para el andlisis de la microbiota mediante secuenciacién
del gen 16S rRNA. Los amplicones de la region V3-V4 se secuenciaron con tecnologia MiSeq (lllumina) en Microo-
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mics (Barcelona, Espafia). Ademas, se determind la cinética de liberacién de acido butirico a partir de su contenido
en duodeno, yeyuno, ileon y ciego (concentracién determinada por cromatografia de gases en cada seccion).

Los datos obtenidos se analizaron mediante un modelo lineal general de SAS System Software® SAS 9.3. En
el caso de los datos de los rendimientos productivos se tuvo en cuenta en el modelo las medidas repetidas.
La significacion se establecio para P<0,05. Para el analisis bioinformatico de la composicién del microbioma,
se procesaron las lecturas demultiplexadas en direcciones forward y reverse utilizando QIIME2 y se realizé la
asignacion de filotipos con el pipeline Dada?2.

Resultados y discusién

La Tabla 1 muestra el efecto de la adicién de butirato sddico protegido sobre el rendimiento productivo. Los
gazapos se destetaron con un peso vivo de 613 g y alcanzaron los 1915 g a los 63 dias de vida, como media.
No se observaron diferencias significativas en las variables productivas entre BUT y CON. Li et al. (2020) tam-
poco observaron una mejora del crecimiento en conejos destetados con una inclusién de butirato sddico de
5 g/kg durante 28 dias. Ribeiro et al. (2012) tampoco observé una mejoria en la GMD ni en el CMD, pero si en
elIC con lainclusion de 5 g/kg de butirato sddico recubierto en conejos desde los 23 hasta los 63 dias de vida.
Sin embargo, Zhang et al. (2023) obtuvieron mejoras significativas en el CMD y la GMD con una inclusién de
3 g/kg de butirato sddico en conejos desde el destete a los 30 dias de edad hasta los 60.

Tabla 1. Efecto de la adicion de butirato sédico protegido sobre el rendimiento productivo.

Peso vivo GMD CMD IC
Dias 29 43 63 29-43 43-63 Global 29-43 43-63 Global 29-43 43-63 Global
CON 613,7  1116,6  1914,8 35,9 38,0 37,0 74,1 121,3 97,2 2,04 3,20 2,63
BUT 612,8 1114,7 19148 35,8 38,1 36,9 73,1 122,3 98,2 2,08 3,23 2,66
EEM 8,8 13,1 17,9 0,5 0,5 0,4 1,0 1,0 0,9 0,03 0,03 0,02
P-Valor 0,945 0,917 0,999 0,894 0,923 0,985 0,461 0,551 0,435 0,310 0,545 0,269

n CON: 68 animales; n BUT: 70 animales. GMD: ganancia media diaria (g/dia); CMD: consumo medio diario (g/dia); IC: indice de conversion
alimenticia. Tratamientos: CON (control) y BUT (Butirato sodico). P<0,05 diferencias significativas. EEM: error estandar de la media.

En el caso de la mortalidad y la incidencia de trastornos digestivos, no se observaron diferencias significati-
vas entre tratamientos. La incidencia de trastornos digestivos se situd entre 10,26+3,43% (CON) y 12,82+3,79%
(BUT). La mortalidad fue 5,12+1,38% (CON) y 5,91+1,48% (BUT). En este caso, Zhang et al. (2023) si observaron
una disminucion de la mortalidad y la incidencia de diarreas con la inclusion de butirato sédico en pienso (3 g/kg).

La Tabla 2 muestra el efecto de la adicion de butirato sédico protegido sobre la histomorfologia del yeyuno y
los biomarcadores plasmaticos de salud intestinal y funcién de la mucosa. El butirato promovid el desarrollo de
las vellosidades en los animales alimentados con BUT, aumentando la superficie de absorcion en comparacién
con el CON (+29,7£3,6um; P<0,001). La profundidad de las criptas no fue significativamente distinta en funcion
del pienso y BUT mostré una tendencia a mejorar la ratio vellosidades/criptas. Estos resultados serian similares
a los obtenidos por Zhang et al. (2023) con la inclusion del butirato, donde observé una mejora la altura de las
vellosidades del ileon v la ratio vellosidades/criptas; o por Li et al. (2020) donde la inclusién de butirato sédico
disminuyé la profundidad de las criptas en yeyuno y aumento la altura de las vellosidades en el ileon.

Tabla 2. Efecto de la inclusion de butirato sédico protegido sobre la histomorfologia intestinal y
biomarcadores plasmaticos de salud intestinal y funcién de la mucosa.

Vellosidades (V) Criptas (C) Ratio V:C DAO D-Lactato PFFAs

CON 322,82 1179 2,76 101,6 9,88° 1680,5

BUT 352,5° 119,8 2,97 102,6 5,972 16899
EEM 3,6 1,3 0,11 8,4 1,06 377
P-Valor <0,001 0,258 0,157 0,935 0,010 0,860

n: 16 animales/tratamiento con 30 mediciones por animal (histomorfologia); n: 12 animales/tratamiento (digestibilidad). Vellosidades:
altura vellosidades (um); Criptas: profundidad de las criptas (um); Ratio V:C: ratio de altura vellosidades/profundidad de las criptas por
animal; DAO: diamioxidasa, en unidades de fluorescencia; D-Lactato: en microM; PFAAs: Grupos amino libres, en microequivalentes.
Tratamientos: CON (control) y BUT (Butirato sédico). P<0,05 diferencias significativas. EEM: error estandar de la media.

Respecto a los biomarcadores plasmaticos, no se observaron diferencias significativas en el nivel de DAO y
PFAAs entre BUT y CON. En cambio, la adicién de butirato sddico disminuyd el D-lactato en plasma, el cual es
producido por bacterias fermentativas del tracto gastrointestinal. Este metabolito microbiano es absorbido
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por las células epiteliales del intestino delgado y el colon, y normalmente es convertido en acidos grasos vo-
latiles por otras bacterias. Generalmente se encuentra en niveles plasmaticos bajos en animales sanos, y es
una medida indirecta de una menor permeabilidad intestinal. Por otro lado, la inclusién de butirato sédico no
modificd el pH a lo largo del tracto gastrointestinal (pH antrum =1,36; pH duodeno = 7,05; pH yeyuno =7,45;
pH ileon =7,65 y pH ciego =5,97), a excepcion del fundus, que aumentd con BUT (1,69%0,19 vs. 2,37£0,19;
CON y BUT, respectivamente; P=0,018).

A pesar de que el acido butirico puede ejercer una importante funcion moduladora de la microbiota intes-
tinal (Li et al., 2020), nuestros resultados indican que el perfil taxonémico de la microbiota cecal no se vio
afectado por la adicién de butirato sédico. La abundancia relativa a nivel de filo en BUT y CON mostré que
el filo mas abundante fue Firmicutes (85%), seguido de Verrucomicrobiota (9,28%) y Bacteroidota (1,41%).
Tampoco se observaron diferencias a niveles de Clase, Orden, Familia y Género.

Finalmente, la Figura 1 muestra la concentracién de acido butirico a lo largo del tracto gastrointestinal.
No se observaron diferencias significativas en la concentracion de acido butirico entre BUT y CON en cada
uno de los tramos. Esto puede deberse al efecto de la cecotrofia, donde se produce una reingestién de los
cecotrofos, ricos en acidos grasos volatiles como el butirico (Johnson-Delaney, 2006). Sin embargo, aunque
la concentracion de acido butirico se constante en CON, en BUT se produjo un aumento significativo en el
ileon, respecto al yeyuno (P=0,0492). Por otro lado, el aumento de acido butirico observado en el ciego pro-
viene de la fermentacién bacteriana que se da en dicha zona.

Figura 1. Cinética de liberacién del acido butirico a lo largo del tracto intestinal por tratamiento (n: 16). Letras
diferentes muestras diferencias significativas. CON (control); BUT (butirato soédico protegido).
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En conclusién, la adicion de acido butirico en pienso de conejos no tuvo un impacto significativo en los ren-
dimientos productivos, la mortalidad y la incidencia de diarrea en comparacién con el grupo CON. Tampoco
modificd significativamente el pH del tracto gastrointestinal y la composicién de la microbiota cecal. Sin
embargo, su adicion mejord significativamente la altura de las vellosidades yeyunales en comparacién con el
tratamiento CON. Ademas, produjo un aumento de la concentracién de acido butirico en el ileon respecto al
yeyuno, y redujo el D-lactato en el plasma sanguineo.

Agradecimientos: esta publicacion es parte del proyecto SMART-RAB (AICO/2021/256) financiado por la
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Resumen

El concepto de proteina ideal se refiere a un perfil de aminoacidos (AA) que satisface las necesidades mini-
mas del animal, optimizando su crecimiento y reduciendo la contaminacion. Sin embargo, su aplicacién es
compleja debido a que los requerimientos nutricionales son variables, por lo que es fundamental contar con
herramientas precisas y rapidas para su evaluacién. La metabolémica ha supuesto una revolucion, permi-
tiendo conocer el metaboloma completo de cada individuo. En este estudio, planteamos la hipétesis de que
existen biomarcadores que pueden ayudar a definir la proteina ideal. Se analizaron muestras de plasma de
conejos alimentados con dietas experimentales, modulando sus niveles de AA esenciales, siguiendo diferen-
tes estrategias de alimentacion y bajo distintos escenarios. Los resultados mostraron que las variaciones en
los niveles de AA alteran el fenotipo metabdlico de manera mas significativa e inmediata que otras medidas
tradicionales. Ademas, identificamos varios biomarcadores con gran potencial para profundizar en el con-
cepto de proteina ideal. Este trabajo propone metabolitos candidatos prometedores —el acido citrico, entre
otros— como biomarcadores para futuras investigaciones.

Palabras clave: proteina ideal, metabolites, nitrégeno, biomarcador, engorde.

Abstract

The concept of an ideal protein refers to an amino acid (AA) profile that meets the minimum animal’s re-
quirements, optimizing growth and reducing environmental impact. However, its application is complex due
to the variability of nutritional requirements, making it essential to have precise and rapid tools for their
assessment. Metabolomics has brought a revolution, enabling the comprehensive profiling of everyone's
metabolome. In this study, we hypothesize that specific biomarkers can help define ideal protein. Plasma
samples from rabbits fed experimental diets were analyzed, modulating their essential AA levels, following
different feeding strategies, and under various scenarios. The results showed that variations in AA levels al-
ter the metabolic phenotype more significantly and quick than other traditional measures. Furthermore, we
identified several biomarkers with great potential to deepen the understanding of the ideal protein concept.
This study propose metabolites as promising candidates —citric acid, among others— for future research as
biomarkers.

Keywords: ideal protein, metabolites, nitrogen, amino acids, biomarker, growing.

Introduccion

En un contexto en el que las recomendaciones de proteina en las dietas de conejos de engorde se han reducido,
comprender la proporcion de aminoacidos (AA) aincluir en la dieta se vuelve mas importante (Carabafio et al., 2010).
Se entiende como "proteina ideal” la combinacion de AA que optimiza la utilizacion proteica, lo que conduce a una
maxima retencién nutricional y a una minima excrecion (Van Milgen and Dourmad, 2015). En una dieta formulada
bajo el concepto de proteinaideal, no hay ningtin AA limitante o, lo que es lo mismo, todos los AA estan en equilibrio
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y colimitando. Esta formulacion es posible mediante una comprension integral de los requerimientos aminoacidicos
de cada animal, donde conviven unas necesidades dindamicas con la nutricién de precision.

En este contexto de nutricion de precision, la incorporaciéon de nuevas herramientas -como la metabolé-
mica- puede constituir un recurso de gran potencial para estudiar el conjunto de todos los metabolitos de
los individuos (metaboloma). Una de sus aplicaciones mas importantes es la busqueda de biomarcadores,
entendidos como caracteristicas objetivamente medibles (Mastrangelo et al., 2015). Estos biomarcadores
podrian ser empleados para abordar mejor el concepto de proteina ideal.

Sera especialmente interesante evaluar aquellos AA esenciales, ya que son los susceptibles de convertirse
en limitantes, como la lisina (Lys), los AA azufrados (metionina y cistina; Met) y la treonina (Thr). Estos son
los AA tipicamente limitantes en conejos de engorde. Este trabajo trata de abordar de una manera integral la
prospeccién de biomarcadores que puedan ser relevantes para profundizar en el concepto de proteina ideal
en conejos de engorde utilizando la metaboldmica no dirigida.

Material y métodos

Se utilizaron un total de 169 muestras de plasma de conejos en crecimiento. Para garantizar un mayor grado
de representatividad, como recoge la Tabla 1 se utilizaron muestras de distintos experimentos con diferentes
numeros de muestras y tratamientos (Por ejemplo, una Unica extraccion plasmatica por animal, o multiples
extracciones de un mismo animal que se alimenta con todos los tratamientos, utilizando medidas repetidas).
Todas las dietas fueron formuladas de acuerdo con las recomendaciones nutricionales (de Blas y Mateos, 2010)
para todos los nutrientes, exceptuando los niveles de Lys, Met y Thr cuyo contenido fue variable (Tabla 2).

Tabla 1. Resumen de las variables empleadas en cada experimento

Experimento Muestras (n) Dietas Medidas repetidas Tipo de alimentacién
1 48 MMM MBM si A voluntad
2 53 AAA MMM BBB MAB BMM NO Restringido
3 68 MAB MBB Si A voluntad y restringidos

Tabla 2. Niveles de Aminoacidos en las dietas experimentales (AA; g/kg materia seca).

Dieta Lisina AA azufrados (Metionina + Cisteina) Treonina
MMM 8.1 5.8(2.37+3.43) 6.9
MBM 8.1 4.9 (2.37 +2.53) 6.9
AAA 9.4 6.6(2.37 +4.23) 7.8
BBB 6.7 4.9 (2.37 +2.53) 5.7
BMM 6.7 5.8(2.37+3.43) 6.9
MAB 8.1 6.6 (2.37 +4.23) 57
MBB 8.1 4.9 (2.37 +2.53) 5.7

Todas las muestras de plasma recogidas fueron sometidas a un andlisis de metabolémica no dirigida. De-
bido a la complejidad de la metodologia, los detalles sobre los analisis metaboldmicos por Cromatografia
Liquida-Cromatografia de Masas (LC-MS), incluyendo el uso de solventes y estandares quimicos, la prepa-
racion de muestras, el control de calidad de las muestras, el preprocesamiento de datos metabolémicos, la
identificacion de metabolitos y el analisis estadistico de los metabolitos, pueden consultarse en estudios
previos realizados por este mismo grupo de investigacion (Marin-Garcia et al., 2024a, 2024b y 2024c¢).

Resultados y discusién

Tal como se observa en la Figura 1, todas las dietas experimentales presentaron un metaboloma distinto
entre ellas. Como se muestra, la variabilidad asociada con estos componentes principales obtenidos del per-
fil metabdlico (superando en promedio mas del 50% del total) puede ser utilizada para diferenciar las dietas
experimentales, ya que no existe superposicion entre los grupos. Esta clara diferenciacion en el metaboloma,
generada en un intervalo muy breve de tiempo, Unicamente debido a un desequilibrio en un AA, demuestra
la sensibilidad de esta herramienta y su potencial para contribuir a la identificacion de biomarcadores (Mas-
trangelo et al., 2015).
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Figura 1. Resumen de los datos obtenidos por metabolémica no dirigida. Experimento 1 (a), Experimento 2 (b-
e) y Experimento 3 (f). Modelos de minimos cuadrados parciales del plasma de conejos. Las formas y colores
representan cada una de las dietas experimentales; 0: MMM, o: MBM, O: AAA, a: BBB, O: BMM, e: MAB, O: MBB.
Estas graficas han sido adaptadas de Marin-Garcia et al. (2024c¢) y datos no publicados.
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Una vez comprobado que existe un perfil metaboldmico distinto, llega el momento de analizar los metabo-
litos que son responsables de esta diferenciacién. Debido a las limitaciones de espacio en este trabajo, solo
se mostraran algunos de los que resultaron especialmente significativos. Este es el caso del acido citrico.
Varios metabolitos relacionados con las rutas metabdlicas del acido citrico han mostrado ser significativos en
los experimentos realizados. En el Experimento 2, se observé una relevancia estadistica para el acido citrico
(P =10.0093) y el &cido isocitrico (P = 0.0233). Ademas, en el Experimento 3, se encontrd una significancia
estadistica adicional (P =0.018) para el acido citrico. Este metabolito es crucial en diferentes vias metabdlicas
relacionadas con los AA y se ha demostrado que esta involucrado en la via final de la degradacién de protei-
nas. De hecho, se ha observado que el acido citrico podria estar relacionado con el metabolismo de proteinas
y el ciclo de la urea (Akram, 2014). Otros metabolitos propuestos como biomarcadores prometedores inclu-
yen el acido hidroxipropionico (P<0.001) y el acido hidroxioctadecadienoico (P=0.024), ya que las diferencias
observadas en sus niveles no pudieron ser atribuidas a niveles mas altos o bajos de un AA especifico. Estas
variaciones probablemente se deben a la interacciéon entre AA, haciéndolos especialmente interesantes para
ahondar en el concepto de proteina ideal.

En conclusion, el fenotipo metabdlico sufre modificaciones cuando los animales se someten a un cambio
dietético en los niveles de tres AA esenciales en un periodo corto de tiempo. Estas alteraciones en el meta-
boloma permiten diferenciar claramente las dietas experimentales, detectables mediante metabolémica no
dirigida. Ademads, ciertos metabolitos clave podrian desempenar un papel fundamental como biomarcadores
en la investigaciéon para optimizar la aplicaciéon del concepto de proteina ideal, impulsando la nutricién de
precision hacia una mayor eficiencia y sostenibilidad.

Agradecimientos: este estudio fue financiado por la Consejeria Regional de Innovacién, Universidades,
Ciencia y Sociedad Digital de la Generalitat Valenciana (CIGE/2023/12), la Universidad Cardenal Herrera-CEU
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Resumen

En trabajos previos, observamos que tanto un déficit como un exceso de fibra insoluble en el pienso (FND,
fibra neutro-detergente) empeoraron la salud de los gazapos tras el destete. En este trabajo, se estudio la
influencia del nivel de FND sobre la digestibilidad y el flujo ileal de distintos componentes del pienso. Se
seleccionaron tres trabajos que estudiaron estas variables utilizando tratamientos con amplias variaciones
de FND. El incremento de FND (de 268 a 438 g FND/kg MS) aumentd el consumo de alimento y redujo la
digestibilidad ileal de la materia seca y de la proteina (en estas Ultimas el aumento fue de 268 a 490 g FND/
kg MS), lo que supuso un incremento del flujo ileal de ambas (P < 0,002). Por su parte, el incremento de FND
no modificd ni la digestibilidad ileal del almidon (95% de media) ni su flujo a nivel ileal (1 g/d de media). El
componente mas importante del flujo ileal es la fibra dietética (55% de media) y su composicion podria tener
un papel relevante en la salud digestiva junto con la cantidad de proteina que llegue al ciego. Por el contrario,
no parece que el flujo ileal de almidén tenga un gran efecto al respecto.

Palabras clave: fibra insoluble, digestibilidad ileal, gazapos en crecimiento.

Abstract

In previous studies, we observed that both a deficit and an excess of insoluble fibre in the feed (NDF, neu-
tral-detergent fibre) worsened the health of the rabbits after weaning. In this work, the influence of NDF
level on digestibility and ileal flow of feed components was studied. Three papers were selected that studied
these variables using treatments with significant variations in NDF. The increase of NDF (from 268 to 438 g
NDF/kg DM) enhanced feed intake, reduced ileal digestibility of dry matter and protein (in the latter two from
268 to 490 g NDF/kg DM), and increased ileal flow of both (P < 0.002). In contrast, the increase of NDF did
not change either ileal digestibility of starch (95% on average) or its ileal flow (1 g/d on average). The most
important component of ileal flow is dietary fibre (55% on average) and its composition could play a relevant
role in digestive health together with the amount of protein reaching the caecum. In contrast, the ileal flow
of starch does not seem to have a large effect in this respect.

Keywords: insoluble fibre, ileal digestibility, growing rabbits.

Introduccion

Las funciones de la fibra (dietética) insoluble estan mayoritariamente vinculadas con su capacidad de esti-
mular la motilidad intestinal (Gidenne et al., 2020a). Un nivel de fibra insoluble bajo (< 300 g fibra neutro-de-
tergente -aFNDmo-/kg pienso) supone un incremento del tiempo medio de retencion de la digesta (especial-
mente en el ciego), lo que lleva a una reduccién del consumo, a un empeoramiento de la mucosa intestinal
y, normalmente, a un mayor riesgo de problemas digestivos. Para evitar esta acumulacién de digesta en el
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ciego, es necesario aportar ese minimo de fibra insoluble. Ademas, ésta ha de cumplir una serie de caracte-
risticas, como que aporte un minimo de particulas largas que estimulen la motilidad cecal y que terminaran
formando parte de las heces duras. Normalmente, con los ingredientes que se utilizan en Espafia es dificil
encontrar piensos problematicos que combinen poca fibra insoluble con una proporcién elevada de particu-
las finas. Si bien, en algunos paises donde no hay mucha disponibilidad de ingredientes fibrosos granulados,
si que pueden encontrarse piensos deficitarios en fibra. Dado que no es sencillo controlar el tamafio de par-
ticula de la fibra, se suele utilizar el contenido en lignina como indicador del tamafo de particula (aunque no
siempre es asi), y asegurar un minimo en el pienso para garantizar la adecuada motilidad cecal. En la practica,
es habitual utilizar piensos con un elevado contenido en fibra insoluble (> 40% aFNDmo), y si es lignificada
mejor, con el fin de reducir la cantidad de sustrato potencialmente utilizable por la microbiota cecal (y tratar
ejercer una 'restriccién alimenticia’ sobre la microbiota) y acelerar la velocidad de transito cecal y, de esta
manera, limitar la incidencia de trastornos digestivos. Si bien, esto ultimo no siempre se consigue. De hecho,
en trabajos realizados en nuestro Departamento hemos observado que tanto un déficit como un exceso de
fibra insoluble puede incrementar la mortalidad (PFND2 = 0,13; Figura 1A). El objetivo de este trabajo es re-
visar qué implicaciones tiene el incremento del nivel de fibra insoluble del pienso sobre la digestibilidad y el
flujo ileal de los distintos componentes del pienso en gazapos tras el destete.

Material y métodos

Se seleccionaron tres trabajos en los que se evalud el efecto del nivel de fibra insoluble sobre la digestibili-
dad ileal en gazapos tras el destete: Martinez-Vallespin et al. (2013), Farias et al. (2019) y Farias-Kovac (2021),
y finalmente Romero et al. (2025). En la Tabla 1 se indican los datos de cada trabajo. Los datos se analizaron
con un modelo mixto donde Unicamente se evalud el efecto lineal (y en su caso cuadratico) de laaFNDmo del
pienso, y en el que el efecto del experimento se incluyé como una variable aleatoria. En las figuras (Figura 1)
se representa la regresién obtenida con el modelo descrito y las observaciones originales.

Tabla 1. Caracteristicas de los experimentos seleccionados: valores minimos y maximos de cada
variable estudiada

varingpelepin  farasetel 018 Romeroctal, 2025
N©° tratamientos 8 4 4
Edad digestibilidad ileal 35d 39d 39d
Otros factores en estudio Nivel fibra soluble y proteina Nivel fibra soluble Tamano de particula de la fibra

Valores minimos y maximos (entre tratamientos)
Composicion quimica del pienso, g/kg MS

aFNDmo 407-497 345-430 268-340
Almidén 28-130 86-212 217-340
Proteina 144-176 183-198 167-169
Consumo, g MS/d 95-107 81-92
Digestibilidad ileal, %
Materia seca 19-32 35-43 67-75
Proteina 46-61 60-69 72-78
Almidén 92-96 88-95 96-97
Fibra dietética total -- 19-33
Flujo ileal, g/d
Materia seca -- 55-70 21-31
Proteina - 6,1-7,6 3,0-4,3
Almidén - 0,5-2,5 0,7-0,8
Fibra dietética total - 30,5-40,2
Mucinas - 5,1-8,5 -

aFNDmo: Fibra neutro detergente obtenida usando alfa-amilasa y corregida por cenizas. Flujo fibra dietética total: corregido por mucinas.
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NUTRICION

Figura 1. Efecto del nivel de fibra insoluble sobre: A) la mortalidad de gazapos en crecimiento en trabajos
desarrollados en la UPM (PFND? = 0,13), B) el consumo de 30-39 d de edad, C) la digestibilidad ileal de la materia
seca, D) el flujo ileal de materia seca, E) la digestibilidad ileal de la proteina, F) el flujo ileal de la proteina, G) la
digestibilidad ileal del almidén, H) el flujo ileal del almiddn, 1) la digestibilidad de la fibra dietética total (FDT),

J) el flujo ileal de fibra dietética total.
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Influencia del nivel de fibra insoluble sobre la digestibilidad y el flujo ileal de la materia seca, proteina, almiddn y fibra dietética en
gazapos tras el destete

Resultados y discusién

Elincremento del nivel de fibra insoluble aumenta la ingestion (1,4 g/d por cada 10 g/kg que aumenta la aFNDmo.
Figura 1B) pues, por una parte, estimula la motilidad intestinal (siempre que se aporten particulas fibrosas > 0,3 mm),
reduciendo el tiempo medio de retencion, y por otra, se reduce el nivel de almidén y con ello la energia digestible,
lo que supone que para satisfacer sus necesidades energéticas el animal ha de incrementar el consumo de pienso.
Buena parte de la fibra insoluble que se incorpora a los piensos de conejos procede de forrajes (alfalfa, paja) y sub-
productos de cereales y de otros cultivos (salvado, cascarilla de avena, granilla de uva, etc.) cuyo aprovechamiento
digestivo es moderado o bajo (digestibilidad de la FND < 30%), por lo que, por cada 10 g/kg que aumenta la fibra
insoluble en el pienso (aFNDmo), se reduce en 0,98 unidades porcentuales la digestibilidad ileal de la materia secay
aumenta el flujo ileal de digesta en 1,5 g MS/d (Figuras 1Cy 1D). La composicion de este flujo ileal de MS condiciona
el tipo de microbiota que se desarrolla en el intestino grueso. En estos trabajos se observa como elaumento de 10 g/
kg de aFNDmo reduce la digestibilidad ileal de la proteina (0,82 unidades porcentuales. Figura 1E) y aumenta el flujo
ileal de proteina (0,16 g/d. Figura 1F). Este incremento del flujo ileal diario de proteina en parte se debe al aumento
del flujo de sustancias enddgenas y de proteina ligada a la fibra (Farias-Kovac, 2021), y podria explicar el incremento
de la mortalidad observado en la Figura 1A (Carabafio et al., 2009). Sin embargo, en trabajos previos (utilizando
niveles de 340 g aFNDmo/kg MS) se habia asociado el incremento del flujo ileal de mucinas (o el incremento de las
células caliciformes en la mucosa del intestino delgado unido a un incremento de la relaciéon longitud vellosidades/
profundidad criptas) con un efecto protector sobre la salud de los gazapos. Estos resultados son aparentemente
contradictorios y podrian indicar que hay otros factores incidiendo sobre la salud intestinal a este nivel.

Curiosamente, el nivel de fibra insoluble no afecté a la digestibilidad ileal del almidén, que mostré de media
un valor elevado (95%), ni al flujo ileal de almidén (1 g/d, representando Unicamente un 2,5% del flujo diario
de MS) (Figuras 1G y TH). Estos resultados vuelven a sugerir la limitada incidencia del nivel de almidon sobre
la salud intestinal como ya discutieron Gidenne et al. (2020b). Finalmente, el incremento del nivel de aFND-
mo no suele influir sobre su digestibilidad fecal, sino que suele estar afectada por su grado de lignificacién
(Garcia, 1997; Gidenne et al., 2020a). En este caso, solo hay datos de un trabajo al respecto (Farias-Kovac,
2021) donde el incremento del nivel de fibra insoluble tendié a aumentar la digestibilidad ileal de la fibra die-
tética, observandose un aumento importante en el flujo ileal de fibra dietética (Figuras 11y 1J). Este Ultimo re-
presentd alrededor del 55% del flujo total de materia seca y su composicion si que podria tener unainfluencia
relevante sobre la salud intestinal, interactuando directamente con la microbiota intestinal tanto a nivel ileal
como cecal. En definitiva, todavia nos falta caracterizar mejor los distintos componentes que conforman la
digesta ileal asi como evaluar sus interacciones con la microbiota intestinal.
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Resumen

Este estudio evalué el efecto del uso de feromonas apaciguadoras sintéticas (FAS) sobre el bienestar y
parametros reproductivos de conejas en monta natural. Se empled un disefio experimental cruzado con
33 conejas de raza neozelandesa desde 0 a mas de 20 partos y en dos épocas del afio. Los resultados
mostraron que la aplicacion de FAS redujo la reactividad en la manipulacion para la monta de las conejas:
la proporcion de animales mas reactivos fue del 11,9 % en el grupo control y 5,0 % en el grupo tratado.
Ademas, se observé un aumento en la cantidad de pelo en el nido con el uso de la feromona, alcanzando
el 94,1 % de partos con cantidad de pelo media o alta, en comparacion con el 78,7 % del grupo control.
No obstante, no se encontraron diferencias significativas en la receptividad (53,6 % sin feromona vs.
55,6 % con feromona), la tasa de gestacion (76,4 % vs. 75,0 %), la fertilidad al parto (68,0 % vs. 60,2 %),
el nimero promedio de gazapos nacidos totales (10,1 vs. 8,8), nacidos vivos (9,3 vs. 8,2) y destetados
(8,5vs. 7,4). Por otro lado, las conejas con mas partos mostraron una menor reactividad, menor recepti-
vidad, ciclos mas largos y un menor nimero de gazapos destetados. En cuanto al efecto de la estaciona-
lidad, se observd que el ciclo reproductivo (cubricion 11 d post-parto) fue significativamente mas corto
en primavera-verano (56,5 dias) que en otofio-invierno (63,1 dias), pero su efecto no fue significativo en
el resto de los parametros estudiados. En conclusién, las FAS podrian facilitar el manejo y mejorar ciertos
aspectos del comportamiento maternal, como la preparacién del nido, pero no se tradujo en mejoras
productivas significativas en maternidad.

Palabras clave: feromonas apaciguadoras, época del afno, nimero de parto, reactividad, pelo en el nido.

Abstract

This study evaluated the effect of the synthetic appeasing pheromones (FAS) on the welfare and repro-
ductive parameters of rabbits in natural mating. A crossover experimental design was used with 33 New
Zealand breed rabbits, ranging from 0 to over 20 litters, and across two seasons of the year. The results
showed that the application of FAS reduced the reactivity during handling for mating: the proportion of
more reactive animals was 11.9% in the control group and 5.0% in the treated group. Additionally, an
increase in the amount of fur in the nest was observed with the use of the pheromone, reaching 94.1%
of litters with medium or high fur, compared to 78.7% in the control group. However, no significant diffe-
rences were found in receptivity (53.6% without pheromone vs. 55.6% with pheromone), gestation rate
(76.4% vs. 75.0%), fertility at birth (68.0% vs. 60.2%), total number of live-born kits (10.1 vs. 8.8), live-
born kits (9.3 vs. 8.2), and weaned kits (8.5 vs. 7.4). On the other hand, rabbits with more litters showed
lower reactivity, lower receptivity, longer cycles, and fewer weaned kits. Regarding the effect of seaso-
nality, it was observed that the reproductive cycle (mating 11 d post-partum) was significantly shorter
in spring-summer (56.5 days) than in autumn-winter (63.1 days), but its effect was not significant for
the other parameters studied. In conclusion, the FAS could facilitate management and improve certain
aspects of maternal behavior, such as nest preparation, but did not translate into significant productive
improvements in maternity.

Keywords: appeasing pheromones, seasonality, litter number, reactivity, nest fur.
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Introduccidon

El conejo es una especie domesticada adaptada a las condiciones productivas, pero algunos individuos pue-
den mostrar miedo o agresividad ante la interaccién con humanos u otros factores estresantes, como ruidos o
cambios de alojamiento. Algunas conejas, ademas, pueden mostrar comportamientos agresivos hacia su propia
camada, lo que puede derivar en canibalismo parcial, como mordeduras en las orejas, o incluso en canibalismo
total (Rodel et al., 2009). Ademas, las conejas reproductoras pueden ser agresivas entre si cuando se alojan en
grupo, y aungue a nivel comercial se alojan generalmente en jaulas individuales, una coneja dominante podria
afectar el éxito reproductivo y la longevidad de su vecina de jaula (DiVincenti y Rehrig, 2016). Un buen manejo en
granja puede reducir el miedo y la agresividad (EFSA, 2020), aunque hay alta variabilidad en la respuesta individual.

Una estrategia ya disponible comercialmente es el uso de feromonas apaciguadoras sintéticas (FAS) para
reducir el estrés en animales de granja (o de compania). Estas feromonas son compuestos sintéticos ana-
logos a secreciones ubicadas en el surco entre las filas mamarias, identificadas inicialmente en cerdas y
posteriormente en otras especies (Pageat y Gaultier, 2003). En el conejo, la feromona comercializada es una
mezcla de acidos grasos libres, ésteres y dimeros de acidos grasos (Pageat, 2004).

Estudios previos en granjas francesas sugieren que el uso de FAS facilita la manipulacion de las conejas y mejora
los resultados productivos (Bouvier y Jacquinet, 2008; Pageat, 2004). Sin embargo, se requiere mas investigacién
en distintos contextos. Este trabajo evalla el efecto de FAS comercializadas como SecureRabbit® en términos de
bienestar animal y resultados productivos en conejas reproductoras, utilizando simultaneamente dos médulos in-
dependientes en una misma nave, uno cony otro sin feromona en un disefio cruzado. Ademas, se consideran como
efectos adicionales la época del ano y el nimero de partos, que podrian influir en la respuesta al tratamiento.

Material y métodos

Este estudio se llevd a cabo en el Servicio de Experimentacion Animal de la Universidad de Zaragoza, utili-
zando dos modulos independientes de las mismas dimensiones (10,6 x 5,4 m) en una misma nave. El estudio
conté con la aprobacion ética de la Comision Etica Asesora para la Experimentaciéon Animal (P120/21NE). Los
dos médulos alojaron 52 hembras reproductoras y 8 machos en jaulas individuales, con iluminacion artificial
(16 horas de luz al dia), con calefaccién y paneles humidificadores y ventilacion forzada. Se utilizé un manejo
individual con monta natural, cubriendo a las conejas a los 11 dias post-parto, con repeticién a los dos dias
posteriores en caso de montas negativas. Las hembras cuya palpacion o parto resultaban negativos (o que
parian gazapos muertos), se cubrieron inmediatamente.

Se empled el producto comercial SecureRabbit®, colocandose sobre las jaulas un bote de 250 g ubicado
en el centro del médulo, y reemplazandose aproximadamente cada 6 semanas. El estudio se realizd en dos
repeticiones de 126 dias (3 ciclos de 42 dias), una de ellas en primavera-verano (8 de abril - 12 de agosto) y la
otra otofio-invierno (30 de septiembre - 3 de febrero). El uso de las feromonas artificiales en los médulos, se
intercambiaron en cada repeticion (disefio cruzado). Al inicio del experimento, se seleccionaron las conejas
de raza neozelandesa a evaluar en el estudio: 17 conejas de un médulo y 16 conejas del otro médulo, en base
al inicio de la fecha de cubricién similar, registrandose los nimeros de sus partos previos.

La reactividad de las conejas se valord ante la manipulacion para la monta, utilizando una escala del 0 al 4,
donde 0 indica que la coneja no puede ser manejada y 4 que esta calmada (Unwin et al., 2020). Cuando una
hembra no aceptaba a un macho (tras esperar unos 3 minutos), se ubicaba en la jaula de otro macho. Si no
aceptaba a ambos machos, se consideraba una cubricién negativa, mientras que se consideraba una cubri-
cion positiva cuando aceptaba la monta del primer o segundo macho que se le presentaba. La gestacién se
determiné mediante palpacién abdominal 11 dias después de la cubricion positiva.

Se registraron los partos positivos y negativos, asi como las fechas, para determinar la duracién del ciclo
(dias entre partos). Se contabilizaron los gazapos nacidos vivos y totales, y los destetados por parto. La can-
tidad de pelo en el nido se valord utilizando una escala del 0 al 3, donde 0 significaba ausencia de peloy 3
indicaba una gran cantidad, evaluandose desde el mismo dia del parto hasta los 4 dias posteriores.

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando pruebas de Chi-cuadrado para variables categodricas y

ANOVA para variables continuas, realizando un post hoc de Tukey HSD para los grupos de partos con el fin
de evaluar las diferencias entre ellos. Se utilizd el programa informatico IBM SPSS Statistics (versién 26.0).
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Resultados y discusién

Se observd una menor proporcién de conejas altamente reactivas en los médulos tratados con FAS (Tabla
1). Este hallazgo es consistente con un estudio previo realizado en granjas francesas que sefiala que las fero-
monas apaciguadoras pueden facilitar el manejo de las conejas segun la opinion de los cunicultores, quienes
indicaban que los animales parecian mas tranquilos después de la implementacion del producto y tras labo-
res estresantes como la limpieza, manipulacion de nidos e introduccion de personal externo en las granjas
(Bouvier y Jacquinet, 2008). Sin embargo, en nuestro experimento el efecto del nimero de partos fue mas
importante que el uso de feromonas (Tabla 1), siendo mas reactivas las conejas nuliparas y disminuyendo a
medida que el nimero de partos aumentaba, quizas por habituacion al manejo.

Tabla 1. Efecto de feromonas apaciguadoras sintéticas (FAS), época del afo (primavera-verano,
otofno-invierno) y nimero de partos sobre la reactividad, cantidad de pelo en el nido y parametros
productivos de conejas reproductoras en monta natural.

FAS P época P namero
NO SI PFAS del afio de partos
Reactividad (%)’ 0-1: 11,9 0-1:5,0 * ns o
2:18,3 2:250

3-4: 698 3-4:70,0
0-1: 21,3 0-1:59

Pelo en nido (%)? 2-3:78.7 2-3:94.1 ns ns
Receptividad® % 53,6 55,6 ns ns
Tasa de gestacion® % 76,4 75,0 ns ns ns
Tasa de fertilidad® % 68,0 60,2 ns ns ns
Duracién del ciclo® d 577+2,61 615+*3,47 ns *
Nacidos totales® 10,1+£0,44 8,8+0,56 ns ns ns
Nacidos vivos® 9,3+0,43 8,2 +0,55 ns ns ns
Gazapos destetados® 8,5%0,39 7,4 £ 0,45 ns ns ok

10-1: no puede ser manejada - muerde/arafa/patea, lucha intensa; 2: inmovil, lucha media; 3-4: tensa, sin
lucha - calmada. 2 0-1: nada - poco pelo; 2-3: cantidad media - mucha cantidad de pelo. 3 Porcentaje de montas
positivas/presentaciones al macho. “Porcentaje de hembras gestantes/hembras cubiertas. ° Porcentaje de
partos/hembras cubiertas. ¢ Medias marginales * error estandar. ns: P>0,05, “ P<0,05; *": P<0,001.

Con el uso de FAS, en un 94% de partos (n=51) la cantidad de pelo en el nido fue media o alta, mientras que
esta cantidad se observé en un 79% de partos de los modulos control (n=47). Ademas de permitir una mayor
temperatura en el nido, el pelo también aporta feromona apaciguadora natural, lo que puede ayudar ain mas
en la supervivencia y disminuir el estrés de los gazapos lactantes (Pageat, 2004; Gonzalez-Redondo et al.,
2015). Ademas, podria estar relacionado también con un mejor comportamiento maternal general (menor
canibalismo, partos fuera del nido, etc.). Por otro lado, se ha demostrado que con temperaturas ambientales
mas altas la cantidad de pelo en nido se reduce (Canali et al., 1991), pero en el presente estudio no se obser-
vo un efecto significativo en los periodos evaluados.

En los parametros productivos analizados no se encontrd un efecto significativo por el uso de FAS ni tam-
poco en su interacciéon con alguno de los otros factores estudiados (época del afio y nUmero de partos). En
cuanto a la receptividad, tampoco se observaron cambios estadisticamente significativos entre los perio-
dos estudiados, aunque si se detectd un efecto asociado al nimero de partos de las conejas (Tabla 1). La
tasa de receptividad promedio fue del 54,6%. Estos valores son inferiores a los reportados en otro estudio
con monta natural, donde la receptividad a los 11 dias posparto superé el 86 % (Nicodemus et al., 2002),
posiblemente como consecuencia de que en la granja experimental algunas conejas presentan un niimero
de partos y una edad elevados, algo poco habitual, ya que los criterios de descarte por productividad sue-
len ser mas estrictos, ademas de otras diferencias como el pienso y la genética. De hecho, en conejas con
cinco o menos partos, se observé una receptividad del 75,6%, mientras que la receptividad fue del 40,8%
en aquellas con seis 0 mas partos.

Respecto al nUmero de conejas receptivas gestantes y que han parido, no se han observado diferencias sig-
nificativas por el uso de FAS ni por la época del afio ni por el nUmero de partos de las conejas. Estos resulta-
dos no concuerdan con el estudio realizado por Bouvier y Jacquinet (2008) que muestra cémo la fertilidad sin
feromona en datos recogidos de ciclos previos fue del 75,3% mientras que, con la presencia de la feromona,
ésta alcanzé un 78% (n=>8000 inseminaciones de 9 granjas). De manera global en todas las conejas consi-
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deradas en el presente estudio, la fertilidad fue de 64,1% (sobre 206 cubriciones efectivas), dato mas bajo
al encontrado en una granja comercial con alto porcentaje de hembras longevas (75,5%, Lopez et al., 2022).

No se ha observado un efecto significativo por el uso de la feromona sintética en la duracion del ciclo re-
productivo, obteniéndose un promedio de 59,7 dias. Este valor es superior al reportado por Nicodemus et al.
(2002) en conejas con monta natural y ciclo reproductivo de 42 dias (44,2 dias). El factor época del ano mostré
diferencias significativas: durante la primavera-verano, el ciclo fue ligeramente mas corto (56,5 dias) en compa-
racion con el periodo de otono-invierno (63,1 dias). Asimismo, el nimero de partos tuvo un efecto significativo,
observandose diferencias en las conejas con mas de 20 partos, que alcanzaron un promedio de 78,4 dias. Sin
embargo, en un estudio realizado en una granja con luz y monta natural y ciclo extensivo, no se encontré rela-
cién entre el intervalo entre partos, la estacion del afio ni el orden de parto (Dalle Zotte y Paci, 2013).

Tampoco se ha observado una influencia estadisticamente significativa del uso de FAS en el nimero de gazapos
nacidos totales, vivos y destetados por parto (Tabla 1) en un total de 132 partos (70 sin y 62 con FAS). Estos resul-
tados contrastan con los de Bouvier y Jacquinet (2008), quienes reportaron un aumento en el nimero de gazapos
vivos de 8,80 a 9,30 con el uso de FAS, y con Pageat (2004), que observd un mayor nimero de gazapos destetados.
En la granja experimental, las conejas de primer parto destetaron en promedio 9,5 gazapos, mientras que las con
mas de 20 partos destetaron solo 4,8, reflejando la influencia del nimero de partos en este parametro. Las distintas
épocas del ano evaluadas no afectaron la prolificidad, posiblemente debido a un adecuado control ambiental.

Este estudio experimental preliminar sugiere que el uso de la feromona apaciguadora comercial podria faci-
litar el manejo de las conejas reproductoras y mejorar ciertos aspectos del comportamiento maternal, como
la mayor presencia de pelo en el nido. Sin embargo, estos efectos no se tradujeron en mejoras significativas
en los resultados productivos de maternidad en la poblacion utilizada.

Agradecimientos: al Servicio de Experimentacién Animal de la Universidad de Zaragoza y a SIB-PMA S.L.
por el suministro de Securerabbit®.
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Resumen:

El estrés térmico representa un desafio para la produccién cunicola y afecta a la longevidad y produccion
de los animales. En este estudio se compar¢ la temperatura ocular, y los niveles plasmaticos de la proteina
C reactiva (CRP), el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a) y la corticosterona entre dos lineas maternas
altamente productivas con diferente longevidad (A y LP) bajo condiciones de estrés y confort térmico. Los
resultados mostraron que la temperatura ocular fue consistentemente mas alta en la linea A en compara-
cion con lalinea LP, que es la mas longeva (PO = 100% probabilidad de que la diferencia sea mayor o menor
a 0), lo que sugiere una mayor sensibilidad de la linea A a factores externos que afectan a su regulacién
térmica. En cuanto a los biomarcadores inflamatorios, los niveles de TNF-a fueron similares entre lineas
(PO =59%), mientras que la CRP fue mayor en la linea A (PO =100%), lo que indica un estado inflamatorio
mas alto en la linea A, linea de longevidad estandar. Sin embargo, la corticosterona fue mayor en la linea
LP, aunque la diferencia entre lineas (0,08 pg/ml) fue moderada. En cuanto a las diferencias entre las con-
diciones térmicas, en ambas lineas el estrés térmico aumento la temperatura ocular y la corticosterona,
mientras que el nivel de TNF-a disminuyd. En el caso de la CRP, se incrementd Unicamente en la linea LP
bajo estrés térmico, aunque sus valores se mantuvieron por debajo de los de la linea A, que mostrd un
nivel de inflamacién mas elevado en ambas condiciones térmicas. Estos resultados sugieren que la linea
LP, con mayor longevidad, podria tener una mejor capacidad de adaptacion al estrés ambiental, con una
regulacion térmica e inflamatoria mas eficiente.

Palabras clave: estrés térmico, resiliencia, temperatura ocular, corticosterona, inflamacion.

Abstract

Heat stress poses a significant challenge to rabbit production, affecting animal resilience and longevity. This
study compared ocular temperature, plasma levels of C-reactive protein (CRP), tumor necrosis factor-alpha
(TNF-a), and corticosterone levels between two highly productive maternal lines with different longevity
(A and LP) under heat stress and thermoneutral conditions. Comparing differences between the two lines,
the results showed that ocular temperature was consistently higher in line A than in line LP (PO = 100%,
probability that the difference is greater or less than 0), suggesting lower heat dissipation efficiency in line
A. Concerning inflammatory biomarkers, TNF-a. levels were similar between lines (PO = 59%), whereas CRP
was higher in line A (PO = 100%), indicating a higher basal inflammatory state in the standard longevity
line A. Corticosterone was higher in line LP, the quantified difference (0,08 ug/ml) was moderate and does
not necessarily reflect chronic detrimental stress. Concerning differences between thermal conditions, heat
stress increased ocular temperature and corticosterone in both lines, while TNF-a decreased. Interestingly,
CRP increased only in line LP under heat stress, although its overall values remained below those of the A
line, which showed higher systemic inflammation in both conditions. These findings suggest that the high
longevity line LP may have a superior capacity to adapt to environmental stress, with more efficient thermal
and inflammatory regulation.

Keywords: heat stress, resilience, ocular temperature, corticosterone, inflammation.
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Introduccidon

Actualmente, los cunicultores demandan no solo animales altamente productivos, sino también animales
mas longevos vy resilientes que hagan frente a los desafios ambientales, como el aumento de las tempera-
turas debido al cambio climatico. El estrés por calor es uno de los estresores ambientales mas importantes
en los conejos (Ebeid et al., 2023) y es particularmente prevalente en las regiones mediterraneas, donde se
concentra la cunicultura. La alta sensibilidad de los conejos al estrés por calor (Marai et al., 2002) tiene un
efecto negativo tanto sobre los caracteres reproductivos (Ebeid et al., 2023) como los de crecimiento (Zeferi-
no etal., 2013). Se han propuesto diferentes biomarcadores asociados al estrés como una forma indirecta de
estimar la adaptacion de los animales al entorno y minimizar el impacto de los factores estresantes. La tem-
peratura corporal, las proteinas de fase aguda y las hormonas del estrés se han utilizado como biomarcado-
res debido a su papel en los procesos bioldgicos que subyacen a la resiliencia (Argente et al., 2019; Beloumi
et al., 2020; Ebeid et al., 2023). Este trabajo tiene como objetivo comparar la respuesta al estrés térmico en
dos lineas maternas altamente productivas con diferente longevidad midiendo la temperatura corporal y los
niveles de la proteina C-reactiva (CRP), el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-alfa) y la corticosterona.

Material y métodos

En este experimento se utilizaron un total de 223 hembras nuliparas de dos lineas maternas comerciales al-
tamente productivas con diferente longevidad (A y LP). Los datos se recogieron en dos periodos segun los
valores del indice de temperatura-humedad (THI): periodo de estrés térmico/verano (THI: 25,7 £ 1,2) y periodo
de confort térmico/invierno (THI: 17,5 = 1,7). El conjunto de datos comprendia 99 hembras de la linea A (46
en estrés térmico y 53 en confort térmico) y 124 hembras de la linea LP (55 en estrés térmico y 69 en confort
térmico). La linea A tiene una longevidad estandar, mientras que la linea LP tiene una mayor longevidad. La
linea LP se fundé utilizando criterios de longevidad y productividad, concretamente a partir de hembras con
un numero medio de 30 partos, que es seis veces superior a la longevidad media (Sanchez et al., 2008). Las
hembras fueron alojadas en la granja de la Universitat Politecnica de Valencia (Espafia) en jaulas individuales
(flat- deck) con una caja nido extraible con plastico aislante, y bajo un fotoperiodo de 16-h luz: 8-h oscuridad. El
acceso al alimento fue ad libitum durante todo el periodo experimental con la misma dieta comercial estandar
para todos los animales.

La manana después del primer parto, se tomé la temperatura de todas las hembras mediante termografia
infrarroja del globo ocular con un termografo «Testo Irsoft» y se proceso con el software Irsoft versién 1,7. Se
tomaron dos medidas termograficas sucesivas de cada coneja, manteniendo la misma distancia y las mis-
mas condiciones. Se calculé la temperatura maxima media del globo ocular de ambas mediciones. Si las dife-
rencias entre ambas medidas eran superiores a 0,5 °C la medida se descartaba del analisis. A continuacién, se
recogieron muestras de sangre de la vena auricular marginal en un tubo con acido etilendiaminotetraacético
tripotasico (K3-EDTA). Las muestras se centrifugaron a 4000 rpm durante 15 minutos para obtener plasma,
que se almacend a -80°C para su posterior andlisis. Las concentraciones de proteina C reactiva (CRP), factor
de necrosis tumoral-alfa (TNF-a) y corticosterona se midieron utilizando kits ELISA especificos para conejos.
Los datos se analizaron mediante el siguiente modelo:

yijk:p+MLi+BT THlijk+BZ (L*THl)ijk B, NTijk tey

donde y,, representa la variable observada, p es la media general, L, es el efecto de lalinea genética con dos
niveles (linea Ay LP), THI es la covariable del indice de temperatura y humedad, L+TH, es el término de inte-
raccion entre la linea genetica y el indice de temperatura y humedad, NT, es la covariable del nimero total de
nacidos y e_ijk es el término de error residual. El modelo se analizd con el paquete brms de R.

Resultados y discusién

Los resultados revelaron diferencias entre las dos lineas maternas para varios de los biomarcadores eva-
luados. En primer lugar, la temperatura ocular fue mayor en la linea A en comparacion con la linea LP con
un 100% de probabilidad (Tabla 1). Esto sugiere que la linea A es menos eficiente en la regulacién de la tem-
peratura corporal frente a factores externos estresantes, mientras que la linea LP mantiene temperaturas
corporales mas bajas frente al calor y el posparto. Es importante sefialar que la linea LP ha mostrado siste-
maticamente una mayor longevidad y se espera que sea mas resiliente que la linea A (El Nagar et al., 2021).
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En cuanto a la corticosterona, se observaron concentraciones mas altas en la linea LP en comparacién con
la linea A, con un 97% de probabilidad (Tabla 1). Esta diferencia se cuantificé en 0,08 + 0,03 ng/ml, un valor
moderado que refleja un nivel ligeramente mayor de activacion del eje del estrés, lo que no necesariamente
implica un mayor estrés crénico en la linea LP en comparacion a la linea A. De acuerdo con estos resultados,
estudios previos sefalan que concentraciones moderadamente elevadas de corticosterona, aunque aso-
ciadas a un mayor estrés, también se vinculan con una mayor probabilidad de supervivencia, lo que sugiere
un posible papel de esta hormona en la capacidad de adaptacién de la linea LP a situaciones adversas que
apoyarian la mayor longevidad y resiliencia de esta linea (Cabezas et al., 2007).

Tabla 1.Pardmetros de la distribucién marginal posterior de la diferencia estimada entre las lineas genéticas
(A'y LP) para la temperatura ocular y biomarcadores fisioldgicos.

A LP DLP-A HPD95 PO (%)
Temperatura (°C)  36,54%0,06 36,19+006  -035  [-0,51:-0,18] 100
Corticosterona (ng/ml)  0,91+0,03 1,00+ 0,03 008  [-0,003:0,17] 97
TNF-a (pg/ml) 654+50 64,045 1,5 [-14,9:11,8] 59
CRP (ug/ml) 283%21 160%18 12,3 [-17,9: -6,9] 100

HPDY95: regién de mayor densidad posterior al 95%. PO: Probabilidad de diferencia positiva > 0 o negativa < 0.
TNF- a: Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-alfa). CRP: Proteina C-Reactiva.

En cuanto a los biomarcadores inflamatorios, los niveles de TNF-a fueron similares entre ambas lineas (PO
=59%). En contraste, la CRP fue mayor en la linea A (28,3 + 2,1 ug/ml) que en la LP (16,0 = 1,8 pg/ml) con
un 100% de probabilidad. Estas altas diferencias (12,3 ug/ml) sugieren que la linea A mantiene un estado
inflamatorio basal mas alto. Estudios previos han asociado niveles elevados de CRP con mayor sensibilidad a
enfermedades (McDade et al., 2015) y a una menor resiliencia (Argente et al., 2019).

El efecto del estrés térmico se evalué analizando la relacion entre los biomarcadores estudiados y el indi-
ce de temperatura-humedad (THI) (Tabla 2). La temperatura ocular aumenté con el incremento del THI en
ambas lineas genéticas. En condiciones térmicas de confort (THI = 17,5), la temperatura media estimada del
globo ocular fue de 35,43 °C, mientras que durante el estrés térmico (THI = 26) aumentdé a 37,43 °C (resulta-
dos no mostrados en tabla), en concordancia con estudios previos (Ludwig et al., 2007; de Lima et al., 2013).
La linea LP mostré una mayor pendiente de regresion entre el indice THI y la temperatura ocular (1,16 £ 0,06)
que lalinea A (0,88 £ 0,06), con una diferencia de 0,28 (PO = 100%). Sin embargo, pese a esta diferencia, la
temperatura ocular de la linea LP, tanto en condiciones basales como bajo estrés térmico, se mantuvo siem-
pre por debajo de la temperatura ocular de la linea A. Por tanto, la linea LP, que es la linea con mayor longe-
vidad, mantiene valores de temperatura ocular mas bajos en ambas condiciones térmicas, confort y calor, lo
que indicaria una mejor eficiencia en la regulacién térmica.

Tabla 2.Parametros de la distribucién marginal posterior de la respuesta al indice de temperatura-humedad (THI)
para la temperatura ocular y biomarcadores fisiolégicos en lineas genéticas (A y LP).

A LP DLP-A HPD95 PO (%)
Temperatura (°C) 36,54 +£0,06 36,19 £0,06 -0,35 [-0,51:-0,18] 100
Corticosterona (ng/ml)  0,91+0,03 1,00+0,03 0,08 [-0,003: 0,17] 97
TNF-a (pg/ml) 65,4+5,0 64,0*4,5 -1,5 [-14,9:11,8] 59
CRP (pg/ml) 28,3%2,1 16,0+1,8 -12,3 [-17,9:-6,9] 100

B,(THI,): pendiente de regresion de la linea A con respecto al THI; B .(THI .): pendiente de regresion de la linea
LP conrespectoal THI; D, ,_,: diferencia de pendientes entre BLP y BA. HPD95: regién de mayor densidad
posterior al 95%. PO: probabilidad de diferencia positiva > 0 o negativa < 0. THI: indice de temperatura y
humedad. TNF- a: Factor de Necrosis Tumoral-alfa. CRP: Proteina C-Reactiva.

Por otro lado, la corticosterona aumentd con el indice THI en ambas lineas y no se encontraron diferencias entre las
pendientes de las dos lineas para la relacion entre la corticosterona y el indice THI (70% de probabilidad). Otros estu-
dios en conejos que han analizado las hormonas glucocorticoides han reportado resultados similares, evidenciando
un aumento significativo de estas hormonas durante el estrés térmico (Abdel-Latif et al., 2018; Liu et al., 2022). Esto
sugiere que la corticosterona puede ser un Util marcador de la respuesta al estrés por calor en conejo.

En cuanto a los biomarcadores inflamatorios, los niveles de TNF-a mostraron una tendencia a disminuir
con el estrés térmico en ambas lineas A (-15,5 £ 4,8) y LP (-11,4  4,6), sin diferencias entre las pendientes
de las lineas estudiadas (PO =74%). Estos resultados indican unos menores niveles de TNF-a en condiciones
de estrés térmico que, en condiciones de confort térmico, lo que esta en desacuerdo con lo esperado y lo
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publicado en otros estudios (Ebeid et al., 2023; Abdel-Latif et al., 2018). Se desconocen las razones que pue-
den haber llevado a estos resultados y seria adecuado una investigacion mas detallada del efecto del estrés
térmico en los niveles de TNF-a en estas lineas.

Finalmente, las lineas mostraron una respuesta diferente al estrés térmico en los niveles de CRP con un
90% de probabilidad. En lalinea A, los valores permanecieron altos y estables tanto en confort térmico como
bajo estrés, lo que sugiere una inflamacién sistémica cronica (resultados no mostrados en tabla). La linea LP
presentd siempre menores valores de CRP que la linea A y a diferencia de la linea A mostrd un incremento
con el calor (2,4 + 1,9, Tabla 2). El patrén observado en la linea LP, que combina un bajo nivel basal con una
respuesta marcada ante el desafio, coincide con hallazgos anteriores que asocian dicha dinamica a una mejor
funcionalidad inflamatoria y menor riesgo de enfermedad (McDade et al., 2015), apoyando la idea de que la
linea LP, con mayor longevidad, presenta menor riesgo de inflamacion crénica y mayor resiliencia.

En conclusion, los resultados indican que la linea LP, caracterizada por su mayor longevidad, mostrd una
mejor regulacion térmica, con temperaturas corporales mas bajas frente al aumento del THI, lo que sugiere
una mayor eficiencia en la regulacion del calor. Ademas, la linea LP mostré una menor respuesta inflama-
toria que la linea A, con un menor nivel de CRP, lo que podria estar asociado con una mayor capacidad de
adaptacién al estrés ambiental. Estos resultados refuerzan la idea de que hay diferencias entre lineas en su
capacidad para enfrentarse a condiciones adversas como es por ejemplo el estrés térmico.
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Resumen

El estrés térmico afecta a la productividad y la salud del ganado, especialmente en conejos, debido a su
vulnerabilidad fisiolégica. El objetivo es estudiar el efecto del estrés por calor en la microbiota intestinal
en dos lineas maternas de conejo con diferentes longevidades (A y LP). Para ello se compara la diversidad
microbiana y la capacidad de la microbiota para predecir las lineas genéticas. El estrés térmico influyd en
la diversidad de la microbiota intestinal en ambas lineas maternas, aumentando la diversidad alfa e impul-
sando cambios en la diversidad beta (p < 0,001). Esto podria deberse a la alteracién de la barrera intestinal,
que facilitaria la proliferacién de patégenos. La linea de alta longevidad LP mostré una mayor riqueza en
condiciones de confort térmico y no se encontraron diferencias entre lineas en condiciones de estrés,
posiblemente debido a una mayor proliferacion de patégenos en lalinea A, que es una linea con unalonge-
vidad estandar. La precision de la prediccion y las variables seleccionadas que diferencian las lineas Ay LP
variaron en funcion de las condiciones térmicas, con un area bajo la curva (AUC) de 0,92 en condiciones de
estrés térmico y 0,87 en confort térmico. Estos resultados indican que la respuesta del microbioma intes-
tinal bajo estrés térmico es diferente entre las lineas. En particular, los taxones potencialmente asociados
al estrés, como Erysipelatoclostridium y Monoglobus, fueron mas abundantes en la linea A. Asi, el estrés
térmico influye significativamente en el microbioma intestinal, induciendo cambios notables en la diver-
sidad y composicion bacteriana. Ademas, estos cambios son diferentes en funcién de la linea y apoyan la
mayor longevidad y resiliencia de la linea LP y la mayor susceptibilidad de la linea A.

Palabras clave: microbiota intestinal, Longevidad, Conejo, Estrés térmico.

Abstract

Heat stress significantly affects livestock productivity and health, particularly in rabbits, due to their physiolo-
gical vulnerabilities. The objective is to study the relationship between environmental conditions, genetic lines,
and gut microbiota. This study investigates the impact of heat stress on the gut microbiome of two maternal
rabbit lines: A (standard longevity line) and LP (a robust line founded using longevity criteria). This is carried out
by comparing microbial diversity values and testing the classifying ability of microbiota information to predict
the genetic lines. Heat stress influenced gut microbiome diversity in both maternal lines, increasing alpha di-
versity and driving significant beta-diversity shifts (p < 0.001). This could be due to intestinal barrier disruption,
which may facilitate pathogen proliferation. The high longevity line LP exhibited higher richness under thermal
comfort, whereas heat stress equalized these differences between lines, possibly due to increased pathogen
proliferation in the low longevity line A. Prediction accuracy and key selected variables distinguishing lines A and
LP varied across thermal conditions, with the Area Under the Curve (AUC) exceeding 0.92 under heat stress and
0.87 in thermal comfort. These results reflect distinct gut microbiome regulation between the two lines under
heat stress. Notably, potentially stress-associated taxa such as Erysipelatoclostridium and Monoglobus were
more abundant in the less longeval line A. Heat stress significantly influences the gut microbiome of rabbit
lines A and LP, inducing notable diversity and compositional changes. These shifts highlight line LP's greater
longevity and expected resilience, in contrast to line A's susceptibility, as reflected in differences in diversity and
a higher abundance of potential heat stress-associated taxa in line A.

Keywords: gut microbiota, longevity, rabbit, heat stress.
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Introduccidon

El estrés térmico afecta significativamente a la productividad y la salud del ganado, especialmente en el
Mediterraneo donde debido al cambio climatico estan subiendo las temperaturas (Ebeid et al., 2023). Los
conejos por su denso pelaje y limitada sudoracion son especialmente vulnerables al estrés térmico (Dal-
mau et al., 2014). El estrés térmico afecta negativamente a los caracteres reproductivos, disminuyendo
la fertilidad y el tamafio de la camada (Ebeid et al., 2023). También afecta a los caracteres de crecimiento,
como el peso corporal y la tasa de crecimiento (Zeferino et al., 2013). Estos efectos adversos subrayan la
importancia de disponer de lineas resilientes al estrés térmico para mejorar la sostenibilidad de la cunicul-
tura en condiciones climaticas cambiantes.

El estrés térmico afecta a la microbiota intestinal, que sabemos que esta relacionada con la longevidad y
la salud de los conejos (Gerber, 2014). El estrés térmico altera la composicion y diversidad microbiana en
cerdos, aves y conejos (Bai et al., 2021; He et al., 2021), causando disbiosis y reduciendo la produccion de
acidos grasos de cadena corta, que son fundamentales para la salud intestinal e inmunitaria (Priyadarshini
et al., 2018). En situaciones de estrés la integridad de la barrera intestinal se ve comprometida, permi-
tiendo la entrada de sustancias dafiinas al organismo, lo que provoca inflamacion y enfermedades (He et
al., 2021). Ademas, algunos microorganismos son particularmente sensibles al estrés térmico y podrian
utilizarse como biomarcadores para evaluar su impacto en la salud, crecimiento y productividad en conejo
(Bai et al., 2021; He et al., 2021).

Este estudio parte de la hipotesis de que el estrés térmico afecta a la composicién y diversidad de la
microbiota intestinal de forma diferente en funcién de la linea. Perfiles microbianos distintos indicarian
diferencias en los mecanismos fisioldgicos y en la regulacion de respuesta al estrés térmico entre las lineas
genéticas. Por lo tanto, el objetivo es estudiar el efecto de las condiciones térmicas sobre la diversidad y
la composicién microbiana de dos lineas maternas de conejo con diferente longevidad, la linea Ay la linea
LP, para identificar posibles biomarcadores y mecanismos de resiliencia al estrés por calor.

Material y métodos

En este estudio se utilizaron 199 conejas nuliparas de dos lineas maternas comerciales con diferente
longevidad, lineas A y LP. Se estudiaron dos condiciones térmicas a partir de los valores del indice de
temperatura-humedad (THI): periodo de estrés por calor (THI: 25,7 £ 1,2) y periodo de confort térmico
(THI: 17,5 £ 1,7). La linea A incluyd 98 conejas (47 en estrés térmico y 51 en confort), y la linea LP, 101
conejas (50 en estrés térmico y 51 en confort). La linea LP se fundd con criterios de longevidad y pro-
ductividad, concretamente a partir de hembras con un nimero medio de partos de 30 (Sanchez et al.,
2008). La linea A es una linea materna comercial de longevidad estandar que se fundé a partir de un
muestreo de conejas New Zealand White criadas por granjeros cerca de Valencia, Espana (Sanchez et al.,
2008). Durante la primera semana posparto del primer parto, se recolectaron muestras de heces del ano
y se congelaron. El ADN de las heces se extrajo utilizando el kit HigherPurity Stool DNA Isolation. El gen
16S rRNA fue amplificado (regiones V3-V4) y secuenciado en una plataforma lllumina MiSeq. El analisis
bioinformatico incluy¢ el filtrado de calidad con fastp, la eliminacion de quimeras y el procesamiento con
DADA?2 para obtener variantes de secuencia de ampliaciones (ASVs). A continuacién, se hizo la clasifica-
cion taxondmica con la base de datos Silva y el andlisis en la plataforma QIIME2. Se calcularon los indices
de diversidad alfa (riqueza, indice de Shannon y uniformidad de Pielou) y se analizaron de forma baye-
siana con un modelo lineal que incluia los factores de linea genética, condicion térmica y la interaccién
entre ambos. La diversidad beta fue evaluada mediante matrices de disimilitud de Aitchison, analisis de
componentes principales (PCA) y pruebas PERMANOVA para determinar los efectos de los factores linea
genética y condicién térmica en la composicion microbiana.

Se utilizaron los modelos Random Forest, BayesC y Andlisis Discriminante de Minimos Cuadrados Parciales
(PLS-DA) para predecir las lineas genéticas maternas (A y LP) en diferentes condiciones ambientales. Se utili-
zaron dos subconjuntos de datos, el subconjunto 1 incluia muestras Unicamente del periodo de estrés térmico
(97 muestras) y el subconjunto 2 con muestras del periodo de confort térmico (102 muestras). Para la clasifica-
cién de las lineas en base al microbioma se siguio el procedimiento propuesto por Topguoglu et al. (2020) con
algunas modificaciones. Los datos se dividieron en un 50 % para entrenamiento y un 50 % para evaluacion,
manteniendo la distribucion de clases. Se aplicd una validacién cruzada quintuple que se repitio 100 veces para
ajustar los hiperparametros. Luego, el modelo se entrend con el conjunto de entrenamiento completo y se
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evaluaron en el conjunto de evaluacion prueba. Este proceso se repitid 100 veces para reducir el sesgo de las
divisiones aleatorias. El rendimiento del modelo se evalué mediante el area bajo la curva ROC (AUC).

Figura 1. a. Visualizacién de los componentes principales tercero y cuarto (PC3 y PC4) que representan la
disimilitud entre muestras (basada en la distancia de Aitchison), con muestras coloreadas por condicién térmica.
b. Visualizacion de los componentes principales cuarto y quinto (PC4 y PC5) con muestras coloreadas por linea.
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Resultados y discusiéon

En cuanto a la diversidad alfa (diversidad dentro de las muestras), la linea LP, que es la mas longeva, mos-
tré mayor diversidad que la linea A para los tres indices analizados. Las diferencias fueron relevantes para
los indices Shannon y riqueza observada (probabilidad de que la diferencia sea mayor que cero > 80% y
diferencia media en unidades de desviacion estandar > 1/3). Respecto al efecto de la condicién térmica, la
diversidad alfa aumenté durante el periodo de estrés por calor en comparacién con el periodo de confort
térmico, las diferencias fueron relevantes para todos los indices. En condiciones de confort térmico, la li-
nea LP presentd mayor riqueza del microbioma que lalinea A, pero en condiciones de estrés térmico, no se
encontraron diferencias relevantes entre lineas para ninguno de los tres indices de diversidad alfa. Para la
diversidad beta, los analisis PERMANOVA revelaron que la condicion térmica explicaba el mayor porcentaje
de disimilitud total (2,3%, p = 0,000), seguida del efecto de lalinea (1,7%, p = 0,000) y la interaccién (0,8%,
p = 0,001). El analisis PCA mostré una separacion de comunidades bacterianas en funcion de la condicion
térmica en los componentes tercero y cuarto (9% de la varianza total) y segun la linea en los componentes
cuarto y quinto (5% de la varianza total).

Los resultados de diversidad indicaron un importante efecto del estrés por calor en lineas maternas de cone-
jos. El estrés térmico aumento la diversidad alfa en ambas lineas y provocé cambios en la diversidad beta, pro-
bablemente debido a la disrupcién de la barrera intestinal, lo que podria facilitar la proliferacién de patégenos
(He et al., 2021). La linea mas longeva y robusta, linea LP, mostré mayor riqueza del microbioma bajo confort
térmico pero las diferencias de diversidad entre lineas se redujeron bajo condiciones de estrés por calor. Estos
resultados podrian deberse a una mayor proliferacién de patégenos en la linea A que es la menos longeva.

En los tres modelos (PLS-DA, BayesC y Random Forest), la prediccion de la linea basada en los datos
del microbioma fue mas eficaz bajo condiciones de estrés térmico, con un AUC medio de 0,96 = 0,03 en
comparacién con un AUC medio de 0,91 + 0,06 en condiciones de confort térmico. Esto sugiere que el
microbioma de las dos lineas de conejos difiere méas en condiciones de estrés térmico. El estudio de las
variables con mayor poder de discriminacion confirmo este patrén, revelando qué los taxones clave para
predecir las lineas eran diferentes dependiendo de las condiciones térmicas, y que la mayoria de las varia-
bles importantes eran exclusivas del estrés térmico o del confort térmico, con poco solapamiento entre las
dos condiciones térmicas. En concreto, los taxones asociados con variaciones en el estrés térmico incluian
los géneros Erysipelatoclostridium y Monoglobus, asi como la familia Lachnospiraceae, los cuales eran mas
abundantes en la linea de menor longevidad (A). En contraste, todos los ASV mas abundantes en la linea
de mayor longevidad (LP) pertenecian exclusivamente a la familia Eubacteriaceae. Los géneros de Erysipe-
latoclostridium estan relacionados con niveles elevados de cortisol, respuesta al estrés y trastornos meta-
bélicos (Kaakoush, 2015). De Monoglobus se sabe que favorece la salud inmunitaria, pero puede aumentar
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el amoniaco en sangre, comprometiendo la integridad intestinal y favoreciendo la inflamacién (Sakurai et
al., 2022). El conjunto de resultados indica una respuesta de la microbiota al estrés por calor y pone de
manifiesto diferencias en la respuesta y adaptacion al estrés de las dos lineas maternas estudiadas.

En conclusidn, el estrés térmico altera la diversidad del microbioma intestinal en lineas maternas de cone-
jos, aumentando la diversidad alfa y cambiando la diversidad beta posiblemente debido a la alteracion de la
barrera intestinal. La linea A mostré un mayor aumento de la diversidad alfa, lo que podria sugerir una posible
mayor proliferaciéon de patdégenos. Los resultados de los modelos predictivos indican ademas que el micro-
bioma de las dos lineas de conejos respondi¢ de forma diferente a las condiciones térmicas, siendo la preci-
sién de la predicciéon mayor durante el estrés térmico. En particular, los taxones potencialmente asociados al
estrés térmico, como Erysipelatoclostridium y Monoglobus, fueron mas abundantes en la linea menos lon-
geva A, lo que sugiere respuestas reguladas por el microbioma especificas de cada linea al estrés ambiental.

Agradecimientos: Este estudio forma parte del programa AGROALNEXT y conté con el apoyo de MCIN
con financiaciéon de la Unién Europea Next Generation EU (PRTR-C17.11), de la Generalitat Valenciana
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Resumen

Este estudio comparo la productividad entre conejas alojadas individualmente y en grupo. Las conejas nuliparas
(4,7%0,3 kg) se dividieron en 3 grupos: G1 (8 conejas individualmente), G4 (4 conejas/grupo) y G8 (8 conejas/
grupo). Las conejas fueron inseminadas y alojadas individualmente los primeros 18 dias. Después, G1 se alojaron
en jaulas individuales, mientras G4 y G8 se alojaron en un prototipo de alojamiento grupal de 1,6x1,5x0,6 m con
nidos individuales, bebederos compartidos y una plataforma de alimentacién. El peso corporal (PC) de G1aumen-
t6 desde el 1¢" parto (4,42%0,15 kg/coneja) hasta el final del estudio (4,91%0,15 kg/coneja; P<0,001), la fertilidad
del 1 parto fue del 63%, la prolificidad de 10,2 crias/parto y maxima fertilidad en 2° parto. El PC de G4 disminuyd
desde el 1¢" parto (4,71%0,22 kg/coneja) hasta el final del estudio (4,28+0,22 kg/coneja; P=0,018), la fertilidad del
Teparto fue maxima, la prolificidad de 12,3 crias/parto y la fertilidad en 2° parto fue nula. Las conejas de G4 tuvie-
ron lesiones leves que sanaron rapidamente con alopecia menor, parieron en nidos separados con todas las crias
nacidas vivas en 1¢" parto. El PC de G8 aumenté desde el 1¢" parto (4,41%0,15 kg/coneja) hasta el final del estudio
(4,70%0,15 kg/coneja; P<0,001), la fertilidad de Ter parto fue 63% vy la prolificidad de 10,2 crias/parto, y la fertilidad
en 2° parto fue 12,5%. En el grupo G8, las peleas y lesiones comenzaron antes y fueron mas frecuentes y graves
que en el G4, y 2 conejas parieron en el mismo nido. El estudio terminé en el segundo parto porque las conejas
del grupo G8 necesitaban recuperarse de las lesiones. En conclusion, 8 conejas/grupo resultaron ser demasiadas,
aumentando agresiones, nidos compartidos y disminuyendo la tasa de fertilidad, mientras que 4 conejas por
grupo mostraron resultados prometedores cuando se agruparon una vez prefiadas.

Palabras clave: alojamiento grupal, rertilidad, prolificidad, regulacién.

Abstract:

The forthcoming new regulation on rabbit farming is expected to recommend keeping does grouped ins-
tead of single-housed. This study compares productivity between single- and group-housed does. Nulliparous
does (4.7%0.3 kg) were divided into 3 groups: G1 (8 does individually housed), G4 (4 does/group), and G8 (8
does/group). All does were artificially inseminated (Al) and housed individually for the first 18 days, after which
treatments began. G1 were housed in standard individual cages. G4 and G8 were housed in a 1.6x1.5x0.6 m
prototype group housing with individual nests, shared waterers, and a feeder platform. G1 does body weight
(BW) increased from T1st kidling (4.42+0.15 kg/doe) to the end of the study (4.91+0.15 kg/doe; P<0.001), st
kindling rate was 63%, prolificity was 10.2 kits/parturition, and 2nd kindling rate was 100%. G4 does BW decrea-
sed from 1st kindling (4.71£0.22 kg/doe) to the end of the study (4.28+0.22 kg/doe; P=0.018), 1st kindling rate
was 100%, prolificity was 12.3 kits/parturition, and 2nd kindling rate was 0%. G4 had mild injuries that healed
fast with minor alopecia, kindled in separate nests with all kits born alive on the 1st parturition. G8 does BW
increased from 1st kindling (4.41£0.15 kg/doe) to the end of the study (4.70+0.15 kg/doe; P<0.001), 1st kindling
rate was 63% and prolificity was 10.2 kits/parturition, and kindling rate was 12.5%. In G8, fights and injuries star-
ted earlier and were more frequent and severe than G4, and 2 does kindled in the same nest. The study ended
at 2nd parturition because does in G8 needed to recover from the injuries. Overall, 8 does/group seemed too
high as increased aggressions, shared nesting, and lower kindling rates. The 4 does/group was promising when
grouped once pregnant, but Al in group reduced kindling success.

Keywords: fertility, group-housing, prolificacy, regulation.
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Introduccidon

Se baraja la posibilidad de que la nueva normativa EU para cunicultura establezca requisitos de cria en grupo
para mejorar el bienestar de los animales. Sin embargo, hasta el momento, los trabajos realizados en esta
linea han descrito problemas de estrés crénico, agresividad y lesiones, asi como mayor riesgo de enferme-
dades y mortalidad (Szendré y Mcnitt, 2012; Szendré et al., 2013), lo que repercute también en la producti-
vidad de las conejas. Los sistemas de alojamiento grupal a tiempo parcial para asegurar una alta fertilidad y
prolificidad también han mostrado el aumento de comportamientos agresivos (morder, amenazar y atacar)
cada vez que se juntan las conejas (Zomefo, 2017). El objetivo fue evaluar la viabilidad de la cria de madres
en grupo durante dos ciclos productivos.

Material y métodos

Se dividieron 20 conejas de raza neozelandés blanco nuliparas (4,7 + 0,3 kg) en 3 grupos: G1, 8 conejas alojadas
individualmente; G4, 4 conejas/grupo; G8, 8 conejas/grupo). Para G1 se usé un alojamiento individual estandar
en jaulas. Para G4 y G8 se usd un prototipo de alojamiento grupal de 1,6x1,5%0,6 m con nidos individuales,
bebederos compartidos a 13 cm del suelo y un comedero en plataforma. Todas las conejas fueron inseminadas
(IA) y alojadas individualmente durante los primeros 18 dias, después de los cuales comenzaron los tratamien-
tos. El intervalo previsto entre partos era de 42 dias, y destete a los 32 dias. Los nidos tipo sandwich con viruta
se revisaban diariamente. El consumo de alimento y el peso se controlé semanalmente desde el inicio del estu-
dio (W-2) hasta 3 dias antes del segundo parto (W5), momento en que se puso punto final al estudio.

El protocolo de observacion semanal incluia: estado de limpieza del comedero y bebedero y su funciona-
miento; control de temperatura y humedad del alojamiento y jadeo de los animales; presencia de animales
sucios segun el protocolo Classyfarm (2022) de 0 (perfectamente limpio, pelaje uniforme, liso y seco) a 2
(suciedad cubre >30% de la capa); lesiones y heridas en la piel segun De Jong et al. (2011), donde se mira
cabezay orejas, cuerpo y extremidades, genitales o ano y la colay se punttia de 0 a 3, donde 0 es sin heridas
y 3 es herida sangrante. zonas sin pelo de > 2 cm (Dalmau et al., 2020); presencia de pododermatitis de 0
(almohadilla sana) a 4 (herida abierta) seguin De Jong et al. (2011). En las orejas se considera herida si mide >
2 cm (Dalmau et al. 2020).

El comportamiento se evalud con observacién diaria 3 veces al dia durante todo el estudio de lunes a vier-
nes, y dos veces diarias el fin de semana. Se hacia un barrido por grupo y se anotaba: n° conejas en el nido,
el patio, el comedero o debajo del comedero, y si se veia alguno de los siguientes comportamientos: saltar,
correr, estar estirado, agredir, ponerse de pie, monta y acicalado.

Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo con SAS v 9.4 (2016). Se confirmé la normalidad de los datos para
el consumo de alimento y el peso de las madres y gazapos con PROC UNIVARIATE en base a la distribuciéon
de los datos, QQPLOT y Shapiro-Wilk test. La evolucion del consumo medio diario de las madres y el peso
medio de los gazapos por grupo se evaluaron mediante PROC GLM con correccion de Tukey. La evolucién
del peso medio diario individual de las madres durante todo el estudio y de las crias hasta las 3 semanas de
vida (W0 a W2) se evalud con PROC MIXED con el grupo, la semana y la interaccién como efectos fijos, y el
animal anidado en el grupo como factor aleatorio. Los datos de fertilidad, prolificidad, y de comportamiento
se exponen de forma descriptiva. La fertilidad se calculdé como [(n°® paridas/n°® de inseminadas)x100] y la
prolificidad como (nacidos vivos y muertos)/ parto.

Resultados y discusién

El peso de las madres fue similar entre grupos a lo largo de todo el estudio, mientras que hubo diferencias
significativas entre las semanas. La interaccion entre el grupo y la semana también fue significativa, ya que
la fertilidad fue distinta entre los grupos. En la primera IA, solo 5 conejas G1 parieron (Fertilidad, 62,5%),
mientras que todas ellas parieron en la 22 cubricién (Fertilidad, 100%), lo que explica el aumento significativo
de peso de G1 desde WO (4,42 £ 0,15 kg/animal) hasta W5 (4,91 £ 0,15 kg/animal; P < 0.001; Fig. 1). Por otro
lado, en la primera IA, las 4 conejas G4 parieron (Fertilidad, 100%), mientras que ninguna de ellas quedo
gestante en la 2® cubricion, disminuyendo el peso desde W2 (4,71 £ 0,22 kg/animal) hasta W5 (4,28 + 0,22
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kg/animal; P = 0,018; Fig. 1). En la primera IA, solo 6 conejas G8 parieron (Fertilidad, 75,0%), mientras que
solo una pari¢ gazapos no viables en la 2a cubricion a los 28 dias de gestacion (Fertilidad, 12,5%). Por ello,
en G8 se observd una bajada de peso desde el inicio del estudio (W-2, 4,79 £ 0,15 kg/animal) hasta el primer
parto (WO, 4,41 £ 0,15 kg/animal; P < 0,001), y un aumento de peso hasta W4 (W4, 4,70 £ 0,15 kg/animal; P
=0,028; Fig. 1).

Figura 1. Evolucién semanal del peso medio de las madres durante el estudio. Se indica momento aproximado
del Ter parto y de la 2% inseminacion (IA). En cada grupo, distintas letras significa diferencias a P < 0,05.
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El consumo medio de las conejas fue aumentando progresivamente a medida que avanzaba la lactacién,
empezando a disminuir de nuevo en el momento del destete, desde 0,098 + 0,119 kg/hembra y dia en la se-
mana previa al primer parto (W-1) hasta 0,704 * 0,119 kg/hembra y dia en la semana previa al segundo parto
(WS5; P =0,037). Hay que tener en cuenta que a partir de los 16-18 dias post-parto, es decir de W2 a W4, los
gazapos salian del nido y empezaban a consumir pienso del comendero de las madres.

En la Tabla 1 se muestra el nimero de gazapos vivos y muertos por grupo, y las bajas desde el dia siguiente
al nacimiento hasta el destete para el primer parto. La prolificidad fue de 10,2 gazapos por parto/hembra para
el G1, de 12,3 gazapos por parto/hembra para G4, y de 8,1 gazapos por parto/hembra para G8. El peso medio
de los gazapos por grupo aumenté desde los 65,9 + 11,7 g/dia a los dos dias del nacimiento (WO0) hasta 735,1
+ 11,7 g/dia al destete a los 32 dias (W4) de vida (P < 0,001) con un aumento significativo entre todas las se-
manas. El peso medio individual de los gazapos por dia fue similar entre grupos.

Tabla 1. Nacidos vivos, muertos, y mortalidad del primer parto

Grupo Nacidos Vivos Nacidos Muertos  Bajas hasta el destete
G1 48 3 6
G4 49 0 13
G8 53 4 18

En G1 no hubo bajas relevantes entre los gazapos durante la primera lactacién. Las conejas y gazapos esta-
ban en buen estado, y las madres no mostraron lesiones mas alla de una ligera alopecia en la zona de la nariz
por rascarse con el comedero y arrancarse el pelo unas a otras a través de los barrotes de la jaula. Los com-
portamientos positivos como el contacto corporal, contacto nariz-cuerpo, olfateo y contacto nariz-nariz eran
limitados ya que no podian interaccionar libremente con las conejas vecinas (Protocolo Ebene; ITAVI 2018).
También se observaron algunas esteriotipias como moder la jaula (Dalmau et al., 2020).

En el primer parto, cada coneja G4 pari6 en un nido, los gazapos crecieron bien y no se registré mortalidad
pasados los 3 dias del parto hasta el dia 16 de lactacién. En ese momento, aparece un nido con todos los
gazapos muertos (peso medio por gazapo, 85 g). Cuando los gazapos empiezan a salir y entrar del nido (dia
18 de lactacion aprox), el niumero de gazapos por nido fluctiia, manteniéndose el total del grupo estable. Las
conejas presentaron lesiones leves (grado 1) que curaban rapidamente sin necesidad de intervenciéon (De
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Jong et al., 2011), y mostraron cierta alopecia en la zona de la nariz (Dalmau et al., 2020). Se observaron al-
gunas peleas, pero las conejas disponian de espacio suficiente para escapar y esconderse tanto en los nidos
como debajo o encima de la plataforma del comedero. Las lesiones se centraban en las puntas de las orejas.
No se observaron estereotipias, y se registraron con frecuencia comportamientos positivos de contacto
corporal, nariz-cuerpo, olfateo y nariz-nariz (Protocolo Ebene; ITAVI 2018). Se registraron también algunos
comportamientos sociales negativos como es que unas conejas muerdan a otras (Dalmau et al., 2020). Estos
resultados contrastan con estudios previos recogidos en Szendré et al. (2016) donde hubo una alta inciden-
cia de peleas y lesiones en grupos de 4 madres. De igual manera, la fertilidad en el primer parto obtenida fue
mayor que lo indicado en Szendré et al. (2013), donde no alcanzaron el 50%.

En el primer parto, hubo una coneja G8 que pari¢ fuera del nido a causa de una pelea en el momento
del parto pudiéndose rescatar 3 de los 11 gazapos que se reparten entre los otros 3 nidos con crias. Dos
conejas parieron en el mismo nido con menos de 24h de diferencia, por lo que se dan en adopcion 7 ga-
zapos a otro nido. El hecho de que dos madres parieran en el mismo nido sin que ello supusiera conflictos
agresivos esta en linea con la revision de Szendré et al. (2016). Quedaron 4 nidos activos, y otros 4 vacios
hasta el dia 16 de lactacion, donde se encuentra un nido con todos los gazapos muertos (7 gazapos; peso
medio por gazapo, 80 g). El nido con las dos madres se mantuvo con 16 gazapos vivos hasta el destete, lo
que contrasta con Szendré et al. (2013), quienes observaron una alta mortalidad de los gazapos nacidos en
nidos compartidos. Las peleas fueron aumentando de frecuencia e intensidad a medida que avanzaba el
estudio, causando heridas en las orejas de > 2cm (Dalmau et al., 2020), y en varias ocasiones sangrantes
(grado 3; De Jong et al., 2011). No se observaron estereotipias, y se registraron comportamientos positivos
segun (ITAVI, 2018). Se puso fin al estudio ya que 2 conejas tuvieron que ser aisladas del grupo para que se
recuperan de las graves lesiones sufridas por peleas con sus comparieras de grupo que les habian causado
la pérdida de mas de un tercio de la oreja.

Durante todo el estudio las conejas mostraron una aceptable cobertura muscular con prominencias éseas
insinuadas o buena cobertura muscular, sin protuberancias éseas visibles durante todo el estudio, estaban
perfectamente limpias y con un pelaje uniforme, liso y seco, y las almohadillas plantares estaban sanas (Clas-
syfarm, 2022). Se mantuvo el confort térmico durante todo el estudio, y los animales no mostraron jadeo
(Dalmau et al., 2020).

En conclusién, el alojamiento individual dio los mejores resultados en cuanto a evitar peleas, fertilidad, y
mortalidad de gazapos, pero mostraron estereotipias. El grupo de 8 hembras supuso una alta densidad ya
que mostraron un aumento en agresiones, nidos compartidos, y menor fertilidad, aunque también se regis-
traron comportamientos sociales positivos. El grupo de 4 hembras resulté prometedor cuando se las agrupo
una vez prefadas, ya que mostraron con frecuencia comportamientos sociales positivos, no se vieron este-
reotipias, y las peleas fueron poco frecuentes y sin lesiones relevantes. Estudios futuros se centraran en la
creacién de grupos estables de hembras desde el destete para mejorar la socializacion, reducir las lesiones
y aumentar la fertilidad.

Agradecimientos: Ajuts Activitat Demostracio, Generalitat de Catalunya DARPA (Bienestar y rentabilidad:
disefio de parques para cria de conejas en grupo.). Actividad cofinanciada por la UE a través de la intervencién
7201 del PEPAC 2023-2027.
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Resumen

La mayoria de los conejos de carne se crian en jaulas no acondicionadas. Estos sistemas no satisfacen las
necesidades basicas de los conejos (espacio, comodidad, fibra alimentaria, materiales para roer, escondites)
y es imposible que los animales expresen comportamientos asociados a un nivel positivo de bienestar animal
(juego, eleccion del entorno). El potencial de bienestar animal en las jaulas es limitado, y los esfuerzos por
introducir mejoras no han sido eficaces porque el propio sistema es el factor limitante. Se realizd una revisién
bibliografica y un viaje de estudio para analizar las alternativas existentes fuera de las jaulas, con el objetivo de:
1) identificar los sistemas fuera de jaula que mejor satisfacen las necesidades de los conejos, 2) evaluar los retos
que estos sistemas suponen para los productores y cbmo pueden mitigarse, y 3) identificar los beneficios que
estos sistemas pueden reportar a los productores en comparacion con el sistema convencional. A partir de la
bibliografia, se han identificado varios sistemas de cria de conejos sin jaulas, que pueden dividirse en sistemas
de interior (parque, corral, corral con camay corral con jardin de invierno) y sistemas de exterior (movil y fijo).

Palabras clave: bienestar animal, conejos de carne, necesidades de comportamiento, cria alternativa, cria
sin jaulas.

Abstract

Rabbits kept for meat production are most commonly housed in small, barren cages. These systems fail to
meet basic needs of rabbits (space, comfort, food fibre, gnawing materials, hiding places) and it is impossible
for the animals to express behaviours associated with a positive level of animal welfare (play, choice of envi-
ronment). The potential for animal welfare in cages is limited, and efforts to make improvements have not
been effective because the system itself is the limiting factor. A literature review and field trip was conducted
to analyse existing non-cage alternatives with the aim of: 1) identifying the non-cage systems that best meet
the needs of rabbits, 2) assessing the challenges these systems pose for producers and how they can be mi-
tigated, and 3) identifying the benefits these systems can bring to producers compared to the conventional
system. From the literature, a number of non-cage rabbit husbandry systems have been identified, which can
be divided into indoor systems (park, pen, pen with litter and pen with winter garden) and outdoor systems
(mobile and stationary).

Keywords: animal welfare, meat rabbits; behavioural needs, alternative husbandry, cage-free systems.

Introduccidon

En la produccién comercial los conejos de carne se alojan principalmente en jaulas convencionales, estéri-
les, con un porcentaje menor en jaulas enriquecidas (85% y 9% de la produccion, respectivamente, Comisién
Europea, 2017). En la produccion de conejos convencional de, se ha prestado poca atencién a las necesida-
des de comportamiento de los conejos de granja (Dalmau et al., 2020). Los conejos en sistemas enjaulados
son incapaces de realizar importantes comportamientos altamente motivados que pueden conducir al es-
trés, comportamientos anormales y un sistema inmunoldgico debilitado.

Lidfors et al. (2007) resumieron las necesidades de comportamiento de los conejos: locomocion y ejercicio
(saltos, brincos y cambios repentinos de direccion), control de la seguridad (crianza, esconderse, excavar,
provision de madriguera), busqueda de comida (exploracion, manipulacion, roer), ritmo de comportamiento,
compafia y contacto social, aprendizaje (juego y exploracion) y nidificaciéon para las hembras reproductoras.
Muy pocas de estas necesidades pueden verse satisfechas en los sistemas de jaulas.
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En la UE, las jaulas convencionales tienen un tamafo que oscila entre 43,5-102 cm x 38 - 46 cm (I xb) y
una altura de 32 - 39 cm (EFSA, 2020). En estas jaulas los conejos de engorde se suelen alojar con una densi-
dad de poblacién de 40-50 kg/m? (Comisién Europea, 2017), lo que equivale a 460 - 575 cm? para un conejo
medio sacrificado al peso de 2,3 kg. Las jaulas enriquecidas, aunque afiaden mas espacio vertical (60-80 cm
de altura, EFSA, 2020) y alojan a los animales a una densidad de 40 kg/m? (Comisién Europea, 2017), aun
proporcionan menos de 600 cm? para un conejo medio de 2,3 kg.

Para cuando alcanzan el peso de sacrificio, los conejos en las jaulas ocupan la mayor parte de la superficie
disponible simplemente en posicién sentada, hasta un 97% del espacio disponible (Giersberg et al. 2015).
De esta manera no hay espacio suficiente para que todos los conejos descansen cémodamente al mismo
tiempo, por no hablar de realizar comportamientos basicos. Tomando un enfoque alométrico del espacio
disponible, que calcula la cantidad de espacio que necesita un animal en funcién de su peso y su posicién
corporal (Petherick, 2007), un conejo de 2,3 kg necesita > 800 cm? para descansar comodamente, asi como
para realizar comportamientos basicos como ponerse de pie, alimentarse y beber (Tabla 1). Lo ideal es que
un conejo en crecimiento disponga de espacio suficiente para realizar comportamientos activos como jugar,
en cuyo caso necesita un espacio disponible de > 1200 cm?. Los conejos también necesitan suficiente espa-
cio horizontal, que les permita realizar al menos «tres saltos consecutivos» (EFSA, 2020). Aunque la longitud
del salto puede variar, se sugiere que la longitud de un corral de > 180 cm permite saltos consecutivos (por
ejemplo, Haltungsform, https://haltungsform.de/en/). Aumentar el espacio total disponible proporciona
mas oportunidades para los comportamientos activos. El espacio vertical también es esencial para permitir
comportamientos basicos: los conejos adultos necesitan 70-80 cm para poder mantenerse erguidos con las
orejas extendidas (EFSA, 2005).

Tabla 1. Enfoque alométrico para las asignacjones de espacio y las densidades de poblacion para conejos de
engorde basados en el peso final de sacrificio (A=kW0.67, donde A = m?/animal, W = peso vivo en kg, y k es una
constante que depende de la posicion/postura del cuerpo del animal).

Peso en el momento Comportamiento basico* Comportamiento activot
del sacrificio (kg)  cm?conejo conejos/m? kg/m? cm?/conejo conejos/m? kg/m?
2,1 751 13 28 1118 9 19
2,3 798 13 29 1188 8 19
2,5 844 12 30 1256 8 20
2,7 889 M 30 1323 8 20
2,9 933 1 31 1388 7 21

* Calculo alométrico basado en k=0,0457 para comportamientos basicos (Jones, 2014)
T Célculo alométrico basado en k=0,068 para comportamientos activos (Jones, 2014)

Tanto las jaulas convencionales como las enriquecidas suelen tener suelos de malla metalica, que son inco-
modos, limitan la actividad y ademas pueden causar lesiones dolorosas, sobre todo en las conejas reproduc-
toras. Las pruebas de preferencia y eleccién indican que los conejos prefieren los suelos que proporcionan
mMas apoyo para las patas en comparacién con la malla metalica (p. ej., Matics et al., 2003), es decir, alfombri-
llas reposapiés de plastico, rejillas de plastico o listones de plastico, mientras que los estudios muestran que
los suelos mas comodos reducen la incidencia de lesiones en las hembras reproductoras (p. €j., Rommers y
de Greef, 2021) y promueven un comportamiento mas activo (Dal Bosco et al., 2002).

Las jaulas convencionales generalmente son estériles y no ofrecen oportunidades para que los conejos
expresen muchos comportamientos importantes. Aunque las jaulas enriquecidas incluyen plataformas vy,
a veces, material basico para roer, el comportamiento sigue estando severamente limitado. Los conejos se
sienten motivados a acceder a las plataformas (Seaman et al., 2008), y realizan mas comportamientos acti-
vos cuando las plataformas estan presentes, lo que puede tener un efecto positivo en la fortaleza ¢sea (Ma-
ticsetal., 2014). Por lo general, los conejos prefieren permanecer a cubierto a la luz del dia. En cautividad, los
conejos con acceso a zonas de poca luz muestran un comportamiento menos anormal e inquieto (Hansen y
Berthelsen, 2000), lo que indica menos incomodidad. Ademas, los sistemas de produccidon convencionales
suelen depender de luz artificial, a menudo sin que existan transiciones graduales entre los periodos de luz 'y
oscuridad. Gran parte del comportamiento de los conejos se desencadena por los cambios de iluminacion,
y son mas activos durante el amanecer y el atardecer. Los cambios bruscos de iluminacién también pueden
ser negativos y provocar sobresaltos en los conejos (EFSA, 2022; Lidfors, 2024).

Roer y masticar son una parte importante del repertorio comportamental de un conejo y son necesarios
para una buena salud bucal. La incapacidad de expresar el comportamiento de roer es el principal factor de
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riesgo para el desarrollo de comportamientos anormales, ya sea dirigidos a la jaula o a sus compafieros de
recinto (EFSA, 2020). Proporcionar material para roer reduce la masticacion de la jaula, las lesiones en la piel
y las orejas, y el miedo y el estrés.

Los sistemas de produccién en jaulas convencionales (jaulas estandar y enriquecidas) no satisfacen estas
necesidades comportamentales de los conejos y, por lo tanto, tienen un bajo potencial de bienestar. No se
pueden mejorar ya que el factor limitante es el propio sistema. Los sistemas de jaulas para conejos de en-
gorde estan siendo eliminados en algunos paises debido a cambios en la legislacion nacional (por ejemplo,
Bélgica) o se esta llevando a cabo una transicién voluntaria por parte de los productores (por ejemplo, los
Paises Bajos, y en cierta medida, Francia) para anticipar el cambio legislativo (debido a la Iniciativa Ciudadana
Europea, "End the Cage Age") y/o satisfacer la creciente demanda de los consumidores de productos sin
jaulas, por lo que existen alternativas comerciales a los sistemas de jaulas. Varias empresas lideres también
se han comprometido a eliminar las jaulas de su cadena de suministro de carne de conejo. Este trabajo tuvo
como objetivo identificar sistemas de produccion de conejos sin jaulas existentes para conejos de engorde
con un mayor potencial de bienestar y evaluarlos en funcion de su capacidad para satisfacer las necesidades
comportamentales basicas de los conejos, pero también para proporcionar una buena calidad de vida, ofre-
ciendo a los conejos control y eleccién sobre su entorno.

Material y métodos

Para evaluar los diferentes sistemas de produccién de conejos, se realizd una revision de la literatura cien-
tifica con dos objetivos 1) identificar las necesidades de comportamiento de los conejos, y 2) identificar los
diferentes tipos de sistemas de alojamiento para conejos de engorde y sus ventajas y potenciales inconve-
nientes. Los tipos de sistemas de produccién se agruparon en funcion de sus caracteristicas comunes, y
cada tipo identificado se evalud segun su potencial para satisfacer las necesidades de comportamiento de
los conejos de engorde.

Se identificaron productores comerciales de conejos que utilizan diversos sistemas de cria sin jaulas, en
particular a partir de los ganadores del Premio Mejor Conejo de Compassion in World Farming, que reconoce
a las empresas que utilizan o se comprometen a utilizar (en un plazo de cinco afos) sistemas de mayor bien-
estar para conejas de reproduccién y conejos de engorde. Se contactd con estos productoresy, para los que
fue posible, se visitd la granja para ver el sistema. En total, se identificaron seis productores (de Europa, Asia
y Norteamérica), que representaban siete tipos de sistemas diferentes, y se realizaron cuatro visitas a granjas
(Francia y Alemania). Se identificaron las principales caracteristicas de cada sistema.

Resultados y discusién

A través de la busqueda bibliografica, se identificaron doce caracteristicas de alojamiento necesarias para
permitir la expresion de comportamientos clave (Tabla 2). Las caracteristicas clave que determinan el po-
tencial de bienestar del sistema son aquellas que proporcionan comodidad (por ejemplo, espacio, tipo de
suelo, iluminacion), aquellas que satisfacen las necesidades basicas (por ejemplo, saltar, esconderse y roer)
y aquellas que contribuyen a proporcionar una buena calidad de vida para los conejos de engorde (por ejem-
plo, oportunidades para jugar, excavar, pastar y ejercitar un grado de elecciéon/control sobre las condiciones
ambientales).

Se identificaron ocho tipos de sistemas de produccién para conejos de engorde en la literatura, los cuales
se pueden agrupar en cuatro categorias (sistemas de jaulas: estandar y enriquecidas; sistemas de parques
elevados; sistemas de corrales: corrales estandar, corrales con cama y corrales con jardines de invierno; y
sistemas sin jaulas en el exterior: alojamiento moviles y sistemas “free-range”). El potencial de bienestar de
los diferentes sistemas se evalud de acuerdo con las doce caracteristicas de alojamiento (Tabla 2).

Los sistemas de alojamiento sin jaulas que tienen en cuenta las necesidades de los conejos al pro-
porcionarles mas espacio y un ambiente mas cémodo y estimulante tienen un mayor potencial de
bienestar que los sistemas en jaulas. Las mejoras en las jaulas convencionales (es decir, jaulas enri-
quecidas) tienen pocos beneficios adicionales para los animales y muchos de los mismos problemas
de bienestar persisten.
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Tabla 2. Potencial de bienestar de los sistemas de produccién conejos de engorde

Caracteristicas clave Jaulas Jaulas Sistemas | Sistemas | Corrales |Corrales con si in iaul |
de los sistemas estandar |enriquecidas| de parque | de corral | con cama | jardines de | Sistemas sin jaulasen e
de paja invierno exterior
Alojamiento| Sistemas
moévil  |“free-range”
Espacio para descansar X X v vv vv vv vv vvv
Espacio para saltar X X v vv vv vv 4 vvv
Espacio para jugar X b 4 b 4 Vv Vv vv ~ vvyv
Espacio para erguirse X ~ vv vvv vvv vvv ~ vvv
Suelo comodo 4 ~ v v vv v vv vvv
Lugares para X x v vv vv vv vv Vv
esconderse
Material para roer X ~ vv vv vv vv vv vvv
Transiciones amanecer/ X X Vv Vv Vv . Vv Vv
anochecer
Luz natural X b 4 ~ ~ ~ vvyv vvyv vvv
Eleccién del entorno X X 4 X X vv Vv vvv
Oportunidades de X X X X X X Vv v
pastoreo
Oportumda'd,es de X X X X v X 5 VvV
excavacion

X: No se proporcionan tipicamente.
~: Se proporcionan, pero son insuficientes en determinados sistemas.
v Se proporcionan tipicamente (y en qué medida).

El potencial de bienestar de los sistemas sin jaulas aumenta desde los parques hasta los corrales, y nueva-
mente hasta los corrales con cama de paja y/o acceso a jardines de invierno. Los sistemas con acceso a un
amplio espacio al aire libre y que ofrecen un buen refugio tienen el mayor potencial de bienestar para los co-
nejos de engorde. La monitorizacion regular de los indicadores de bienestar puede garantizar que el sistema
de alojamiento esté brindando los beneficios de bienestar esperados.

Se desarrollaron estudios de casos de diversos sistemas sin jaulas a partir de entrevistas a ganaderos y visi-
tas a granjas. Estos productores representaban una amplia variedad de alternativas sin jaulas, desde sistemas
de parque hasta sistemas de corrales en el suelo (con y sin cama, con jardines de invierno) y un productor
al aire libre que utilizaba alojamiento maévil. Al igual que con los beneficios para los conejos, los beneficios
para los productores variaban segun el tipo de sistema y, en algunos casos, segun las practicas especificas
utilizadas por un productor en su sistema. En general, los productores se mostraron muy satisfechos con el
sistema elegido, disfrutaban pasando tiempo en el alojamiento y estaban mas satisfechos de que el aloja-
miento fuera mejor para los conejos. En todos los sistemas visitados, no se utilizaban antibidticos de forma
rutinaria y las tasas de mortalidad eran relativamente bajas (2-5%).

El potencial de bienestar de los sistemas de alojamiento para conejos de engorde depende de su capacidad
para satisfacer las necesidades de los animales. Los sistemas de jaulas no logran satisfacer las necesidades
basicas de los conejos de engorde y, por lo tanto, tienen un bajo potencial de bienestar. Distintas alternativas
sin jaulas en la produccién comercial que tienen un mayor potencial de bienestar, estan ya disponibles para
su utilizacion y pueden satisfacer las necesidades basicas de los conejos. El potencial de bienestar de los
sistemas sin jaulas aumenta cuanto mas espacio, enriqguecimiento, oportunidades para la expresion compor-
tamental y opciones se proporcionan dentro del sistema.
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Cambiar a la cria de conejos sin jaulas también puede proteger la reputacion de la marca y mitigar el riesgo
de una cobertura mediatica negativa asociada con la produccién en jaulas. La cria de conejos sin jaulas tam-
bién puede beneficiar a la industria del conejo al atraer a nuevos y jovenes agricultores al sector.
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Resumen

El compostaje es una de las técnicas mas utilizadas para la gestién de los residuos organicos debido a sus
beneficios ambientales y su capacidad para transformar residuos en productos de alto valor afiadido. En este
estudio, se empleara una mezcla de estiércol de cria intensiva de conejos y poda de vid, evaluando su com-
portamiento en dos sistemas de compostaje: abierto y cerrado. El sistema abierto (windrow composting),
consiste en la formacién de pilas de residuos organicos al aire libre, con volteo mecanizado para garantizar
la oxigenacién. Se caracteriza por su bajo coste y simplicidad operativa, aunque requiere grandes espacios
y puede generar malos olores vy lixiviados, si no se maneja adecuadamente. Por otro lado, el compostaje en
sistema cerrado (in-vessel composting), se lleva a cabo en reactores, lo que permite una regulacion precisa
de pardametros como temperatura, humedad y oxigenacion. Esto favorece una descomposicion mas eficien-
te, minimizando olores y lixiviados, lo que lo hace ideal para areas urbanas con restricciones ambientales. El
objetivo de este estudio es comparar ambos sistemas de compostaje, evaluando la eficiencia del proceso y
la calidad del producto final obtenido. Los resultados obtenidos en este estudio han mostrado la viabilidad de
ambos sistemas de compostaje para la gestion de los estiércoles de conejo. Es necesario optimizar el disefio
de la mezcla de compostaje para obtener un compost sin ninguna restriccién para su uso agricola.

Palabras clave: economia circular, sistemas de compostaje, estiércol de conejo, poda de vid.

Abstract

Composting is one of the most widely technique used for organic waste management due to its environmental
benefits and its ability to transform wastes into a high added-value products. This study investigates the compos-
ting of a mixture of manure from intensive rabbit rearing and vine pruning, as well as evaluates its development
in two composting systems: open and closed. The open system, known as windrow composting, involves the
formation of piles of organic waste in the open air, with mechanised turning to ensure proper oxygenation. Itis a
cheap and simple method, but it requires large areas of land and, if not managed properly, can produce unplea-
sant odours and leachates. In contrast, in-vessel composting takes place in reactors that allow precise regulation
of key parameters such as temperature, humidity and oxygen levels. This controlled environment increases de-
composition efficiency while minimising odours and leachates, making it particularly suitable for urban areas with
environmental restrictions. The aim of this study is to compare these two composting methods by assessing the
efficiency of the process and the quality of the final composted product. The results of this study have shown the
feasibility of both composting systems for rabbit manure management. It is necessary to optimise the design of
the compost mixture in order to obtain a compost without any restrictions for agricultural use.

Keywords: circular economy, composting system, rabbit manure, vine pruning.

Introduccion

La gestion de residuos organicos es un desafio creciente debido a su complejidad y al incremento en la
implementacion de normativas orientadas a reducir su acumulacién en los vertederos. En este contexto, el
compostaje se presenta como una estrategia eficiente y sostenible para el tratamiento de estos residuos. Se
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trata de un proceso bioldgico natural en el cual los residuos organicos son degradados por la accidon de mi-
croorganismos, promoviendo su estabilizacion e higienizacion El objetivo principal del compostaje es la eli-
minacion de patdgenos y materiales no deseados, ademas de la reduccion del volumen y peso de la materia
organica, con el fin de obtener un producto final de alta calidad (Bernal et al., 2009). Existen diversas técnicas
para su implementacién, destacandose dos enfoques principales: el sistema abierto y el sistema cerrado. El
sistema abierto, conocido como windrow composting, es ampliamente utilizado debido a su bajo costo y
simplicidad operativa. En este método, los residuos organicos se disponen en pilas al aire libre y son voltea-
dos periédicamente para garantizar una adecuada oxigenacion y descomposicion. La eficacia del proceso
depende del control riguroso de parametros como la humedad, la aireacion y la temperatura, ya que estos
factores pueden influir significativamente en la biodegradacién de la materia organica (Bernal et al., 2009).
Por otro lado, el sistema cerrado (in-vessel composting), permite un control mas preciso de las condiciones
ambientales, lo que puede favorecer una descomposicién mas eficiente y rapida. Este sistema facilita la re-
gulacién de variables como la temperatura y la aireacion, haciendo que el proceso sea mas autbnomo. Una
de sus principales ventajas es que la materia organica permanece aislada del ambiente exterior, reduciendo
la pérdida de nutrientes por lixiviacion (Nunez et al., 2022). El presente estudio compara ambos sistemas de
compostaje utilizando como materias primas estiércol de cria intensiva de conejos y poda de sarmiento. Se
evalué la eficiencia de cada sistema estudiando parametros de control del proceso como el perfil térmico,
asi como la evolucién de los parametros fisico-quimicos y quimicos en cada una de las mezclas estudiadas.

Material y métodos

El ensayo fue realizado en la planta de compostaje Compolab (EPSO-UMH), en el cual se establecieron dos
sistemas para comparar los procesos de compostaje: uno utilizando el sistema de pilas en hileras abiertas con
volteo mecanizado (windrow composting) y otro utilizando un sistema cerrado dinamico (in-vessel compos-
ting) mediante un tambor rotatorio horizontal con aireacién pasiva (Rotorbuey®). Se elabord una mezcla de
residuos organicos utilizando estiércol de cria intensiva de conejos y poda de vid como agente estructurante de
la mezcla en una proporcién en peso 4:1 sobre materia fresca. Se realizd el compostaje de la mezcla (1440 kg de
materia fresca) dentro de un sistema de compostaje mecanizado dinamico cerrado (AlV) y al mismo tiempo se
elabord una pila (2160 kg de materia fresca) de compostaje en abierto con volteo mecanizado (AWC).

Para asegurar una correcta aireacion en ambos sistemas, ambos procesos fueron volteados semanalmen-
te. Para el control del proceso, se registré a diario la temperatura cada 10 dias en ambos sistemas mediante
sondas de temperatura digitales portatiles (HOBO®). La duracién del proceso de compostaje fue de 100
dias. A lo largo de todo el proceso, se realizaron un total de 5 muestreos, controlando que la humedad se
mantuviera en el rango 6ptimo. En el sistema abierto, las muestras se tomaron de diferentes puntos y pro-
fundidades de la pila, mientras que, en el sistema cerrado, las muestras fueron extraidas de varios puntos en
la zona de carga del tambor. Se realizd la caracterizacion fisico-quimica y quimica de los compost obtenidos,
secando las muestras previamente en estufa con aire forzado a 40°C. Tras su secado, las muestras fueron
molidas y tamizadas a 5 mm. Tanto en los materiales iniciales como en el resto de muestras se determinaron
sus parametros fisico-quimicos y quimicos siguiendo los métodos descritos por Paredes et al. (2015).

Resultados y discusién

En la Tabla 1 se muestran las principales caracteristicas de los residuos iniciales utilizados en las mezclas
de compostaje elaboradas para los dos sistemas de compostaje. Los residuos utilizados mostraron caracte-
risticas muy diferentes, ya que el estiércol de conejo presentd un pH basico, valores altos de conductividad
eléctrica, asi como un mayor contenido de N que la poda de vid, que presentd un pH cercano a la neutralidad
y una conductividad eléctrica bastante inferior a la del estiércol.

Tabla 1.Principales parametros fisico-quimicos en los residuos iniciales utilizados.

Estiércol de conejo Poda de vid
pH 9,1 7,7
CE (dS/m) 9,81 1,23
COT (%) 36,5 35,4
NT (%) 2,85 1,02
C/N 12,8 34,7

CE: conductividad eléctrica; MOT: materia organica total; COT: carbono organico total;
NT: nitrégeno total.
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En la Figura 1 se muestra la evolucién de la temperatura en los dos sistemas de compostaje. En ambos
sistemas de compostaje se alcanzaron rapidamente valores termofilos (> 40 °C) durante la primera semana
de proceso. En el sistema en pila abierta (AWC) se observé una mayor duracién y homogeneidad en la fase
termdfila, sin picos de temperatura, con valores maximos de temperatura en el rango de 60-65 °C, sobre
todo, tras los volteos. Sin embargo, en el sistema cerrado (AlV), la fase termafila fue mas corta, alcanzando
durante cortos periodos de tiempo temperaturas por encima de 50 °C, probablemente debido a la falta de
aireacion que en el sistema abierto.

Figura 1. Evolucion de las temperaturas en los dos sistemas de compostaje.

I Fcmocion = Windrow -===--- Ambiente
In-vessel o Termefilica

60

Temperatura (°C)

Dias de compostaje

En la Tabla 2 se muestra la evoluciéon de los diferentes parametros fisico-quimicos y quimicos estudiados en
los dos sistemas de compostaje. Tal como se muestra, la humedad se redujo durante el proceso en mayor
medida en la pila en abierto, posiblemente debido a una mayor evaporacién a consecuencia de la mayor du-
racion e intensidad de la fase termdfila en la mezcla compostada mediante el sistema en abierto. Los valores
de pH y conductividad eléctrica fueron muy elevados en ambos sistemas, debido a los altos valores de estos
parametros que ya presentaba el estiércol de conejo utilizado, no observando una clara disminucién de los mis-
mos durante los procesos de compostaje, lo cual podrian suponer una importante limitacién en el uso agricola
de estos compost. Este hecho ya fue observado por Paredes et al. (2015) en un experimento de compostaje
utilizando el sistema de pila abierta con aireacién forzada y control de la temperatura (sistema Rutgers). Sin
embargo, los contenidos de materia organica en ambos sistemas mostraron un claro descenso durante los pro-
cesos de compostaje, lo cual es indicativo de un adecuado proceso de mineralizacion de la materia organica,
fundamentalmente desarrollado durante la fase bio-oxidativa del proceso (Paredes et al., 2015).

Tabla 2. Evolucion de parametros quimicos y fisico-quimicos en los dos sistemas de compostaje

Muestreos Humedad (%) pH CE (dS/m) MOT (%)
Mezcla de compostaje con sistema abierto (AWC)
M1 70,5 9.1 8,8 75,0
M2 53,3 9,6 9.9 63,6
M3 55,9 97 10,8 64,0
M4 56,9 97 11,5 63,4
M5 56,5 9,5 8,7 64,0
Mezcla de compostaje con sistema cerrado (AlV)
M1 67,5 91 8,8 75,0
M2 70,3 97 8,2 65,8
M3 67,0 9.8 8,7 61,1
M4 69,8 97 9,6 61,4
M5 70,4 9.6 8,8 62,7

Los resultados obtenidos en este estudio han mostrado la viabilidad de ambos sistemas de compostaje
para la gestién de los estiércoles de conejo. Sin embargo, los altos valores de pH y, sobre todo, de conduc-
tividad eléctrica en los compost finales pueden ser limitantes para su uso agricola, por lo que es necesario
optimizar el disefio de la mezcla de compostaje, independientemente del sistema de compostaje utilizado,
aumentando la proporcion de material estructurante y/o incluyendo un tercer componente en la mezcla que
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permita reducir los valores de pH y conductividad eléctrica en la mezcla inicial de compostaje, que permita
obtener un compost sin ninguna restriccion para su uso agricola.
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Resumen

El cambio climatico es uno de los mayores retos ambientales, contribuyendo los gases de efecto inverna-
dero (GEl) de forma importante a su intensificacion. En este sentido, la gestion de los residuos organicos
mediante el compostaje permite la valorizacion de los mismos, pero también lleva asociada la emisién de
GEls en mayor o menor medida dependiendo del tipo de sistema y manejo realizados durante el proceso.
El objetivo de este estudio fue comparar las emisiones de GEls (CO,, N,O y CH,) y amoniaco (NH,), durante
el tratamiento de estiércol de conejo, en dos sistemas de compostaje: cerrado (in-vessel composting, AlV)
y abierto (windrow composting, AWC). Los resultados obtenidos en este estudio han mostrado la variabi-
lidad de ambos sistemas de compostaje en la emision de GEls. Se requieren futuras investigaciones para
evaluar combinaciones de tecnologias de mitigacién a lo largo de la cadena de gestion de los residuos
organicos de la cunicultura.

Palabras clave: gases de efecto invernadero (GEls), sistemas de compostaje, estiércol de conejo, poda de vid.

Abstract

Climate change is one of the greatest environmental challenges, and greenhouse gases (GHG) are a ma-
jor contributor to its aggravation. In this sense, organic waste management through composting allows
the recovery of organic waste, but it is also associated with GHG emissions to a greater or lesser extent,
depending on the type of system and the management carried out during the process. The aim of this
study was to compare the GHG emissions (CO,, N,O and CH,) and ammonia (NH,) during the treatment of
rabbit manure in two composting systems: closed (in-vessel composting, AlV) and open (windrow compos-
ting, AWC). The results of this study have shown the variability of the two composting systems in terms of
GHG emissions. Future research is needed to evaluate combinations of abatement technologies along the
organic waste management chain in rabbit production.

Keywords: greenhouse gases (GHGs), composting system, rabbit manure, vine pruning.

Introduccion

El cambio climatico es uno de los desafios ambientales mas urgentes de nuestra era, impulsado en gran
medida por el aumento de las concentraciones de gases de efecto invernadero (GEl) en la atmosfera.
Dentro de estos, el didoxido de carbono (CO,), el dxido nitroso (N,O) y el metano (CH,) desempefan un
papel crucial en el calentamiento global. En este contexto, la gestién sostenible de los residuos orga-
nicos del sector ganadero ha cobrado relevancia como estrategia para mitigar la generacion de GEl'y
fomentar la economia circular.
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El compostaje es una de las alternativas mas empleadas para el tratamiento de residuos organicos, permi-
tiendo su valorizacién a través de la produccion de una enmienda organica de alta calidad. Sin embargo, este
proceso biolégico también estd asociado a la emision de GEl y compuestos volatiles como el amoniaco (NH,)
(Garcia-Randez et al., 2025). La cantidad de GEls del proceso de compostaje esta muy influenciada por el tipo
de residuo y su composicién (Yasmin et al., 2022) cuyas concentraciones pueden variar en funcién del tipo de
sistema utilizado y del manejo implementado durante el proceso de compostaje (Liu et al., 2023).

En este estudio, se comparan las emisiones de CO,, N,O, CH, y NH, durante el tratamiento de estiércol
de conejo en dos sistemas de compostaje con diferentes: un sistema cerrado (in-vessel composting, AlV) y
un sistema abierto (windrow composting, AWC). A través de esta comparacion, se busca evaluar el impacto
ambiental de cada método y aportar informacién valiosa para la optimizacion de la gestion de residuos orga-
nicos en la busqueda de alternativas mas sostenibles.

Material y métodos

El ensayo fue realizado en la planta de compostaje Compolab (EPSO-UMH), en el cual se establecieron dos
sistemas para comparar los procesos de compostaje: uno utilizando el sistema de pilas en hileras abiertas
con volteo mecanizado (windrow composting) y otro utilizando un sistema cerrado dinamico (in-vessel com-
posting) mediante un tambor rotatorio horizontal con aireacion pasiva (Rotorbuey®).

Se elabord una mezcla de residuos organicos utilizando estiércol de cria intensiva de conejos y trocea-
do de poda de vid (4:1, p/p s.m.f), optimizando la relacién carbono:nitrégeno (25-30:1) y la humedad
(50-60%) para lograr un correcto tratamiento bioldgico. Se realizd el compostaje de la mezcla (1440 kg
de materia fresca) dentro de un sistema de compostaje mecanizado dinamico cerrado (AlV) y al mismo
tiempo se elabord una pila (2160 kg de materia fresca) de compostaje con volteo mecanizado a campo
(AWC). Para el monitoreo del proceso, se registrd a diario la temperatura cada 10 dias en ambos sistemas
mediante una sonda de temperatura digital portatil (HOBO®). La duracion del proceso de compostaje
fue de 100 dias en ambos sistemas.

Para el muestreo de las emisiones se utilizd la metodologia de camara cerrada (3,5 dm?3) conectada
a un analizador multigas de espectroscopia infrarroja fotoacustica (One, Gasera Ltd.). Se realizaron 8
muestreos a los 0, 15, 30, 45, 60, 85y 100 dias desde el inicio del proceso. Se calcularon para cada uno
de los tratamientos evaluados los flujos de emisiones acumuladas de CO, CH,, N,O y NH, y el potencial
de calentamiento global (GWP), ponderando las emisiones de acuerdo a los kg de mezcla de residuos
compostada en cada tratamiento (Fig. 1). Se calcularon para cada uno de los tratamientos evaluados los
flujos de emisiones acumulada de GEls y NH, y el potencial de calentamiento global (GWP). Los datos se
analizaron mediante ANOVA Se realizé el ANOVA de las variables mediante un test post-hoc LSD Fisher
(oo = 0,05) con software estadistico (Infostat, v.2020).

Figura 1. Medicion de GEls: a) en el sistema AlV, b) en el sistema AWC.

Resultados y discusiéon

Los resultados mostraron diferencias significativas en las emisiones de todos los gases evaluados entre los
dos sistemas de compostaje utilizados (Tabla 1). Las menores emisiones de CH, se encontraron en el siste-
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ma de pila abierta (AWC, 0,38 kg CH, t), respecto al compostaje en el sistema cerrado (AlV, 0,69 kg CH, t7).
Respecto a las emisiones de CO,, se observaron mayores emisiones en el sistema AWC (262 kg CO, t), res-
pecto al cerrado, AV (0.62 kg CH, t7). Por otra parte, las emisiones gaseosas asociadas al ciclo del nitrégeno
fueron menores en el sistema AlV (0,34 kg NH, t") y 0,04 kg N20 t, frente a los 0.91 kg NH, t"y 0,32 kg N,O
t1 del sistema AWC. Respecto al GWP (kg CO,,) se obtuvieron diferencias significativas entre los sistemas

de compostaje, siendo el sistema cerrado (AlV) el que menos emitid (28,75 kg CO,.,)-

Tabla 1. Flujos acumulados estimados de GEls y NH3 durante el periodo de medicion de 100 dias

Tratamiento kg NH, t* kg N,O t* kg CH, t’ kg CO, t’ GWPkg CO,__
AlV 0,34%£0.02 a 0,04+0.01a 0,69£0.06 b 62%7.3a 29+2.5a
AWC 0,91£0.04 b 0,32+0.02b 0,38£0.04 a 262%9.4 b 98+4.9b
p-valor <0,0001 <0,0001 0,0002 <0,0001 <0,0001

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

Los resultados obtenidos en este estudio han mostrado la variabilidad de ambos sistemas de compostaje
en laemisién de GEls. La eleccién de tecnologias de compostaje para la correcta gestion de estiércoles gana-
deros no solo debe considerar la eficacia de la mitigacién, sino también otros aspectos, como la factibilidad
técnica, las normativas vigentes, la escalabilidad del proceso, las condiciones edafoclimaticas de la zona, la
inversion requerida y el consumo energético para disminuir las emisiones y mejorar la calidad del aire. Se
requieren futuras investigaciones para evaluar combinaciones de tecnologias de mitigacién a lo largo de la
cadena de gestion de los residuos organicos de la cunicultura.
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Resumen

El control de los niveles de amoniaco en el interior de las instalaciones de conejos es necesario tanto para el
bienestar de los animales como para conocer el nivel de exposicién de amoniaco en los trabajadores. El grupo
MINTOTA-UV de la Universidad de Valencia ha desarrollado sensores de amoniaco que han sido testados en
granjas avicolas. El objetivo es demostrar si los sensores NH3ControlFarm permiten medir y por lo tanto con-
trolar laatmosfera de naves de conejos. Se colocaron los sensores tanto en nave de madres como de cebadero.
Se determind la concentracién de amoniaco a partir de la aplicacién SpectroFree-MINTOTA y también en el
laboratorio por espectrofotometria de reflectancia difusa. En ambas naves, los sensores detectaron un nivel
de amoniaco por debajo del limite de seguridad establecido en 10 ppmv. En conclusién, se ha demostrado la
capacidad de los sensores NH,ControlFarm para el control del nivel de amoniaco en naves de conejo.

Palabras clave: amoniaco, ambiente, granja, sensor, muestreo.

Abstract

Monitoring ammonia levels inside rabbit farming facilities is essential for both animal welfare and assessing
workers' exposure. The MINTOTA-UV group from the University of Valencia has developed ammonia sensors
previously tested in poultry farms. This study aims to determine whether NH3ControlFarm sensors effectively
measure and control the atmosphere in rabbit housing. Sensors were installed in both maternity and fattening
units. Ammonia concentrations were measured using the SpectroFree-MINTOTA application and validated in
the laboratory through diffuse reflectance spectrophotometry. Results showed that all sensors in both facilities
detected ammonia levels below the established safety threshold of 10 ppmv. In conclusion, NH,ControlFarm
sensors have proven effective in monitoring ammonia levels in rabbit housing environments.

Keywords: ammonia, environment, farm, sensor, sampling.

Introduccidn

Las emisiones de amoniaco procedentes de la produccién animal se deben a la relativa ineficiencia en el
uso del nitrégeno por parte de los animales. En la produccion de conejos, aproximadamente el 60% del ni-
trébgeno ingerido se excreta en forma de orina y heces (Calvet et al., 2008). Las concentraciones elevadas de
amoniaco implican dafios en las membranas mucosas de las vias respiratorias y, por tanto, una mayor sus-
ceptibilidad a las enfermedades respiratorias. El Cédigo de Buenas Practicas de produccion de conejos indica
que el nivel de amoniaco no deberia ser superior a 10 ppmv. También hay establecidos limites de exposicién
profesional (INSST 2022): valor limite ambiental en exposicién diaria (VLA-ED): 20 ppmv, 14 mg/m?y valor
limite ambiental en exposicién de corta duracién (VLA-EC): 50 ppmv, 36 mg/m?®.

El grupo MINTOTA-UV ha desarrollado sensores de amoniaco que han sido testados en granjas avicolas

(Campins-Falcé et al., 2015, 2018 y 2024; Ballester-Caudet et al., 2021). El objetivo de este trabajo es de-
mostrar si los sensores NH,ControlFarm permiten medir y por lo tanto controlar la atmosfera de naves de
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conejos de un forma sostenible y verde. Las soluciones actuales para la medicion del NH, son caras o aportan
informacién puntual o no son selectivas.

Material y métodos

El estudio se ha llevado a cabo desde abril de 2024 a mayo de 2025 en la granja de conejos de la Escuela Po-
litécnica Superior de Orihuela de la Universidad Miguel Hernandez. Se colocaron sensores de distintos tipos
tanto en la nave de madres (nave 1) con capacidad para 300 madres, como en la nave de cebo y reposicion
(nave2) (Figura 1). Se evalud la concentracion de amoniaco a partir de la aplicacion SpectroFree-MINTOTA y
por reflectancia difusa.

Resultados y discusién

Se ha disefiado un plan de muestreo con el objetivo de disponer de informacion detallada sobre las at-
mosferas de amoniaco en las dos naves. La Tabla 1 muestra los sensores expuestos que se corresponden
con distintos composites nombrados como A, B, C, D, esponja (Campins-Falco et al., 2015, 2018 y 2024,
Ballester-Caudet et al., 2021) y permiten distintos tiempos de exposicion, también se indica en la tabla fecha
y tiempo de exposicién y tipo de muestreo. Ademas, se recogio aire de las naves en bolsas Tedlary en bolsas
que contenian los distintos composites para andlisis en el laboratorio en el primer caso de la atmdésfera para
un estudio de confirmacién de los resultados de concentraciéon proporcionados por los sensores. El inserto
de la Tabla 1 muestra imagenes del ensayo en bolsa y en exposicién directa en nave de los composites. Los
sensores se expusieron en todas las filas indicadas en el disefio de las naves que se muestra en la Figura 1.

Tabla 1: Disefio de muestreo para las dos naves; n.a. no aplicable. Inserto muestra imagenes del ensayo en bolsa
y en exposicion directa en nave de los composites.

Fecha Tipo de sensor (n° N1y N2) Tiempo exposicion Tipo de muestreo
A(1y1),C(1y1),D(1y1) 24h/24h/4h Bolsa

ouzozs SISV e Boeaysusoanianes I
n.a. na. Bolsas Tedlar 2 L

14/04/2024 ‘;g ;‘21; [C@y4) /Dy a‘;:t; 21‘;,'5;!4282 . Expuesto en la nave

15/04/2024 A4y4)/C(4y3)/D(2y2) 24h/24h/4h Expuesto en la nave

16/04/2024 A(2y2)/C(1y2)/D(2y2) 24h/24h/4h Expuesto en la nave

17/04/2024 A(2y1)/C(1y1)/ID(2y2) 24h/24h/4h Expuesto en la nave .

19/04/2024 B(3y4) Hasta 26/04/2024 Expuesto en la nave g

26/04/2024 B(3y2) Hasta 06/05/2024 Expuesto en la nave i

06/05/2024 B(2y2) Hasta 13/05/2024 Expuesto en la nave 4

13/05/2024 n.a. n.a. n.a.

Figura 1. Esquema de las naves de conejos de la Escuela Politécnica Superior de Orihuela.

Nave 1: Madres Nave 2: Cebo / reposicién
— ] I I I
77774 c-H V77777 77777 Ao Y7777

77777 EF V7777 7777 €F 7777,
77777, c-b 7777 77774 G-H 777770

w7777 507777/ VB R WA 7777/ ER7//77.
o ] o [ o i ol SR |-~ —

(/74 Filas de muestreo [ sistemas de enfriamiento [] ventiladores de extraccion
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Nuevos sensores para el control del amoniaco en naves de conejo

Se ha trabajado en la digitalizacion del sector, a través de una app Spectrofree desarrollada por el grupo
MINTOTA-UV que permite estimar la concentracién de amoniaco mediante el uso de un teléfono inteligente
y transferir el valor obtenido a una base de datos. Se realiza una foto de la sefial de un sensor sin respuesta
(blanco), un estandar y la muestra y se evalta la concentracién de amoniaco a partir de la aplicaciéon Spectro-
Free-MINTOTA (Figura 2) y también en el laboratorio por espectrofotometria de reflectancia difusa.

Figura 2. Ejemplos de capturas de pantalla de resultados de amoniaco obtenidos a través de la aplicacion
SpectroFree/MINTOTA.

B - .-

Spectro Free App

SR,
- m w [T, LY i U
» & an an L
e L [EO AR o o] [z o]

Prta e

Los resultados se pueden
transferir a las herramientas
de control ambiental o de
alimentacion de las granjas.

La Figura 3 muestra los resultados obtenidos para amoniaco a partir de los sensores NH3ControlFarm para
las dos naves. Se emplearon distintos composites para comprobar si la atmésfera se modificaba o no con
los trabajos rutinarios, distribucion y permanencia de los animales, los composites A y C se expusieron 24
horas, el D 4 horas y el B entre 5y 7 dias (Tabla 1). Las variaciones son las mostradas en la Figura 3, el Ultimo
periodo solo se muestred con los sensores B que dan un valor promedio ya que se exponen entre 5y 7 dias.
Las atmosferas de las dos naves estan por debajo del limite de seguridad establecido en 10 ppmv. Se ha de-
mostrado la capacidad y versatilidad de NH3ControlFarm en el muestreo de este tipo de naves.

Figura 3. Concentracién de amoniaco medida en las dos naves muestreadas

Nave 1 Nave 2
2 Limite (10 2 Limite (10
10 ... LimitefOppmv) o f U mite (10 ppmv)
= 8 = 8
E E
g°71; R g « 8 4 i e
o 4 I I I Nl o 4 I I l
T T
Z 2 1 Z 9
0 + + + J 0 + + + + +
& & O A AT I S S
\,\o ,\bﬁ’ .&o \‘b@ .(\a \q'b q?o q’& {b@? \,\o \h@ '@0 \b@ (\o \%0 rﬁﬁb 6‘&.\"3&
Muestreo Muestreo

® Sensor tipo A X Sensor tipo B A Sensortipo C ® Sensor tipo D
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Resumen

YURVAC® RHD es una vacuna recombinante indicada para la inmunizacion activa de conejos a partir de los
30 dias de edad, para reducir la mortalidad de la enfermedad hemorragica del conejo (RHD) causada por el
virus RHD (RHDV) clasico y las cepas variantes (RHDV2), incluidas las cepas altamente virulentas. Se evalué la
inmunidad pasiva contra RHD en gazapos procedentes de conejas vacunadas con YURVAC® RHD. El estudio
se llevd a cabo mediante la administraciéon de una Unica dosis por via subcutanea a las conejas. La eficacia se
evalué mediante un desafio experimental con RHDV2 en la descendencia de las conejas vacunadas, a los 30
dias de vida. Los resultados obtenidos en este estudio respaldan completamente la eficacia de la inmunidad
pasiva en la reduccién de la mortalidad causada por RHDV2 en la descendencia de las conejas vacunadas con
YURVAC® RHD.

Palabras clave: RHD, RHDV, RHDV2, inmunidad pasiva, gazapos.

Abstract

YURVAC® RHD is a recombinant vaccine intended for active immunisation of rabbits from the age of 30
days to reduce RHD mortality caused by the classical RHD virus and variant strains (RHDV2), including highly
virulent strains. The passive immunity against Rabbit Haemorrhagic Disease (RHD) of young rabbits acquired
from does vaccinated with YURVAC® RHD was evaluated. The study was carried out by using the subcuta-
neous route and administering one single dose to does. Efficacy was evaluated by means of an experimental
challenge with RHDV2, performed in the offspring of the vaccinated does, at 30 days of age. The results ob-
tained in this trial fully support the efficacy of the passive immunity in reducing mortality caused by RHDV2
in the offspring of breeding does vaccinated with YURVAC® RHD.

Keywords: RHD, RHDV, RHDV2, passive immunity, rabbit kits

Introduccidn

La cepa clasica del RHDV es un calicivirus del género Lagovirus que causa la Enfermedad Hemorragica del
Conejo (RHD) en conejos europeos adultos (Oryctolagus cuniculus). Los viriones son de pequefio tamafio
(35-40 nm de diametro) y no estan envueltos. La capside, que protege la molécula de ARN monocatenario
de sentido positivo (ssRNA+), esta compuesta por 90 dimeros de la proteina de la capside llamada VP60. Mas
recientemente, en 2010, se identificé en Francia una variante antigénicamente diferente (RHDV2). Este virus
presentd una identidad de secuencia de la proteina de la capside de aproximadamente el 80 % con RHDV
y fue capaz de causar RHD tanto en conejos vacunados como en gazapos jévenes (Le Gall-Reculé G, 2013).

YURVAC® RHD es una vacuna recombinante destinada a la inmunizacion activa de conejos a partir de los 30

dias de edad para reducir la mortalidad por RHD causada por el virus clasico de la RHD y por cepas variantes
(RHDV?2), incluidas las cepas altamente virulentas.
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Eficacia de la inmunidad pasiva frente a RHD en gazapos procedentes de conejas vacunadas con YURVAC® RHD

El objetivo de este estudio fue evaluar la eficacia de la inmunidad pasiva contra la RHD en gazapos adquirida
de conejas vacunadas con YURVAC® RHD. La proteccion se demostrd mediante un desafio experimental con
la cepa de RHDV2.

Material y métodos

En este estudio se incluyeron quince conejas gestantes y se distribuyeron en tres grupos: los grupos Ay B
fueron vacunadas por via subcutanea con YURVAC® RHD siguiendo dos programas de administracién dife-
rentes (aproximadamente 1 afio y 2 meses antes del inicio del estudio, respectivamente). A partir de estas
conejas, se seleccionaron un total de 25 gazapos de cada grupo y se distribuyeron en tres grupos: un grupo
de 25 gazapos procedentes de conejas vacunadas 300 dias antes del desafio experimental (Grupo A), un
grupo de 25 gazapos procedentes de conejas vacunadas 84 dias antes del desafio experimental (Grupo B) y
un grupo control de 25 gazapos procedentes de conejas que recibieron placebo (PBS). Los gazapos fueron
incluidos en el estudio a los 30 dias de edad (Dia 0) y, con el fin de demostrar la proteccion de la descenden-
cia a través de los anticuerpos adquiridos pasivamente por la vacunacion con YURVAC® RHD, los 75 gazapos
fueron desafiados por via intramuscular con la cepa virulenta de RHDV2 a los 30 dias de edad.

Se registraron los signos clinicos generales y la mortalidad dos veces al dia durante los 14 dias posteriores
al desafio. Se recolectaron muestras de higado de los animales fallecidos para determinar la presencia de
RHDV2 y confirmar la causa de la muerte.

Se tomaron muestras de sangre de las conejas reproductoras y de los gazapos en diferentes momentos
del estudio para evaluar el desarrollo de anticuerpos contra RHDV2 mediante la técnica de inhibicion de la
hemaglutinacién. En las conejas, se tomaron muestras de sangre el dia de la vacunacién y en el momento
del parto. En los gazapos, se recogieron muestras de sangre el dia del desafio (dia 0) y 14 dias después del
desafio para evaluar la respuesta seroldgica.

Para demostrar la eficacia de la inmunidad pasiva transmitida a la descendencia, debian observarse diferen-

cias significativas en la mortalidad entre los gazapos procedentes de conejas vacunadas y los procedentes
de conejas que no fueron vacunadas.

Resultados y discusion

Los resultados de mortalidad mostraron una tasa de supervivencia del 100% en los grupos A y B (ga-
zapos procedentes de conejas reproductoras vacunadas 300 dias y 2 meses antes del desafio) y una
tasa de supervivencia del 36% en el grupo control. La tasa de mortalidad total observada en el grupo
de control fue significativamente mayor (p<0,05) en comparacion con la de los gazapos con inmunidad
maternal, y no se observaron diferencias significativas en la mortalidad entre los gazapos nacidos de
conejas reproductoras vacunadas. Todas las muertes en el grupo control ocurrieron entre 24 y 48 horas
después del desafio (Figura 1).
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Figura 1. Porcentaje de supervivencia de los gazapos procedentes de conejas vacunadas,
tras el desafio con RHDV2.
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Se recogieron muestras de higado y se analizaron para detectar la presencia de RHDV2. En el grupo de con-
trol, todas las muertes fueron confirmadas como positivas a RHDV2, mientras que no se registraron muertes
en los grupos con inmunidad pasiva.

No se observaron signos clinicos en ninguno de los animales durante el periodo de desafio.

Todas las conejas reproductoras incluidas en el estudio estaban libres de anticuerpos contra RHDV y RHDV2
antes de la vacunacion. Todas las conejas vacunadas dieron positivo el dia del parto. Se recogieron muestras
de sangre de todos los gazapos el dia del desafio y 14 dias después (sélo de los animales supervivientes).
Los resultados seroldgicos obtenidos muestran que los gazapos procedentes de conejas vacunadas con
YURVAC® RHD presentaban anticuerpos contra RHDV2 antes del desafio, mientras que todos los gazapos
procedentes de conejas no vacunadas fueron seronegativos frente a RHDV2 hasta el desafio. Los titulos
seroldgicos detectados en los supervivientes del grupo control confirman que el desafio se llevé a cabo co-
rrectamente (Figura 2).

Figura 2. Respuesta serolégica y porcentaje de seropositivos frente a RHDV2 en los gazapos.
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Estos resultados muestran que la vacunacion de las conejas reproductoras con YURVAC® RHD induce
una respuesta inmunoldgica en la descendencia en términos de titulacién de anticuerpos y animales
seropositivos. En conclusion, la vacunacion de las conejas reproductoras con YURVAC® RHD induce una
inmunidad pasiva contra RHDV2 en su descendencia, protegiendo a los gazapos no vacunados contra
RHDV2 a los 30 dias de edad.
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Resumen

Staphylococcus aureus es un patdgeno de gran impacto en la ganaderia, causando pérdidas econdmicas
significativas debido a infecciones en rumiantes, porcinos, aves y conejos. En este estudio, se analizaron
bioinformaticamente 1889 cepas de S. aureus aisladas de seis especies animales. Se identificaron 105 se-
cuencias tipo (STs) con una distribucién variable entre hospedadores. ST398 fue el clon mas frecuente y se
encontré en bovinos, porcinos, conejos y aves, sugiriendo una expansion epidemioldgica reciente. Los co-
nejos presentaron la mayor diversidad genética, con 34 STs Unicos, destacando los clones ST3764 y ST121,
lo que sugiere una adaptacion especifica de S. aureus a este hospedador. El andlisis de genes de resistencia
antimicrobiana (AMR) mostré que conejos y cerdos albergaban la mayor carga de genes AMR, con una preva-
lencia elevada de resistencia a sulfonamidas y fenicoles en conejos. Se detectd la presencia exclusiva del sis-
tema CRISPR-Cas tipo IlI-A en cepas de conejo, lo que sugiere una posible adaptacion a presiones selectivas
especificas, como fagos o plasmidos. Ademas, los genes de la capsula tipo 8 estuvieron altamente represen-
tados en conejos (~87%), lo que podria favorecer su persistencia en este hospedador. Estos hallazgos resal-
tan la diversidad y plasticidad genética de S. aureus en distintos hospedadores y subrayan la importancia de
los conejos como reservorios de resistencia y virulencia, con implicaciones en salud animal y bioseguridad.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, virulencia, AMR, MLST, pangenoma.

Abstract: Staphylococcus aureus is a major pathogen in livestock, causing significant economic losses due
to infections in ruminants, pigs, poultry, and rabbits. In this study, 1,889 S. aureus strains isolated from six
animal species were bioinformatically analyzed. A total of 105 sequence types (STs) were identified, with va-
riable distribution among hosts. ST398 was the most frequent and was detected in cattle, pigs, rabbits, and
poultry, suggesting a recent epidemiological expansion. Rabbits exhibited the highest genetic diversity, with
34 unique STs, particularly clones ST3764 and ST121, indicating a specific adaptation of S. aureus to this host.
Antimicrobial resistance genes (AMR) analysis revealed that rabbits and pigs harbored the highest AMR gene
burden, with a notable prevalence of sulfonamide and phenicol resistance genes in rabbits. The exclusive
presence of the CRISPR-Cas type Ill-A system in rabbit isolates suggests an adaptation to specific selective
pressures, such as phages or plasmids. Additionally, capsule type 8 genes were highly prevalent in rabbits
(~87%), potentially contributing to bacterial persistence in this host. These findings highlight the genetic
diversity and adaptability of S. aureus across different hosts, emphasizing the role of rabbits as reservoirs of
antimicrobial resistance and virulence genes, with significant implications for animal health and biosecurity.

Keywords: Staphylococcus aureus, virulence, AMR, ST, pangenome.
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Introduccidn

Staphylococcus aureus es un patégeno de gran impacto en la ganaderia, causando mastitis en rumiantes,
infecciones en cerdos y pododermatitis en aves, generando pérdidas econdmicas en la produccion ganadera
(Haag et al. 2019).

En conejos, S. aureus genera diversas patologias, reduciendo la productividad y aumentando la mortalidad.
Su adaptacion se asocia con mutaciones en el gen ditB (Viana et al., 2015), favoreciendo la persistencia y eva-
sién inmune. Factores de virulencia como la a-hemolisina y PVL agravan la enfermedad. Su gran plasticidad
genética, mediada por elementos genéticos méviles (MGEs), facilita la adaptacién a distintos hospedadores
y la resistencia antimicrobiana.

Los objetivos de este trabajo son caracterizar la diversidad genética de S. aureus en conejos mediante la
comparacién con aislados de otros animales de granja, mediante herramientas bioinformaticas, asi como de-
tectar caracteristicas genéticas especificas que podrian estar relacionadas con factores genéticos asociados
a la adaptacién y expansion de linajes.

Material y métodos

Se analizaron 1889 secuencias de cepas de S. aureus aisladas de animales de granja depositadas en bases
de datos publicas, concretamente, 302 secuencias aisladas en bovinos, 995 en porcinos, 327 en conejos, 209
en aves, 32 en caprinos y 23 en ovinos. Las secuencias fueron sometidas a controles de calidad y limpiadas
con Fastp. El ensamblaje y anotacion se realizd con Shovill y BAKTA, respectivamente. Se determiné la di-
versidad genética mediante MLST y se identificaron genes de resistencia y virulencia con AMRFinderPlus y
VFDB, respectivamente. La tipificacion del SCCmec se hizo con SccmecFinder. El andlisis del pangenoma se
llevd a cabo con Panaroo vy la filogenia se construyd con IQ-TREE.

Resultados y discusion

Se identificaron 105 tipos de secuencia (STs) de S. aureus en seis especies animales de granja, con una
distribucion variable entre hospedadores (Tabla 1). Algunos STs fueron compartidos entre especies, como
ST398, presente en todos los hospedadores, y ST133, comun en rumiantes. Los conejos mostraron una alta
diversidad genética con 34 STs Unicos, siendo ST3764 y ST121 los mas frecuentes, sugiriendo una adapta-
cion especifica de S. aureus a este hospedador, lo que podria influir en la patogénesis y en la resistencia anti-
microbiana dentro de las explotaciones cunicolas. Smyth et al. (2009) reportaron que ST133 es exclusivo de
rumiantes, lo que coincide con su alta presencia en rumiantes en este estudio. También encontraron que S.
aureus en conejos y aves es genéticamente mas similar a cepas humanas, lo que respalda la alta diversidad
observada en conejos.

Tabla 1. Distribucién de STs de Staphylococcus aureus en diferentes hospedadores de granja.

Hospedador STs identificados STs mayoritarios
Bovino ST1,ST8, ST15, ST20, ST22, STé9, ST71, ST97, ST115, ST126, ST132, ST133, ST151, ST398, ST8,
ST152, ST243, ST351, ST352, ST398, ST464, ST479, ST504, ST522, ST580, ST672, ST1,ST133

ST737,ST742, ST1687, ST2187, ST2219, ST2270, ST2453, ST2454, ST2459, ST3140,
ST4968, ST4976, ST5098, ST5360, ST7900, ST7903, ST7904, ST8495

ST1, ST5, ST6, ST15, ST133, ST398, ST522, ST1729, ST2057, ST2077, ST6082, ST6091,

Caprino o14092, ST6093 ST133
4 ST1, ST5, ST9, ST49, ST59, ST184, ST185, ST193, ST239, ST398, ST1281, ST1376,
Porcino 13507 ST5051, ST6553, ST6554, ST6555, ST6759, ST7001, ST7002, ST7095 S1398,517002, 576759
ST1, ST15, STAS, ST96, ST121, ST146, ST398, ST407, ST425, ST1945, ST2855,
, ST2951, ST3764, STA774, STA998, ST5001, ST5993, ST6064, ST6083, ST7763,
Cunicola  or7653 ST7854. ST7877, ST8008, ST8009, ST010, ST8144. ST8727, STTS7, ST3764, 5T121,5T146
ST8758, ST8759, ST8760, ST8763
Avicola  ST1,ST5, ST30, ST398, ST814 ST398, STS
Ovino  ST59, ST133, ST398, ST425, ST700, ST2011, ST2490, ST6296 ST133, ST398
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En cuanto a los genes de resistencia antimicrobiana (AMR), los conejos presentaron la mayor diversi-
dad (Fig. 1), seguidos por los cerdos, lo que indica una amplia heterogeneidad en los mecanismos de
resistencia dentro de estos hospedadores, reflejando que las cepas procedentes de cerdos y conejos
albergan una mayor cantidad de genes AMR en comparacién con las de rumiantes y aves. En cuanto a
los antibidticos frente alos que mostraron mas resistencia, los conejos mostraron una prevalencia des-
tacada de genes de resistencia a sulfonamidas y fenicoles, mientras que la resistencia a -lactamicos
estuvo subrepresentada en comparacion con otros hospedadores. Estos hallazgos coinciden con el
estudio de Attili et al. (2020), que reportaron una alta presencia de resistencia antimicrobiana en S.
aureus aislados en conejos, lo que respalda la idea de que este hospedador actlia como un reservorio
de genes AMR. En esta misma linea, Ramos y Cunha (2024) identificaron una fuerte asociacién entre la
resistencia antimicrobiana de aislados procedentes de animales silvestres y la exposicion a ambientes
agricolas, lo que sugiere que pueden adquirir genes de resistencia mediante la transferencia de MGEs.
Esto podria indicar que la resistencia antimicrobiana esta influenciada por factores ambientales y la
interaccion con otros hospedadores.

Figura 1. Distribucién media de genes de AMR en S. aureus aislados de diferentes hospedadores. Las letras

indican grupos estadisticamente distintos seguin Kruskal-Wallis y prueba de Dunn (P < 0,05); hospedadores con
letras diferentes presentan diferencias significativas.
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El andlisis de MGEs demostrd que, en conejos, el 33% de los genes de resistencia plasmidicos estaban
asociados a tetraciclinas, seguidos por los genes de resistencia a macrélidos, junto con las lincosamidas y
las estreptograminas B (22%) y aminoglucdsidos (16%). Se detectaron genes relacionados con bombas de
eflujo, resistencia a trimetoprima, B-lactdmicos y metales en menor proporcion. Cabe destacar que los genes
de resistencia a sulfonamidas fueron exclusivos de este hospedador. Adicionalmente, la deteccién del gen
mecC se limitd a cepas aisladas de conejos, con nueve cepas portando simultaneamente mecA y mecC, lo
que sugiere una dinamica particular en la evolucion de la resistencia a meticilina en conejos. Por otro lado,
Silva et al. (2024) describieron mecanismos de transferencia de genes de resistencia en E. coli de conejos,
como plasmidos y transposones, lo que sugiere que S. aureus podria compartir estrategias similares para la
diseminacion de resistencia en este hospedador.

En cuanto a virulencia, los conejos vy las aves destacaron como los hospedadores con mayor cantidad de
genes de virulencia por cepa, mientras que los cerdos mostraron significativamente menos genes en compa-
racion con bovinos, caprinos, conejos y aves (Fig. 2). Ademas, los conejos exhibieron una mayor carga de ge-
nes de virulencia que ovinos y cerdos. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre ciertas
especies, como bovinos y caprinos o conejos y aves. A pesar de las diferencias en la cantidad total de genes
de virulencia, las categorias funcionales de estos genes fueron similares entre hospedadores. Aunque hubo

110 @ 49 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA



Adaptacion gendmica de Staphylococcus aureus en conejos: ¢ Qué hace Unicas a las cepas de conejo frente a las de otros animales?

cierta variabilidad en citotoxinas y factores de evasion inmune, estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas, lo que sugiere que, aunque la carga de genes varia entre hospedadores, los perfiles funcionales
de virulencia son relativamente conservados.

Figura 2. Distribucion media de genes de virulencia en S. aureus aislados de diferentes hospedadores. Las letras
indican grupos estadisticamente distintos segun Kruskal-Wallis y prueba de Dunn (P < 0.05); hospedadores con
letras diferentes presentan diferencias significativas.
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Esto coincide con Sezzi et al. (2024), quienes reportaron una alta variabilidad de virulencia en S. aureus de
mastitis ovina, sugiriendo que los rumiantes son reservorios virulentos. Bruce et al. (2022) encontraron que
genes como tsst-1, sea y sec estan ampliamente distribuidos entre especies, respaldando la conservacion de
mecanismos de patogénesis. Ademas, Beshiru et al. (2024) reportaron una alta carga de genes de virulencia en
S. aureus resistente a meticilina en bovinos, coincidiendo con su capacidad para albergar cepas persistentes.

Finalmente, el andlisis del pangenoma reflejé que todos los hospedadores compartian un total de 1747 ge-
nes, mientras que 3149 genes diferenciaban una cepa de otra. Por ejemplo, en los clones de conejo del ST96
y ST2855, se encontrd que genes del sistema CRISPR-Cas tipo llI-A estaban exclusivamente presentes en
cepas aisladas de este hospedador, sugiriendo una adaptacion especifica de S. aureus, posiblemente relacio-
nada con la defensa MGEs especificos. Ademas, los genes cap8H, cap8l, cap8Jy cap8K estuvieron altamente
representados en las cepas de conejo, mientras que no se detectaron en otros hospedadores, lo que indica
que podrian desempefar un papel clave en la adaptacion y persistencia en este hospedador.

En conclusion, este estudio revela una alta diversidad genética de S. aureus en animales de granja, con los
conejos como el hospedador con mayor variabilidad y carga de resistencia antimicrobiana y genes de viru-
lencia. Se detecto la presencia exclusiva del sistema CRISPR-Cas tipo Ill-A 'y de los genes de la capsula tipo 8
en cepas de conejo, sugiriendo una adaptacion especifica. Estos hallazgos destacan el papel de los conejos
como reservorios de S. aureus con implicaciones en evolucién, resistencia y patogénesis.
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Resumen:

En este trabajo, se examinaron 125 muestras de Staphylococcus aureus obtenidas de conejos y de trabaja-
dores de las granjas en contacto estrecho con ellos. Se identificaron 22 tipos de secuencias (STs), los cuales
pertenecian a 11 complejos clonales (CCs). Los CCs mas frecuentes en conejos fueron el CC121 y el CC96,
mientras que en los humanos predominé el CC96, seguido por el CC121 y el CC398. En 17 de las 37 granjas
analizadas, se detectaron trabajadores que portaban cepas con los mismos CCs y STs que los conejos de
esas instalaciones y, en dos de ellas, su identidad nucleotidica media (ANI) fue del 100%. Ademas, todas las
cepas humanas del CC121 portaban la secuencia del d/tB tipica de conejos, lo que sugiere una posible trans-
mision desde los animales. El andlisis de resistencia a los antimicrobianos mostré que, en 5 de los 9 grupos
antimicrobianos evaluados, no hubo diferencias significativas entre ambas poblaciones, lo que sugiere una
posible transferencia de cepas o de material genético. Ademas, se observd que un mayor porcentaje de ce-
pas resistentes a una familia antimicrobiana estaba ligado a una mayor diversidad de genes de resistencia, lo
que podria facilitar su persistencia, diseminacién y transmisién entre hospedadores.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, conejos, humanos, identidad nucleotidica media, resistencia
antibidtica.

Abstract:

In this study, 125 Staphylococcus aureus samples were analyzed from rabbits and farm workers in close con-
tact with them. A total of 22 sequence types (STs) were identified, belonging to 11 clonal complexes (CCs).
The most frequently detected CCs in rabbits were CC121 and CC9%6, while in humans, CC96 was the most
prevalent, followed by CC121 and CC398. In 17 out of the 37 farms analyzed, workers carried strains with the
same CCs and STs as the rabbits on the same farms, and in two cases, their average nucleotide identity (ANI)
was 100%. Additionally, all human strains belonging to CC121 carried the ditB sequence characteristic of
rabbits, suggesting a possible transmission from the animals. The antimicrobial resistance analysis revealed
no significant differences in 5 of the 9 antimicrobial groups tested between both populations, indicating a
potential transfer of strains or genetic material. Furthermore, a higher proportion of resistant strains within a
specific antimicrobial family was associated with greater diversity of resistance genes, which could enhance
their persistence, dissemination, and transmission among hosts.

Keywords: Staphylococcus aureus, rabbits, humans, average nucleotide identity, antimicrobial resistance.

Introduccidn

Staphylococcus aureus es una bacteria oportunista capaz de causar diversas enfermedades en conejos,
como mastitis, pododermatitis y abscesos. Sin embargo, se trata de un patégeno con capacidad de adapta-

49 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA @ 113



PATOLOGIA

cién, que puede afectar y transmitirse entre multiples hospedadores. Investigaciones previas han sefialado
que los seres humanos juegan un papel clave en esta transmision. S. aureus es capaz de adaptarse mediante
modificaciones gendémicas, como la transferencia horizontal de genes y la diversificacion genética (Richard-
son et al. 2018).

Este microorganismo posee, ademas, una notable capacidad para desarrollar resistencia a los antibioticos
en cortos periodos de tiempo, lo que dificulta la busqueda de tratamientos efectivos. Su naturaleza multirre-
sistente limita las opciones terapéuticas disponibles y favorece la rapida propagacién de genes de resisten-
cia, lo que representa un desafio para el control de las infecciones (Aires-de-Sousa 2017).

En este contexto, el presente estudio analiza la diversidad genética de S. aureus en diversas granjas de
conejos en Espafa, asi como su relacién con aislados humanos procedentes de las mismas instalaciones. El
objetivo es evaluar la homologia entre cepas animales y humanas, determinar la posible transmision entre
hospedadores y caracterizar los genes de resistencia a antimicrobianos que puedan estar involucrados en
este proceso.

Material y métodos

Recogida de muestras:

Se obtuvieron muestras tanto de humanos como de conejos en 37 granjas de Espafa. En total, se tomaron
hisopos nasales de 53 trabajadores y muestras de lesiones de 72 animales. Estas muestras fueron cultivadas
en agar Columbia CNA (acido colistin-nalidixico) con un 5 % de sangre de oveja (Becton-Dickinson, Sparks,
MD, EE.UU.) e incubadas a 37 °C durante 24 horas en condiciones aerdbicas.

Para el analisis gendmico, se realizd la secuenciacion completa del genoma con el fin de determinar los
perfiles alélicos del MLST (tipificacion de secuencias multilocus) mediante PubMLST (Jolley y Maiden, 2010)
y el estudio de los genes de resistencia mediante la herramienta AMRfinder (Feldgarden et al., 2021). Asimis-
mo, se utilizd MASH para estimar las distancias de mutacién a nivel global y calcular la identidad nucleotidica
media (ANI), como medida de la homologia de las cepas (Ondov et al., 2016).

Andlisis estadistico:

Primero se determind la presencia de genes de resistencia en muestras obtenidas de humanos y ani-
males, para comparar la presencia de estos genes entre ambos grupos y evaluar si existia una interaccion
significativa entre el grupo de origen (humano o animal) y el tipo de antimicrobiano en la distribucién de los
genes de resistencia. Para ello, el analisis se llevé a cabo mediante un modelo mixto generalizado, utilizan-
do una distribucion binomial de probabilidad para la variable de respuesta y aplicando una transformacién
logaritmica [In(p/(1-p))] como funcién de enlace (Proc Glimmix de SAS). En este modelo, se incluyd la inte-
raccion entre el grupo de individuos (humanos o animales) y la familia antimicrobiana (aminoglucésidos,
beta-lactamicos, bleomicina, fosfomicina, lincosamidas, macrélidos, amonio cuaternario, tetraciclinas y
trimetoprima) como efecto fijo.

Resultados y discusion

Caracterizacién de los aislados:

En el andlisis de las 125 muestras estudiadas, se identificaron 22 tipos de secuencias (STs) diferentes, per-
tenecientes a 11 complejos clonales (CCs) (Tabla 1). Las cepas mas cominmente aisladas pertenecieron al
ST3764, seguidas del ST2855 y ST121.

Los aislados pertenecientes a los complejos clonales CC121 y CC96 fueron los mas frecuentes en conejos,
lo que coincide con estudios previos (Viana et al., 2007). En humanos, el CC96 fue el complejo clonal predo-
minante, sequido de CC121y CC398. Al comparar los resultados en ambos hospedadores, se observd que en
17 de las 37 granjas analizadas (45,95 %), los trabajadores compartian CCs y STs con los conejos.
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Tabla 1. NUmero de cepas aisladas en conejos y humanos clasificadas en funcién del complejo clonal
y el tipo de secuencia.

cC ST n Portador

5 1 H
5 146 1 C
8762 1 H
8 8 3 H
15 15 1 H
22 22 1 H
30 30 3 H
59 8755 1 H
8756 1 H

8759 2 H/C

96 8008 5 H/C

96 6 H/C

2855 27 H/C

8763 2 H/C

7763 5 H/C

121 121 18 H/C

3764 29 H/C

130 4774 5 H/C
8753 2 H
398 398 9 H
425 425 1 C
8144 1 C

H: Muestra humana; C: Muestra de conejo

Para profundizar en la relacion entre estas cepas, se estudio la ANI, un parametro que indica la similitud
de los genomas entre cepas. A mayor ANI, mayor es la similitud. Los resultados mostraron que, cuando
las cepas de humanos y conejos de una misma granja eran del mismo CC, la identidad superaba el 99,83%.
Ademas, el andlisis revelé que en dos de estas granjas se obtuvo una ANI del 100% entre las cepas humanas
y animales, lo que sugiere que ha habido transmisién de cepas entre ambas poblaciones. Investigaciones
previas han descrito la adaptacién de ciertas cepas a diferentes hospedadores, como se revisa en Howden et
al. (2023). En particular, en conejos, Viana et al. (2015) sefialaron que la mutacién de un solo nucleétido en el
gen ditB fue clave en la adaptacion del CC121 de humanos a conejos. En este estudio, analizamos dicho gen
para esclarecer la posible direccionalidad de la transmision entre ambos hospedadores. Nuestros resultados
mostraron que todas las cepas humanas pertenecientes al CC121 portaban la secuencia del d/tB caracteris-
tica de conejos, lo que sugiere que, en estos casos, los humanos pudieron haber adquirido las cepas a partir
de los conejos con los que estuvieron en contacto.

Caracterizacién de las resistencias antimicrobianas:

Se llevé a cabo un andlisis para determinar la presencia y cantidad de genes de resistencia en las cepas
secuenciadas. Al comparar la presencia de genes de resistencia en ambas poblaciones (Figura 1), se encon-
traron diferencias significativas en 4 de los 9 grupos de antimicrobianos analizados (intervalo de confianza
del 95 % y valor de p = 0,05). Estos genes estan asociados con resistencia a trimetoprima, tetraciclinas, fos-
fomicina y B-lactdmicos. Por otro lado, en los 5 grupos restantes (aminoglucésidos, bleomicina, lincomicina,
macrélidos y amonios cuaternarios), no se observaron diferencias significativas. Dado que las resistencias
a antibiéticos se encuentran mayoritariamente en elementos genéticos méviles y estos favorecen la trans-
mision de genes entre bacterias (Partridge et al., 2018), este hallazgo sugiere que podria haber ocurrido una
transferencia de genes entre ambos hospedadores, lo que representa un riesgo tanto para los animales
como para los humanos.
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Figura 1. Porcentaje de genes de resistencia presentes en cepas de S. aureus procedentes de animales y
humanos, en funcién de la familia antimicrobiana analizada.
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AMINOGL: Aminoglucosidos; B-LACTAM: B-lactamicos; BLEO: Bleomicina; FOSFOM: Fosfomicina; LINCO: Lincomicina; MACROL: Macrélidos;
AMON. CUAT: Amonios cuaternarios; TETRAC: Tetraciclinas; TRIMETOP: Trimetoprim
C: Muestras de conejo; H: Muestras de humanos
*Nivel de significancia p < 0,05

En cuanto al analisis del nUmero de genes de resistencia, se observé que cuando habia un porcentaje mayor
de cepas resistentes a una familia antimicrobiana (en ambas poblaciones, humanas y animales), estas cepas
también exhibian una mayor diversidad de genes de resistencia a dicha familia. Esto podria tener impor-
tantes implicaciones en la persistencia y diseminacién de las resistencias en las granjas, ya que una mayor
diversidad de genes podria reducir la eficacia de los tratamientos, favorecer la proliferacion de las cepas mas
resistentes y, ademas, aumentar el riesgo de transmision de estos genes entre hospedadores.

En conclusion, los conejos y los trabajadores de las granjas, que estan en estrecho contacto, comparten
habitualmente cepas de S. aureus filogenéticamente cercanas. Ademas, la identidad nucleotidica media en-
tre las cepas es casi idéntica, lo que indica una transmision entre hospedadores. Por Ultimo, los resultados
obtenidos en este trabajo sugieren una posible transmision de genes de resistencia entre cepas humanas y
animales, lo que podria representar un riesgo para la salud de ambos hospedadores y resalta la necesidad de
implementar medidas de vigilancia y control en estos entornos.
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Resumen

La enteropatia proliferativa o ileitis es una enfermedad digestiva en la que se observa un engrosamiento de
la mucosa intestinal por la proliferaciéon de células epiteliales de las criptas intestinales en la parte final del
intestino delgado. El agente etioldgico es Lawsonia intracellularis, una bacteria intracelular obligada. Aunque
el cerdo es el hospedador mas importante, L. intracellularis puede afectar a otras especies incluyendo el
conejo, donde se ha demostrado que produce tiflitis aguda, enteritis histiocitica, enterocolitis y enteropatia
proliferativa. La forma aguda produce una elevada mortalidad por diarrea en neonatos, jovenes y conejos
adultos. Los conejos con lesiones cronicas pueden presentar engrosamiento del intestino delgado. En el
presente trabajo se expone un caso clinico donde se confirmé la presencia de L. intracellularis por gPCR a
tiempo real y por histopatologia en muestras de digestivo de conejas de reposicion y adultas que presenta-
ban una diarrea hemorragica y acuosa atipica. La enteritis proliferativa por L. intracellularis es un proceso que
en la actualidad tiene escasa presentacion en granjas cunicolas. Este patdogeno es de gran relevancia clinica
en especies como el cerdo mientras que en conejos hay pocos estudios descritos. Sin embargo, en caso de
explotaciones afectadas, causa pérdidas econdémicas importantes debido a la elevada mortalidad que puede
provocar y a los costes de tratamiento.

Palabras clave: enteropatia proliferativa, Lawsonia intracellularis, conejo, diarrea.

Abstract: proliferative enteropathy or ileitis is a digestive disease that is characterized by intestinal mucosa
thickening due to epithelial cell proliferation of the intestinal crypts in the final part of the small intestine. The
etiological agent is Lawsonia intracellularis, an obligate intracellular bacterium. Although swine is the most
important host, L. intracellularis can affect other species including rabbits. It has been shown to cause acute
typhlitis, histiocytic enteritis, enterocolitis and proliferative enteropathy. In the acute form, there are reports
of high mortality due to diarrhea in neonatal, young and adult rabbits. Otherwise rabbits with chronic lesions
may present thickening of the small intestine. This paper presents a clinical case where the presence of L.
intracellularis was confirmed histopathologycally and by real-time gPCR in digestive samples from young
and adult rabbits that presented atypical hemorrhagic and watery diarrhea. Proliferative enteritis due to L.
intracellularis is rarely diagnosed in rabbit farms. This pathogen has great clinical relevance in species such
as swine, while few studies have been reported in rabbits. However, in affected farms, it causes significant
economic losses due to high mortality and costs of treatment.

Keywords: proliferative enteropathy, Lawsonia intracellularis, rabbit, diarrhea.

Introduccidn

La enteropatia proliferativa, conocida también comoileitis, es una enfermedad entérica que se caracteriza
por un engrosamiento de la mucosa intestinal debido a la proliferacién de células epiteliales de las criptas
intestinales en la parte terminal del intestino delgado. Esta causada por una bacteria intracelular obligada,
Lawsonia intracellularis, por lo que para su aislamiento y multiplicacién son necesarias lineas celulares. La
infeccion por esta bacteria afecta negativamente al aprovechamiento de los nutrientes y al crecimiento

118 E 49 SYMPOSIUM DE CUNICULTURA



Caso clinico de Enteropatia proliferativa por Lawsonia intracellularis. ; Qué importancia tiene en cunicultura?

de los animales. El cerdo es el hospedador mas relevante, sin embargo, L. intracellularis puede afectar a
otros animales: hamster, caballo, conejo, hurdn, zorro, perro, rata, oveja, ciervo, emu, avestruz, cobaya
y primates no humanos. A pesar de la amplia lista de hospedadores, no se trata de una zoonosis (Prieto
et al., 2017). En cunicultura no es un proceso frecuente, lo que hace que el analisis de este patdégeno no
se incluya de forma habitual en el diagndstico diferencial de los casos digestivos y por tanto tampoco se
dispone de muchos datos. A modo de ejemplo, podemos decir que en Exopol, laboratorio de diagnostico
veterinario, a lo largo de los Ultimos 10 afos (entre 2015-2025), Unicamente se ha investigado la presencia
de L. intracellularis en 58 casos clinicos a peticién de nuestros clientes veterinarios, encontrando solamen-
te 2 casos positivos mediante PCR a tiempo real (QPCR). Sin embargo, se ha descrito que cuando aparece
en una explotaciéon, puede dar lugar a cuadros graves de diarrea con elevada mortalidad produciendo ti-
flitis aguda, enteritis histiocitica, enterocolitis y enteropatia proliferativa (Horiuchi et al., 2008). La forma
aguda produce una elevada mortalidad por diarrea en neonatos, jévenes y conejos adultos (Peixoto et al.,
2008). Los conejos con lesiones crénicas pueden presentar engrosamiento del intestino delgado (Percy
y Barthold, 2007). En cunicultura no se dispone de técnicas seroldgicas comerciales. Sin embargo, se han
realizado estudios de seroprevalencia con técnicas "in house” que demuestran su presencia en las granjas.
En un estudio realizado en Korea del Sur mediante un ensayo monocapa de inmunoperoxidasa, se detec-
taron anticuerpos contra L. intracellularis en el 12,3 % de las granjas (20/163) y en el 6,3 % de los conejos
(49/774) (Yeh, 2023). En este trabajo se presenta un caso clinico donde se confirmo la presencia de L. in-
tracellularis por gPCR a tiempo real y por histopatologia en muestras de digestivo de conejas de reposicion
y adultas que presentaban una diarrea hemorragica y acuosa atipica.

Material y métodos

El caso afectd a una granja de conejos comercial de produccién de gazapos, con unas 600 hembras repro-
ductoras en banda Unica con inseminacion artificial a 11 dias postparto con ventilacion controlada y alimen-
tacion automatica. Durante un afno y medio (2021-2022) se observd un goteo constante de hembras con
diarrea moderada y oscura. Inicialmente aparecio en la reposicion, pero después el problema se extendié a
toda la granja, aunque siguié siendo predominante en hembras jévenes. Se produjeron abandonos de cama-
da, exceso de gazapos a repartir, asi como el aumento de animales débiles al destete. En un primer momento
se enviaron muestras al laboratorio (5 paguetes intestinales de hembras de reposicién) para realizar un diag-
nostico diferencial de las principales patologias digestivas mas comunes en conejos. Se tomaron muestras
de raspados de la mucosa intestinal mediante hisopado, se sembraron en placas de agar sangre Columbia,
McConckey, XLD (Oxoid) y se cultivaron a 37 °C en condiciones aerdbicas durante 24-48 h. Se utilizd MALDI-
TOF MS (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Alemania) para identificar los aislados bacterianos. Sobre los te-
jidos se investigo la presencia de los siguientes patégenos: Clostridium perfringens, Clostridium spiroforme,
Bacteroides fragilis enterotoxigénico, Salmonella spp., Enterococcus hirae, Rotavirus tipo A, Coronavirus del
conejo, Bocaparvovirus lapino, Eimeria spp. y Escherichia coli enteropatdgeno, todo ello mediante gPCR.

El goteo inicial se agravé y los problemas digestivos aumentaron, asi como la mortalidad de las hembras.
Durante el afo siguiente (2023), la mortalidad en las hembras fue muy alta, llegando casi al 30%. Esta mor-
talidad se concentré entre el parto y la inseminacion, pero continud en goteo todo el ciclo. En las hembras
se observaba una diarrea hemorragica con adelgazamiento y muerte. A la necropsia, en repetidas ocasiones
se observaba el ciego con la mucosa muy engrosada y congestiva. En ese momento se realizd un segundo
muestreo y se enviaron al laboratorio 4 paquetes digestivos de hembras adultas para la deteccién especifica
mediante gPCR del agente causal de la Enfermedad de Tyzzer (Clostridium piloforme) y Lawsonia intracellu-
laris. Ademas, se incluyeron las muestras en formol diluido al 10%, las cuales se remitieron a un laboratorio
especializado para estudio histopatolégico de las lesiones (Micros Veterinaria, Ledn). El andlisis de todos
estos agentes entéricos en las muestras recibidas de ambos muestreos se realizd mediante gPCR. El pro-
ceso se inicié con la extraccion y purificacién de los acidos nucléicos a partir de las muestras clinicas diges-
tivas utilizando para ello el kit comercial MagMAX.CORE (Applied Biosystems) con un equipo automatico
KingFisher Flex (Thermo). Una vez obtenidos los 4cidos nucléicos, se utilizaron kits comerciales de la serie
EXOone (Exopol) para la deteccion de cada uno de los patégenos siguiendo las instrucciones del fabricante:
EXOone oneMIX C. perfringens Alpha Toxin, EXOone oneMIX C. spiroforme, EXOone oneMIX Bacteroides
fragilis, EXOone oneMix Salmonella enterica, EXOone oneMix Enterococcus hirae, EXOone oneMIX Rotavirus
A, EXOone oneMIX Rabbit Coronavirus, EXOone oneMIX Lapine BocaParvovirus, EXOone oneMIX Eimeria
spp., EXOone oneMIX E. coli eae gene, EXOone oneMIX Enfermedad de Tyzzer, EXOone oneMIX Lawsonia
intracellularis.
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Resultados y discusion

Tal y como puede observarse en la Tabla 1, en el andlisis de las muestras digestivas de las hembras de
reposicion, se descarto la presencia de cepas de E. coli enteropatdgeno, asi como del resto de patdgenos
analizados, excepto Clostridium spiroformey Eimeria spp., que se detectaron con unos Cq de valor medio (30
y 31) lo que corresponde con concentraciones de dichos patégenos medias-bajas.

Tabla 1. Resultados del panel digestivo diferencial mediante PCR a tiempo real en el primer muestreo.

ENFERMEDAD MUESTRA  RESULTADOPCR VALORCQ

Clostridium perfringens Pool Digestivos Negativo

Clostridium spiroforme Pool Digestivos Positivo 30
Bacteroides fragilis enterotoxigénico Pool Digestivos Negativo
Salmonella spp. Pool Digestivos Negativo
Enterococcus hirae Pool Digestivos Negativo
Rotavirus tipo A Pool Digestivos Negativo
Coronavirus del conejo Pool Digestivos Negativo
Bocaparvovirus lapino Pool Digestivos Negativo

Eimeria spp. Pool Digestivos Positivo 31
Escherichia coli enteropatégeno Pool Digestivos Negativo

Nota: deteccion mediante EXOone qPCR kits. Una muestra se considera positiva si tiene un valor de Cq <38.

Los resultados del segundo muestreo de los digestivos de las hembras adultas se muestran en |la Tabla 2.
Se detectd Lawsonia intracellularis en concentracion media y de descarté la Enfermedad de Tyzzer. A pesar
de que estas enfermedades entéricas no son muy habituales en cunicultura, se caracterizan también por una
elevada mortalidad y diarrea acuosa, a menudo hemorragica (Rosell, 2000).

Tabla 2. Resultados mediante PCR a tiempo real en el segundo muestreo.

ENFERMEDAD MUESTRA  RESULTADOPCR VALORCQ
Enfermedad de Tyzzer Pool Digestivos Negativo
Lawsonia intracellularis Pool Digestivos Positivo 28

Nota: deteccién mediante EXOone qPCR kits. Una muestra se considera positiva si tiene un valor de Cq <38.

En cuanto a los resultados histopatoldgicos, el colon presentaba un aparente engrosamiento, con marcada
hiperplasia de la mucosa, incremento del niimero de criptas e hipercelularidad de las mismas, aunque man-
teniendo la estructura. No se observaron fendémenos inflamatorios. Las lesiones observadas a nivel de colon
eran caracteristicas de infeccion por L. intracelullaris (Zimmerman et al., 2019).

A partir de este momento, una vez diagnosticado el agente causal tanto por PCR a tiempo real como me-
diante estudios histolégicos, se aplicaron los tratamientos y pautas habitualmente utilizados en brotes agu-
dos de Lawsonia en porcino, especie en la que es una enfermedad habitual y bien estudiada (Zimmerman et
al.,2019). La mortalidad descendio del 29,4% (2023) hasta 3,5% (2024).

Lawsonia intracellularis se excreta en cantidades importantes en las heces de los cerdos infectados, par-
ticularmente cuando presentan signos clinicos de la enfermedad. La viabilidad de esta bacteria en el medio
ambiente permite su transmisién a través de diferentes vehiculos como el pienso, el agua o todo tipo de
instalaciones, utensilios, camiones etc., contaminados con las heces. Ademas, algunos vectores como las
aves o particularmente los roedores pueden colaborar en el mantenimiento de la infeccién en la explotacién.
En este caso concreto, la fuente de infeccién no se ha podido determinar con certeza, pero se plantea como
posible via de entrada la presencia de roedores en la granja, dado que pueden actuar como portadores o in-
fectarse con L. intracellularis. Ademas, al tratarse de una granja con medidas de bioseguridad limitadas y sin
explotaciones porcinas en las proximidades, la introduccién del patbgeno a través de fémites relacionados
con cerdos es poco probable.

Mientras que L. intracellularis es un patégeno frecuente y muy conocido en especies como el cerdo, en co-
nejos hay pocos estudios descritos y podriamos decir que la enteritis proliferativa causada por esta bacteria
en la actualidad tiene escasa presentacién en granjas cunicolas, aunque también es posible que el escaso
conocimiento sobre la misma haga que no sea investigada habitualmente. La descripcién de este caso clini-
co confirma que L. intracellularis es un patbgeno que debe ser tenido en cuenta como agente etiolégico en
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procesos digestivos de conejos, ya que es capaz de causar importantes pérdidas debido a la elevada mor-
talidad que puede provocar y a los costes de tratamiento. Es por ello que deberia ser tenido en cuenta en el
diagnéstico diferencial de los procesos entéricos en cunicultura en la rutina del diagnéstico.
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Resumen

La infeccién por Fusobacterium necrophorum en cunicultura esta descrita desde hace muchos afios como
complicante de otras afecciones, pero no es habitual encontrar este germen en las granjas industriales. Este
caso clinico trata precisamente de una granja veterana pero industrial (insemina unas 800 conejas) afectada
de Fusobacterium necrophorum y sin que hayamos sido capaces de encontrar ningln otro agente primario.

Palabras clave: Fusobacterium, cunicultura.

Abstract

Fusobacterium necrophorum infection in rabbit farming has been described for many years as a compli-
cating factor for other diseases, but this germ is not commonly found on industrial farms. This clinical case
specifically concerns an established industrial farm (which inseminates approximately 800 rabbits) affected
by Fusobacterium necrophorum, and we have not been able to identify any other primary causative agent.

Keywords: Fusobacterium, rabbit production.

Introduccidn

El Fusobacterium necrophorum es una bacteria filamentosa no movil, anaerobia estricta y no esporulada,
muy extendida en distintas superficies y presente en el tracto gastrointestinal de muchos animales, incluida
la boca. No se conoce bien el mecanismo que utiliza esta bacteria para sobrevivir en gran variedad de am-
bientes, dada su condicidn de anaerobia y no esporulada.

Es conocida como patégena en varias especies, aunque se considera que aprovecha situaciones de de-
bilidad de las mucosas para ejercer su accion patdogena. Por ejemplo, en el panadizo interdigital de ovino y
bobino suele aparecer en épocas himedas en las que las pezufias se reblandecen. La presencia del germen
en la boca se relaciona con la aparicidon de varias enfermedades de la zona como la difteria del ternero o el
sindrome de Lemierre en humana, enfermedad esta rara pero muy grave que afecta a personas jovenes que
anteriormente han padecido amigdalitis y que tiene un desarrollo rapido y fatal sin tratamiento, con afeccio-
nes graves a nivel bucal, vascular y sistémico.

Ya en 19871, Schmorl et al. describieron la infeccién por Streptothrix cuniculi luego renombrado Fusobacte-
rium necrophorum, con lesiones dentales y con formaciéon de abcesos, y afectando a la cabeza fundamen-
talmente. A principios de los 70, los autores Kotsche y Gottschalk hablaban del Fusobacterium como com-
plicante de una infeccién de un virus vesicular, en realidad ellos achacaban la mayor parte de los sintomas
y lesiones a la infeccion virica con una fotografia muy caracteristica. En 1999, Seps et al. describian un caso
clinico en un conejo de laboratorio con unas lesiones y evolucién muy similares al mencionado sindrome de
Lemierre y también al caso que nos ocupa.
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Caso clinico

La granja que nos ocupa es una explotacion que trabaja con dos bandas de madres y una de cebo, con
inseminacién a 25 dias post parto y destete tardio. En cada banda se inseminan unas 600 conejas (seria una
produccion equivalente a unas 800 inseminaciones a 11 dias). La granja tiene muchos afios, pero tiene el
material cambiado. Es una tipica explotacion tradicional.

Con el inicio del calor en el afio 2022 comienzan a aparecer los primeros casos de gazapos todavia lac-
tantes de unos 25 con una destilacién nasal/bucal que morian con un patrén que sugeria una enfermedad
contagiosa. Nuestra primera sospecha fue un problema respiratorio con edema pulmonar. En la necropsia
no pudimos observar el edema, aun asi, tomamos muestras tanto de pulmones como de cornetes nasales.
Salio una infeccién Pasteurella/Brdetella y aconsejamos el tratamiento antibiético.

Remitié bastante con el uso de antibiéticos sin llegar a desaparecer completamente. Al final del otofio co-
menzaron a fracasar los tratamientos y tomamos muestras de nuevo centrandonos en los cornetes que se
observaban mas afectados que los pulmones. El resultado fue decepcionante: muestras contaminadas. Pen-
sando que habia sido un problema de recogida llevamos cabezas enteras al laboratorio, de nuevo muestras
contaminadas salvo una con Brdetella sp.

Viendo que la terapia antibiotica no nos funcionaba y ante la aparicién de conejas con los mismos sintomas
que los gazapos, decidimos hacer una autovacuna de Pasteurella/Bordetella que, I6gicamente, no funciond.

Seguimos analizando sin éxito y gestionando el problema con antibiéticos con distintas pautas de trata-
miento intentando anticiparnos al problema. Se alternaban lotes mejores y peores concentrandose bastante
en los momentos de mas dificil ventilacién, pero sin llegar a desaparecer en los lotes de menos presién.

A principios de 2024 el problema se recrudeci¢ y en una nueva necropsia apreciamos las primeras lesiones
de necrosis caseosa y degeneracién del hueso maxilar inferior. Siempre habian estado ahi, simplemente no
habfamos hecho un corte adecuado o no habiamos buscado lo suficiente en la zona. Yo con unos 30 anos de
veterinario de cunicultura y José Ramén con alguno menos nunca habiamos visto estas lesiones. Buscamos
en los libros habituales y no encontramos nada. Las muestras tomadas directamente de la lesidon tampoco
nos aportaban nada.

En otofio de 2024 asisti con Rubén Garcia a otra granja con un proceso peculiar, tomamos muestras y lleva-
mos a analizar. Por las lesiones me recordaba a una descripcion que habia leido de Fusobacterium necropho-
rum. No era, pero en ese momento pensé que quiza ese proceso que me estaba resultando tan complicado
podria ser Fusobacterium necrophorum. Hablé con Celia de Exopol y pensamos que se podia utilizar el kit de
PCR de ovino: eureka, nos dio positivo. Hicimos histologia y Celia se empled a fondo con un aislamiento nada
sencillo. Tanto la histologia como el aislamiento nos confirmé la existencia del germen.

Logicamente nos pusimos a buscar informacion y pudimos encontrar una descripcién de un gazapo de
laboratorio infectado (Seps et al., 1999) muy similar a lo que habiamos encontrado. Haciendo paralelismo
con lo que sucede en el sindrome de Lemier en humana tenemos claro que, incluso medicaciones a las que
el germen es sensible, pueden no funcionar por llegar tarde puesto que, aunque las lesiones se dan funda-
mentalmente en la cabeza, la afeccién vascular es evidente y la repercusién hepatica muy probable por lo
que cuando medicamos tenemos la sensacion de que el tratamiento no funciona.

Discusion

Sin duda se trata de un caso excepcional, aunque probablemente la utilidad de esta presentacién sea mas
informativa que practica puesto que no consideramos previsible la difusion del Fusobacterium por otras
granjas, al menos no de forma importante. ¢Es posible que con un uso mas extendido a lo largo del ciclo del
pienso medicado hubiera evitado la evolucién del caso? No es descartable, aunque las medicaciones puntua-
les de hasta 14 dias no han funcionado.

Seguimos sin saber si el germen se estd comportando como oportunista (en realidad en otras especies se
considera siempre asf) o como germen principal. Nos parece raro que siendo oportunista tenga un desarrollo
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tan largo. No hemos encontrado nada que nos haga pensar en un predisponente, en la histologia no hay
cuerpos de inclusién, no aparecen las vesiculas que describen Kotsche y Gottschalk (1974). Por otra parte, si
hay muchos animales portadores y es agente primario spor qué no aparece en mas granjas? De momento
son preguntas que no podemos responder.

Conclusién

¢Cudl es la situacion actual? En Exopol nos han preparado una autovacuna de la que no tenemos grandes
esperanzas de funcionamiento y que el laboratorio solo va a tener gastos puesto que es una referencia de
elaboracion dificil y solo con una granja afectada. Todavia no tenemos el resultado. Por otra parte, con lo
que hemos ido aprendiendo, el tratamiento antibidtico va mejor, pero tenemos una mortalidad de conejas
incesante con sintomas aparentemente digestivos, pero que achacamos al problema. En los gazapos no hay
mortalidad alta en estos Ultimos lotes.

Gracias a Exopol por esa sensibilidad que siempre han tenido hacia nuestra especie y que es este caso so-
brepasa lo esperable.

Aunque la antibioterapia haya mejorado su desempefio, si la autovacuna no funciona mi consejo sera el
vacio sanitario y el ganadero piensa lo mismo.
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Al in rabbit farming: pathology prevention in an antibiotic reduction environment.
A practical case.
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Resumen

El control de la patologia en cunicultura dentro de un marco legal que obliga a minimizar el uso de antibié-
ticos es indispensable si queremos que nuestras granjas sean viables. La incorporaciéon de la Inteligencia Ar-
tificial en la gestion de las granjas permite la deteccién temprana de signos de enfermedad y la consiguiente
prevencion de patologias con un uso minimo y preciso de terapias antibioticas. Durante dos afios hemos ali-
mentado nuestro modelo de Machine Learning que permite predecir la mortalidad de una banda de engorde
y nos da informacion de como y dénde actuar para evitarla.

Palabras clave: patologia, inteligencia artificial, prediccién.

Abstract

Rabbit farming pathology control in a mandatory antibiotic reduction environment is a must if we want our
farms to survive. Adopting Al in farm management allows for early detection of pathology onset and helps
preventing disease with a precise and minimal use of antibiotics. We have been training our ML model to
predict rabbit batch mortality and to yield data on how and when to intervene to avoid it.

Keywords: pathology, Al, Prediction.

Metodologia

Toma de datos

La toma profesional y objetiva de decisiones, basada en hechos y siguiendo una aproximacién cientifica,
depende de la continua obtencién de datos de produccién y de su entorno y, mas importante si cabe, de su
visualizacién e interpretacion.

Para nuestro caso, la prediccion temprana de la posibilidad de patologias en lotes de engorde, la toma de
datos fue:

- Sistematica, en distintas granjas, cuanto mas y mas diversas mejor.

- En granjas dispersas lo mas posible por nuestro ambito geogréfico.

- En granjas con resultados buenos, malos y regulares, todos ellos con el mismo peso especifico.

Para garantizar la calidad de los datos a utilizar (condicion imprescindible para obtener un modelo de predic-
cién que nos sirva como herramienta de trabajo):

« Decidimos qué datos tomar (veterinario especialista).

« Descartamos las correlaciones espurias: causalidad vs casualidad (veterinario especialista).

« Escogimos los algoritmos mas adecuados (veterinario, cientifico de datos)
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+ Nos aseguramos de que los datos sean homologables y homogéneos (objetivos), y comprobables: si no
estamos seguros de su veracidad son rechazados. Recordar: “shit in, shit out”.

- Siempre bajo la premisa de que la toma de decisiones basada en datos debe ser supervisada por técnicos
especialistas; la Inteligencia Artificial (Analisis de Datos + Ciencia de Datos) es una herramienta muy po-
tente que nos debe ayudar a alcanzar soluciones a problemas con multiples variables, pero no es un fin
en si misma.

Andlisis de datos

Para el procesado, la visualizacion y la interpretacion de los mismos usamos la app Jupyter Notebook; los
maodulos Matplotlib y Seaborn (ambos de Python), y la app MySQL (bases de datos relacionales).

Los datos son imprescindibles y acarrean trabajo y esfuerzo a nuestros clientes. Por ello, tras construir
nuestra base de datos, creamos una app de Power Bl (Microsoft) para cada cliente que este puede descar-
garse en el movil y ver en tiempo real la evolucion de los distintos indicadores de su granja. Este dashboard
personalizado y que se va actualizando constantemente, es una herramienta de gestién que permite optimi-
zar el manejo de la granja al cliente, a la vez que nos suministra datos de forma continua para ir alimentando
nuestra base de datos general.

Modelos de Prediccion de Machine Learning

Nuestra base de datos general consta, hasta hoy, de unas 1500 bandas de engorde (filas) por 30 variables
para cada banda: 45000 valores en total como resultado de la encuesta realizada a pie de granja. Después
hemos generado nuevos inputs para cada banda, que nos han permitido incrementar la precision de predic-
cion de nuestros modelos.

Hemos dividido esta fase de Machine Learning en dos partes:

1. Unsupervised Machine Learning: con un modelo Kmeans hemos descubierto una estructura interna
de nuestra poblacion que consta de 3 clusters segun la performance productiva de cada banda. Con los
pardmetros “tempranos” de fertilidad% y mortalidad al destete% somos capaces de predecir -dentro de
cada granja- los kg/IA y el beneficio por kg carne. Esta informacién permite una mejor gestién econémica
del negocio, y la posibilidad de actuar sobre la banda para corregir el resultado econémico, ademas de
mejorar la precisién de la prevision de mortalidad en engorde en un 5%.

2. Supervised Machine Learning: presentamos 2 de los modelos testados, un XGBOOST Regressor y una
Logistic Regression. Nuestro objetivo es predecir el % de mortalidad en engorde a partir de parametros
de presentacion temprana. Los modelos tienen unas precisiones de alrededor del 75%. Esta precision ira
mejorando con laincorporacién de datos de nuevas bandas. Pero el aspecto mas importante de nuestros
modelos de ML es que nos retornan que parametros debemos variar, y en qué sentido, para reducir al
maximo la probabilidad de mortalidad de la banda.

Conclusiones

Estamos tan solo en la fase inicial de este proyecto, pero los resultados son positivos, y mejoraran a medida
que dispongamos de datos nuevos. Los modelos de Machine Learning se autocorrigen e incrementan su
precision continuamente. Los tépicos a explorar son incontables (Diagndstico precoz de VHD/Mixomatosis
por imagen, disefio de piensos a medida, mejora de profilaxis/metafilaxis, antibiogramas mas precisos, ge-
néticas mas acertadas). Como ya dijimos, se trata de una herramienta que nos permite mejorar en latoma de
decisiones, y no sustituye en modo alguno al técnico especialista; pero creemos que un uso adecuado nos
hara mas eficaces en la produccion de carne de conejo, y nos permitira hacerlo dentro del exigente marco
legal del mundo en que vivimos.
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Figura 1. Heat Map de correlaciones de los inputs numéricos de nuestra base de datos. Una elevada correlacion
permite detectar y eliminar datos superfluos.
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Figura 2. Gazapos destetados por coneja inseminada, por mes.
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La vacunacion recurrente con
MIXOHIPRA®-H no reduce la respuesta
pre-existente de anticuerpos frente a
mixomatosis

Frequen myxomatosis vaccination with MIXOHIPRA®-H does not reduce the pre-exis-
ting antibody response
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Resumen

La mixomatosis es una enfermedad endémica en regiones europeas como Espafia, lo que hace nece-
sario proteger a los conejos durante todo el afio. Aunque las vacunas vivas atenuadas autorizadas se
recomiendan de forma semestral, es comun la practica de administrar vacunas en intervalos reducidos
para mantener la inmunidad del grupo durante periodos de alta reposicion de conejas reproductores.
Sin embargo, existen preocupaciones sobre una posible disminuciéon de los anticuerpos contra el virus
de la mixomatosis (MYXV) debido a la tolerancia inducida o la inmunosupresién resultante de vacuna-
ciones frecuentes.

El objetivo de este estudio, realizado en una granja de conejos en Espafa, fue investigar dichas inquietudes
comparando la respuesta de anticuerpos generada mediante distintos programas de revacunacién. Las co-
nejas reproductoras de reemplazo se dividieron en tres grupos y fueron revacunadas en diferentes intervalos,
tomando muestras de sangre periddicamente hasta 9 meses después de la vacunacion. La respuesta de
anticuerpos contra MYXV se evaluaré mediante un ELISA indirecto y se realizaron analisis estadisticos para
comparar los resultados entre los grupos.

La vacunacion inicial indujo una respuesta de anticuerpos en todos los grupos. La serologia entre los grupos
revacunados en intervalos mas cortos y el grupo con el intervalo estdndar no mostro diferencias estadistica-
mente significativas. Esto sugiere que la revacunacion frecuente no disminuyd la respuesta de anticuerpos
existente, aunque tampoco se observo un aumento adicional. Los hallazgos indican que la revacunacion
frecuente podria ser una estrategia Util para mantener una inmunidad adecuada en granjas que enfrentan
desafios en el control de la enfermedad y manejo, evitando la aparicion de subpoblaciones de animales se-
ronegativos. Sin embargo, se necesitan mas estudios para comprender los efectos en la proteccion vacunal
y en otros componentes del sistema inmunoldgico, ya que la respuesta de anticuerpos por si sola no corre-
laciona directamente con la proteccién frente a mixomatosis.

Palabras clave: mixomatosis, vacuna, conejo.

Abstract

Myxomatosis is a prevalent disease in European regions such as Spain, necessitating year-round protection
for adult rabbits. Although licensed live attenuated vaccines are recommended biannually, there is a com-
mon practice of administering vaccines at reduced intervals to maintain herd immunity during high breeder
rabbit replacement rates. However, there are concerns about the potential decrease in myxomatosis virus
(MYXV) antibodies due to induced tolerance or immunosuppression as a result of frequent vaccinations.

The aim of this study, conducted on a rabbit farm in Spain, was to investigate these concerns by comparing

antibody responses generated through different revaccination programmes. Replacement breeder rabbits
were divided into three groups and revaccinated at varying intervals, with blood samples collected periodi-
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cally up to 9 months post-vaccination. Antibody responses against MYXV were assessed using an indirect
ELISA, and statistical analyses were performed to compare the results between the groups.

The initial vaccination induced an antibody response in all groups. Comparisons of groups revaccinated at shor-
ter intervals with the standard interval group revealed no statistically significant differences. This suggested that
frequent revaccination did not decrease the existing antibody response, although no boost was observed. The
findings suggest that frequent revaccination could be a strategy to maintain proper immunity on farms facing
challenging disease and management situations, preventing the emergence of subpopulations of negative ani-
mals. Further investigations are needed to understand the boosting effects on vaccine protection and other com-
ponents of the immune system, as the antibody response alone may not be a reliable correlate of protection.

Keywords: myxomatosis, vaccine, rabbit.

Introduccidn

La mixomatosis es endémica en regiones europeas como Espafa, por lo que es importante mantener a los
conejos protegidos durante todo el afo (Villafuerte et al., 2017). Las vacunas vivas atenuadas estan autori-
zadas para su aplicacién dos veces al aho, con revacunacion cada 6 meses. A pesar de esto, es una practica
comun aplicar la vacuna con intervalos de revacunacién mas cortos cuando existen preocupaciones sobre
situaciones desafiantes de la enfermedad. El objetivo de esta practica es intentar mantener o reforzar la in-
munidad del grupo frente a una alta tasa de reposicion de conejas reproductoras.

A pesar de la adopcién de esta practica, los usuarios estan preocupados de que augmentar la frecuencia de
la vacunacion pueda disminuir la produccion de anticuerpos contra el virus de la mixomatosis (MYXV) debido

a una tolerancia inducida o a un efecto inmunosupresor.

El objetivo de este estudio fue investigar dichas inquietudes comparando la respuesta de anticuerpos gene-
rada por diferentes programas de revacunacién.

Material y métodos

El estudio se llevd a cabo en una granja de conejos ubicada en Espafia. Para el estudio, se reclutaron conejas
reproductores de aproximadamente 2 meses de edad y se distribuyeron aleatoriamente en 3 grupos de 77
animales cada uno. Todos los animales fueron vacunados con una primera dosis de MIXOHIPRA®-H (HIPRA,
Espafia) y fueron revacunados a los 6 meses (Grupo A), a los 4y 8 meses (Grupo B) y alos 3y 6 meses (Gru-
po C). La vacuna se administré por via intradérmica siguiendo las instrucciones del fabricante. Se tomaron
muestras de sangre (30 por grupo) periddicamente hasta nueve meses después de la vacunacion.

Las muestras de suero fueron analizadas mediante un ELISA indirecto comercial contra MYXV (HIPRA, Espafia)
para determinar la presencia y los titulos de anticuerpos contra MYXV. Los titulos de anticuerpos se indicaron como
indice relativo porcentual (IRPC). Los valores de corte positivo y negativo fueron 2 y 1 IRPC respectivamente.

Los graficos y las comparaciones estadisticas fueron realizados con GraphPad (Prism). Se utilizaron las prue-

bas Kruskal-Wallis y Mann-Whitney U para comparar los niveles de IRPC entre los grupos. El nivel de signifi-
cancia se establecié en 5%.

Resultados y discusion

La vacunacion inicial generd una respuesta inmune de anticuerpos contra la Mixomatosis en los tres gru-
pos, tal y como se ha descrito previamente por otros autores (Dalton et al., 2015). Al comparar la respuesta
de anticuerpos de los grupos By C, revacunados a intervalos cortos, con el grupo revacunado con el intervalo
estandar (Grupo A), no se detectd ninguna diferencia estadisticamente significativa (Pruebas de Kruskal-
Wallis y Mann-Whitney U, p>0,05) (Figura 1).

Este resultado sugiere que la administracién frecuente de la vacuna no disminuyé la respuesta de anticuer-

pos preexistente, aunque tampoco se observd un refuerzo de la respuesta. Por lo tanto, este hallazgo sugiere
que la revacunacion frecuente podria ser una solucién para garantizar el mantenimiento de una inmunidad
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adecuada en aquellas granjas que enfrentan situaciones desafiantes de la enfermedad y manejo, lo que po-
dria crear subpoblaciones de animales negativos.

Autores previos han descrito un hallazgo similar, donde la infeccion solo aumento ligeramente la respuesta de
anticuerpos en conejos vacunados por via intradérmica (Dalton et al., 2015). La respuesta de anticuerpos no correla-
ciona directamente con la proteccion frente a mixomatosis, por lo que se necesita mas estudios para esclarecer los
efectos del refuerzo en la la proteccién proporcionada por la vacuna o en otros componentes del sistema inmune.

Estos resultados indican que la administracion recurrente de MIXOHIPRA® H para la revacunacion de cone-
jas adultas no disminuye la respuesta de anticuerpos preexistente. Esta practica podria ayudar a compensar
errores en la administracion y a mantener al dia la vacunacion, evitando asi la generacion de subpoblaciones
de animales seronegativos en granjas con altas tasas de reposicion.

Agradecimientos: los autores desean agradecer a los técnicos de laboratorio, veterinarios y cuidadores de
animales de CEYC y al departamento de I+D de HIPRA.
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Figura 1. Respuesta de anticuerpos contra MYXV. Los resultados se representan como A) promedio y desviacién
estandar de los valores de IRPC y B) porcentaje de muestras positivas. Las lineas continuas y discontinuas
representan los puntos de corte positivos y negativos, respectivamente. *Solo se analizaron 10 muestras por
grupo. Los grupos A, By C fueron revacunados cada 6, 4 y 3 meses, respectivamente.
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Resumen

YURVAC® RHD es una nueva vacuna recombinante destinada a la inmunizacién activa de conejos a partir
de los 30 dias de edad para reducir la mortalidad frente a la enfermedad hemorragica del conejo (RHD) cau-
sada por la cepa clasica (RHDV) y del tipo 2 (RHDV2) del virus. Recientemente se ha detectado un aumento
en la virulencia de las cepas de RHDV2 que circulan actualmente. Por este motivo, se evalud la eficacia de
YURVAC® RHD frente a una cepa de RHDV?2 altamente virulenta que circula actualmente. En 2010, surgié una
variante del virus (RHDV2), que se propagd rapidamente por todo el mundo y mostrd una mayor prevalencia
que los aislados de RHDV en conejos de granja y adultos. Sin embargo, una de las caracteristicas mas rele-
vantes de este patdgeno es que afecta a los gazapos. Recientemente, se ha informado sobre un aumento
en la patologia de las cepas actuales. Por esta razon, se evalud la eficacia de una dosis de YURVAC® RHD
contra una cepa altamente virulenta de RHDV2 actualmente en circulacién. El estudio se realizd mediante la
administracién subcutanea de una sola dosis a conejos de 30 dias de edad. La eficacia se evalué mediante
un desafio experimental contra una cepa altamente virulenta de RHDV?2 aislada en los Paises Bajos en 2022,
realizado 14 dias después de la vacunacion. Los resultados obtenidos en este ensayo respaldan plenamente
las afirmaciones de eficacia para reducir la mortalidad causada por cepas altamente virulentas de RHDV?2,
demostrando la eficacia de la vacuna.

Palabras clave: RHDV, RHDV2, altamente virulenta, YURVAC® RHD

Abstract

YURVAC® RHD is a new recombinant vaccine intended for active immunization of rabbits from the age of 30 days
to reduce mortality caused by classical Rabbit Haemorrhagic Disease (RHDV) and the variant (RHDV2). In 2010, a
variant of the virus (RHDV2) emerged, spreading worldwide within a short period of time and showing higher pre-
valence than RHDV isolates in kits and adult rabbits. But one of the most relevant characteristics of this pathogen is
that it affects rabbit kits. Recently, an increase in the pathology of current strains was reported. For this reason, the
efficacy of a dose of YURVAC® RHD was evaluated against a highly virulent currently circulating strain of RHDV?2.
The study was carried out with the subcutaneous administration of a single dose to 30-day-old rabbits. Efficacy was
evaluated by an experimental challenge against a highly virulent RHDV2 strain isolated in The Netherlands in 2022,
performed 14 days after vaccination. The results obtained in this trial fully support the efficacy claims of reducing
mortality caused by highly virulent strains of RHDV2, demonstrating the efficacy of the vaccine.

Keywords: RHDV, RHDV2, highly virulent, YURVAC® RHD.

Introduccidn

La vacunacién contra la enfermedad hemorragica del conejo (RHD) es la principal medida de proteccion
frente a esta enfermedad. YURVAC® RHD es una nueva vacuna recombinante indicada para la inmunizacion
activa de conejos a partir de los 30 dias de edad para reducir la mortalidad causada por la cepa clasica (RHDV)
y del tipo 2 (RHDV2), incluidas cepas altamente virulentas. Recientemente se han detectado nuevas cepas
de RHDV2 que se caracterizan por provocar una mayor mortalidad en conejos jévenes y afectar a animales
mas adultos (Le Minor, 2019).
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El objetivo de este estudio fue demostrar la eficacia de YURVAC® RHD contra una cepa altamente virulenta
de RHDV?2 aislada recientemente en 2022 en Holanda.

Material y métodos

Se seleccionaron 21 conejos de 30 dias de vida, libres de anticuerpos frente a RHDV y RHDV2. Se dividieron
en dos grupos; un grupo vacunado con YURVAC® RHD (n=15) y un grupo control (n=6) que recibié placebo
PBS. Todos los animales fueron vacunados por la via subcutanea. A los 14 dias post-vacunacion (dpv), todos
los animales fueron infectados experimentalmente por via intramuscular para evaluar la eficacia de la vacuna.
La cepa utilizada fue aislada durante un brote en unos conejos en Holanda en 2022.

Se registraron los signos clinicos generales y la mortalidad dos veces al dia durante 14 dias después del de-
safio. El estado serolédgico de los animales se evaludé mediante la técnica de inhibicion de la hemaglutinacién
(IH) para la deteccién de anticuerpos frente a RHDV y RHDV2 en muestras de sangre el dia O de la vacunacion
y el dia de la infeccién. Se analizaron muestras de higado para evaluar la presencia de RHDV2 y confirmar la
causa de la muerte. La mortalidad se evalué mediante la prueba de Chi-cuadrado.

Resultados y discusion

Todos los conejos incluidos en el estudio estaban libres de anticuerpos frente a RHDV y RHDV2 antes de
la vacunacién. Todos los animales vacunados se convirtieron después de la vacunacién y los animales de
control después de la infeccion.

Los resultados de mortalidad mostraron una tasa de supervivencia del 100% en el grupo vacunado con
YURVAC® RHD y una tasa de supervivencia del 0% en el grupo control, lo que confirma la alta virulencia de
la cepa (Figura 1). Todas las muertes del grupo de control se informaron entre 24 y 72 horas después del de-
safio. Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos, lo que confirma la eficacia de
YURVAC® RHD contra cepas altamente virulentas.

Las muestras de higado confirmaron que todos los animales del grupo control murieron debido a RHDV2.
El grupo vacunado no mostrd ningun signo clinico durante todo el estudio.

Estos resultados respaldan los obtenidos en los estudios de eficacia realizados con otra cepa altamente
virulenta aislada en Francia en 2020 (Perozo, 2024) y reafirman la indicacion de YURVAC® RHD para la protec-
cién frente a cepas de RHDV?2 altamente virulentas.
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Figura 1. Tasa de supervivencia después del desafio con la cepa de RHDV?2 altamente virulenta.
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Resumen

Lla Enfermedad Hemorragica del Conejo (RHD) es una enfermedad viral altamente mortal y con-
tagiosa causada por Lagovirus europaeus, perteneciente a la familia Caliciviridae. Desde su primera
deteccion en China en 1984, el RHD virus (RHDV) se ha propagado globalmente, causando una eleva-
da mortalidad en conejos silvestres y de granja. Se han identificado dos serotipos patolégicos, Gl.1y
Gl.2, siendo Gl.2 una variante altamente transmisible que emergié en 2010 y afecta a un rango mas
amplio de hospedadores, incluidos conejos jovenes. Diversos estudios demuestran un aumento en la
virulencia de los serotipos Gl.2, remarcando la necesidad de nuevas estrategias de vacunaciéon. Este
estudio evalud la respuesta inmunitaria de 53 conejas reproductoras de distintos grupos de edad en
una granja intensiva de Braga, Portugal, tras la vacunacién con YURVAC RHD® (Laboratorios HIPRA).
Se realizé un ensayo ELISA indirecto para determinar los niveles de anticuerpos contra Gl.1y GI.2. Los
resultados mostraron una tasa de seroconversiéon del 100%, con titulos elevados de IgG en todos los
individuos analizados, lo que indica una respuesta humoral fuerte y sostenida. No se observaron dife-
rencias significativas en los niveles de anticuerpos entre conejas jévenes y adultas, demostrando que
la edad no afectd la eficacia de la vacuna. Estos hallazgos confirman la efectividad de YURVAC RHD®
en lainduccién de respuestas inmunogénicas robustas contra GI.1y Gl.2. La vacunacién sigue siendo
el método mas eficaz para el control del RHD. Futuros estudios deberian centrarse en la cinética de
los anticuerpos a largo plazo, la interaccion entre la inmunidad inducida por la vacuna y Lagovirus no
patdbgenos, y la duracién de la inmunidad materna en gazapos para optimizar las estrategias de vacu-
nacion en la cunicultura comercial.

Palabras clave: Enfermedad Hemorragica del Conejo, Lagovirus europaeus, Gl.1y GI.2, YURVAC RHD®, ELISA.

Abstract

Rabbit Hemorrhagic Disease (RHD) is a highly fatal and contagious viral disease caused by Lagovirus euro-
paeus, a member of the Caliciviridae family. Since its first detection in China in 1984, the RHD virus (RHDV)
has spread globally, leading to high mortality rates in both wild and farmed rabbits. Two pathogenic seroty-
pes, Gl.1 and Gl.2, have been identified, with GI.2 emerging in 2010 as a highly transmissible variant affec-
ting a broader host range, including young rabbits. Various studies have demonstrated an increase in the
virulence of Gl.2 serotypes, emphasizing the need for new vaccination strategies. This study evaluated the
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Evidencia seroldgica de una vacunacién efectiva con YURVAC RHD en 53 conejas, de diferentes grupos de edad,
en una granja comercial

immune response of 53 breeding does from different age groups in an intensive rabbit farm in Braga, Portu-
gal, following vaccination with YURVAC RHD® (HIPRA Laboratories). An indirect ELISA assay was performed
to determine antibody levels against GI.1 and GI.2. The results showed a 100% seroconversion rate, with high
IgG titers across all analyzed individuals, indicating a strong and sustained humoral immune response. No
significant differences in antibody levels were observed between young and adult does, demonstrating that
age did not impact vaccine efficacy. These findings confirm the effectiveness of YURVAC RHD® in eliciting ro-
bust immunogenic responses against Gl.1 and GI.2. Vaccination remains the most effective method for RHD
control. Future studies should focus on long-term antibody kinetics, interactions between vaccine-induced
immunity and non- pathogenic Lagoviruses, and the duration of maternal immunity in kits to optimize vacci-
nation strategies in commercial rabbit farming.

Keywords: Rabbit Hemorrhagic Disease, Lagovirus europaeus, Gl.1y Gl.2, YURVAC RHD®, ELISA.

Introduccidn

La RHD es una enfermedad viral grave y altamente contagiosa causada por Lagovirus europaeus, un miem-
bro de la familia Caliciviridae (Abrantes et al., 2012). Identificado por primera vez en China en 1984, el RHDV
se ha vuelto endémico en varias regiones del mundo, causando una mortalidad significativa y pérdidas eco-
ndémicas en poblaciones de conejos comerciales y silvestres (Abrantes et al., 2012; Pinto et al., 2025). Se
han caracterizado dos genotipos principales, Gl.1 (RHDV clasico) y GI.2 (RHDV2/b), con la aparicion de Gl.2
en 2010 como una variante altamente transmisible que afecta a un rango méas amplio de hospedadores,
conejos jovenes y otras especies (Pinto et al., 2025; Tokarz-Deptuta et al., 2024). La existencia de estos dos
serotipos y la aparicion de cepas altamente patogénicas han resaltado la necesidad de actualizar y reformular
las vacunas comerciales existentes.

EI RHDV ataca principalmente el higado, causando necrosis hepatica fulminante y coagulacion intravascular
diseminada (CID), lo que conduce a la muerte rapida (O'Toole et al., 2022; Pinto et al., 2025). El virus se pro-
paga por contacto directo con conejos infectados o indirectamente a través de fémites, vectores insectiles y
contaminacién ambiental (Abrantes et al., 2012). Las respuestas inmunitarias tempranas contra Gl.2 incluyen
la regulacion al alza de citocinas como TNF-q, IL-6 e IL-1p en el higado y el bazo, lo que indica una fuerte reac-
cion inmunitaria innata, aunque esta respuesta suele ser insuficiente para evitar desenlaces fatales (O'Toole
etal., 2022). Algunas poblaciones de conejos han desarrollado resistencia genética al RHDV debido a presio-
nes selectivas, y se han identificado calicivirus no patégenos en conejos (RCVs), que podrian desempenfar un
papel en la induccion de inmunidad cruzada en ciertas poblaciones (Tokarz-Deptuta et al., 2024).

La vacunacion sigue siendo la estrategia mas eficaz y eficiente para el control del RHDV (Li et al., 2023; Pinto
et al., 2025). Las vacunas contra Gl.1 (basadas en RHDV clasico) fueron inicialmente exitosas en el control
de brotes; sin embargo, la aparicion de Gl.2 las hizo ineficaces debido a diferencias antigénicas entre los ge-
notipos (Li et al., 2023). Se han desarrollado vacunas inactivadas especificas para Gl.2, que han demostrado
una alta eficacia en la prevencién de la mortalidad en conejos (Pinto et al., 2025). Las vacunas recombinantes
basadas en la proteina VP60 han demostrado ser inmunogénicas y capaces de inducir una respuesta humo-
ral protectora. Estudios han demostrado que las vacunas basadas en VP60 generan fuertes respuestas de
anticuerpos y confieren proteccion contra GL.2 (Li et al., 2023). La vacunacion con formulaciones basadas en
VP60 induce respuestas IgG e IgM robustas, esenciales para la inmunidad a largo plazo (Li et al., 2023).

Los anticuerpos maternos confieren inmunidad pasiva a los gazapos, pero desaparecen tras 30-40 dias,
creando una ventana de susceptibilidad (Pinto et al., 2025). A la luz de la nueva vacuna comercial YURVAC
RHD®, introducida en el mercado de la cunicultura portuguesa en 2024, el presente estudio evalué el estado
inmunitario de 53 hembras reproductoras de diferentes grupos de edad en una explotacion intensiva con
1000 conejas reproductoras ubicada en Braga, Portugal.

Material y métodos

Para inferir el estado seroldgico del criadero, realizamos un ensayo ELISA indirecto siguiendo el protocolo de
Barcena et al., 2015. En resumen, particulas similares al virus (VLPs) derivadas de Gl.1 o GI.2 se adsorbieron
a placas ELISA Nunc Maxisorp a 100 ng/pozo en tampdn PBS y se incubaron durante la noche a 4 oC. Se blo-
quearon con un 5% de leche descremada en PBS y luego se analizaron con muestras de suero diluidas 1:200.
Se utilizé un anticuerpo secundario IgG anti-conejo (H+L) conjugado con HRP a 1:4.000, seguido de la adicién
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de la solucién sustrato (3,3',5,5'-tetrametilbenzidina, TMB). Las reacciones se detuvieron con acido fosférico
1My el desarrollo de color se midi® a 450 nm. Los pasos de bloqueo e incubacion con sueros y anticuerpo
secundario se realizaron a 37 oC durante una hora. Entre cada paso, las placas se lavaron tres veces con
PBS-0,05% Tween. Se incluyeron controles positivos y negativos en cada placa. Se consideraron positivas las
muestras con valores de absorbancia iguales o superiores a 0,2 unidades OD sobre el fondo (media de los
controles negativos/blancos).

Resultados y discusion

La evaluacién del estado inmunitario de las 53 hembras reproductoras de diferentes grupos de edad pro-
porciond evidencia seroldgica sélida de una fuerte respuesta inmunogénica a la vacuna YURVAC RHD®. Los
ensayos ELISA realizados en todas las muestras mostraron titulos de anticuerpos consistentemente elevados,
demostrando una potente respuesta humoral contra Gl.1y Gl.2. La tasa de seroconversion fue del 100%, con
niveles de IgG notablemente elevados en todos los individuos analizados, independientemente del grupo de
edad. La uniformidad de los titulos de anticuerpos sugiere que la vacuna induce una respuesta inmunitaria
sostenida en toda la poblacién reproductora, asegurando una proteccién inmunoldgica amplia contra ambos
genotipos patogénicos de RHDV. No se observaron diferencias significativas en las respuestas inmunitarias
entre hembras jovenes y adultas, lo que indica que la edad no afect¢ la eficacia de la vacuna en esta poblacion.

Los resultados de este estudio coinciden con hallazgos previos que respaldan la eficacia de las vacunas
contra RHDV en la prevencién de infecciones por GI.1y Gl.2 (Li et al., 2023; Pinto et al., 2025). La fuerte
positividad en ELISA en todas las hembras evaluadas confirma que la vacuna recombinante YURVAC RHD®
induce una respuesta inmunitaria robusta y efectiva contra ambas cepas. Esto es particularmente relevante,
ya que las vacunas clasicas basadas en Gl.1 eran ineficaces contra Gl.2 debido a diferencias antigénicas (Li et
al., 2023), destacando la importancia de utilizar vacunas con capacidad de proteccién cruzada. Ademas, la
vacunacion rutinaria cada seis meses en esta granja intensiva aseguré que la inmunidad se mantuviera es-
table a lo largo del tiempo, reforzando la eficacia del esquema de vacunacién en la proteccién contra brotes
de Gl.1yGl.2.

Una preocupacion clave en la cunicultura es la duracion de la inmunidad inducida por la vacuna y la necesi-
dad de dosis de refuerzo para mantener la proteccién (Pinto et al., 2025). Nuestro estudio apoya la recomen-
dacion de protocolos de revacunacién semestrales, como se implementaron en esta granja, para mantener
una cobertura inmunitaria 6ptima. Dado que tanto GI.1 como Gl.2 presentan altas tasas de mortalidad y una
persistencia ambiental prolongada, garantizar una inmunidad ininterrumpida mediante la administracién re-
gular de refuerzos es fundamental.

Los hallazgos de este estudio proporcionan evidencia sélida de que la vacuna YURVAC RHD® induce y man-
tiene altos niveles de inmunidad contra ambos genotipos patogénicos de RHDV, Gl.1y Gl.2, en hembras
reproductoras. La alta positividad en ELISA subraya la capacidad de la vacuna para generar una respuesta
humoral robusta y sostenida, asegurando una proteccion integral.
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