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1.RESUMEN

La coccidiosis es una enfermedad parasitaria digestiva frecuente y de gran relevancia en
corderos de cebo. Por otro lado, la fitoterapia es una disciplina basada en el uso de plantas
medicinales para prevenir y tratar enfermedades. Este estudio plantea la fitoterapia como una
alternativa beneficiosa de prevencién y/o tratamiento contra la parasitacion digestiva
mencionada, mediante el desafio en granja de un tratamiento fitoterapéutico frente a un
tratamiento convencional de sintesis quimica como el decoquinato, aportados ambos en los
piensos.

Se seleccionaron, en una explotacidon comercial de ovino de carne situada en Lecifiena
(Zaragoza), 48 corderos entrefinos (Rasa Aragonesa) que comenzaban su cebo, se dividieron
aleatoriamente en 4 lotes de 12 animales atendiendo a su sexo, edad, peso y tipo de parto.

Las condiciones mencionadas se mantuvieron durante tres semanas, periodo en el que
semanalmente se registraron los pesos y consumos de pienso de los animales y se cuantifico su
carga parasitaria. Se procedié también, en los dias 0, 14 y 21 a la obtencidn de muestras de
sangre para valorar los niveles de inmunoglobulinas y células de la serie blanca, indicadores de
la situacién y evolucidon inmunitaria de los animales.

El producto comercial fitoterdpico testado no mostré diferencias significativas en la
reduccion o control del nimero de ooquistes frente al decoquinato, aunque ambos grupos
tratados presentaron recuentos menores que los lotes control. Sin embargo, se manifesté una
tendencia de mayores pesos al final del estudio en los lotes de animales alimentados con piensos
convencionales. En cuanto a la respuesta inmunitaria, no se encontraron valores de una
eosinofilia como reaccién frente al parasito en ninguno de los grupos.

La fitoterapia se evidencié como una opcidn preventiva y terapéutica que potencia la

ausencia de residuos quimicos en el producto carnico final.

SUMMARY

Coccidiosis is a parasitic digestive disease, frequent and of great relevance in weaning
lambs. On the other side, phytotherapy is a discipline based on the use of medicinal plants to
prevent and treat illnesses. This study presents phytotherapy as a beneficial alternative of
prevention and/or treatment against the mentioned digestive parasitization, through the
challenge in farm of a phytotherapic treatment against a conventional chemically synthesized

one as the decoquinate, both introduced in the feed.



48 medium-fine labs (Rasa Aragonesa), which were about to start the weaning period,
were selected in a commercial sheep meat farm located in Lecifiena (Zaragoza) and divided
randomly into 4 groups of 12 animals, attending to their sex, age, weight and type of birth.

The mentioned conditions were maintained for three weeks, period during which
weights and feed consumption were registered and their parasitic load was quantified, all of it
weekly. In addition to these, blood samples were collected in the days 0, 14 and 21, in order to
measure the levels of immunoglobulins and white cells, which indicate the status and evolution
of the immune response of the animals.

The phytotherapic commercial tested product didn’t show significant differences in the
reduction or control of the number of oocysts in comparison to decoquinate, but both treated
groups presented lower counts than the control groups. However, it could be seen a tendency
of higher weights in the final of the study in the groups fed with conventional feed.

Regarding the immunitary response, eosinophilia values were not found as a reaction
against the parasite in none of the groups.

Phytotherapy was evidenced as a preventive and therapeutic option that promotes the

abscensce of chemical residues in the final meat food.

2.INTRODUCCION

2.1 La coccidiosis en el ganado ovino

La coccidiosis es una patologia intestinal producida por parasitos protozoarios
denominados coccidios que, en el caso de la especie ovina, se corresponden con diversas
especies del género Eimeria, de gran afinidad por su hospedador, de las que hoy en dia se
conocen 11 (Cervantes Valencia, 2016). Dentro de estas, E. ovinoidalis y E. crandalis se describen
como las mas patdgenas, si bien las infecciones suelen cursar de una forma mixta (Saratsis et al.,
2011).

La presencia de estos parasitos es comun en las granjas de ovino destinadas a la
produccién carnica, dando lugar a afecciones intestinales, especialmente durante el cebo de los
corderos, debido a la preferencia del pardsito por individuos jévenes. Por otro lado, en el ovino
adulto se desarrolla un estado de resistencia inmunitaria frente a ellos, si bien no impide que
sean portadores inaparentes (Sanchez Acedo et al., 2013).

El coccidio sigue un ciclo directo o de un solo hospedador, en este caso el ovino. Este
comienza con la ingestién por parte del cordero de ooquistes, generalmente de la piel de los
pezones, suelo, alimento o agua contaminados. Los ooquistes deben ser previamente

esporulados en el ambiente, proceso que se ve favorecido por ambientes hiumedos, sombrios y



con temperaturas intermedias, y que otorga al ooquiste su capacidad infectante (Sanchez Acedo
et al.,, 2013). A partir de la ingestion, los ooquistes llegan al intestino delgado y liberan
esporocistos con esporozoitos en su interior. Estos ultimos se adentran en las células epiteliales
del intestino, donde se suceden diferentes estadios del parasito a través de ciclos reproductivos
asexuales, invadiendo para cada uno de ellos nuevos enterocitos vecinos (Reina et al., 2011).
Tras una rapida multiplicacion en el intestino delgado, los esquizontes resultantes liberan
merozoitos de segunda generacidn que se adentran en las células del intestino grueso. De esta
manera, originan gametos mediante reproduccion sexual, que finalmente forman ooquistes sin
esporular, destinados a salir al ambiente mediante las heces (Chartier y Paraud, 2012). El ciclo
se completa en unas dos o tres semanas, segun la especie de Eimeria de la que se trate (Andrews,

2013) (figura 1).
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Figura 1. Ciclo de Eimeria spp. en |la especie ovina. Fuente: Enfermedades parasitarias
de los bovinos y otros rumiantes menores en el cono sur de América, 231-236
(Rossanigo,2007).

En estos tramos del digestivo, el pardsito se asienta, nutre y reproduce en su pared,
invadiendo los enterocitos y produciendo como consecuencia dafios a nivel microscépico, que
en los casos en los que la infestacion se vuelve masiva y persistente, conducen a una lesion
generalizada y macroscépica de cardcter inflamatorio del intestino, denominada enteritis
proliferativa (Ferrer, Garcia de Jalén y de las Heras, 2007) (figuras 3 y 4). Esta respuesta
inflamatoria dificulta a nivel del intestino delgado la correcta absorcidn de nutrientes por parte
de los corderos, derivando sintomaticamente en adelgazamiento y diarreas (Rossanigo, 2007),
que suelen adoptar un caracteristico color oscuro atribuible a las pequefias hemorragias
producidas por los coccidios, si bien pueden ser también de tipo catarral (Garcia de Jaldon., 2000)

(figuras 2,3y 4).



Figuras 2, 3 y 4. Coccidiosis clinica y lesiones de enteritis asociadas. Fuente: Atlas de patologia ovina (Ferrer,

Garcia de Jalon y de las Heras, 2007).

Dada la gran resistencia de los coccidios en el ambiente en forma de ooquistes, resulta
facil la infeccion de otros individuos tras la excrecién de los mismos a través de las heces por un
animal parasitado, siempre y cuando se hayan dado las condiciones favorables para su
esporulacion. Esto ultimo es altamente probable en un sistema intensivo con mayor
hacinamiento de los animales y/o una deficiente higiene de las camas, y menos probable en
condiciones de produccion extensiva en las que los ooquistes se dispersan en gran medida en el
ambiente (Sanchez Acedo et al., 2013). Asi mismo, debe tenerse en cuenta su alto ritmo de
multiplicacidn; un ooquiste ingerido puede dar lugar a millones de ellos (Andrews et al., 2013),
situando el pico maximo de excrecién entre los 12 y los 21 dias post infeccién (Reina et al., 2011).
Los casos con sintomatologia clinica en rumiantes se asocian a recuentos superiores a 10.000
ooquistes por gramo de heces (Fiel, Steffan y Ferreyra, 2011). La mayor contribucion a la carga
ambiental es atribuible a los corderos sintomaticos y en general a los individuos jovenes, aunque
hay que tener en cuenta que los individuos adultos también pueden comportarse como
portadoresy excretores asintomaticos, siendo clave asi en el mantenimiento del ciclo parasitario
(Rojo-Vazquez et al., 2011).

El diagndstico de la enfermedad es complejo, ya que en muchas ocasiones cursa de
forma inaparente, y la deteccidn de ooquistes en las heces es posible en todas las edades y no
implica necesariamente el desarrollo de la enfermedad. Los casos clinicos pueden sospecharse
mediante la observacién de sintomas en corderos entre las 2 semanas y 8 meses de edad, que
comprenderan principalmente diarrea, debilidad, apatia y pérdida progresiva de peso, asi como
del ambiente y las condiciones de vida de los animales, en busca de deficiencias higiénicas o
factores de estrés (Rossanigo, 2007). Si es posible, se recomienda realizar un analisis coprolégico
de caracter cuantitativo y cualitativo tratando de identificar las especies patégenas de Eimeria.

No obstante, en muchas ocasiones la apreciacion de la diarrea no se corresponde con la



excrecion de ooquistes, incluso se describen casos de excreciones masivas con bajas o ausentes
manifestaciones clinicas (Rojo-Vazquez et al., 2011). La necropsia y el estudio histopatoldgico
del tejido intestinal pueden revelar lesiones patognoménicas de la enfermedad (Chartier y
Paraud, 2012) (figuras 3y 4).

En definitiva, el mayor problema viene dado por la proliferacion excesiva del coccidio, a
lo que contribuyen diversos factores como la alimentacion, el estado inmunitario, el sistema
productivo, la carga ambiental a la que son expuestos los corderos, etc. (Rossaningo, 2007). Al
prolongarse esta situacion en el tiempo, y ademds de las lesiones locales causadas por el
pardsito, se instaura un estado de insuficiencia nutricional y el sistema inmunitario del animal
agota sus recursos y se debilita, quedando susceptible con mayor facilidad al desarrollo de otras
patologias, que finalmente pueden resultar fatales para el animal. Econdmica vy
productivamente hablando, esto se traduce en grandes pérdidas por la reduccién del
crecimiento de los corderos, asi como una mayor mortalidad por patologias secundarias a la
inmunosupresion causada por los coccidios (Andrews et al., 2013).

Por todo ello, no es una patologia calificada clinicamente como grave en si misma, pero
pueden serlo sus consecuencias tanto a nivel sanitario como econdmico, por lo que la coccidiosis
debe ser tenida en cuenta en todos los programas de manejo y sanitarios de las ganaderias en

produccién intensiva de ovino de aptitud carnica.

2.2. Tratamientos convencionales de la coccidiosis en corderos

Dada su resistencia en el ambiente y presencia desapercibida en animales de distintas
edades, el coccidio es un parasito altamente prevalente en las granjas y muy dificil de erradicar,
asi que los intereses se centran, en definitiva, en la prevencién de una proliferacién masiva del
mismo en los corderos (Saratsis et al., 2011).

Las medidas de manejo aplicables son esenciales, asi como eficaces, y consisten en
evitar una sobrecarga ambiental para reducir asi la exposicidn a los ooquistes infectantes, al
mismo tiempo que se mejoran las condiciones de vida de los animales, importantes en el
desarrollo de la enfermedad. Estas metas se consiguen fundamentalmente mediante una
adecuada higiene de las camas, instalaciones, ajustes en la densidad de animales y separacion
de los enfermos, entre otras medidas (Rojo-Vazquez et al., 2011).

No obstante, también existen varios grupos de medicamentos de sintesis Utiles para la
prevencion y/o curacién de la enfermedad, cada uno con un mecanismo de actuacion y pauta

de administracion diferente. La eleccién de uno u otro, o una combinacion de ambos depende



de estos factores, asi como de su eficacia, periodo de supresién, la etapa productiva en la que
se encuentren los corderos, etc. (Andrews, 2013).

A modo de ejemplo representativo, el decoquinato es uno de los coccidiostaticos usado
normalmente como tratamiento preventivo y continuo, que se administra como premezcla
medicamentosa durante la fase de cebo de los corderos (Taylor y Bartram, 2012). Tanto las
triacinonas como el toltrazuril o el diclazuril son otros coccidicidas que resultan eficaces como
terapia con una sola dosis; junto con el decoquinato, son medicamentos sujetos a prescripcion
veterinaria capaces de actuar a lo largo de todo el ciclo del coccidio mediante la inhibicién de
procesos metabdlicos basicos del parasito (Sayago et al., 2004).

La quimioprofilaxis es util y ampliamente utilizada para prevenir la enfermedad, pero
algo que debe tenerse en cuenta es que los productos empleados interfieren y anulan el
desarrollo de la respuesta inmune, por lo que la brusca suspensién de los mismos puede ser a
su vez causa de brotes clinicos de la enfermedad (Rojo-Vazquez et al., 2011).

Los productos de sintesis quimica mencionados, en especial los coccidiostaticos, son
sencillos de aplicar y su uso generalizado como preventivos se debe a su eficacia demostrada en
la reduccién de los ooquistes excretados y el consiguiente alto rendimiento productivo y

econdémico de los corderos (Reina et al., 2011).

2.3. La fitoterapia como alternativa a los tratamientos convencionales

La fitoterapia (del griego fyto = planta y therapeia = terapia), es un tipo de terapia que
se fundamenta en el empleo de plantas y sustancias vegetales para la prevencion y/o
tratamiento de enfermedades (Berdonces, 2003).

Este término es reciente, y quizds puede ser poco conocido, ya que fue definido asi en
1985 por el Dr. Auguste Soins y extendido en la comunidad cientifica y médica del siglo XX por
el Dr. Henri Leclerc (Berdonces, 2003). Sin embargo, el uso de las plantas medicinales es muy
antiguo y esta ya bastante extendido. Durante el paso del ser humano por la Tierra, y desde sus
inicios, su estrecho contacto con la naturaleza ha derivado en el descubrimiento de numerosas
propiedades beneficiosas inherentes a las plantas que le rodean, que han sido aprovechadas a
lo largo de la historia en términos de salud (de Catalufia, 2002). Hoy en dia, existe constancia de
papiros del antiguo Egipto con numerosas recetas basadas en sustancias vegetales, escrituras
babildnicas que listan drogas vegetales, formularios de la antigua India que elogian las plantas
medicinales y proporcionan muchas de las que conocemos, remedios de célebres médicos
arabes como Avicena, transcripciones de la Edad Media, etc. Cabe destacar la antigua medicina

China, de la que la medicina moderna occidental ha obtenido grandes conocimientos y avances



en la llamada farmacologia o ciencia de las drogas medicinales, gracias a su creencia en que la
naturaleza guarda remedios apropiados para cada enfermedad y a su destacable y muy antiguo
compendio de farmacologia china tradicional titulado Pen ts’ao kang mou, de origen atribuible
al ano 2697 a.C., que fue publicado hacia 1597 y que contiene un numero de férmulas y
sustancias activas que por entonces superaron con creces a cualquier recopilacién
anteriormente elaborada. (Equipo Tikal, 2010).

Durante un largo tiempo, los remedios naturales, destacando las plantas medicinales,
han sido la mejor y practicamente Unica opcidn terapéutica conocida y aplicable, hasta que en
los principios del siglo XX el desarrollo en el mundo de la quimica dio paso a la aparicidon de
nuevos medicamentos, mediante procesos de extraccién y purificacion del contenido en
principios activos de las plantas, asi como obtenidos por sintesis en laboratorio inspirdandose en
ellos. (Berdonces, 2003).

De esta manera, se han desarrollado desde entonces medicamentos con dosis bien
conocidas, en un formato mucho mds ventajoso para su administracion y con mayores garantias
de seguridad y eficacia, lo que ha supuesto un gran éxito. No obstante, un tiempo después de
su uso y actualmente, sigue existiendo la necesidad de encontrar terapias mads respetuosas con
el medio ambiente, con menos efectos secundarios, y que logren reducir al maximo la aparicion
de resistencias en los agentes que se pretenden combatir (Callies, 2011). La fitoterapia, también
de base quimica, muestra una tendencia positiva en su uso al considerarse una terapia natural,
asi como por evidenciarse cada vez mds como una terapia de calidad y eficacia, gracias a los
avances en el conocimiento cientifico que se tiene sobre las drogas vegetales y de sus derivados
(Canigueral, 2002).

En cualquier caso, queda mucho por estudiar. Los fitofarmacos suelen contener
habitualmente diferentes constituyentes o compuestos con actividad farmacoldgica que puede
ser especificamente conocida en la planta en particular o no, lo que hace de la fitoterapia
integral un sistema complejo respecto al aislamiento de sustancias puras (naturales o sintéticas),
ya que de una misma planta pueden obtenerse extractos que derivardn en medicamentos con
multiples acciones normalmente sinérgicas en el organismo. Hoy en dia el avance en las distintas
tecnologias de estandarizacion y homogenizacidn de extractos, ha permitido que el reto de la
dosificacidn pueda suponer un hito alcanzable; dado que en cada planta es posible encontrar
distintas concentraciones de determinados principios activos de interés segin su método de
cultivo, recoleccién, conservacién, preparacidn galénica, etc., es de vital importancia el avance
de la ciencia en estos campos. De tal manera que, debido a que las plantas pueden contener

sustancias tanto medicinales como tdxicas y/o alergénicas, es conveniente analizar y comprobar



previo a su utilizacidon, su calidad, seguridad y eficacia mediante los correspondientes analisis
que asi lo garanticen (Cafiigueral, Dellacassa y Bandoni, 2003).

En lo que respecta a la medicina veterinaria, ha resultado de gran utilidad para el
descubrimiento y estudio de las propiedades de las plantas medicinales la observacion del
comportamiento de los animales en la naturaleza, pues en este contexto se ha comprobado que
ingieren selectivamente las plantas de su alrededor en funcidn de las propiedades que éstas
puedan ofrecer en beneficio de la salud y, por consiguiente, la demanda de determinados
compuestos a través de la dieta es satisfecha por los animales durante el pastoreo (Villalba et
al., 2014). Asi, se ha podido constatar que, por ejemplo, animales con problemas respiratorios
recurrian a la ingesta de hojas de plantas balsdmicas como el eucalipto, y plantas con altos
contenidos de taninos como la encina en el caso de afecciones digestivas y/o de parasitosis
gastrointestinales (Garcia Romero, 2008).

Respecto a la coccidiosis en rumiantes, recientemente se ha estudiado de forma exitosa para
su tratamiento opciones basadas en el uso de plantas, evitando asi el uso de las drogas
convencionales de sintesis. Por ejemplo, se ha comprobado que los taninos condensados,
presentes en altos niveles en determinadas plantas como el roble o el pino, son capaces de
reducir los recuentos de ooquistes en cabras en un 85% y hasta un 93% tras 10 dias de
administracién (Hur, Molan y Cha, 2005). También se ha estudiado exitosamente la circuma
(Curcuma longa) como un potencial anticoccidial que no sélo ha demostrado reducir la carga
parasitaria, sino que también parece que combate los estragos que pudieran llegar a causar,
como son el estrés oxidativo o las lesiones intestinales. Esto denotd notorios incrementos en el
peso diario de los animales tratados frente a los no tratados al probarse en condiciones

controladas (Cervantes Valencia et al., 2016).

3.JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Este estudio experimental nace de una creciente necesidad de buscar alternativas a los
medicamentos de sintesis quimica. Esto se ve motivado en su mayor parte por los posibles
efectos secundarios tras su utilizacién, la preocupacion por los residuos medicamentosos en los
alimentos, y la frecuente aparicion de resistencias a los antimicrobianos (Cervantes-Valencia,
2016), asi como por su baja compatibilidad con el medio ambiente (Castro y Verbel, 2011), por
lo que cada vez mds consumidores desconfian de ellos y demandan alimentos producidos sin
ningun riesgo de contener residuos quimicos. Ademas, el desarrollo de nuevas drogas supone

cada vez unos mayores costes (Hur, Molan y Cha, 2005).



Dentro de los cada vez mas frecuentes y relevantes efectos secundarios notificados en
el ser humano derivados del consumo de farmacos de sintesis quimica, se podrian incluir dafios
cardiovasculares, problemas digestivos, alteraciones nerviosas o incluso la muerte (Tirado et al.,
2001; Puche Caias y de Dios Luna, 2006). Ademas, existe una especial preocupacién por la
resistencia desarrollada a los llamados medicamentos antimicrobianos (Cervantes Valencia,
2016).

El sector de la produccién de rumiantes no es una excepcién. Existe una gran
preocupacién por esta problematica, y se trabaja cada vez mads en la busqueda de nuevas formas
de prevenir y/o tratar sus posibles enfermedades, asi como potenciar el rendimiento productivo
de los animales (Giannenas et al., 2013).

Respecto a la coccidiosis y su control desde el punto de vista veterinario, también se
describe la existencia de resistencias a los anticoccidiales, las cuales deben ser consideradas a la
hora de escoger un tratamiento (Reina et al.,, 2011). Asi mismo, estd suficientemente
evidenciado que la coccidiosis, dada la inmunosupresion y los cambios en la permeabilidad e
integridad intestinal que supone para los animales entre otros aspectos, da lugar con frecuencia
a patologias concomitantes provocadas por otros microorganismos oportunistas como bacterias
y/o virus. Esto dltimo, ademas de la merma de peso de los animales, es una de las mayores
causas de pérdidas econdmicas debidas a la patologia, por lo que es importante que el
tratamiento a utilizar pueda combatirlos con eficacia (Andrews, 2013).

La fitoterapia actual entra en juego como una alternativa viable y, posiblemente,
beneficiosa, habiendo sido la terapia tradicional utilizada mucho antes de la reciente aparicion
de los medicamentos de sintesis. Esta disciplina obtiene todo de la naturaleza, la mayor fuente
de salud con la que cuenta el ser humano, y la aprovecha en todos sus aspectos. No sélo hace
frente a los agentes causales de enfermedad, sino que también contribuye a potenciar el
funcionamiento del organismo, asi como a mejorar la respuesta defensiva del mismo, que ya
cuenta con multiples estrategias que interesa reforzar, de manera que se ejerce una menor
presion selectiva sobre los microorganismos. Ademas, el uso de plantas medicinales puede
reducir los efectos secundarios esperables, ya que sus componentes se encuentran en un
equilibrio mds acorde a los mecanismos interrelacionados que se dan durante un proceso
patolégico, siendo mas facilmente asimilables por el organismo (Equipo Tikal, 2010). En
definitiva, su eficacia radica en hacer frente a la enfermedad desde una perspectiva mas amplia,
saludable, y natural (Cafigueral, Dellacassa y Bandoni, 2003).

El desarrollo de disciplinas tan importantes como la farmacognosia, suponen el estudio
de las distintas variables que se deben tener en cuenta a la hora de realizar procesos como la

extraccién, estabilizacion, homogeneizacidén, estandarizacion, etc. a las que tiene que ser
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sometida una planta para llegar a convertirse en un extracto medicinal (Valliammai, Deepak
Ashwin y Sivachandran, 2020). El estudio de las drogas vegetales para su uso en la industria
farmacéutica con fines terapeduticos tiene la misma raiz cientifica para un medicamento de
plantas que para un medicamento basado en la sintesis o semisintesis de un compuesto que
pueda encontrarse previamente en la naturaleza y que se quiere obtener de manera purificada
como molécula. Los extractos de plantas también pueden ser una sola molécula final, como en
el caso de los extractos de acido glicirricinico extraidos de la corteza del regaliz (Glycyrrhiza
glabra) (Hussain et al., 2017).

Es importante recalcar que, a diferencia de lo que ocurre en el ser humano, los
medicamentos usados en la medicina veterinaria no sélo se orientan a tratar la enfermedad,
sino que también llegan a ser aplicados a modo de profilaxis o metafilaxis, como es el caso del
decoquinato (Rossanigo, 2007). Por esta razdn, y ya que la prevencion es su mayor cometido, la
aplicacion de la fitoterapia en la medicina veterinaria es merecedora de ser estudiada en
profundidad.

En el presente estudio realizado a nivel de campo, ambos tipos de terapias mencionadas
son enfrentadas con el fin de combatir la coccidiosis en corderos de cebo, una patologia de
relevancia econdmica. En relacién al pienso de los animales como base de aplicacion de cada
tratamiento, el producto fitoterapico se aplica en un pienso ecoldgico para poder facilitar
mediante su uso la ausencia de residuos quimicos en los alimentos de origen animal obtenidos.
Asi mismo, con respecto al interés de su aplicacién en la produccién ecoldgica, la fitoterapia se
establece como una opcidn terapéutica preferente frente a otros tratamientos alopaticos de
sintesis y antibidticos, siempre que demuestre un efecto terapéutico eficaz para el tratamiento
y especie en cuestion, de acuerdo con el Articulo 24 del Reglamento (CE) 889/08 de la Comisidn
Europea, por el que se establecen disposiciones de aplicacidén del Reglamento (CE) no 834/2007
del Consejo sobre produccién y etiquetado de los productos ecoldgicos, con respecto a la
produccién ecoldgica, su etiquetado y su control.

Los objetivos del presente estudio son, por tanto:

a. Comprobar la eficacia y ventajas del uso de plantas medicinales en la prevencidn de la
coccidiosis, comparando los efectos de los productos utilizados respecto al control de
los recuentos de ooquistes en heces, con especial atencién al producto comercial
fitoterapico.

b. Analizar los efectos de los productos y de la carga parasitaria sobre la respuesta

inmunitaria de los corderos.
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c. Estudiar el rendimiento productivo de un pienso convencional frente a uno ecoldgico,
valorando su consumo e indice de conversidn. Conocer si existen diferencias en los

crecimientos de los animales tratados respecto a sus grupos control.

4. METODOLOGIA

4.1. Formacion de lotes

Los lotes se compusieron de corderos entrefinos recién destetados de
aproximadamente 45 dias de edad, que pasaban a la fase de cebo. A la hora de distribuir los
animales de la forma mas homogénea posible, se seleccionaron aleatoriamente los animales en
funcién de edad, sexo, peso y tipo de parto del que procedian (simple o multiple).

Los animales fueron pesados, seleccionando los corderos que se encontraban en un
rango de entre 12,0y 16,0 kg de peso vivo. Al mismo tiempo que se realizaba esta operacion, se
separaron por sexos, se comprobd en la hoja de registros su edad y tipo de parto del que
procedian y se fueron introduciendo en los lotes de una manera equitativa, hasta conseguir 12
corderos en cada lote, obteniendo un total de 48 animales entre los 4 lotes formados, con una

media de 13,98 kg de peso vivo por lote (tabla 1).

Lote Al

CROTAL | 2926 2938 2959 2998 3000 3006 3010 3012 3015 3028 3071 3093
PESO 13 15 14 13,6 14,5 13,5 12,4 12 14 13,2 14,8 15,8
SEXO* M H H M M H H M M H H M
PARTO** D D D D D S D S S D S S
Lote A2

CROTAL | 2950 2961 2986 2987 2992 3021 3022 3024 3030 3055 3080 3083
PESO 14,5 15,5 13 13,5 14,7 15,5 13,2 13,4 13,5 14 12,4 15,1
SEXO* H H H H H M M M H M M M
PARTO** S S D D S D D D D S S S
Lote B1

CROTAL | 2943 2969 2973 2980 2994 2997 3013 3016 3044 3048 3108 3117
PESO 14,2 15,5 14,7 13,5 13,5 13,5 15,9 12,8 14,5 13,7 12,8 12,5
SEXO* H M H H M H H M M M H M
PARTO** D S S D S D S S T D S D
Lote B2

CROTAL | 2903 2912 2933 2988 3002 3005 3036 3037 3042 3068 3088 3095
PESO 15 14,6 14,4 14,6 14,2 13,5 13,8 12,5 12,6 13,5 134 15,6
SEXO* M H H M M M H H M H M H
PARTO** S D D S D S D D D D S S

Tabla 1. Conformacién inicial de los lotes a estudiar. *H=hembra; M= macho. ** S= parto simple; D= parto
doble; T= parto triple.
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El nimero de corderos por lote se establecié en base al nimero minimo de animales
qgue pudiera considerarse estadisticamente significativo y util de cara a los resultados del
estudio, teniendo en cuenta ademas la cantidad de corderos disponibles en la explotacion
comercial que cumplieran los requisitos de edad, peso, sexo y tipo de parto establecidos en el

momento de su comienzo.

4.2. Condiciones de los lotes en estudio

Una vez realizado el reparto de los animales, se asignaron diferentes letras para su
seguimiento posterior, siendo:
Lote Al: Lote alimentado con pienso convencional sin decoquinato.
Lote A2: Lote alimentado en base a pienso convencional con decoquinato, habitual en la granja.
Lote B1: Lote alimentado con pienso ecoldgico.

Lote B2: Lote alimentado en base a pienso ecoldgico con producto comercial fitoterapico.

Figuras 5y 6. Condiciones de los lotes en estudio.

Los animales se colocaron en la misma nave de cebo, pero en cubiculos experimentales
preparados para este fin y separados segun su tratamiento, con agua y paja a libre disposicion
(figuras 5y 6). Estas condiciones se mantuvieron durante los 21 dias de duracion del ensayo.
Semanalmente se tomaron muestras de heces y sangre en las semanas 0, 2 y 3 para los analisis
correspondientes. También se pesd una vez por semana a los animales, asi como la cantidad de
pienso restante, para calcular los consumos del mismo y la ganancia de peso de los animales y

su indice de conversion.

4.3. Materiales utilizados

A continuacion, se describen los compuestos utilizados y enfrentados en las dietas de

los animales, que son clave en el desarrollo de este estudio.
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4.3. 1. Productos terapéuticos a emplear en el pienso

a. Coccidiostato: Decoquinato

El decoquinato es un farmaco de sintesis perteneciente a la familia de las quinolonas.
Este grupo de medicamentos es mas conocido y ha sido ampliamente utilizado por su capacidad
antimicrobiana, pues se ha demostrado que actlan inhibiendo enzimas esenciales para la
multiplicacidn bacteriana, las topoisomerasas Il (Monteagudo et al., 2007).

El decoquinato, no obstante, se utiliza como coccidiostatico en la medicina veterinaria,
desarrollandose inicialmente en 1967 para intentar controlar esta parasitacién en aves de corral.
Hace aproximadamente tres décadas comenzd a aplicarse en los rumiantes (Taylor y Bartram,
2012).

Este medicamento actla en cualquier etapa del coccidio, ya que lo hace sobre el
metabolismo mitocondrial, inhibiendo el transporte de electrones y la fosforilacién oxidativa
(Sayago et al.,, 2004). También se describe su posible papel de coccidiostatico mediante la
inhibicion de la esporulacidn del coccidio (Monteagudo et al., 2007). Para su uso en corderos
como preventivo y/o a modo de tratamiento, es comun su administracidén durante el periodo de
cebo a todos los animales, en forma de premezcla medicamentosa en el pienso a una dosis de
entre 0,5y 1 mg por cada kg de peso vivo durante al menos 28 dias, sin tiempo de espera para
ovino de carne, si bien no se autoriza su utilizacion en la produccién de leche destinada a
consumo humano (CIMA - Vet Medicamentos Veterinarios, 2020).

Cabe advertir que el tratamiento con decoquinato no debe ser interrumpido, ya que
durante el mismo se impide el desarrollo del sistema inmunitario de los animales. De ser asi,
podrian tener lugar brotes clinicos de la enfermedad (Rojo-Vazquez et al., 2011; Sanchez Acedo
et al., 2013).

Por otro lado, y a largo plazo, el uso continuo de los anticoccidiales ha derivado en
tratamientos poco efectivos contra algunas especies de Eimeria, basados en el desarrollo de
resistencias que ya se han descrito en aves de corral, si bien es cierto que en los rumiantes la
presion selectiva resulta menor al llegar a darse tratamientos de una forma mas discontinua
(Taylor y Bartram, 2012).

En definitiva, es un producto que resulta de aplicacion cémoda y eficaz en la reduccion
de la excrecién de ooquistes y el tratamiento de casos clinicos, aumentando de manera
considerable la ganancia de peso de los animales y, por tanto, su rendimiento econdmico,

interés ultimo de la prevencion y control de la coccidiosis (Chartier y Paraud, 2012).
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b. Formula herbal comercial con extractos de plantas medicinales

En el presente estudio se pone a prueba a modo de preventivo y/o curativo, un producto
herbal comercial presentado en polvo que estd formulado en base a los extractos y esencias
naturales obtenidos de tres plantas, de cuyos efectos se espera una sinergia eficaz contra la
coccidiosis. Estas tres plantas son el escaramujo (Rosa canina), el regaliz (Glycyrrhiza glabra) y

la caléndula (Calendula officinalis), que se describen mas detalladamente a continuacion.

Rosa canina (Escaramujo)

La rosa canina o escaramujo es el fruto del rosal silvestre, que pertenece al género Rosa,
de la familia Rosaceae. Se trata de un arbusto con tallos y hojas verdes imparipinnadas, y con
espinas que se asemejan a los colmillos de un perro, de donde adopta el apellido “canina”
(Ayerbe y Garcia, 2010). Las flores son de 5 pétalos y tienen un color de rosa claro a blanco. Esta
especie puede encontrarse en caminos, bosques y montes de Europa y Asia central (Hensel,
2008) (figuras 7 y 8).

El fruto, llamado escaramujo o tapaculos, es carnoso, de una forma estrecha y ovalada
y de un color rojo brillante, que suele conservarse desecado. Este es conocido y principalmente
aprovechado por su alto contenido en vitamina C (hasta un 1%), que le confiere una gran
propiedad antioxidante, siendo también ricos en carotenos, vitaminas del complejo B, azucares,
pectinas, taninos y acidos malico y citrico (Matos Gesteira et al., 2008; Equipo Tikal, 2010). Se le
atribuyen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antiulcerosas, probidticas,
antimutagénicas y antimicrobianas, entre otras, que potencian la resistencia del organismo a la
enfermedad (Chrubasik et al., 2008). En concreto, los taninos y pectinas de esta planta ejercen
una accién cicatrizante y astringente, por lo que su aplicacion como antidiarreica es bien
conocida, haciéndola merecedora del nombre “tapaculos” (Matos Gesteira et al., 2008; Ayerbe

y Garcia, 2010).

Figuras 7 y 8. Imagenes de Rosa canina. Fuentes: figura 7 obtenida de Centro Campillo, 2017

Disponible en https://centrocampillo.wordpress.com/2017/08/17/rosal-silvestre-rosa-canina/.

Figura 8: imagen propia.
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Todas estas propiedades hacen del escaramujo una planta altamente potenciadora de

la resistencia del organismo frente a la enfermedad (Ayerbe y Garcia, 2010).

Glycyrrhiza glabra (Regaliz)

El regaliz, regalicia o paloduz, pertenece a la familia de las fabaceas o leguminosas. Es
una planta herbacea vivaz que procede de Europa meridional y de Oriente, con un tallo que da
ramas con hojas imparipinnadas, de cuyas axilas nacen sus flores en racimo de un color violaceo
(Hensel, 2008) (figura 9).

En su raiz se encuentra el gran interés farmacoldgico por esta planta, que es
desenterrada al tercer afio de cultivo y secada, para obtener asi de ella el regaliz. Se compone
de rizomas lefiosos, de color amarillento en su interior y con un sabor dulce (Equipo Tikal, 2010).
Su principal componente activo es la glicirrina, que se describe como mucolitica vy
antiinflamatoria sobre la mucosa gastrica, resultando de gran eficacia en el tratamiento de
afecciones respiratorias y digestivas (Siedentopp, 2008). También contiene glucdsidos del grupo
de las flavonas, saponinas, aceite esencial, taninos y enzimas. (Equipo Tikal, 2010).

La atribucion de propiedades inmunomoduladoras y antioxidantes a esta planta,
demostradas recientemente en la lucha frente a diversas especies de Eimeria (Hussain et al.,
2017), la convierte en una potencial candidata en la busqueda de una alternativa natural frente

a la infeccidn por coccidios.

Glycyrrhiza glabra

liquorice « licorice

Figura 9. Imdgenes de Glycyrrhiza glabra. Planta con flores, frutos y raices, de las que se obtiene el

regaliz. Fuente: obtenidas de https://www.dieteticaonline.es/blog/usos-medicinales-del-regaliz-

glycyrrhiza- [Consultado el 27/04/2020].
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Calendula officinalis (Caléndula, Maravilla)

La caléndula o maravilla es una planta de la familia de las Asteraceas. Puede encontrarse
en Europa y el oeste de Asia y su origen no se conoce con certeza, aunque si se sabe su cultivo
desde la Edad Media como medicinal y ornamental. Y es que se trata de una planta herbdacea
muy vistosa, con hojas oblongas y flores con ligulas que van desde amarillas hasta anaranjadas
(Hensel, 2008) (figuras 10 y 11). Las flores, y en particular las de este color anaranjado, son las
gue contienen una mayor concentracién de sustancias activas, entre las que se encuentran una
amplia variedad de acidos fendlicos, flavonoides y saponinas entre otros (Butnariu y Coradini,
2012).

Se le atribuyen grandes propiedades antiinflamatorias (Preethi y Kuttan, 2009b), asi
como potentes efectos cicatrizantes cuando se aplica de forma tdpica (Preethiy Kuttan, 2009a).
También estimula la actividad hepatica y secrecion biliar, y es espasmolitica estomacal e
intestinal (Equipo Tikal, 2010). Se trata de una planta con gran y creciente interés en la industria
y cada vez mas estudiada, de la que se describe incluso su eficacia como antibidtico y

antimicético, con resultados excelentes en pruebas frente al Fluconazol, un antimicético muy

utilizado en la medicina actual (Efstratiou et al., 2012).

Figuras 10 y 11. Imagenes de Calendula officinalis. Fuentes: figura 11 obtenida de Ecoagricultor, 2016.

Diponible en https://www.ecoagricultor.com/plantas-medicinales-cultivo-y-usos-de-la-calendula/. Figura

12 obtenida de Bissanti, G. (2017). Calendula officinalis. Disponible en
http://antropocene.it/es/2017/05/20/calendula-officinalis/.

La suma de efectos esperada radica, entre otras muchas propiedades, en la gran
capacidad antiinflamatoria y cicatrizante de la caléndula frente a las lesiones intestinales
producidas por los coccidios, la potenciacién del sistema inmune por parte del escaramujo y la

inmunomodulacién y efecto antioxidante del regaliz para hacerles frente. Se desea comprobar
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gue esta mezcla herbal pueda ser efectiva en la misma o mayor medida que los compuestos

quimicos de sintesis utilizados en la actualidad.

4.3.2. Piensos administrados

En el estudio se emplean dos piensos similares, que fueron fabricados en lugares
diferentes para la adicidn del decoquinato y/o del producto fitoterapico seguiin procediera (figura

12).

Figura 12. Sacos de los 4 piensos diferentes

utilizados en el estudio.

a. Pienso convencional

Este pienso hace referencia al utilizado normalmente en la granja en la que se realiza el
estudio. Dentro de este se incluyé el pienso con y sin el decoquinato de los lotes A

(figuras 13y 14).

//E r V C FICHA TECNICA DE PRODUCTO: Fecha de actualizacion 17/04/2017
g “iensos Selectos PIENSO COMPUESTO COMPLETO
COMPOSICION COMPONENTES ANALITICOS
Cebada, Harina de (habas de) soja decorticada producdda a partir de habas de soja Proteina bruta 175% Ceniza Bruta 4, 2%
miodificads lent=, Maiz modrficado geneticamants, g Areitey Gmsasbrutos 3% Sodio 020%
 de habas de sofa mod Flora Brutz 44%
Melaza de cana ide azicar], Safes de acidos grasos de ace
Ciorura de sodic, Acaite vegetsl de paima.
CCOMPONENTES NUTRICIONALES i
. ni 'CLA MRDL Oua
e e SR S,
+ witaminzs, sustancias quimi + o Z 2 DzCaRETRATS I by
" o oe ErvERA 0 Duxs
ViGmina A “:;x :: }k: ) 15,0mg/kg h : ERAPEUTICAS
Vitamina D 100mg/kg - o
ViminaE 10,0 mglkg granulad recubierts (3h304) 030malkg 4 Pk
Vitamina 1 571 Sasmalen ps02) 3500mgikg & S0 1 LOLE: 190930MDOS
Viamina B2 . Znc. owdo de zinc 25,00malkg DI CADLC i
ViGmina g1z %50 megrlkg Selenlo, Selenito de o omglkg DA liieg
Vitamina K: 0.25malkg
Pt + Conservantes
Acdo nicatini
- 1.5mglkg
s9malkg
02malkg
a3z 20maikg
* Ligantes DL-Metionina 7 (3¢50 0,089 %
[ oss LLsina HCL (52:2) 0084%
« Acaites esenciales * Microorganismos
I 2500 malks Saccharomyces cerewtsiae NCYC SCA7 (407702] 2500.000.000,0 UFC/kg

Figuras 13 y 14. Etiquetas del pienso convencional, correspondientes al pienso del lote Al y A2,
respectivamente.  Fuente: figura 13 obtenida de Agroveco. Disponible en

https://www.agroveco.com/wp-content/uploads/2019/04/cadecor-1.pdf La figura 14 es una

foto propia.
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b. Pienso ecolégico certificado

Se trata de un pienso similar en ingredientes al anterior, pero estos proceden
de agricultura ecoldgica. Se utilizé en los lotes B, siendo el pienso escogido para la

administracién del producto fitoterapico (figuras 15y 16).

COCCILUCAT
CORDEROS CEBO

PIENSO COMPLETO - Pienso compuesto complementario destinado a corderos cebo.
Modo empleo: Pienso compuesto de corderos de cebo acompaiiado de paja y agua a voluntad.

COMPOSICION: CGomponentes y niveles analiticos Mezcla de A i b 0,03mg
M.P. Agraria Ecolégica 95,73%| Cenizas 6,08%
Cebada Proteina Bruta El porcentaje exacto de peso de las materias
Avena Aceites y Grasas Brutos prl(r;\ascll_ue componenel alnmemo
— - odra
;’"a de presién de soja tostada Fibra bruta Coreates Montoya,Sl (Crta La c.mm} (Barrax-AB)
aiz Sodio

Guisantes Oligoelementos o compuestos

Semilla de Girasol de oligoelementos

Aceite de girasol ecolégico Hierro (carbonato ferroso), E1 89,0 mg
M.P.No Agraria ,27%| Y odo (yoduro de sodio), E2 0,05mg
Cobalto-Colcarbonato de cobalto) (E3]_0,21 mg
Bicarbonato s5dico Maganeso (cxido manganoso), E5 20,0mg| ES-ECO002-CM
Cloruro de sodio Zinc loxido de zinc), E6 106,0mg| AGRICULTURA UE/ NO UE

Selenio (selenito de sodio), E8 0,04mg|

Conservar en sitio fresco y seco

N2 Registro Alimentacién Animal: ESP02000256" Fabricado por: Cereales Montoya,SL .

Utillicese preferentemente antes de : _.28/01/2020 [ Consumir preferentemente tres meses desde la ,femmmmn :
A Fechade fabricacién: 24/11 0!2019 SLOTE N® 241019/26

Figura 15. Etiqueta del pienso ecoldgico junto con el producto herbal.
Fuente: Cedida por Cerereales Montoya S.L., disponible en

www.herbalucat.es.

A fin de comprobar sus posibles efectos
sobre el crecimiento de los animales, ambos
piensos se compararon en vistas a las ganancias de
peso obtenidas durante el tiempo de estudio,
teniendo en cuenta el consumo de los mismos por
parte de los animales para relacionarlos ademas

con su indice de conversion.

Figura 16. Administracion de pienso

ecoldégico en uno de los lotes B.

4.4. Toma de muestras y registro de datos

A continuacién, se detallan las muestras obtenidas durante el estudio, asi como las
técnicas empleadas paraello, a fin de recolectar datos suficientes en relacion a diversos aspectos

de interés que se discutiran mas adelante.
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a. Heces: las muestras se recogieron con los animales en
estacion, del tramo final del recto en bolsitas individuales para
cada animal que posteriormente fueron debidamente
diferenciadas e identificadas con el niumero de crotal del
animal y lote al que pertenece. Tras la recogida, se
refrigeraron en nevera portatil y se enviaron inmediatamente

al laboratorio para su estudio. Esta toma de muestras se

realizd una vez por semana (figura 17).
Figura 17. Recogida de muestras

de heces.

b. Sangre: con un sistema de vacio
(Vacutainer) y mediante venopuncion yugular,
se recogieron un tubo con EDTA y un tubo sin
anticoagulante por cada animal, que fueron
debidamente identificados con el ndmero de

crotal del cordero y lote de procedencia. Esta

muestra se recogio en las semanas 1, 3y 4 (figura

Figura 18. Recogida de muestras de sangre.

18).

c. Peso: se registréd semanalmente el peso individual de
los animales, asi como la cantidad de pienso restante

en comederos y sacos de pienso respecto a la cantidad

inicial ofrecida a los animales, a fin de obtener datos
acerca del crecimiento de los animales e indices de

conversion de cada dieta ofrecida (figura 19).

4.5. Procesado de las muestras

Figura 19. Registro de pesos.

a. Examenes coprologicos

Las muestras de heces fueron enviadas a un laboratorio de la empresa Exopol,
Diagndstico y Autovacunas, donde todas ellas fueron sometidas a un examen coproldgico
cualitativo mediante la técnica de sedimentacién y flotacion en sulfato de zinc. Tras una
observacién a microscopio para la deteccion de ooquistes de protozoarios, huevos de
nematodos, huevos de cestodos o huevos de trematodos, se realizé un examen cuantitativo

mediante el método de McMaster en aquellas muestras positivas a Eimeria.
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Las técnicas de flotacion y sedimentacién son dos técnicas cualitativas que se utilizan de
forma sistematica y complementaria en los estudios coprolégicos laboratoriales. Estas
consisten, como bien indica su nombre, en concentrar los huevos, larvas o quistes por
sedimentacion o flotacién en la superficie de un liquido de una densidad superior a los mismos,
no excesiva, a fin de separarlos del resto de componentes presentes en las heces o bien evitar
dafiar los parasitos. Se emplea una solucion de sulfato de zinc al 33% con el fin de hacer flotar a
los pardsitos gastrointestinales y coccidios y asi diferenciar la parasitacion, si bien es cierto que
los corderos en cuestion habian nacido en la misma granja y no habian contactado con el campo,
por lo que no es posible encontrar en ellos determinados parasitos digestivos, pulmonares o

hepaticos (Serrano Aguilera, 2010) (figuras 20, 21y 22).

Figuras 20, 21 y 22. Vista a microscopio optico de ooquistes esporulados de las especies E. intrincata, E.
ovinoidalis y E. parva, respectivamente. Imagenes cedidas por Juan Antonio Castillo, catedratico de

Parasitologia de la Facultad de Veterinaria de Zaragoza.

El método de McMaster es el utilizado para
conseguir una valoracion cuantitativa aproximada de la
carga parasitaria presente en las heces. En este caso,
se realiza un contaje del nimero de ooquistes de
Eimeria presentes por gramo de heces que se han

concentrado en la superficie gracias a la técnica de

flotacién utilizando iodomercuriato y leidos en una

Figura 23. Cdmara McMaster. Fuente:

camara de McMaster, disefiada para este propdsito

manual - practico de  parasitologia (Figueroa-Castillo et al.,, 2015). Los numeros

veterinaria (Serrano Aguilera, 2010). . .
obtenidos en esta prueba suelen correlacionarse con
la significacion clinica en el caso de los coccidios, aunque no se puede dar siempre como norma
fija, pues la presencia de ooquistes en las heces no implica necesariamente enfermedad (Reina

et al., 2011) (figura 23).
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b. Muestras de sangre:

Se parte de muestras de sangre individuales tomadas en tres ocasiones (semanas 1, 3y
4), y colectadas en tubos con sistema de vacio (Vacutainer™) con y sin anticoagulante (EDTA)
(figura 19). Se realizaron extensiones sanguineas y se separé el suero sanguineo, guardandolo
en viales congelados a -182C para el posterior andlisis de inmunoglobulinas.

Los frotis sanguineos se realizaron mediante la extension de una gota de sangre entera
en un portaobjetos, que posteriormente se dejo secar y se pasoé por una tincién rapida Diff-quick
para su observacidn al microscopio dptico. De este modo, se pudo identificar y contar las células
de la serie blanca, estableciendo sus valores porcentuales en busqueda de una correlacién entre
la carga parasitaria de los animales y una posible eosinofilia. Esta busqueda se basa en su
importante participacion en la respuesta inmune, en la manifestacién eosinofilica demostrada
en otras infestaciones parasitarias (Escribano, 2019), ademas de en el aumento de los recuentos
hematoldgicos de eosindfilos en animales primoinfectados con el género Eimeria, ya
demostrado en pollos, ratones y pavos primoinfectados con diferentes especies de Eimeria
(Matos Guedes, 2015).

Respecto al estudio de las inmunoglobulinas, se desea determinar los niveles de IgG e
IgA, involucradas como marcadores en la inmunidad general y especifica frente a pardsitos
(Matos Guedes, 2015; Escribano, 2019). Esto permite conocer el estado inmunitario de los
animales, lo que puede resultar de gran interés, puesto que se espera que el producto
fitoterdpico puesto a prueba logre fortalecerlo. De hecho, ya existen estudios con otras especies
qgue demuestran la capacidad de refuerzo de la inmunidad frente a Eimeria a través de la
fitoterapia (Ullah et al., 2018). Ademas, se sabe que la citotoxicidad mediada por anticuerpos es
el mecanismo de inmunidad mas eficaz que el organismo elabora frente a Eimeria (Sanchez
Acedo et al., 2013).

El papel de lainmunidad en el desarrollo de la coccidiosis es clave. Hasta las 3-4 semanas
de edad, los animales no suelen verse afectados dado al papel protector de los anticuerpos
calostrales. Por otro lado, los animales adultos son resistentes a la enfermedad tras haber
superado la infecciéon (Sanchez Acedo et al., 2013).

Debe tenerse en cuenta que el decoquinato utilizado durante el cebo interfiere y limita
el desarrollo de la inmunidad (Rojo-Vazquez et al., 2011). Por otro lado, existen estudios que
sugieren que niveles bajos de ooquistes son capaces de generar inmunidad en cierta medida
(Chartier y Paraud, 2012), incluso haciendo uso de determinados productos coccidicidas (Taylor

et al,, 2011).

21



4.6. Analisis estadistico de los datos

Respecto a los datos obtenidos, se utilizé la prueba de Chi-cuadrado para demostrar la
homogeneidad inicial de los grupos y entre ellos, y el analisis de varianza ANOVA de medidas
repetidas para estudiar diferencias entre variables continuas respecto a pesos, consumos de
pienso y recuentos de ooquistes. Para el analisis estadistico se utilizd el programa JMP 9 (SAS

Institute, EE.UU.).

5.RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a que los animales alcanzaron el peso comercial de venta antes de lo esperado,
el ensayo finaliz6 una semana antes de lo previsto, quedando con una duracion de 3

semanas.

a. Ganancia Media Diaria (GMD)

La GMD se calculé con los datos obtenidos de las medidas repetidas. El analisis de los
resultados obtenidos mostro diferencias significativas (p<0,05) de los lotes A con respecto al lote
B1. Sin embargo, los lotes alimentados con pienso convencional (lotes Al y A2) obtuvieron
promedios mayores de GMD que los alimentados con el pienso ecolégico (lotes B1 y B2), con
una media de 0,28 kg y 0,27 kg en los lotes Al y A2 respectivamente y 0,22 kg en el lote B1. El
lote B2, con un valor medio de 0,24 kg, no mostrd diferencias significativas respecto a ningln
otro lote.

En una comparacién semanal de las GMD, sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre lotes, salvo en el periodo comprendido entre el dia 7 y el 14 (22 semana), en
el que los GMD fueron significativamente mayores (p=0,0259) en los lotes alimentados con

pienso convencional respecto a los alimentados con el ecoldgico. No obstante, no hubo

diferencias significativas respecto a Ia
05 aplicacion de tratamientos

coccidiostaticos o no (p>0,05).

o
>
1

= ;E F; animales alimentados con el pienso
j @ % convencional obtuvieron un rendimiento

algo mayor en la ganancia de peso

GMD individual
o
w
1

a Estos resultados sugieren que los

o
N
1

0,14

respecto al ecoldgico, y que el tipo de

Al T A2 T B1 T B2
Figura 24. GMD individuales segin el lote  tratamiento de cada lote no influyé en

considerado. este caso en lamisma (figura 24 y tabla 2).
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Lote n Media de Desviacion Intervalo de confianza

GMD/lote Estandar (95%)
(kg) Minimo Maximo
Al 12 0,282576° 0,051748 0,24348 0,32167
A2 12 0,274621° 0,075997 0,23553 0,31372
B1 12 0,217803° 0,082560 0,17871 0,25690
B2 12 0,238636% 0,052849 0,19954 0,27773

a=b (p<0,05)

Tabla 2. Relacion entre GMD vy lotes definidos.

A pesar de ello, las medias de pesos alcanzadas no mostraron diferencias significativas entre

lotes (p>0,05), como se ilustra a continuacion (figura 25).

Medias marginales estimadas de peso vivo

200

180

16.0

Medias marginales estimadas

140

tiempo

Figura 25. Grafico de las medias marginales estimadas de peso vivo.

b. Consumos de pienso e indices de conversion

Respecto al consumo de pienso por parte de los animales, si bien se dieron variaciones
significativas semanales y entre lotes (figura 26), no se encontraron diferencias significativas en
las medias de ingesta total de pienso consumidas por lote (p>0,05) al final del estudio (tabla 3).
La cantidad de datos disponibles no resulta suficiente como para obtener valores
representativos en relacién con el consumo de pienso entre lotes al no ser medidas individuales

por animal, como se muestra en las desviaciones estdndar algo elevadas que se han calculado.
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Figura 26. Pienso consumido semanalmente por lote.

Lote n Media de pienso Desviacion
ingerido/semana estandar
(kg)
Al 3 64,28° 15,84
A2 3 60,93° 19,58
B1 3 63,97° 23,25
B2 3 61,03° 13,67

a#b (p<0,05)

90,8
106 738 734
63,3
51,1
>0 46,2
] I I l
A2 B1 B2

Intervalo de confianza (95%)

Minimo Maximo
24,93 103,63
12,29 109,57

6,22 121,71
27,10 94,97

Tabla 3. Datos sobre el pienso ingerido en cada lote por semana a lo largo de todo el estudio.

Respecto a los indices de
conversion, estos fueron calculados
con los datos de ingesta total de
pienso y la diferencia de promedios
de peso final e inicial de cada lote.
Los resultados muestran unos IC
aparentemente mayores en los lotes
B, si bien en un estudio futuro
deberian tomarse datos individuales

(figura 27).

indices de conversion medios

por lote

HAl mA2 mBl mB2

Figura 27. indices de conversién (IC) medios por lote.
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c. Evolucion de la carga parasitaria

En lo que respecta a los recuentos de ooquistes, las medias aumentaron en ambos lotes

control Al y B1, incluso se podria decir que superaron el umbral establecido de infestacion

masiva de 5.000 ooquistes por gramo de heces, lo que no ocurrié en los grupos tratados. No

obstante, no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los cuatro lotes (p>0,05).

Respecto al lote B2, se observaron menores medias que en A2, pero en los dias 0y 7 el

numero de datos para B2 fue pequeiio y tampoco se encontraron diferencias significativas

(p>0,05).

Lote

Al

A2

Bl

B2

Entre columnas: a=b (p<0,05)

n

2

DO

Media = DE

133,3£57,7°

5200,0 £
11236,3°

sin datos

100,0 + 0°

D7 D14

n Media + DE n Media = DE n

6 166,67+81,6% 6 5333,33 ¢ 6
4728,5°

4 307,50 £ 6 3766,67 + 5
229,9% 4651,7°

2 1000,00 + 6 9383,33 £ 4
1272,8% 20601,2°

2 150,00+70,7** 7 128,57 +48,8° 5

Tabla 3. Resumen de los recuentos de ooquistes observados.

D21

Media + DE

2813,17 +
54912
260,00 +
1142
150,00 +
100°
2160,00 +
2668°

Al transformar logaritmicamente los datos para homogeneizarlos, se confirmdé que no

existen diferencias significativas de las cargas parasitarias entre los lotes A2 y B2 (figura 28).

Medias marginales estimadas de log10 de ooquistes

Medias marginales estimadas

LOTE

A2
—B2

tiempo

Figura 28. Medias marginales estimadas de log10 de los recuentos de ooquistes observados.
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d. La respuesta inmunitaria

En cuanto al estudio de los frotis sanguineos y recuento de células de la serie blanca en
forma de percentiles, los resultados muestran que en ningln caso se establece la condicién de
eosinofilia. Por ello, en este trabajo, no es posible establecer una correlacién entre la presencia
de los protozoos del género Eimeria con el desarrollo de eosinofilia. Respecto al resto de células
incluidas en la férmula leucocitaria, si bien se observan casos de linfocitosis o neutrofilia, y si
bien la respuesta de linfocitos T estd implicada en gran medida en la inmunidad frente a la
coccidiosis, estos no resultan tan especificos de un proceso parasitario y podrian atribuirse a
otras numerosas causas (Matos Guedes, 2015).

En cuanto a las pruebas serolégicas, por motivos derivados de la extraordinaria situaciéon
de pandemia mundial, tanto el envio de muestras como la recepcién de los kits para la
realizacion de las pruebas laboratoriales se ha retrasado en el tiempo. Este imprevisto, sumado
a la saturacion de los laboratorios, ha supuesto la imposibilidad de contar con los resultados a
tiempo para poder incluirlos en el presente trabajo. Se espera poder contar con ellos mas

adelante para su consideracién futura.

e. Discusion de los resultados obtenidos

El pienso convencional mostré rendimientos algo mayores que el ecoldgico, aunque no
se encontraron diferencias entre los lotes tratados y no tratados, cuando esta descrito que un
producto de tratamiento eficaz como es el decoquinato consigue generalmente prevenir las
pérdidas de peso vivo de los animales tratados, al reducir la carga parasitaria y asi las lesiones
intestinales y clinica asociadas (Taylor y Bartram, 2012). En cualquier caso, en su gran mayoria,
los recuentos de ooquistes no superan concretamente en este estudio el umbral de
sintomatologia clinica de 10.000 ooquistes por gramo de heces (Fiel, Steffan y Ferreyra, 2011).

La ingesta total de pienso resulté similar en todos los lotes, aunque se
encontraron variaciones entre ellos a lo largo del desarrollo del estudio. Esto nos hace pensar
que hubiera sido conveniente contar con una mayor cantidad de mediciones y/o animales, ya
que pudo haber algunos que por diferentes motivos ingirieron una menor cantidad de pienso
en momentos determinados, y esto nos permitiria ademas valorar el indice de conversién de los
piensos de una forma mas precisa, como ya se ha realizado en otros estudios (Bello et al., 2013).

En cuanto a las cargas parasitarias observadas en los animales, las medias resultaron
inferiores en los lotes tratados, aunque sin diferencias significativas entre ellos, resultados que
son poco comunes en el caso del ampliamente estudiado decoquinato (Taylor y Bartram, 2012).

Tampoco hubo grandes diferencias entre los dos tipos de tratamiento, lo que puede indicar que
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el producto fitoterapico comercial es una alternativa viable al uso del decoquinato, que con
estudios mas amplios podria sumarse a otras ya sélidamente demostradas (Cervantes-Valencia,
2016).

En la granja estudiada, el decoquinato es administrado de forma preventiva debido a
brotes de coccidiosis clinica en el pasado. Enlazando este hecho con los resultados obtenidos,
esto podria sugerir que en esta granja los coccidios pueden haber desarrollado resistencias por
su uso prolongado, si bien no hubo una coccidiosis clinica durante el desarrollo del estudio.

En cuanto al estudio hematoldgico, no se encontraron casos de eosinofilia, descrita
como parte de la posible respuesta inmune frente a la enfermedad (Matos Guedes, 2015). No
obstante, para el desarrollo de la misma hay que tener en cuenta que las cargas parasitarias
encontradas fueron bajas, y que las especies de Eimeria involucradas en una coccidiosis pueden
determinar la gravedad de la clinica, entre otros, al tratarse de una enfermedad multifactorial

(Gonzalez et al., 2002).

6. CONCLUSIONES

1. No se encontraron importantes diferencias entre los lotes tratados, de forma que el
producto fitoterapico puede llegar a considerarse como una alternativa viable frente al
decoquinato. Ademas, podria ofrecer otras ventajas a estudiar como la menor cantidad
de efectos secundarios o la baja presidn selectiva sobre los microorganismos a tratar.

2. Las medias de ooquistes excretados en las heces fueron inferiores en los lotes tratados
frente a los grupos control, aunque sin diferencias significativas. Se observaron elevadas
desviaciones y bajos numeros de datos en determinados lotes, que sugieren una
necesidad de realizar mayor nimero de mediciones o de disponer de un mayor nimero
de animales por lote.

3. Las medias de las ganancias de peso observadas en los distintos lotes resultaron algo
mayores con el uso del pienso convencional frente al ecolégico. No obstante, no se
observo influencia de los tratamientos sobre las mismas.

4. El consumo total de pienso fue similar en todos los lotes, si bien se dieron
variaciones entre semanas, a falta de datos de consumo individual. Los indices de
conversidon se mostraron mayores en los lotes con pienso ecolégico frente al pienso

convencional.
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CONCLUSIONS

1. No important differences were found between the treated groups, so that the
phytotherapic product can be considered as a viable alternative to the decoquinate.
Moreover, it could offer other advantages to study, such as the less quantity of
secondary effects or the low selective pressure over the microorganisms to be treated.

2. The mean oocysts excreted in the faeces were lower in the groups treated against the
control groups, although without significant differences. High deviations and low
number of data were observed in some groups, which suggests a need for more
meassurements or more animals per group.

3. The average weight gains observed in the different groups were a little higher with the
use of the conventional feed against the ecological one. However, it was observed no
influence due to the treatments.

4. The total feed consumption was similar in all the groups, although there where
variations between weeks, as there was a lack of individual data. The conversion rates
showed to be higher in the groups with ecological feed than in the ones with the

conventional feed.

7.VALORACION PERSONAL

El presente trabajo me ha servido para introducirme en el mundo de la fitoterapia, asi
como en el de la experimentacidon animal. Ambos campos me han suscitado un gran interés
desde el comienzo de mi proyecto, y espero que todos los conocimientos obtenidos durante su
realizacion sean de utilidad en mi futuro profesional.

Me ha resultado un estudio muy interesante, aunque desafortunadamente, las
circunstancias han limitado en gran medida la obtencién de algunos resultados con los que se
deseaba contar. Considero, ademas, que este ha sido un estudio que ha abarcado una pequefia
parte de lo que podria llegar a incluir, y que en vista de los resultados podria abrir puertas a
investigaciones de mayor magnitud.

Debo mis enormes agradecimientos a la empresa APA-CT (Greenvet, fitoterapia
veterinaria) por acceder a participar en este trabajo con su producto comercial para la
coccidiosis, a Cereales Montoya (Piensos Ecolucat) y Boalvet, por la confianza depositada en mi
para el desarrollo del presente estudio, a través de la aplicacion del producto comercial en uno
de sus prometedores piensos ecoldgicos herbales Herbalucat, de la linea de piensos Cokilucat.
Doy gracias a Alvaro Miguel Fernandez-Blanco, coordinador general y fundador de la empresa

de servicios integrales Boalvet, por toda su ayuda aportada como coordinador técnico del
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presente trabajo. También a la empresa EXOPOL, Diagndstico y Autovacunas, por su eficaz
gestion en el procesado de las muestras.

Ademas, este estudio no habria tenido lugar sin la colaboracién de la explotacidn
Montesa-Letosa-Marcen, en la que se ha desarrollado, especialmente a Pedro Jesis Montesa,
asi como del Servicio Clinico de Rumiantes de la Facultad de Veterinaria de Zaragoza
(S.C.R.U.M.), que una vez mas ha recibido con brazos abiertos una nueva linea de investigacion.
En especial a Luis Miguel Ferrer, también tutor de mi trabajo, que junto con el profesor de la
Escuela Superior Agraria de Braganca Helder Quintas, que ha aportado grandes y cruciales
conocimientos estadisticos entre otros, me han ayudado en gran medida como tutores,
apoyando y creyendo en mis ideas en todo momento, de forma que han podido hacerse una
realidad. Al Dr. Manuel Delgado Pertifiez, profesor de Produccién Animal de Escuela Técnica
Superior de Ingenieria Agrondmica de la Universidad de Sevilla, por su ayuda aportada para la
estadistica.

Por todo el seguimiento, consejos aportados y confianza depositada en miy en él, doy

gracias a todas las personas involucradas en la realizacidn del presente trabajo.
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