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1 INTRODUCCION GENERAL

El propdleo es una mezcla de resinas naturales recogidas de diferentes plantas,
hojas, brotes y exudados; por las abejas (Apis mellifera L.) parcialmente
digeridos por la saliva de las abejas y posteriormente se mezclan con cera. La
calidad del propdleo depende de las especies vegetales presentes en la zona
de recoleccion y del tipo de abeja que lo colecta (Pefa, 2008; Ristivojevic,
Trifkovi¢, Andri¢ & Milojkovi¢-Opsenica, 2015).

La composicion quimica del propéleo es cuantitativa y cualitativamente variable.
En el propdleo del Estado de Sonora se identificaron cinco sustancias como los
principales componentes del propéleo: pinocembrina, pinobanksina 3-acetato,
crisina, acacetin y galangina, en el Estado de Campeche se encontraron
lactonas, saponinas, fenoles, triterpenos, taninos, alcaloides, flavonoides,
sustancias aminadas y leucoantocianidinas (Tolosa & Cafizares, 2002,
Valencia et al., 2012).

Lotti et al. (2011) reportaron que el propéleo posee actividades biol6gicas tales
como antioxidante, antibacteriana, antiviral, antifangica, antiinflamatoria y
anticancerigena, propiedades que resultan una alternativa en la lucha contra
microorganismos patdégenos y al ser un producto de origen natural contribuye a
reducir o evitar el uso de farmacos sintéticos (Schmidt et al., 2014; Wagh,
2013). El propoleo puede ser utilizado dentro de la produccion animal, en los

sistemas de produccién cunicula.

El propdleo se ha utilizado en la produccion de conejos para combatir la
incidencia de Pasteurella multocida, encontrandose que mejora la respuesta
inmune contra cepas virulentas, la funcion renal, la funcién hepatica, las
condiciones de salud en general y disminuye los cambios histopatolégicos
asociados a Pasteurella multocida (Nassar, Mohamed, Soufy, Nasr & Mahran,
2012; Nassar, Mohamed, Soufy & Nasr, 2013). En México Gutiérrez (2011)



evaluo la actividad bacteriana in vitro de propoleo contra Pasteurella multocida y
se observé variabilidad de compuestos quimicos en donde al parecer
pinocembrina, crisina y naringenina son considerados los responsables de la

actividad contra Pasteurella multocida aislada de casos clinicos de conejos.

En México son escasas las investigaciones en el uso de propdleo en la
produccion de conejos, en la prevencion de enfermedades y en el sistema
inmune, por ello el presente estudio considera el efecto del uso del propoleo
para el control de Pasteurella multocida y Bordetella bronchiseptica que
comunmente atacan a los conejos y medir la ganancia diaria de peso y

conversion alimenticia durante el periodo de engorda.



1.1 Objetivo general

Evaluar diferentes dosis de un extracto alcoholico de propdleo en el
comportamiento productivo, la incidencia de enfermedades y el grado de

inmunidad de conejos durante el periodo de engorda.

1.2 Objetivos especificos

e Determinar la ganancia diaria de peso y conversion alimenticia de los
conejos tratados con diferentes niveles de propdleo.

¢ Monitorear el efecto de la inclusion de propodleo a diferentes dosis en la
incidencia de Pasteurella multocida y Bordetella bronchiseptica en
conejos, durante el periodo de engorda.

e Cuantificar el porcentaje de gammaglobulinas del suero sanguineo en los

conejos de diferentes tratamientos que han recibido propdleo.

1.3 Hipotesis

A cualquier dosis de un extracto alcohodlico de propdleo en el agua de bebida,
se vera mejorada la ganancia diaria de peso, la conversion alimenticia, evitara
la incidencia de Pasteurella multocida y Bordetella bronchiseptica y mejorara los

niveles de gammaglobulinas de conejos durante el periodo de engorda.



2 REVISION DE LITERATURA
2.1 Antecedentes del propdleo

La palabra propodleo deriva su nombre de dos palabras griegas: pro (antes) y
polis (ciudad) que significa en defensa de la ciudad (Dadant, 1975). El propéleo
es una mezcla de resinas, recolectadas por las abejas pecoreadoras
(comunmente Apis mellifera) de yemas de arboles y plantas que rodean a la
colmena o apiario (Jean-Prost, Méndori & Le-Conte, 2007). Aunado a la mezcla
de resinas se combinan ceras y algunas secreciones mandibulares (Martinez,
Delgado, Rojas & Casillas-Pefiuelas, 2010%. La recoleccion de propdleo se
concentra durante los periodos de sequia o antes de la llegada del invierno,
sustituyendo la recoleccion del néctar (Jean-Prost et al., 2007; Marquez et al.,
2010).

Las abejas utilizan el propoleo dentro de la colmena como cemento y balsamo
para rellenar fisuras y reducir la entrada en la piquera, con el fin de mantener un
microclima. De igual forma utilizan propdleo para recubrir cuerpos extrafios
(ratones, escarabajos, abejorros, etc.) y otros objetos, cuando son demasiado
grandes para sacarlos afuera de la colmena. El propéleo también contribuye en
la construccién del nido (Jean-Prost et al., 2007; Ristivojevi¢ et al., 2015),
esterilizar la colmena y las celdas donde la reina pondré los huevos y darle

impermeabilidad al agua (Martinez et al., 2010%).

La humanidad ha hecho uso de las propiedades del propéleo en la medicina
tradicional desde hace muchos afos, los primeros informes que existen acerca
de su utilizacién datan del afio 300 a. de C. (Ghisalberti, 1979). En la actualidad
el propdleo es utilizado en la medicina naturista, ingrediente en alimentos
nutraceuticos, tinturas, extractos, cremas, ungientos, capsulas, pastillas y
cosméticos (Bertrams, Miller, Kunz, Kammerer & Stintzind, 2013). En cuanto a
su composicion, contiene aproximadamente 50% de resina y balsamo, 30% de
cera, 10% de aceites esenciales y aromaticos, 5% de polen y 5% de impurezas
(Tagliacollo & Orsi, 2011).



Existen diferentes tipos de propdleo y cada uno presenta diferentes
propiedades quimicas y farmacoldgicas, aun cuando sean recolectados de la
misma colmena, presentaran diferentes propiedades segun la época del afio
(Bankova, Castro, & Marcucci, 2000; Pefia, 2008).

2.1.1 Produccién de propodleo

La produccién de propdleo ha tenido una marcada tendencia a variar de una
raza de abeja a otra y de una colonia a otra. Factores como la conducta a
polinizar o no, la técnica de recoleccion utilizada por el apicultor, las condiciones
ambientales y la flora circundante al apiario determinan la produccion (Martinez
etal., 2010°).

En promedio una colmena puede producir de 50 a 300 g por afio de propdleo.
Las abejas de raza Caucésica (Apis mellifera caucasica) utilizan mas propoleo
en comparacion con abejas de razas Europeas (Jean-Prost et al., 2007,
Martinez et al., 2010°). Los principales paises productores de propdleo en el
mundo son: China, Brasil, Argentina, Cuba, Chile y Uruguay y los paises que
demandan la produccion son: Dinamarca, Francia, Alemania, Hungria, Ucrania
y Estados Unidos de Norte América (Martinez et al., 2010%). En México no hay
cifras acerca de la produccién de propéleo en bruto y de productos derivados de
su procesamiento, Unicamente se disponen de datos relacionados a la

produccion de miel.

2.1.2 Diversidad de propoleo

El propoleo presenta una gran diversidad tanto en composicion quimica como
en cualidades fisicas, que dependen directamente de la zona donde se realiza
la recoleccién de resinas por parte de las abejas, la raza de abejas, la época del

afo y el origen botanico (Ghisalberti, 1979; Londofio et al., 2008).

2.1.3 Caracteristicas fisicas del propdéleo

El propdleo siendo una mezcla resinosa presenta una apariencia que tiende a

variar ampliamente y depende de diversos factores. El color puede presentarse



en diversas tonalidades abarcando tonos en crema, amarillo, verde y marrén.
En cuanto a la textura, algunas muestras son friables, mientras que en otras es
elastica y gomosa (Salatino, Teixeria, Negri & Massage, 2005). Su sabor es
amargo Yy el olor que presenta es el caracteristico de las resinas (Londofio et al.,
2008).

El propoleo tiene una densidad mayor comparada a la cera de abeja, se
disuelve en éter y cloroformo, parcialmente soluble en alcohol. A temperaturas
por arriba de los 15 °C es blando y pegajoso, se funde entre 60 y 69°C
(Martinez et al., 2010P).

2.1.4 Composicion quimica del propoleo

La composicién del propdleo de acuerdo a su origen botanico ha sido objeto de
diversos estudios cientificos, mostrando un heterogéneo y complejo perfil,
compuesto mayormente por:. resinas, ceras, balsamos, aceites esenciales,
polen y sustancias procedentes de regurgitaciones glandulares, segregadas por
las abejas durante el transporte (Bertrams et al., 2013; Jean-Prost et al., 2007).

Se han identificado y caracterizado alrededor de unos 300 constituyentes en
diversas muestras de propéleo (Bankova, 2005; Marcucci, 1995). El propdleo
contiene hidrocarburos, lipidos, alcoholes, aldehidos y &cidos (acidos ferdlicos,
acido cafeico), sustancias flavonoides y vitaminas (Salatino et al., 2005; Usami,
Kusano, Katayose, Wachi & Seyama, 2004). De los compuestos aislados del
propéleo los flavonoides y los &cidos fendlicos son los principales componentes
responsables de la actividad contra diversos microorganismos patdgenos
(Mendonga et al.,, 2015). En el Cuadro 1 se presentan algunos de los

componentes encontrados en los diversos propdleos.



Cuadro 1. Principales componentes quimicos del propdleo (Adaptado de

Gutiérrez, 2011 y Rojas, 2008).

Componentes

Ejemplos

Acidos Orgéanicos

Acidos fenélicos

Aldehidos arométicos
Cumarinas

Flavonoides

Flavonas

Flavonoles

Flavononas

Flavononoles

Minerales

Vitaminas

Acido benzoico y el acido galico.

Acido cafeico, acido cinamico, acido
pumarinico, acido insofenilico y acido

fenilico.
Vainillina e isovainillina.
Esculetol y escopuletol.

Pinocembrina, galangin y

pinobanksina.

Acacetina, cresina amatrilla,

pectolinaringenina y tectocrisina.

Izalginina, kaempférido, quercetina,

remnocitrina.
Pinostrobina y sakuranetina.

Pinobanksina, ferulico, sesquiterpenos

y flavonas (galangina).

Aluminio, plata, bario, boro, cromo,
cobalto, cobre, estafio, hierro,
magnesio, manganeso, molibdeno,
niquel, plomo, silicio, estroncio, titanio,

vanadio y zinc.

Provitamina A y vitamina B3.

El propdleo obtenido de regiones tropicales, contiene principalmente derivados

de acido p-cumarico, flavonoides, benzofenonas, lignanos y terpenos. Mientras



gue los obtenidos de regiones templadas muestran una composicion similar y
destacan los flavonoides, acidos aromaticos y ésteres (Marcucci, 1995; Popova,
Chonou, Marekov & Bankova, 2009).

2.1.5 Factores que determinan la composicion quimica del propdleo

La composicidbn quimica del propdleo depende de diversos factores, a
continuacion se sefialan aquellos que han sido considerados de mayor impacto

en trabajos cientificos.

La estacionalidad, influye en la recoleccion del tipo de exudados y resinas
presentes en las plantas (Martinez, Delgado, Rojas & Casillas-Pefiuelas, 2010°;
Shi, Yang, Zhang & Yu, 2012). La composicion varia también de acuerdo a las
estaciones del afo, aunque los perfiles cromatograficos sean similares
(Mendonca et al., 2015). En México el propodleo recolectado en la estacion de
primavera mostr6 mayor actividad anti proliferativa de radicales libres (Valencia
et al., 2012).

La region geografica es un factor que se encuentra ligado de manera estrecha a
la altitud, temperatura y precipitacion, este conjunto de factores determinan el
tipo de vegetacidn en cierta region, lo que significa que influenciaran el tipo y la
concentracion de los constituyentes del propéleo. Los cultivos préximos al
apiario juegan un papel importante ya que también son fuente de polen que
forma parte del propdleo (Paulino, 2003; Sforcin, Novelli & Funari, 2002; Shi et
al., 2012).

2.1.6 Actividad bioldgica del propdleo

El propoleo posee un amplio espectro de actividades biolégicas que incluyen
propiedades antiinflamatorias y analgésicas (Paulino, 2003), antifingicas
(Mendonca et al., 2015; Oliveira, Shinobu, Longhini, Franco & Svidzinski, 2006;
Quintero-Mora et al., 2008; Scazzocchio, Auria, Tecca, Renzini & Strippoli,
2001), anticancerigenas (Bufalo, Candeias & Sforcin, 2007; Calhelha, Falcéo,
Queiroz, Vilas-Boas & Ferreira, 2014; Khacha-Ananda, Tragoolpua,



Chantawannakul & Tragoolpua, 2013), antiprotozoarias (Monzote et al., 2012),
antibacterianas (Gutiérrez, 2011; Monzote et al., 2012), antioxidantes (Khacha-
Ananda et al., 2013; Vargas-Sanchez et al., 2014) y efectos inmunoestimulantes
(Nassar et al., 2012; Sforcin, 2007).

Se han destacado algunas actividades relacionadas con la activacion inmune y
citotdxica (Banskota, Tezuka & Kadota, 2001). Pefia (2008) sefala que se debe
tener en consideracion que algunas muestras de propoleo con tonalidades
oscuras contienen cantidades considerables de flavonoides que pueden llegar a

ser toxicos.

2.1.7 Accidn antibacteriana del propéleo

Diversos estudios bacteriolégicos han demostrado que el propoleo posee
actividades bacteriostaticas y bactericidas, atribuidas a los compuestos
fendlicos, ésteres y flavonoides. Se ha relacionado a los flavonoides como la
fuente principal de resistencia al ataque de bacterias, actuando como inhibidor
(Samara-Ortega, Benitez-Campo & Cabezas-Fajardo, 2011).

Ghisalberti (1979) demostré que el propéleo posee actividades hacia bacterias
como Bacillus subtilis, Proteus vulgaris y Bacillus alvei. Con menos efecto hacia
Salmonella Gallinarum, Salmonella pullorum y Salmonella dublin y totalmente
indiferente para cepas de Escherichia coli. Después del fraccionamiento de las
muestras del propéleo, hallaron que galangina, pinocembrina y el &cido cafeico,

fueron parcialmente responsables de la actividad bacteriostética.

En afios recientes se encontrd que el propdéleo posee efectos inhibitorios sobre
el crecimiento de algunas bacterias, como lo son: Staphylococcus aureus y
Trichophyton rubrum, (Monzote et al., 2012) y es activo para combatir
Escherichia coli, Klebsiella pneumoiae, Staphylococcus aureus y Streptococcus

agalactiae (Enciso-Diaz et al., 2012).

La actividad antibacteriana del propdleo al igual que otras de sus actividades

bioldgicas, se encuentra ligada de manera directa con la cantidad y el tipo de



compuestos activos contra las bacterias (Banskota et al., 2001; Ghisalberti,
1979; Rojas, 2008).

2.1.8 Utilizacién del propdleo en Medicina Veterinaria

En bovinos lecheros el extracto de propdleo fue utilizado para inhibir el
crecimiento bacteriano (Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae)
mediante la prevencion a nivel de division celular provocando un cambio en la
membrana citoplasmatica en la ubre de la vaca (Coelho et al., 2010). En
Rumania fueron identificadas y aisladas bacterias involucradas en casos de
mastitis de vacas lecheras y se evalué la sensibilidad y resistencia de
antibiéticos, miel y propdleo. El propdleo resulto ser una alternativa en el
combate contra Staphylococcus spp. en tintura con una concentracion al 20%,
sola o en combinacién con antibidticos (Giupana et al., 2015). Por su parte
Wang, Xie, Shen y Miao, (2016), investigaron los efectos antiinflamatorios del
propdleo Chino en el tejido epitelial de la ubre de la vaca. El propdéleo disminuyo
la viabilidad de células TNF-a y IL-6, lo que sugiere que el propdleo es viable
para el control de mastitis bovina. En toros de engorda, se llevé a cabo una
comparacion de dos dietas, la primera suplementada con monensina y la
segunda con un extracto de propoleo, como resultados la dieta suplementada
con propoleo manifest6 un mayor ganancia diaria de peso, conversion

alimenticia y peso en la canal caliente (Zawadzki et al., 2011).

En cabras, fueron utilizados extractos alcohdlicos de propdleo para combatir
bacterias del género Staphylococcus, presentes en el proceso de inflamacién
de la ubre. En pruebas in vitro, se encontré que el propdleo es una alternativa
viable para combatir dichas bacterias (Silva et al., 2012). En codornices se
utilizé un extracto de propdleo a diferentes concentraciones donde se evalué su
potencial como balsamo para conservar la calidad del huevo. Reportaron que a
una concentracion de 10 y 15% mostré mejores resultados de proteccion para
regular el pH, indice de albumina y pérdida de peso (Akpinar, Canogullari,
Baylan, Alasahan & Aygun, 2015). Asimismo Yambayamba y Mpandamwike

(2017), utilizaron como aditivo un extracto de propodleo solo y en combinacion
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con aloe vera para estudiar su potencial como promotor en la produccion, sus
resultados indicaron que la utilizacion del propéleo en combinacién con el aloe

vera mejora la produccion de huevos.

2.2 La produccion cunicola en México

La carne de conejo (Oryctolagus cuniculus), posee diversos atributos, donde se
destaca su baja cantidad de grasas y colesterol, alto contenido proteico, rica en
vitamina B y minerales, es de facil preparacion y coccién rapida, en general con

un alto valor nutritivo comparada con otras carnes (Rosas, 2013).

En México la produccion cunicola ha sido limitada por factores como la falta de
apoyos por parte del gobierno, poca investigacion en las instituciones, poco
avance en genética, nutricibn y reproducciéon y por ultimo la carencia de
politicas sanitarias. La demanda de carne de conejo mostrd crecimiento en los
afios 80, sin embargo, la produccién no alcanzé a cubrir dicha demanda, lo que
llevé al pais a recurrir a la importacién de carne de conejo procedente de China,
con ella se introdujo la enfermedad hemorragica viral de los conejos causando
grandes pérdidas. Fue combatida con cuarentena, sacrificios y desinfeccion, la
enfermedad logré ser erradicada un par de afios mas tarde. El periodo de
repoblacion fue lento mientras tanto se dieron cambios importantes en la
cunicultura de nuestro pais (Marto, 2012; Olivares, Gémez, Schwentesius &
Carrera, 2009). La produccién y consumo de la carne de conejo se ha limitado
al espacio geografico del centro del pais en los estados de Tlaxcala, Puebla,
Estado de México y la Ciudad de México (SAGARPA, 2012).

La produccion del conejo ha sido impulsada en los ultimos afios por el gobierno
federal y estatal, sin embargo, los programas de transferencia de tecnologia no
han tenido el impacto esperado, los problemas de enfermedades en el conejo
son parte de la problematica que ha frenado el desarrollo de la cunicultura,
relegandola a produccion de traspatio y autoconsumo (Alianza por el Campo,
2003).
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2.2.1 Enfermedades del conejo

Dentro de las enfermedades que mayormente afectan al conejo se encuentran
la pasteurelosis y la enteritis (Cheeke, Patton & Templeton, 1982), que sin
dudas tienen una repercusidbn economica importante para el cunicultor,
frenando asi la expansion de la cria del conejo (Lebas, Coudert, Rouvier &
Rochambeau, 1986). Prevenir la muerte de los animales no sélo es importante
para la economia del cunicultor, también se considera primordial en la
aplicacion de las normas de bienestar animal (Schlolaut, Hudson & Rd&del,
2013).

La diarrea en el conejo tiene efectos graves, sobre todo en conejos jovenes. El
origen puede ser el cambio de alimentacion y de habitat, variaciones en el pH,
baja calidad del agua, agentes quimicos, mohos, parasitos intestinales, virus y
bacterias. Dentro de los microorganismos patdégenos para el conejo se
destacan: Clostridium, Escherichia coli y coccidia del género Eimeria (Schlolaut
et al., 2013).

El género Clostridium son bacterias anaerobias habitantes del tracto digestivo,
no todas las especies son patdgenas, Clostridium perfringes, Clostridium welchii
y Clostridium septicum son algunas de las bacterias mas comunes en el conejo
(Romero, Nicodemus, Jarava, Menoyo & de Blas, 2011). Escherichia coli, se
encuentra también como habitante regular del tracto digestivo, la diarrea se
manifiesta cuando aumenta la poblacion de Escherichia coli aunado a una
alimentacion desequilibrada, aumento en la poblacién de coccidios y choque
térmico. Provoca diarreas que rapidamente conducen el animal a la muerte y el
tratamiento suele ser costoso (Belli et al., 2008). Los coccidios son parasitos
protozoarios que se transmiten por contacto con heces o ingestion de tejido
infestado, el primer sintoma es diarrea que puede llegar a presentar sangre

cuando es severa (Soulsby, 1987).

Las infecciones del aparato respiratorio también suelen ser uno de los

problemas frecuentes en el conejo, al igual que las enfermedades del tracto
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digestivo generan fuertes pérdidas economicas para los cunicultores. Las
causas de estas enfermedades radican en los cambios de temperatura, el
polvo, la humedad, el amoniaco, parasitos, virus y bacterias. Las causas que se
encuentran relacionadas con el medio ambiente pueden ser reguladas y poseen
la capacidad de favorecer la aparicion de microorganismos patégenos (Luciano,
2008; Ortega, 1994).

Los parasitos pueden infestar los pulmones, sin embargo, es relativamente raro
gue ocurra en el conejo. Las bacterias son la principal causa de enfermedades
de origen respiratorio en el conejo, las bacterias que con frecuencia se han
encontrada asociadas son: pasteurelas, bordetelas, klebsielas, estafilococos,
colibacilos, salmonelas y listerias. Los conejos son especialmente sensibles al
aumento de la poblacion de Pasteurella multocida, la infeccion con esta bacteria
se caracteriza por causar abscesos, diarrea, metritis, otitis, y septicemia
(DiGiacomo, Xu, Allen,Hinton & Pearson, 1991; Kulcsar, Fabian, Farsang &
Virag, 2008). Sin embargo, Bordetella bronchiseptica también se presenta con
frecuencia. La combinacion de ambas bacterias puede conducir a una infeccion
fuerte y dificil de combatir (Belli et al., 2008).

2.2.2 Alternativas en la lucha contra enfermedades

El propdleo ha sido utilizado en la medicina veterinaria como suplemento en la
dieta, coccidiostato, promotor de crecimiento, antiparasitario, desinfectante,
antiinflamatorio, etc., es parte de lo que se le conoce como medicina alternativa.
Su utilizacion en produccion animal forma parte de acciones preventivas
utilizadas, con el fin de evitar la aparicibn de enfermedades utilizando un

remedio natural (Vargas-Sanchez et al., 2014).

El propdéleo ha probado ser eficaz en la prevencion y tratamiento de
enfermedades, pero aun requiere mas investigacion que conduzca a determinar
su composicion quimica y las implicaciones de éste (Kuropatnicki, Szliszka &
Krol, 2013).
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2.2.3 Utilizacion de propéleo en la produccion cunicola

El propdleo ha sido evaluado en el sistema de produccion cunicola. En Brasil
fue evaluado un extracto alcoholico de propoéleo a diferentes dosis en gazapos,
con el fin de mejorar el rendimiento de la canal y el perfil bioquimico. Se hallé
que a una concentracion de 1000 ppm mejora el rendimiento de la canal y los
parametros bioquimicos como la glucosa, urea, creatinina y albumina (Garcia,
de Sa, Langoni & Fenari, 2004a). En conejos de engorda, la adicién de un
extracto etandlico de propéleo (1.5 ml) mejoré la ganancia de peso (Coloni et
al., 2007). Por su parte Nader et al. (2010), utilizaron el propéleo como aditivo,
para combatir el colesterol y aterosclerosis, concluyeron que el propoéleo
disminuye los riesgos de arterosclerosis mediante los mecanismos

antioxidantes.

En otros dos experimentos, se utiliz6 un extracto etandlico de propoleo en
combinacion con la cepa inactiva de Pasteurella multocida para mejorar las
condiciones de salud en general, la respuesta inmune y cambios
histopatoldgicos asociados a pasteurelosis. En el primer experimento no se
encontraron efectos en los tratamientos (Nassar et al., 2012), para el segundo
experimento se manejaron diferentes niveles de inclusion de propéleo en las
vacunas en combinacion con la cepa inactiva de Pasteurella multocida y como
resultado mejor6 las condiciones de salud en general y minimizé los cambios
histopatologicos después del desafio con la cepa virulenta de Pasteurella
multocida (Nassar et al., 2013). En otro estudio, se utilizdé propéleo combinado
con granos de polen como suplemento en conejas nuliparas para evaluar su
comportamiento productivo y reproductivo. Como resultado las conejas
aumentaron su ganancia de peso en la semana uno, mayor nimero de gazapos
nacidos, mayor peso de los gazapos al destete (28 dias de edad) y una
marcada disminucion del colesterol en el plasma, también se registrd6 menos

servicios por concepcién y una mayor tasa de fertilidad (Attia et al., 2015).
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3 INFLUENCIA DEL PROPOLEO EN EL COMPORTAMIENTO PRODUCTIVO,
SALUD E INMUNIDAD DE CONEJOS EN ENGORDA

3.1 Resumen

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de la inclusion de un
extracto alcohdlico de propoleo de abejas a diferentes dosis en el agua de
bebida sobre el comportamiento productivo, salud e inmunidad de conejos en
engorda. Conejos de las razas Nueva Zelanda Blanco, California, Mariposa,
Chinchilla, y Azteca negro (n=140) conformaron cuatro grupos similares en
pesos Yy fueron asignados al azar a uno de cuatro tratamientos experimentales:
1) Sin propoleo o grupo control; 2) con inclusién de 500 ppm de propéleo; 2)
1000 ppm de inclusion; 3) 1500 ppm de inclusién. El disefio experimental fue un
completamente al azar con cuatro tratamientos y 35 repeticiones por
tratamiento donde la unidad experimental fue la jaula. Cinco conejos fueron
alojados en cada jaula. Los conejos recibieron los extractos alcohdlicos de
propéleo durante los primeros catorce dias del periodo de engorda. No se
encontraron efectos (p>0.05) de tratamientos en las ganancias diarias de peso
y en la conversion alimenticia. Las ganancias diarias de peso para los
tratamientos 1, 2, 3y 4 fueron 33.1, 32.4, 30.1 y 29.6 g d* (EEM= 251) y la
conversion alimenticia fue 2.1, 2.0, 1.9, 1.8 (EEM = 0.25), respectivamente. Las
tasas de mortalidad fueron altas en todos los tratamientos (P>0.05). El grupo
control, 1000 ppm y 1500 ppm mostraron las menores cantidades logaritmicas
de coccidias comparadas con 500 ppm (p<0.0001). No se encontraron efectos
(p>0.05) entre niveles de extractos alcohdlicos de propdleo en la incidencia de
Pasteurella multocida y Bordetella bronchiseptica y en los niveles de
gammaglobulinas de la fraccién sérica. La administracibn de extractos de
propd6leo en el agua de bebida al inicio del periodo de engorda tiene efectos
positivos en la disminucion de los niveles de coccidia de los conejos.

Palabras clave: Palabras clave: propoleo, conejos, salud, inmunidad,
ganancia diaria de peso.

Tesis de Maestria en Ciencias en Innovacion Ganadera, Posgrado en Produccién Animal,
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3.2 Abstract

The aim of the present study was to determine the effect of the inclusion of
different levels of alcoholics bee propolis extracts in the drinking water on
productive performance, health and immunity in fattening rabbits. California,
New Zealand White, California, Butterfly, Chinchilla and Black Aztec weaned
rabbits (n = 140) were conformed in four groups with similar weights and
assigned randomly to one of four experimental treatments: 1) without propolis or
control group; 2) with an inclusion of 500 ppm of propolis; 3) 1000 ppm of
inclusion; 4) 1500 ppm of inclusion. The experimental design was completely at
random with four treatments and 35 repetitions per treatment, and the
experimental unit was de cage. Five rabbits were allocated on each cage. The
rabbits received the different levels of propolis extracts in the drinking water
during the first fourteen days of the fattening period. There were no effect (P >
0.05) of treatment on daily gain weight and feed conversion. Daily gain weight
for treatments 1, 2, 3 and 4 were 33.1, 32.4, 30.1y 29.6 g d™* (EEM= 2.51) and
feed conversion 2.1, 2.0, 1.9, 1.8 (EEM = 0.25), respectively. Mortality rates
were high but consistent (P>0.05) among treatments. The control group,1000
ppm and 1500 ppm of propolis extract inclusion showed the lowest logarithmic
amounts of coccidian compared with 500 ppm (p<0.0001). There was no effect
(p>0.05) of levels of propolis extracts on the incidence of Pasteurella multocida
and Bordetella bronchiseptica nor on the levels of serum gammaglobulins. The
administration of extracts of propolis in the drinking water at the beginning of the
fattening period has positive effects in the decrease of the coccidia levels of the
rabbits.

Keywords: propolis, rabbits, health, immunity, daily gain of weight

Tesis de Maestria en Ciencias en Innovacion Ganadera, Posgrado en Produccién Animal,
Universidad Autbnoma Chapingo

Autor: Maria Inés Sierra Galicia

Director de Tesis: Raymundo Rodriguez de Lara
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3.3 Introduccién

El propdleo es un compuesto natural elaborado por las abejas (Apis mellifera L.)
de composicion quimica compleja, su principal funcion es mantener a la
colmena libre de contaminantes (Ghisalberti, 1979). Sus caracteristicas fisicas y
su composicion quimica tienden a mostrar una amplia variacion que depende
directamente de la zona de recoleccion por parte de las abejas y de la flora
presente en dicha region (Castaldo & Capasso, 2002). El propéleo posee varias
actividades bioldgicas que han sido objeto de estudio en diversos trabajos, se
han destacado las propiedades antibacteriana, antifingica, anticancerigena,
antiprotozoaria, antioxidante, antiinflamatoria, efectos inmunoestimulantes
(Nassar, Mohamed, Soufy Nasr & Mahran, 2012) y propiedades analgésicas
(Londofio et al., 2008; Lotti et al., 2010; Oliveira, Shinobu, Longhini, Franco &
Svidzinski, 2006).

La accion biolégica del propoleo ha sido atribuida al contenido de compuestos
fendlicos, ésteres y flavonoides, donde los flavonoides se han identificado como
la fuente de resistencia al ataque de bacterias (Samara-Ortega, Benitez-Campo
& Cabezas-Fajardo, 2011).

En produccién animal el propoleo ha sido utilizado como coccidiostato, promotor
de crecimiento, desinfectante, antiparasitario y antiinflamatorio, por lo que
constituye parte de las acciones preventivas en el combate a enfermedades, ya
que sus moléculas farmacolégicamente activas le permiten atacar una gran
diversidad de bacterias, hongos y algunos virus (Castaldo & Capasso, 2002;

Vargas-Sanchez et al., 2014).

El propdleo ha sido utilizado en pollos de engorda como promotor de
crecimiento donde demostré mejorar la ganancia de peso y la conversiéon
alimenticia (Franco et al., 2007). En otro estudio encontraron que la inclusion de
propéleo mejora las ganancias de peso, conversion alimenticia, disminuye la
concentracion de colesterol en el plasma, mejora las caracteristicas de la canal

y no hubo efecto en el titulo de anticuerpos (Torki, Soltani & Mohammadi,
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2015). A nivel in vitro se ha inhibido el crecimiento de Salmonella pullorum y
Staphylococcus aureus aisladas de pollos durante el periodo de engorda
(Enciso-Diaz et al., 2012). En otras investigaciones in vivo se ha utilizado el
propéleo en extracto alcohdlico, tinturas, en polvo y en ungiento, para combatir
mastitis en vacas (Giupana et al., 2015) y Staphylococcus en cabras (Silva et
al., 2012).

En la produccion cunicola el prop6leo ha mostrado reducir la carga parasitaria y
una recuperacion de animales enfermos por diarrea (Hollands, Miyares &
Sigarroa, 1988), también ha sido utilizado como coccidiostato (Moura,
Scapinello, Martins, Franco & Ribeiro, 1998), ha mejorado la ganancia diaria de
peso (Garcia, De S&, Langoni & Funari, 2004a), mejoré las caracteristicas
generales de la canal (Coloni et al., 2007) y el desempefio en general de
conejos en engorda (Scapinello, Moura, Martins, Franco & Ribeiro, 1998). El
propoleo se ha probado a nivel in vitro con el fin de combatir cepas de
Pasteurella multocida aisladas de casos clinicos de conejos enfermos
(Gutiérrez, 2011). Nassar, Mohamed, Soufy y Nasr, (2013) utilizaron propéleo
solo y en combinacién con la vacuna para combatir Pasteurella multocida,
encontraron resultados positivos y una marcada recuperacion en el estado de
salud en general. A nivel in vitro se ha comprobado su accién bactericida contra

Pasteurella multocida (Gutiérrez, 2011).

La generacién de nueva informacién sobre la utilizacion de propdleo en la
produccion que contribuya en la prevencién de enfermedades de origen
bacteriano en conejos, es de vital importancia para los productores, ofrecer una
opciébn econdmica y que genere bajo impacto ambiental. En este sentido el
presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo estudiar la respuesta a la
inclusion de un extracto alcohélico de propdleo a diferentes dosis en el agua de
bebida sobre el comportamiento productivo, sanidad e inmunidad de conejos

durante el periodo de engorda.
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3.4 Materiales y métodos

En el municipio de Papalotla de Xicohténcatl Tlaxcala, fue colectado el propoleo
durante los meses de noviembre 2015 a enero 2016. Su obtencion se llevo a
cabo por medio de la técnica de raspado, consistidé en utilizar una espatula de
acero inoxidable con poco filo para raspar el propéleo de tapas, alzas y
bastidores en sus partes internas, se evitd la recoleccion de propéleo dispuesto
en la piquera (Jean-Prost, Méndori & Le Conte, 2007). En total se obtuvo un kilo

de propoleo del apiario, se quebré y almacené en frascos color ambar.

Papalotla de Xicohtancatl, Tlaxcala se sitla en un eje de coordenadas
geograficas entre los 19° 10°’N y 98° 12’0 a 2,200 metros sobre el nivel del mar.
El clima del municipio se clasifica como un subhiumedo con régimen de lluvias
en verano, la temperatura media anual méxima registrada es de 23.9°C y la
minima de 5.5°C (INEGI, 2017).

El municipio cuenta con vegetacion de tipo secundaria, donde se pueden
encontrar arboles de aile (Alnus acuminata), sauce (Salis bonplandiana),
tejocote (Crataegus pubescens), capulin (Prunus serotina), tepozan (Buddleia
cordata), pirul (Schinus molle), fresno (Fraxinus uhdei), cedro blanco
(Cupressus benthamii) y especies introducidas como la casuarina, el eucalipto y
el trueno (INAFED, 2017).

El propdleo fue extraido de acuerdo a la técnica modificada de Nassar et al.
(2012). Se pesaron 20 gramos de propdleo, los cuales fueron transferidos a un
matraz balon de 250 mL y se le afiadieron 200 mL de etanol al 70%, se sometio
a agitacion constante durante siete dias en bafio Maria, evitando la entrada de
luz. Posteriormente se filtré a través de papel filtro Whatman No. 40 con el fin
de separar el filtrado y el sdlido residual. Una vez obtenido el extracto alcohdlico
de propdleo, se vacio en un frasco color ambar y se almacend a temperatura

ambiente.
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El trabajo se llevo a cabo en “Conejos” Centro de Investigacion Cientifica del
Estado de México A. C., en la localidad de San Miguel Coatlinchan del
Municipio de Texcoco. Localizado en el Valle de México en las coordenadas
19°26'56"N 98°52'20"0 a una altitud de 2220 msnm, una temperatura media

anual de 15°C y una precipitacion de 645 mm.

Se utilizaron 140 conejos de las razas Nueva Zelanda, California, Chinchilla,
Azteca Negro y Mariposa, recién destetados (30 dias de edad). Los animales
fueron asignados completamente al azar a uno de los cuatro tratamientos
experimentales; 1) testigo; 2) con 500 ppm de propodleo; 3) con 1000 ppm de
propdleo; 4) con 1500 ppm de propdleo.

El disefio experimental fue un completamente al azar con cuatro tratamientos y
siete repeticiones por tratamiento, en donde la unidad experimental fue la jaula.
Cada jaula con cinco conejos.

Los animales se mantuvieron en una galera con ventilacién natural y provista
con aislamiento térmico. La disposicion de los cuatro tratamientos fue en
bandas con jaulas tipo americanas (90 cm de largo x 60 cm de ancho y 40 cm
de altura), dispuestas en sistema Flat-Deck, las jaulas fueron provistas con
bebederos automéaticos y comederos tipo inglés. Durante el experimento se
registr6 una temperatura maxima y minima promedio de 21.3 y 13.4 °C,
respectivamente. La humedad relativa maxima y minima promedio fue de 53.5y

28.6%, respectivamente.

Las jaulas fueron flameadas, lavadas y desinfectadas. Los contenedores,
tuberias y chupones de las cuatro bandas utilizadas fueron lavados y
desinfectadas, en el proceso de desinfeccion se utilizo iodo (prelact).

Los conejos fueron alimentados con alimento comercial con un contenido de
16.5% de proteina cruda, 3% de grasa cruda, 15% de fibra cruda, 9% de
cenizas, 12% de humedad y 44.5% de extracto libre de nitrégeno. El alimento
fue ofrecido ad libitum durante el periodo de engorda, el alimento ofrecido y

rechazado fue pesado y registrado para determinar la ganancia diaria de peso y
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la conversion alimenticia. En el agua se incluyé el extracto alcohodlico de
propdleo durante los primeros 14 dias del periodo de engorda. El agua, fue

ofrecida fresca y a libre acceso.

Para la recoleccion de datos los conejos fueron pesados de forma individual,
con una bascula digital, a partir del dia cero del periodo de engorda y cada siete
dias, hasta llegar al periodo de finalizacién (50 dias después del destete). De
igual forma se registraron los consumos de alimento por jaula cada siete dias
durante todo el periodo de engorda, con el fin de determinar las ganancias
diarias de peso y la conversion alimenticia. EI consumo de alimento en cada
jaula se vio influenciada por la mortalidad que se fue dando durante todo el
periodo de engorda, fue necesario utilizar un factor de correccion que
descuenta la cantidad de alimento consumida por los conejos hasta el dia de su
muerte compensando asi el consumo de alimento para cada jaula de cada

tratamiento. El Cuadro 2 muestra los factores de correccion aplicados.

Cuadro 2. Factores de correccién para compensar el consumo de alimento
(Ferrer, Valle y Roca, 1991).

Dias 7 14 21 28 35
Semanas 1 2 3 4 5
Consumol/dia (g) 80 100 120 140 130
Consumo/semana 560 700 840 980 910
Acumulado 560 1260 2100 3080 3990
Factor corrector 1.0 0.8 0.7 0.65 0.6

Para el analisis de parasitos se recogieron muestras de heces de tres jaulas por
tratamiento cada 15 dias haciendo un total de cinco muestreos durante el
periodo de engorda. Fueron colocadas charolas bajo las jaulas, posteriormente
se recuperaron cinco gramos de heces de las charolas, las heces fueron
transportadas al laboratorio en bolsas de plastico debidamente selladas y

etiquetadas para su analisis.
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Las muestras fueron analizadas en el laboratorio de Anatomia |l del
Departamento de Ensefianza, Investigacion y Servicio en Zootecnia de la
Universidad Autonoma Chapingo. Se utilizo la técnica de McMaster (Olivares,
Rodriguez & Cortés, 2001), la cual consiste en utilizar una solucién salina
saturada para llevar a cabo el conteo de huevecillos de paréasitos
gastrointestinales por flotacion. Se observaron en el microscopio y se

identificaron los huevos y larvas presentes en las muestras de heces.

Para la identificacion de bacterias presentes en el tracto respiratorio se
colectaron muestras nasales de tres conejos por tratamiento los dias 1, 25y 50
del periodo de engorda. Mediante hisopos, se realiz6 un frotis en la cavidad
nasal, los hisopos fueron colocados en medios de transporte Stuart. Las
muestras fueron analizadas en el laboratorio del Departamento de Microbiologia
e Inmunologia perteneciente a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la Universidad Nacional Autonoma de México. Las muestras contenidas en
los hisopos fueron sembradas en agar sangre para su posterior tipificacion
bioguimica y por antibiograma, técnicas descritas en el Manual (Coffin, 1959).

Para el analisis de gammaglobulinas se utilizaron 2 mL de sangre, obtenida por
medio de puncién cardiaca de tres conejos por cada tratamiento, las muestras
obtenidas fueron depositadas en tubos vacutainer sin anticoagulante. La
recoleccion de muestras se llevo a cabo en las semanas 5, 6 y 7 del periodo de
engorda. Las fracciones séricas fueron determinadas en el Departamento de
Microbiologia e Inmunologia en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la Universidad Nacional Autbnoma de México, por medio de electroforesis en
acetato de celulosa, descrita en el manual de espectrodensitometria “Cellomatic

Junior”.

En el presente experimento se determinaron las siguientes variables: ganancias
diarias de peso, conversion alimenticia y mortalidad. De algunos conejos
tomados al azar dentro de cada tratamiento se midieron los niveles de infeccion
e infestacion de bacterias y parasitos respectivamente, asi como los niveles de

gammaglobulinas de las fracciones séricas.
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El modelo estadistico de mejor ajuste a las variables analizadas se describe a

continuacion.
Yij = o+ 6+ B(Xj - X) + Sk

Donde Yiy, variable de respuesta a la inclusion del propdleo; y, media general,
t;, efecto del i-ésimo tratamiento (dosis de propdleo); B, coeficiente de regresion;
Xi, covariable (peso inicial); X, media general de la covariable (peso inicial) Giik

error experimental.

El andlisis estadistico se realiz6 con el procedimiento GLM para las variables
ganancia diaria de peso y conversion alimenticia, FREQ para el analisis de
mortalidad, GENMOD en el andlisis de variables categoricas para bacterias del
tracto respiratorio y MIXED en el andlisis de bacterias del tracto digestivo y
gammaglobulinas de las fracciones séricas, se utilizé el paquete estadistico
SAS version 9.3 (SAS, 2015).
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3.5 Resultados y discusion

Ganancia diaria de peso y conversion alimenticia

Las ganancias diarias de peso de cada tratamiento se muestran en el Cuadro 3,
no se encontré diferencia (p>0.05) entre los tratamientos que incluyen un
extracto alcohdlico de propodleo en el agua de bebida y el testigo. Sin embargo,
se puede observar una tendencia (p=0.09) a que las ganancias fueron mas
altas para el tratamiento testigo y el que contiene propdleo a 1500 ppm con
32.76 y 33.51 g d™* respectivamente. Los tratamientos con 500 y 1000 ppm de
propéleo obtuvieron las ganancias mas bajas con 29.71 y 29.46 g d*

respectivamente.

Los valores obtenidos en las ganancias diarias de peso se encuentran entre los
rangos obtenidos por Coloni et al. (2007) donde reportaron una ganancia de
28.7 a 41.3 g d*, con una racién de alimento comercial mas 0.8 mly 1.5 ml de
extracto etanodlico de propdleo respectivamente, suministrado via oral. Por otro
lado los resultados encontrados en el presente trabajo no son consistentes con
los reportados por Garcia et al. (2004a), quienes utilizaron el propéleo a una
dosis de 1000, 2000 y 3000 ppm reportando una ganancia diaria de peso de
15.5, 12.4 y 10.0 g d* respectivamente, comparando los tratamientos de
propéleo a 1000 ppm encontramos que las ganancias reportadas en este
trabajo 29.46 g d™ son superiores a las reportadas por Garcia. Lo anterior
puede ser atribuido al efecto de la composicion quimica del propdleo utilizado
en los diferentes estudios, ya que la composicién esta directamente relacionada
con la vegetacion y los propdleo utilizados en los diferentes estudios provienen
de diferentes puntos geograficos, dando como resultado una composicién

quimica diversa.

En Egipto se utilizaron polen, propoéleo y la combinacion de polen + propoleo
en una solucion oral y la ganancia diaria de peso fue de 42.9, 34.2 y 45.2 g d™
para cada tratamiento respectivamente, con una diferencia estadisticamente

significativa entre cada tratamiento (p<0.01) entre tratamientos. El tratamiento
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gue combind el polen y el prop6leo obtuvo la mejor respuesta, seguida del
polen solo y por ultimo el propdleo (Attia et al., 2015). Las ganancias reportadas
de 34.2 g d* son superiores a las encontradas en el presente estudio (33.51 g
db.

Cuadro 3. Medias de cuadrados minimos (z error estandar de la media) para el
efecto de diferentes niveles de inclusién de un extracto alcohdlico de propodleo

en las ganancias diarias de peso y conversion alimenticia de conejos.

Variable
Tratamiento Ganancia diaria de peso Conversion alimenticia
(g/conejo)
Testigo 32.76+0.93 2.14+0.25
Propdleo 500 ppm 29.71+0.93 2.01+0.25
Propéleo 1000 ppm 29.46+0.93 1.87+£0.25
Propéleo 1500 ppm 33.51+0.93 1.84+0.25
Valor p 0.09 0.12

La conversién alimenticia obtenida se presenta en el Cuadro 3, donde se
observa que la conversibn se mantuvo constante entre los diferentes
tratamientos y el testigo. Sin embargo, se observa una tendencia (p=0.012) a
que el tratamiento con la inclusién de propdleo a 1500 ppm mostrara la mejor
conversion alimenticia 1.84 mientras que la conversién mas pobre fue con el

testigo con 2.14.

La conversion alimenticia promedio para los conejos en engorda es de 2.5 a 3
(Carraro, Trocino, Fragkiadakis, Xiccato & Radeaelli, 2007; Eibed, Zewell,
Basyony, Dosoky & Badry, 2013; Gidenne et al., 2005b), lo que indica que una
conversion alimenticia de 1.84, aceptable para un sistema de engorda en

conejos.

Por otro lado la conversion alimenticia del presente estudio es mejor en

comparacion a la obtenida por Garcia et al. (2004a) donde encontraron una
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conversion de 7.33t£15.7, 9.12+6.9 y 10.3+10.7 respectivamente, los autores
sugieren que se debe a la alta cantidad de extracto de propdleo utilizado.
Scapinello et al. (1998) encontraron que con la utilizacion de una solucion
hidroalcohodlica suministrada en el agua de bebida mejora notablemente el

desempeiio de conejos Nueva Zelanda.

El tratamiento con mejores resultados fue el que contenia un extracto de
propdleo a 1500 ppm, mostro la mejor ganancia diaria de peso y una mejor
conversion alimenticia, aunque el tratamiento testigo mostré una ganancia diaria
de peso aceptable la conversién alimenticia fue la mas pobre de los

tratamientos.

El propdleo también ha sido utilizado en otros trabajos, con el fin de mejorar los
parametros productivos, en pollos de engorda se incluyo propéleo al 0.1% como
resultados mejoro la ganancia diaria de peso y conversion alimenticia (Franco et
al., 2007). En otro estudio se utilizé un extracto etanélico de propdleo a 0.2 g/kg,
mejor6 las ganancias de peso, conversidon alimenticia y mejoré las
caracteristicas de la canal como el rendimiento y la cantidad de grasa fue mas
baja (Torki, Soltani & Mohammadi, 2015).

Mortalidad

Durante las primeras semanas del periodo de engorda, la infestacién por
coccidia fue la principal causa de muerte en los conejos, los sintomas ligados a
la infestacion fueron diarrea acompafada, en ocasiones con moco, pérdida de
peso, anorexia, deshidratacion y pelo sin brillo y 4spero. Posteriormente en las
tltimas semanas del periodo de engorda la mortalidad se encontr6 asociada a
la infeccidn causada por Pasteurella multocida y Bordetella bronchiseptica, los

sintomas asociados fueron escurrimiento nasal, estornudos e irritacion en 0jos.

En el Cuadro 4 se muestran los porcentajes de mortalidad registrados por los
diferentes tratamientos. Los tratamientos se mantuvieron constantes, no
mostraron diferencia (p>0.05). Sin embargo, se puede observar que el
tratamiento que obtuvo el mayor porcentaje de mortalidad fue el que contiene el
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extracto alcohdlico de propéleo a 1000 ppm con el 34% y el porcentaje mas
bajo lo obtuvo el tratamiento testigo con 11.43%.

Cuadro 4. Influencia de diferentes niveles de inclusion de propoleo en la

mortalidad global de conejos en engorda durante el periodo de engorda.

Niveles de inclusion Conejos al Conejos al Mortalidad
inicio final (%)
Testigo 35 31 11.43
Propdleo a 500 ppm 35 30 14.29
Propoleo a 1000 ppm 35 23 34.29
Propoleo a 1500 ppm 35 26 25.71
Valor p 0.073

La mortalidad mostré el siguiente comportamiento: del 21 de septiembre al 15
de octubre las muertes registradas se debieron a la presencia de diarreas
provocadas por los niveles de infestacion del ooquistes perteneciente al
coccidio del género Eimeria spp. y del 16 de octubre al 5 de noviembre la
mortalidad fue provocada por neumonia generada por la presencia de
Bordetella bronchiseptica y Pasteurella multocida. Las tasas de mortalidad
obtenidas durante el experimento superaron aguellas que se consideran como

las normales, 2-9% durante el periodo de engorda (Gonzalez & Caravac, 2007).

Los porcentajes de mortalidad registrada que se muestran en el Cuadro 4 no
son consistentes con aquellas que registraron Nassar et al. (2013) que
reportaron una mortalidad de 57.14% utilizando un extracto de propdleo durante
el desafio de infeccidn causada por Pasteurella multocida.

Los animales del experimento procedian de una granja donde las condiciones
de sanidad son escasas y no se aplican tratamientos preventivos, por lo tanto al
momento de ser asignados los conejos a los diferentes tratamientos éstos se
encontraban incapaces de hacer frente a los agentes patdgenos. Lo anterior

pudo haber influenciado los diferentes porcentajes de mortalidad registrados
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durante el experimento. La inclusion de un extracto de propéleo en el agua de
bebida de los conejos durante la primera etapa del periodo de engorda no tuvo

efectos en la disminucion de la mortalidad entre los tratamientos.
Determinacién de parasitos internos

Las muestras de heces colectadas de los distintos tratamientos se
diagnosticaron como positivas para la presencia de ooquistes pertenecientes al
coccidio de la familia Eimeriidae. Las cantidades de ooquistes se muestran en
el Cuadro 5, se encontraron diferencias altamente significativas (p<.0001) para
el tratamiento de propdleo a 500 ppm, tratamiento que reporté los indices mas

altos de infestacion por ooquistes.

Cuadro 5. Medias (log) de cuadrados minimos (£ error estandar de la media)
para el efecto de diferentes niveles de inclusion de un extracto alcohodlico de

propoéleo sobre la cantidad de ooquistes.

Tratamiento Cantidad de ooquistes/conejo (log)
Testigo 2.99+0.069 ?
Propéleo 500 ppm 3.59+0.069 °
Propdleo 1000 ppm 2.81+0.069 ®
Propdleo 1500 ppm 3.01+0.069 2
Valor p 0.05

Medias con diferente literal en la misma columna son estadisticamente diferentes (p<0.05).

El tratamiento que reportd la cantidad méas baja de ooquistes de coccidia fue el
de 1000 ppm del extracto alcohélico de propdleo, por debajo de la cantidad
reportada en el tratamiento testigo. Por sus parte Moura et al. (1998)
encontraron que agregando 16 mL de un extracto hidroalcohdlico de propdleo
en el agua de bebida de conejos Nueva Zelanda blancos de 40 a 90 dias de
edad la cantidad de ooquistes de Eimeria en heces se redujo y mejoro la salud
de los conejos. Abdel-Maged, Ahmed, Ramadan & Elashrey, (2013)
compararon la eficiencia del propdéleo contra la de un coccidiostato (toltrazuril)

para el control de oocistos esporulados de Eimeria. Proporcionaron propéleo via
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oral 200 mg/kg de peso vivo durante dos semanas y encontraron que al finalizar
el tratamiento ambos grupos se encontraban libres de oocistos, por lo que los
autores concluyen que el propdleo es una excelente opcion para el tratamiento

de coccidia en conejos.

En Cuba se probo la actividad de propdleo sobre coccidiosis provocada por
Eimeria, se suministré un extracto alcohdlico de propodleo a 2 y 3% en el agua
de bebida durante 15 dias, se observd una reduccion significativa de la
presencia de oocistos en las heces de los conejos tratados con propéleo, donde
demostré mayor efectividad el extracto al 3%. Los autores sefialan que el
propoéleo puede ser utilizado para combatir la coccidiosis de los conejos dado
que es un tratamiento natural, econdmico y aumenta la rentabilidad al reducir la

mortalidad (Hollands, Miyares, Sigarroa & Perez, 1984).

En la Figura 1, se observa la cantidad de ooquistes presentes a través de los
cinco muestreos realizados cada 15 dias durante el periodo de engorda, se
destaca el muestreo cuatro ya que las cantidades de ooquistes para todos los
tratamientos y el testigo se encontraban bajas. Los ooquistes fueron
identificados por su carencia de cilios y flagelos, estos son la forma de
dispersion de los coccidios Eimeria. Las cantidades encontradas durante el
experimento (mas de 2000 ooquistes) revelan que los conejos se encontraban
altamente infestados por coccidia (Hauptman, Tichy & Knotek, 2001), teniendo

como consecuencia la aparicion de diarreas.
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Figura 1. Cantidad (log) de ooquistes de Eimeria en heces de conejos en

engorda con la inclusién de propéleo a diferentes dosis en el agua de bebida.

La presencia de coccidia durante el periodo de engorda ocasioné a los conejos
pérdida de peso, anorexia, deshidratacion, diarrea, fatiga e hinchazén del
abdomen, causando la muerte de algunos de los conejos en los diferentes
tratamientos. En el presente trabajo la cantidad més baja de ooquistes se
encontré en el tratamiento que contenia 1000 ppm del extracto alcohdlico de

propéleo.
Determinacién de bacterias presentes en el tracto respiratorio

Las bacterias identificadas en el tracto respiratorio de los conejos en los
diferentes tratamientos fueron Bordetella bronchiseptica y Pasteurella
multocida. Bordetella causa bronquitis infecciosa y traqueo bronquitis aguda y
Pasteurella es la bacteria que causa una de las principales enfermedades que
afecta a los conejos pasteurelosis (Kulcséar, Fabian, Farsang & Virag, 2008).
Cabe seinalar que es posible que Bordetella bronchiseptica y Pasteurella

multocida hayan actuado de manera sinérgica para causar mayor dafio a la
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salud de los conejos. A continuacidn se presentan los niveles de poblacién para
ambas bacterias en los diferentes tratamientos.

En el Cuadro 6, se presentan los resultados obtenidos para Bordetella
bronchiseptica, los tratamientos no mostraron diferencias estadisticas
significativas (p>0.05), sin embargo, se observa que la bacteria se presento en
cantidad escasa durante el primer muestreo (dia 1 del periodo de engorda), en
el segundo muestreo (dia 25 de periodo de engorda) la cantidad de bacterias
presentes en el tracto respiratorio de los conejos presentd en un nivel de
moderado a abundante, sin embargo para tercer muestreo (dia 50 del periodo

de engorda), Bordetella se present6 en un nivel de escaso a moderado.

Los niveles mas altos de Bordetella bronchiseptica se encontraron el dia 25 del
periodo de engorda con mayor nimero de conejos infectados en cantidades de
moderadas a abundantes, este periodo coincide con la aparicion de problemas
del tracto respiratorio, los conejos presentaron irritacion en los ojos, estornudos

y escurrimiento nasal.

Los resultados encontrados muestran un comportamiento similar al encontrado
por Deeb, DiGiacomo, Bernard y Silbernagel, (1990), donde sefalan que la
cantidad de Bordetella bronchiseptica son mayores a los de Pasteurella
multocida, donde 22.4% de los conejos estaban infectados por Pasteurella
mientras que el 73.5% se encontraban infectados por Bordetella bronchiseptica.
Sin embargo, los signos clinicos que mayormente se manifiestan son los
causados por Pasteurella en relacion con los de Bordetella. Bordetella
bronchiseptica es un patégeno de importancia en cobayas, perros y cerdos, sin
embargo, en conejos su patogenicidad no tiene mucho impacto, aunque esta
reconocido que la sinergia entre ambas bacterias tiende a potenciar los efectos

gue causa Pasteurella (Flatt, 1974).
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Cuadro 6. Incidencia de Bordetella bronchiseptica en conejos tratados con diferentes niveles de inclusion de un

extracto alcohdlico de propdleo al inicio del periodo de engorda, a la mitad y al final.

Tratamiento Muestreo No. de
(dias) muestras Limpio Escasa Moderada Abundante
Testigo 1 3 1 - -
Propdleo 500 ppm 1 3 3 - - -
Propéleo 1000 ppm 1 3 - 3 - -
Propéleo 1500 ppm 1 3 3 - - -
Testigo 25 3 2 1 - -
Propdleo 500 ppm 25 3 2 - 1 -
Propéleo 1000 ppm 25 3 1 - 1 1
Propéleo 1500 ppm 25 3 2 - 1 -
Testigo 50 3 2 - 1 -
Propdleo 500 ppm 50 3 2 1 - -
Propéleo 1000 ppm 50 3 1 - 2 -
Propéleo 1500 ppm 50 3 1 2 - -
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Los niveles de Pasteurella multocida se presentan en el Cuadro 7, no se
encontraron efectos (p>0.05) a diferentes niveles de inclusion de propdleo en
las cantidades de Pasteurella multocida. Los niveles de Pasteurella se
encuentran por debajo de los niveles de Bordetella bronchiseptica. En el primer
muestreo (dia 1 del periodo de engorda) las muestras se encontraron libres de
la contaminacién por Pasteurella multocida, sin embargo, para los siguientes

dos muestreos se encontraron bacterias en un nivel de moderado a abundante.

En México unicamente se ha realizado un trabajo donde se probaron propdleos
de diferentes regiones a nivel in vitro para inhibir el crecimiento de Pasteurella
multocida aislada de casos clinicos de neumonias en conejos. Como resultados
encontraron que existe actividad in vitro contra Pasteurella multocida por los
propéleos probados. Los efectos se relacionaron a los flavonoides
pinocembrina, crisina y naringenina como los principales responsables de la
actividad contra Pasteurella multocida (Gutiérrez, 2011). Estudios similares se
realizaron en Brasil, donde se encontré6 que un extracto etandlico de propéleo
fue efectivo en todas las concentraciones (0.1, 0.2 y 0.3%) para inhibir la
bacteria de Pasteurella multocida a nivel in vitro (Garcia, de Sa, Langoni &
Funari, 2004b).

Nassar et al. (2013), utilizaron un extracto etandlico de propdleo solo y en
combinacion con la cepa virulenta inactiva de Pasteurella multocida.
Concluyeron que el extracto etandlico de prop6leo solo o combinado con la
vacuna de Pasteurella mejora las condiciones generales de salud, funciones
hepaticas y renales, ademas reduce la gravedad de los signos clinicos
adversos, baja la tasa de mortalidad y minimiza los cambios histopatoldgicos
asociados con la infecciébn de Pasteurella multocida. El-Hamied y Hussein
(2015), también estudiaron el efecto sinérgico de la bacteria de Pasteurella
multocida inactiva y el propéleo. El resultados mostro que el extracto etandlico
de propdleo administrado en combinacién con la vacuna de Pasteurella

multocida inactiva fue eficaz para mejorar la salud en general de los conejos.
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Los conejos son mas susceptibles a ser afectados por Pasteurella multocida a
la edad de cuatro a ocho semanas, los conejos a mayor edad muestran menor
incidencia de Pasteurella (Hilaria, Elisma & Uhe, 2016). Los conejos afectados
por Pasteurella multocida presentan estornudos, irritacion nasal, problemas de
conjuntivitis aguda, torticolis y formas de abscesos en cualquier parte del
cuerpo, los conejos infectados a menudo terminan muertos y los que sobreviven

se vuelven portadores de la bacteria (Nassar et al., 2013).

La presencia de Pasteurella multocida y Bordetella bronchiseptica se dio de
manera simultdnea durante el experimento, causando enfermedades
respiratorias agudas incrementando la tasa de mortalidad. Los conejos
comenzaron a presentar sintomas de neumonia a partir del 16 de octubre hasta

finalizar el periodo de engorda.

La apariciébn de Pasteurella multocida estd dada por diversos factores que la
desencadenan, principalmente el estrés (Jaglic, Kucerova, Nedbalcova, Kulich
& Alexa, 2006), éste, se manifiesta en actividades tales como el transporte,
cambio de jaula, contacto con animales enfermos y la manipulacion. Efectos
gue se hicieron presentes durante el trabajo experimental del presente estudio.
Aunado a lo anterior, los animales no recibieron ningan tratamiento preventivo
para el combate de Pasteurella multocida o Bordetella bronchiseptica y los

animales provenian de una explotacién con problemas sanitarios.
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Cuadro 7. Incidencia de Pasteurella multocida en conejos tratados con diferentes niveles de inclusion de un

extracto alcohélico de propodleo al inicio del periodo de engorda, a la mitad y al final.

Tratamiento Muestreo No. de
(dias) muestras Limpio Escasa Moderada Abundante
Testigo 1 3 3 - - -
Propdleo 500 ppm 1 3 3 - - -
Propéleo 1000 ppm 1 3 3 - - -
Propéleo 1500 ppm 1 3 3 - - -
Testigo 25 3 3 - - -
Propdleo 500 ppm 25 3 1 - 1 1
Propéleo 1000 ppm 25 3 1 - - 2
Propéleo 1500 ppm 25 3 3 - - -
Testigo 50 3 3 - - -
Propdleo 500 ppm 50 3 - 1 - 2
Propéleo 1000 ppm 50 3 - - 2
Propéleo 1500 ppm 50 3 2 - - 1
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Determinacion de gammaglobulinas

En el contenido de gammaglobulinas en el suero sanguineo de conejos tratados
con un extracto alcohdlico de propoleo a diferentes dosis, no se encontraron
efectos de tratamiento (p=0.112), tiempo de muestreo (p=0.442) y en la
interaccion tratamiento*tiempo de muestreo (p=0.096) en los niveles séricos de
inmunoglobulinas. Las medias para los tratamientos testigo, propdleo a 500,
1000 y 1500 ppm fueron 11.7 = 1.4, 13.7 + 1.4, 115 + 15y 82 + 14
respectivamente. Mientras que los valores promedios para el primer muestreo,
el segundo y el tercero fueron 10.7 + 1.2, 10.7 £ 1.3 y 126 + 1.2,
respectivamente. En el Cuadro 8 se muestran los niveles de gammaglobulinas

en relacién a tratamiento y tiempo de muestreo.

A menudo, el termino gammaglobulinas es utilizado como sinénimo de
inmunoglobulinas, esto debido a que la mayoria de las inmunoglobulinas son
gammaglobulinas (Hashem, El-Hady & Hassasn, 2013), por ello en el presente
estudio se utilizé cuantificar la concentracibn de gammaglobulinas del suero

sanguineo.

Cuadro 8. Medias de cuadrados minimos (£ error estandar de la media) para el
efecto de diferentes niveles de inclusién de un extracto alcohdlico de propéleo

en relacion al tiempo de muestreo en los niveles de gammaglobulinas.

Concentracion de gammaglobulinas (%)

Tratamientos Semana 5 Semana 6 Semana 7
Testigo 10.08+2.3 16.60+2.3 8.48+2.3
Propdleo 500 ppm 14.35+2.3 11.10+2.3 15.81+2.3
Propéleo 1000 ppm 9.90+2.3 9.60+2.3 15.00£2.3
Propéleo 1500 ppm 8.30+2.3 5.46+2.3 10.92+2.3

Los porcentajes de gammaglobulinas del suero sanguineo obtenidos en el
presente estudio son diferentes a los reportados por Rodriguez-De Lara et al.
(2008), quienes reportan que en conejos sanos encontraron 9.1+1.7, 16.1+1.7 y
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17.0+1% en la semana 8, 9 y 10 del periodo de engorda, porcentajes superiores
a los reportados en el presente estudio. Diferencias que pueden estar
asociadas a efectos raciales, medio ambientales y tiempo de muestreo durante

el periodo de engorda.

En la Figura 2, se ilustra la tendencia que muestra el porcentaje de
gammaglobulinas en cada tratamiento donde se observa que el tratamiento que
contiene 500 ppm mantuvo el nivel mas alto de gammaglobulinas en la fraccion

sérica.
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Figura 2. Porcentaje de gammaglobulinas en suero de conejos en los distintos
tratamientos con la inclusion de diferentes niveles de propdleo en el agua de
bebida.

En un estudio se analizé el comportamiento normal que se da por la infeccion
de Pasteurella multocida y Bordetella bronchiseptica, se encontr6 que hubo
respuesta por IgA, aumentando en aquellos animales infectados por
Pasteurella. Por su parte los niveles de IgG presentaron un comportamiento

lineal, aumentando conforme duraba la infeccién por parte de ambas bacterias.
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No encontraron relacion entre los niveles de inmunoglobulina y la infeccion por

Pasteurella multocida (Deeb et al., 1990).

Actualmente hay otros estudios donde se ha probado la eficacia del propoleo
para mejorar la respuesta inmune de conejos: Nassar et al. (2012) estudi6 el
efecto del extracto etandlico de propdleo donde se mezclé con la cepa inactiva
de Pasteurella multocida, en una vacuna que fue suministrada via subcutanea a
los conejos. Los conejos fueron retados con la cepa virulenta de Pasteurella
multocida los resultados mostraron que aquellos conejos tratados con propéleo
parecian sanos después del reto, concluyeron que el propoleo mejora las
condiciones de salud y mejora la respuesta inmune de conejos. En Egipto,
también se combiné el propdleo con la cepa inactiva de Pasteurella multocida
dando como resultado que el propoleo mejora el titulo de anticuerpos, y mejora

la respuesta inmune (El-Hamied & Hussein, 2015).

Se considera que el propdleo tiene efecto en la produccién de anticuerpos y en
otras células del sistema inmune que participan en la respuesta inmune innata y
adaptativa (Orsi, Sforcin, Funari & Bankova, 2005; Sforcin, Kaneno & Funari,
2002a). El propoleo juega el papel de inmunoestimulante, es decir, no posee
propiedades antigénicas, el propdleo participa como inmunopotenciador vy
coadyuvante en la generacion de vacunas (Wang, Xie, Shen & Miao, 2007), la
actividad que el propdleo pueda ejercer en el sistema inmune depende en gran
medida de la concentracién de componentes activos, del periodo de ingestion y

de la via de administracion (Freitas et al., 2011).

En ensayos inmunoldgicos los mejores resultados se obtuvieron cuando el
propéleo fue suministrado a los animales por un corto plazo (Sforcin, 2007). Lo
anterior coincide con la metodologia utilizada en el presente experimento, ya
que el propdleo fue suministrado durante los primeros 14 dias del periodo de
engorda, con la finalidad de reforzar la inmunidad de los conejos, en el periodo
mas critico del ciclo de produccion, el destete. Los resultados que se obtuvieron
al incluir un extracto alcohdlico de propdleo en el agua de bebida a diferentes

dosis estuvieron sujetos a la cantidad de componentes activos y al tipo de
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administro, en este caso, es dificil asegurar que todos los conejos del
tratamiento hayan recibido la dosis de propoéleo todos los dias y en la misma
cantidad. El tratamiento que utilizd 500 ppm de propéleo mostré obtener los

mejores porcentajes de gammaglobulinas.

3.6 Conclusion

La inclusion de un extracto alcohodlico de propdéleo al agua de bebida de conejos
durante el periodo de engorda, no influencia el comportamiento productivo, sin
embargo, se observaron diferencias en la cantidad de coccidia entre
tratamientos pero no en el porcentaje de gammaglobulinas del suero
sanguineo. La administracion de extractos alcoholicos de propdleo tiene efectos
positivos en la salud y en la prevenciéon de enfermedades comunes a los

conejos.
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