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EDITORIAL

El Homo sapiens desde que es especie, ha tenido que pasar por diversas situaciones
complejas, que incluso lo han colocado al borde de la extincion, desde eventos naturales catastroficos,
hasta pandemias, han puesto a la humanidad al margen de la extincion, para nosotros es dificil de
asimilar, ya que hoy en dia somos mas de 7.000 millones de personas.

Segun establecen algunos estudios, el hombre, se ha encontrado en tres momentos criticos
de su historia, donde hemos estado cerca de la extincién. El primero fue cuando estabamos
apenas surgiendo como especie, no habia suficientes humanos, hace aproximadamente 1,2
millones de afios atras, habitabamos la tierra junto con otras dos especies de hominidos, y segun
algunos estudios era una poblacién muy escaza, de aproximadamente unos 20.000 individuos.
Esto colocaba a la especie en peligro de extincion.

La segunda época de riesgo fue hace aproximadamente 200.000 afos, cuando hubo un
cambio brusco de temperatura en el planeta y entramos en una etapa glaciar, el planeta se volvio
frio y seco, muchos nichos ecoldgicos desaparecieron, asi como muchos animales, obviamente
la poblacion de seres humanos también se vio presionada hasta el borde de la extincion, ya que
algunos autores sugieren que solo sobrevivio en esa época aproximadamente 1.000 seres humanos.

El ultimo evento natural que nos llevo al borde de la extincién fue una erupcion volcanica
masiva, la super erupcion del Tova (en lo que hoy en dia es Sumatra), los efectos ambientales
de este evento fueron de naturaleza apocaliptica para la humanidad de hace 70.000 afios atras.
Este acontecimiento natural, creo un crater gigantesco (el lago Tova), ademas arrojo una cantidad
enorme de cenizas volcanicas, restos y gases toxicos a la atmosfera que dificulto la existencia de
los seres vivos en la Tierra, algunos estudios establecen que la poblacién del Homo sapiens se
redujo aproximadamente a 1.000 personas.

Esto sin tomar en cuenta las enfermedades, epidemias y pandemias que también nos
han azotado como especie, muchas de ellas son zoonosis, entre las cuales tenemos la conocida
“gripe espanola” de principios del siglo XX, causada por una cepa del virus HIN1 (se cree que su
precursor fue un virus aviar, el cual muté y migroé a los porcinos). Esta pandemia causoé la muerte
de aproximadamente 50 millones de personas, e infecté a 500 millones.

Y de esta manera seguimos en una lucha constante por nuestra supervivencia, y nos
debatimos entre el Ebola, el VIH, la encefalopatia espongiforme bovina (enfermedad de las vacas
locas), el SARS, la peste bubdnica o negra, la malaria, el dengue, el zika, entre otros.

Hoy en dia vivimos una situacién similar, causada por un nuevo Coronavirus (SARS-COV-2)
Causante de la Covid-19, culpable de una nueva situacion de pandemia en el planeta. Se cree que
su origen esta en los murciélagos, antes de pasar a otro animal (posiblemente el pangolin “Manis
pentadactyla”) y finalmente a los humanos. No obstante, nuestro continente no escapa de esta
realidad, ya que la Organizacion Mundial de la Salud. advierte un incremento en los casos de la
pandemia causada por este nuevo coronavirus, especialmente en América Latina.

Esto nos ha trastocado en todos los aspectos creando una crisis sanitaria y financiera a
nivel global. En Venezuela tuvimos la desventaja de recibir al nuevo Coronavirus con una crisis
anticipada sin precedentes, causando una verdadera situacion de emergencia nacional.

Desde esta perspectiva, nuestras labores inherentes a la recopilacion y publicacion de
produccion cientifica tanto nacional como internacional se ven afectadas por esta crisis sanitaria y



economica, que afecta al mundo desde noviembre de 2.019. Sin embargo seguimos trabajando
desde espacios virtuales para dar respuesta a nuestros investigadores. Continuamos perseverando
y tomando ese espiritu de lucha que caracterizé a nuestros antepasados lo cual evitd nuestra
extincién en varias ocasiones tiempo atras.

No obstante, siempre tenemos nuestra mirada en Dios, llenos de mucho optimismo y
esperanza, seguimos en pie de lucha en nuestro quehacer diario. Siempre dispuestos a contribuir
con la divulgacion de las distintos trabajos de investigacion en el area de la medicina veterinaria.

Agradecido con Dios primeramente, con nuestros lectores, nuestros empleados y
colaboradores que contribuyen a que esta ventana continte disponible para todos.

Conscientes estamos de las dificultades econodmicas, sociales entre otras, que se estan
enfrentando en el mundo y especialmente nuestro pais.

Desde la Revista Cientifica Veterinaria (RCV) de la Universidad del Zulia (LUZ), extendemos
una invitacion especial a nuestros autores y arbitros a continuar investigando, trabajando y
produciendo aportes al mundo agropecuario.

En medio de esta pandemia, debemos conocer mas sobre este mundo; porque de la
produccion pecuaria y agricola se sustenta gran parte de los alimentos del planeta entero.

Dr. Edison Pascal-Bello
Editor Asociado RCV-LUZ
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ON CAUDAL CRUCIATE LIGAMENT (CACL) RIGIDITY IN
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COMPARISON BETWEEN INTACT, CRANIAL CRUCIATE LIGAMENT-
DEFICIENT (CRCL-DEFICIENT) AND TTA KNEE: AN IAN IN-VITRO
EXPERIMENTAL STUDY.
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LIGAMENTO CRUZADO CAUDAL EN ARTICULACION DE RODILLA CANINA BAJO FUERZA
FEMORAL CRANIAL. COMPARACION ENTRE RODILLA INTACTA, CON ROTURA DE
LIGAMENTO CRUZADO CRANIALY CON LA ATT: ESTUDIO EXPERIMENTAL IN-VITRO

Marta Musté-Rodriguez and Elsa Pérez-Guindal*
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ABSTRACT

The tibial tuberosity advancement (TTA) is a surgical technique
used to repair cranial cruciate ligament-deficient (CrCL-deficient)
canine knees. The aim of this study was to assess the effect of TTA
on caudal cruciate ligament (CaCL) under femoral anterior force,
in a 135° joint extension angle; and the role of CaCL in an CrCL-
deficient knee. Five fresh cadaveric adult canine stifle joints were
tested in an apparatus in which muscle forces were simulated.
Each knee was tested in three different conditions: intact, CrCL-
deficient knee and with TTA surgery. Shear force (Newtons, N)
and CaCL deformation (millimetres, mm) were measured using
sensors and the ligament rigidity (force divided by deformation,
N/mm) was calculated and compared between the three knees.
The mean rigiditiy values increased from intact knee, 104.4 N/mm
(SD 3.6), to CrCL-deficient knee, 136.5 N/mm (SD 7.5). However,
the rigidity was even greater when applying the TTA, 257.2 N/
mm (SD 21.1). Since, stress on the CaCL in CrCL-deficient knees
was greater than in intact knees, the ligament assumed a more
important role. On the other hand, the TTA technique generates
an overload on the CaCL until rigidity exceeds its load-bearing
capacity. Although the in-vitro models are far from reality, these
findings suggest the need to further study the effects of TTA on
the CaCL.

Key words: Caudal cruciate ligament; cranial cruciate liga
ment-deficient; canine stifle joint; orthopaedic
plates; tibial tuberosity advancement

Recibido: 15/01/2020 Aceptado: 22/04/2020

RESUMEN

El avance de la tuberosidad tibial (ATT) es una técnica quirargi-
ca usada para reparar la lesion de Ligamento Cruzado Craneal
(LCCir) en la rodilla canina. El objetivo de este estudio fue de-
terminar el efecto de la ATT sobre el ligamento cruzado caudal
(LCCa) con el efecto de una fuerza femoral cranial, en un angulo
de extension de la articulacion de 135°; y el rol del LCCa en rodil-
las con lesion de LCCr. Cinco articulaciones cadavéricas de ro-
dilla canina se sometieron a pruebas en una bancada, en la cual
se simularon las fuerzas musculares. Cada rodilla fué ensayada
en tres condiciones diferentes: rodilla intacta, rodilla con rotura
de LCCr, y rodilla operada con la ATT. Se midieron con sensores
la fuerza cortante (Newtons, N), la deformacién del LCCa (mili-
metros, mm) y se calculé la rigidez del ligamento (fuerza dividida
por deformacion, N/mm) y se comparé entre las tres rodillas. Los
valores promedios de la rigidez se incrementaron desde la rodilla
intacta, con 104,4, N/mm (DS 3,6), a la rodilla con lesion de LCCr,
con 136,5 N/mm (DS 7,5). Sin embargo, la rigidez aun fué mayor
cuando se aplicé la ATT, con 257,2 N/mm (SD 21,1). Debido a
que el estrés en el LCCa fué mayor en las rodillas con lesion de
LCCr que en rodillas intactas, el ligamento asumié un rol mas
importante. Por otro lado, la técnica de la ATT genera una sobre
carga al LCCa hasta alcanzar una rigidez por encima de su ca-
pacidad. Sin embargo, los modelos in-vitro siguen estando lejos
de la realidad, por lo que estos hallazgos sugieren la necesidad
de mas estudios de los efectos del ATT sobre el LCCa.

Palabras clave: Ligamento cruzado caudal; ligamento cruzado
cranial deficiente; articulacion de rodilla canina;
proétesis ortopédicas; avance de la
tuberosidadtibial
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Efecto del avance de la tuberosidad tibial (att) / Muslé,M and Perez,E.

INTRODUCTION

Anterior displacement of the tibial tubercle was recommended
in humans to reduce pressure and pain in the patelofemoral joint
in patients with osteoarthritis [15]. Tibial tuberosity advancement
(TTA) that was presented in 2002 [17,25] is performed with the
premise that it increases the efficiency of the extensor mechanism
and decreases quadriceps activation. This technique is adopted
in veterinary surgery to neutralize dynamically cranial shear
forces in cranial cruciate ligament-deficient (CrCL-deficient)
knees lengthening the lever arm of the quadriceps during canine
(Canis lupus familiaris) gait [2,5]. The tibiofemoral shear force
is directed forward when the knee is extended and backwards
when flexed and is zero when the patellar tendon angle (PTA)
is 90° [19]. If the tuberosity is advanced to the point where the
PTA angle is 90° or less in the extended position, the shear force
will be neutral or caudally directed. Different studies using in vitro
models support the theoretical foundations of TTA that measure
the cranial tibial thrust (CTT) [1, 8, 12, 16], however, warn that
TTA may caudally displace the tibia at 135° of extension, which
would cause an excessive load on the caudal cruciate ligament
(CaCL)[1, 4, 8, 12]. Afinite element simulation model of the forces
in the human knee showed that tibial tubercle elevation caused
that the CaCL was beginning to tense at lower flexion angles [24],
i.e., TTA technique causes an overload on the CaCL from the
knee extended position. Although CaCL has a function during gait
cycle and, in an CrCL-deficient knee, plays an important role in
the extended position, it has received much less attention than
the CrCL. Whilst cranial translation in intact and CrCL-deficient
knees has been studied, the behaviour of the CaCL submitted
to caudal displacement with CrCL-deficient knees and tuberosity
advancement has not. (redaccion)

This study analizes the stress on CaCL under tibial caudal
translation in canine stifle joints in different conditions: intact,
CrCL-deficient and with TTA. After comparing the results, the effect
of TTA surgery on CaCL will be assessed. Five unconstrained
canine stifle joints were tested In vitro in a 135° extension angle.
CaCL deformation (in millimeters, mm) was measured using
a displacement sensor and a tension load cell measured the
tibiofemoral shear force (in Newtons, N). Then, the linear rigidity
of the ligament was calculated by means of the linear slope of the
resulting load-deformation curve (rigidity is the relation between
load and deformation, N/mm). The greater the ligament rigidity,
the more tense the ligament is working, and the more stress on it.

MATERIALS AND METHODS

The knee specimens were fixed to a testing bench designed
and constructed in the laboratory. The caudal displacement of the
tibia relative to the femur is simulated in experimental trials by
applying a cranial displacement of the femur on a fixed tibia (FIG.
1). Due to the relative motion that exists between femur and tibia,
the cranial femoral displacement on a fixed tibia is equivalent to
the caudal displacement of the tibia on a fixed femur. The distal
end of the tibia-fibula of each specimen was introduced in a con-
tainer with a high mechanical strength composite to ensure their
embedding. To simulate the position during canine gait, the tibia
was bent 30 degrees forward.

An orifice was drilled on the femoral condyles, and a 150 mm
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horizontal bar with M5 metric threaded was introduced to transmit
a shear force on the condyles in order to simulate the movement
of the femur relative to the tibia (FIGS. 1 and 2), i.e., the shear
force. An u-shaped steel sheet adaptor was fixed on the metal
bar. The force sensor! was connected to that steel adaptor, which
in turn, was connected to metal wire. The metal wire transmit-
ted the shear force through a pulley (FIG. 1). Two inductive dis-
placement sensors of femur motion were placed on the femur bar,
which weren’t used in this study.

FIGURE 1. TESTING BENCH WITH SPECIMEN, MUSCULA-
TURE SIMULATORS, MEASURING DEVICES AND APPLIED
FORCE SYSTEM

FIGURE 2. FORCE APPLICATION SYSTEMS. A BAR
TRANSMITS A SHEAR FORCE ON THE CONDYLES IN
ORDER TO SIMULATE THE MOVEMENT OF THE FEMUR
RELATIVE TO THE TIBIA. TWO THIN PLASTIC CORDS
ANCHORED TO THE SUPRACONDYLAR TUBEROSITIES OF
THE FEMUR RECREATED THE FLEXOR MUSCLES
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Specimen preparation

Five fresh cadaveric right canine knees from adult dogs be-
tween 25 to 35 kilograms (kg) of body weight were used for this
study, each of them was tested three times. The specimens were
obtained from canine cadavers that were sacrificed by others pa-
thologies with their owner’s consent. The bones were disarticulat-
ed at the hip joint (articulatio coxae), preserving the femoral head,
and the tibia was sectioned distally, on its distal third. All soft
tissues were removed except for the patella and patellar tendon
and the quadriceps muscle, the stifle joint capsule, the collateral
ligaments and the sesamoid bones of the gastrocnemius muscle.
The specimens were frozen? at -18 °C until it was time to perform
the trials.

The mid-stance phase of canine gait when CTT occurs is at
135°[6, 10, 21]. Muscle forces of the canine hind limb during this
phase at 135° were simulated in accordance with a mathematical
model [22]. A variable force spring attached to the proximal end
of the femur and the top of the patella was used to play the role
of the extensor muscle. The force of the quadriceps tendon was,
according to Shahar and Bank-Sills [22], approximately equal to
48,5% of the animal’'s weight. The spring was pre-stressed with
a force corresponding to 48% of the dog’s weight. The spring
force helded the limb in extension and an upper stop limited the
angle of the limb. To recreate the flexor muscles, mostly attached
to the Achilles tendon, it was used a constant weight provided
by thin plastic cords that were anchored to the supracondylar
tuberosities of the femur with two 3.5 mm threaded screws, and
run parallel to the tibia towards the heel. According to Shahar and
Bank-Sills [22], the total strength of the muscles that is attached
to the calcaneal tendon was 29.09% of the dog’s weight (FIGS.
1 and 2). Since the trials were performed on specimens free of
muscles and tissues a reduction factor was applied to quadriceps
and Achilles tendon force.

Specimen preparation with the TTA system

A longitudinal osteotomy was performed from the proximal cra-
nial portion of the tibia, at the extensor sulcus level, to the distal
area of the tibial crest, where a 3.5 mm orifice was made, as de-
scribed in the TTA technique by Montavon et al. [18]. To perform
the TTA, the tibial cranial fragment was progressively advanced,
and a 9 mm box introduced and anchored in position with a 2 mm
cortical screw. The plate was fixed with 2 mm cortical screws in its
cranial portion and 2.7 mm screws in its caudal portion.

Measuring systems

The devices measuring tibiofemoral shear force and CaCL de-
formation were electromechanical transducers. The force sensor
was a tension load cell®. And the displacement sensor was an in-
ductive sensor, Linear Variable Differential Transformer (LVDT)*,
which measured the CaCL deformation in millimetres. The super-
ficial CaCL was exposed in the back of the knee, and the DVRT
for displacement was securely sutured to the ligament.

The two sensors were connected to a multiplexer® to treat and
amplify the signal. The multiplexer captured the analogue inputs
from the measuring devices in reading channels, which used the
Wheatstone bridge as a connection circuit. A data acquisition
card converted the analogue signal into a digital signal, which
was treated by a software designed using the Laboratory Virtu-
al Instrument Engineering Workbench (LabView)® Management
Program. This program was responsible for the reading manage-
ment of all channels on the acquisition card, and for displaying
and saving all the generated data in files.

Each of the five specimens were tested three times and
the values corresponding to the applied force and the CaCL
deformation were recorded for the three cases: intact knee, CrCL-
deficient knee, and after applying the TTA technique with surgical
instruments in the laboratory. In order to produce a standard force
versus deformation curve that could be used for biomechanical
comparison, all the tests were performed with repeated loads and
a constant rate of loading, thus minimizing side effects.

Statistical analysis

One way analysis of variance, ANOVA calculated with an excel
sheet, with five specimens, was used to compare changes in
ligament rigidity between intact knee, CrCL-deficient and TTA
surgery. The confidence limits were 95%. Significant differences
between three groups was observed (P < 0.001). Normality of
residuals was met by all values on the displacements, and
variability of residuals were similar in the three groups (assumption
of homoscedasticity); there were no residuals outliers.

RESULTS AND DISCUSSION

The shear force and CaCL deformation curves are shown in a
figure in which specimen 4 is represented in different conditions:
intact, CrCL-deficient and TTA knee (FIG. 3). All the specimens
had similar behaviors. Because the high sensitivity sensors mea-
surements, large amounts of data per second were gathered and
highly accurate curves were developed
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FIGURE 3. FORCE-STRAIN CURVE IN INTACT, CrCL-
DEFICIENT AND TTA KNEE IN 135° EXTENSION, IN A
CAUDAL DISPLACEMENT OF THE TIBIA (KNEE 4). The
linear regression of the linear part of the curves are shown
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The rigidity of each ligament was calculated in the linear re-
gion of the graphs by divinding the shear force, in Newtons, by
CaCL deformation in millimetres (N/mm), i.e., the rigidity is the
slope of the linear regression. The linear ligament rigidity calcu-
lation of five specimens for each type of knee is summarized in a
Table (TABLE I).

TABLE |

DATA ON LIGAMENT LINEAR RIGIDITY (N/mm) IN CADAVER
KNEES (n=5) IN 135° EXTENSION. ANOVA ANALYSIS

Intact Knee CrcL TTA
R-sq' deficient R-sq R-sq'

knee 1 100.2 0.99 125.6 0.99 2313 0098
knee 2 106.1 0.99 1433 0.99 261.5 0098
knee 3 108.9 0.99 1404 0.99 2458 0.99
knee 4 105.6 0.99 1382 0.98 270.3 0.99
knee 5 101.1 0.99 135.1 099 2769 097
Mean 104.4 136.5 257.2
Standard
Deviation
(SD) 3.6 7,5 18.1

P=0.000

s R-sq =

96.81%

'R-sq of the linear regression

All curves of the ligaments showed the same behaviour pattern
with a nonlinear and a linear phase (FIG. 3). In the initial nonlinear
part of the curves wavy collagen fibres are not maximally stretched
[20]. In the linear region, the CaCL is tensed and wavy collagen
fibres that compose it, are maximally stretched.

The CaCL deformation in intact knees curves were increasing
uniformly, and the average ligament rigiditiy was 104.4 N/mm
(SD 3.6) (TABLE 1). Only the CrCL linear stiffness is reported in
a ligament tensile test with Femur-CrCL-Tibia system [26]. The
stiffness was 265 N/mm at an extension angle of 150°; and, in a
test with a cranial movement of the tibia, the stiffness obtained
was 224.6 N/mm [26]. In the intact knee the mean value of 104.4
N/mm, far below 224.6 N/mm, indicates less CaCL deformation,
and that the ligament was working below its load-bearing capacity
due to the involvement of other stabilizers - collateral ligaments,
menisci and cartilage.

Instead, CaCL linear rigidity increased in CrCL-deficient knees
in response to the shear force, and the values ranged from 125.6
to 143.3 N/mm (SD 7.5) (FIG. 3 and TABLE I). The CrCL consists
of a cranio-medial band and a caudo-lateral band, so it acts in
both directions. When the CrCL is missing, the force in the CaCL
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increases. A biomechanical model of the canine knee during gait
found that when the CrCL was sectioned, the CaCL tensed for
most of the gait cycle, reaching a magnitude equal to 11% of body
weight [23].

On the other hand, the ligament deformation in CrCL-deficient
knees greatly increased versus the intact knee, and rigidity only
did so by a 24.7% on average. So, CrCL-deficient curves show
that there is no direct correlation between the increase in CaCL
deformation and the rigidity. This could be explained because
the total CaCL deformation can vary, as it can be found initially
relaxed or taut depending on whether the knee is intact, CrCL-
deficient or operated. In the absence of the CrCL, the tibia adopts
a more cranial position, since the CrCL is the primary restraint to
tibial anterior translation [3], so a CrCL injury causes an anterior
shift. DeFrate measured approximately 3 mm translation [7]. This
distance is travelled by the CaCL in the caudal movement of the
tibia, so the curves show a longer deformation.

Rigidity values for kness with TTA surgery were higher still, with
257.2 N/mm (SD 18.1) on average, similar to that value obtained
in a ligament tensile test of 265 N/mm [26]. This high value means
that the ligament was very taut and was offering resistance being
deformed. Because the linear region is not entirely linear for
heterogeneous natural materials, stiffness increases in the last
stretch before the beginning of the fibres rupture [20]. It appears
that the TTA led the ligament to this limit, above the physiological
range. Since this high value in a TTA surgery knee is reached
repeatedly while walking, fibres might rupture.

TTA varies the position of the patellar tendon to neutralize the
CTT or make it caudal during walking. The high CaCL rigidity
shows that tibial advancement promotes a caudal force at
135°, which is absorbed mainly by CaCL during walking. Apelt
also observed a caudal displacement of the tibia when the
advancement was higher than 10 mm [1]. Shirazi’s finite element
model of the human knee showed that tibial tubercle elevation in
full extension reduces the force on the CrCL from 143 N without
advancement to 32 N with a 2.5 centimetre advancement [24].
Therefore, if TTA stops the CTT in extension, this implies greater
caudal forces in any other flexion position, where they occur
naturally. Shirazi's model shows that the CaCL begins to tense
only at a flexion of 20°, and at a flexion of 40° the force goes
from 0 without advancement to 100 N with 2.5 cm advancement.
However, the caudal shift in direction of the tibia of a healthy knee
happens from an angle of 60° [9, 13, 14]. In this canine study the
CaCL is tensed from extension position.

On the other hand, the behaviour of the CaCL was somewhat
different from the intact and CrCL-deficient knees. At the
beginning of the curve the ligament was deformed by applying
little force, but the distance travelled was smaller than in the
CrCL-deficient (FIG. 3). This effect can be explained because
the drawer between the advanced portion of the tuberosity
and the tibia tends to displace the latter in the caudal direction.
This would imply a permanent pre-tension on the CaCL and a
change in the relative position between the joint surfaces. This
could have consequences in the normal knee kinematic patterns.
Several studies warn that an increase in caudal tibial translation
and external rotation is accompanied by an increase in contact
pressure in the patellofemoral joint [11, 14, 24].



CONCLUSIONS

CaCL takes a leading role in the caudal movements in CrCL-
deficient knees from the extended position. The TTA surgery in
canine CrCL-deficient knees causes an unstable behaviour and
an overload on the CaCL. Based on mean values of TABLE
I, CaCL rigidity under anterior femoral force in a 135° angle
extension, increases with TTA 246.4% versus the intact knee, and
188.4% versus CrCL-deficient. Current results further emphasize
the need for an integral view of the entire joint in management of
disorders. However, experimental models have large limitations
to simulate actual conditions within the joint. To reach conclusive
results on the effects of TTA on the CaCL, long-term follow-up
clinical studies are needed.
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ABSTRACT

The aim of this study was to report a case of polycystic kidneys and
ovarian cyst in a donkey. A 24-year-old female Andalusian Breed
Donkey (Extremadura, Badajoz, Spain) with weight loss syndrome
chronic for date six month. The eyes had sclera ecchymoses,
edema and icteric. Haematology and blood biochemistry
revealed an increased leukocyte count, an elevated blood lactate
concentration. Serum calcium, phosphorous, and potassium
concentrations were within the normal ranges. The blood urea
nitrogen and the serum glutamic oxaloacetic transaminase levels
(SGOT) were 75mg/dL, and 337U/L, respectively. The necropsy
revealed glade with distention severed for cumulus for urine and
no change in the walk. Kidney left present atrophy severed (10
centimeters). Both kidneys were polycystic diffuse of different
diameters with bilateral pyelic ectasia, ureteral dilation, lack of
cortico-medullary differentiation, and sponge-like appearance of
the renal parenchyma. In the sections histology demonstrated
marked alteration of the normal renal parenchymal architecture,
bilaterally. The renal cortices contained numerous round cysts
ranging in size from 150 milimeters (mm) to 2.5 mm in diameter,
lined by low cuboidal to flattened epithelium, and filled with clear
fluid containing a small amount of flocculent proteinaceous debris.
Both ovaries had multiple cysts. In conclusion, it was reported a
case of severed polycystic kidney disease and ovarian cyst in a
donkey.

Key words: Donkey; cyst; kidney; polycystic; pathology
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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue presentar un caso de rifiones
poliquisticos y quistes de ovario en un burro. Un burro de 24
afios de edad, de sexo hembra Raza Andaluz (Extremadura,
Badajoz, Espafa) con sindrome de pérdida de peso cronica con
data de seis meses. En la mucosa ocular se observé equimosis,
edema y esclerdtica ictérica. Hematologia y bioquimica de la
sangre mostraron un aumento de recuento de leucocitos, una
elevada concentracion de lactato en sangre. Concentraciones
de calcio, fésforo, potasio y concentraciones séricas estaban
dentro de los rangos normales. EI BUN en sangre y los niveles de
Transaminasas séricas glutamico oxaloacético (SGOT) fueron de
75mg/dL y 337U/L, respectivamente. La necropsia evidencio la
distension quistica renal por cimulos de orina. El rifién izquierdo
presento atrofia aproximadamente 10 centimetros. Ambos rifiones
fueron poliquisticos, quistes difusos de diferentes diametros con
ectasia bilateral piélico, dilatacién ureteral, falta de diferenciacion
cortico-medular y aspecto esponjoso del parénquima renal. En
las secciones histoldgicas se evidencié marcada alteracion de
la arquitectura del parénquima renal normal, de forma bilateral.
Las cortezas renales contienen numerosos quistes redondos
que varian en tamafo desde 150milimetros (mm) a 2,5 mm de
diametro, recubierto por células cuboidales a epitelio aplanado,
y llenas de un liquido claro que contiene una pequefia cantidad
de residuos proteico floculante. Ambos ovarios tenian multiples
quistes. En conclusion se presenta un caso de la enfermedad
renal poliquistica y el quiste de ovario en un burro.

Palabras clave: Burro; quiste; rifdn; poliquistico; patologia
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INTRODUCTION

Renal cysts are a heterogeneous group comprising heritable,
developmental, and acquired disorders. The classification
general presented [3] here has been developed, as have several
others in the past, to incorporate radiographic, functional, and
genetic contributions in its clinicopathologic correlations. Its major
categories are as follows: dysplastic cysts arising in kidneys that
have undergone abnormal morphogenesis and differentiation;
polycystic disease of autosomal recessive and autosomal
dominant types; heritable syndromes of multiple malformations
with renal cysts resulting from presumed metabolic injury;
isolated cortical cysts of unknown pathogenesis; medullary
cysts of several types, including medullary sponge kidney and
the progressive syndromes of medullary cystic disease, familial
juvenile nephronophthisis, and renal-retinal dysplasia; acquired
parenchymal cysts of diverse origins; and extraparenchymal
cysts. Four types of abnormalities have been recorded on a study
about cystic diseases of donkey’s kidneys, collected at the Madrid
Slaughter-house [2]. These four categories were: a) simple isolated
renal cysts; b) multiple renal cysts; c) adult polycystic kidneys; and
d) focal renal cystic dysplasia and hypoplasia [2, 4-7]. In horses
(Equus caballus) have been describe polycystic kidneys as a
cause of chronic renal failure and secondary hypoparathyroidism
[1]. A female donkey (Equus africanus asinus) present both
kidneys were polycystic, and multiple calculi were found in the
right kidney. Both ovaries had multiple cysts [10]. Renal dysplasia
and cystic renal disease have been infrequently documented
in horse. Cystic renal disease diagnosed as polycystic kidney
disease (PKD) has been described in adult and aged horses
(9 to 24 years (yr) of age) [1,4,5,9]. Polycystic kidney disease
(PKD), a morphologically distinct form of congenital cystic renal
disease, was the differential diagnosis for this case at the time of
postmortem examination. The aim of this study was to report a
case of polycystic kidneys and ovarian cyst in a donkey.

MATERIALS & METHODS
Case history

A 24-yr-old female Andalusian Breed Donkey (Extremadura,
Badajoz, Spain) with weight loss syndrome chronic for date six
months (mon). The eyes had ecchymosis, edema and jaundice
(of the ocular conjunctiva).

Clinical pathology

Haematology and blood biochemistry revealed an increased
leukocyte count, an elevated blood lactate concentration. Serum
calcium, phosphorous, and potassium concentrations were within
the normal ranges. The blood urea nitrogen and the serum glu-
tamic oxaloacetic transaminase levels (SGOT) were 75 miligrams
(mg) / deciliters (dL) and 337 units (U) / L, respectively. The blood
glucose concentration was increased to an abnormally high level
of 155 mg/100 mililiters (mL). During last week (w) the donkey’s
condition deteriorated and was euthanized.

RESULTS AND DISCUSSION
Post mortem findings

A necropsy was performed immediately after euthanasia. The
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necropsy revealed a general mucosa icteric (oral and ocular
conjunctiva) and severe loss of muscle mass and weight loss
syndrome. Lesions (fibrosis and mineralization) were found in
the liver milk spot associated a chronic migration of parasites,
lungs with equine chronic obstructive pulmonary disease
(ECOPD) and confluent areas of chronic-active bronchitis, heart
with cardiopathy hypertrophic concentric and gastric parasite
infection by Gasterophillus spp. The urogenital organs present
glade with distention severed for cumulus for urine and no
change in the walk, with ectasia of the pelvis and dilatation of
the ureters compatible with non-severe hydronephrosis. There
is a deficiency in the corticomedullary differentiation due to the
fact that the macro and microstructural anatomy are completely
distorted by the excessive dilation of the renal tubules. However,
no alteration in the cortical structure is observed due to polycystic
disease. Compensatory changes (hypertrophy) are seen to
fulfill the filtering function of the undamaged nephrons. Kidney
left present atrophy severed 10centimeters (cm). Both kidneys
were polycystic diffuse of different diameters with bilateral pyelic
ectasia, ureteral dilation, lack of cortico-medullary differentiation,
and sponge-like appearance of the renal parenchyma. Both
ureters were present and dilated. On cut section, the entire renal
parenchyma resembled a sponge, consisting of a myriad of 1 to
3 cm cysts filled with clear fluid. Both ovaries had multiple cysts.

FIGURE 1.- DONKEY (ANDALUSIAN BREED): necropsy with
urogenital system



FIGURE 2.- KIDNEY LEFT. Present atrophy severed (10cm)
and polycystic kidney
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FIGURE 3.- KIDNEY LEFT (SAGITTAL SECTION). Present
atrophy severed (10cm) and polycystic kidney
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For histopathological examination, sections were stained with
haematoxylin and eosin (H&E). In the sections demonstrated

marked alteration of the normal renal parenchymal architecture,
bilaterally.

FIGURE 4.- HISTOPATHOLOGY OF KIDNEY. Marked alteration
of the normal renal parenchymal architecture, bilaterally. the
renal cortices contained numerous round cysts ranging in

size from 150 mm to 2.5 mm in diameter, lined by low cuboidal
to flattened epithelium (Hematoxilin & Eosin 10x)

The renal cortices contained numerous round cysts ranging in
size from 150 mm to 2.5 mm in diameter, lined by low cuboidal to
flattened epithelium, and filled with clear fluid containing a small
amount of flocculent proteinaceous debris. Interspersed between
the cysts were glomeruli of varying sizes. In some sediment and
renal cysts consistent mineralization is observed with calcium

oxalate. These included dilated Bowman'’s spaces, and larger,
hypertrophic and/or hyperplastic glomeruli, which often exhibited
segmental to global fibrinoid necrosis of the glomerular tuft,
with hemorrhage and fibrin exudation into Bowman’s space.
Cortical tubules included those lined by cuboidal epithelium with
a high nucleus to cytoplasm ratio, resembling proximal tubules,
as well as those lined by pale cuboidal epithelium with a lower
N: C ratio. Cysts, glomeruli, and tubules were embedded in an
edematous, slightly myxoid stroma populated by spindled to
stellate mesenchymal cells. Both ovaries had multiple cysts.
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FIGURE 5.- HISTOPATHOLOGY OF KIDNEY. The renal
cortices contained numerous round cysts ranging in size
from 150 mm to 2.5 mm in diameter, lined by low cuboidal to
flattened epithelium (Hematoxilin & Eosin 20x)

FIGURE 6.- HISTOPATHOLOGY OF KIDNEY. The renal
cortices contained round cyst range of 2.5 mm diameter,
lined by low cuboidal to flattened epithelium with sediment
and renal cysts consistent mineralization is observed with
calcium oxalate (Hematoxilin & Eosin 20x)

Polycystic Kidney Disease (PKD) is an inherited disorder in
which clusters of cysts develop primarily within of kidneys. Cysts
are round sacs containing water-like fluid. The cysts vary in size
and, as they accumulate more fluid, they can grow very large.
Although kidneys usually are the most severely affected organs,
PKD can cause cysts to develop in liver, ovary and elsewhere
in the body. The presentation of cysts in kidneys and ovaries
coincide with some reports in the literature [10]. The disease
causes a variety of serious complications. Acommon complication
of polycystic kidney disease is high blood pressure, laminitis and
others pathologies. Kidney failure is another common problem
for animals with polycystic kidney disease. Polycystic kidney
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disease varies greatly in its severity, and some complications
are preventable but its diagnosis can be confused. Some studies
the major inherited types are autosomal dominant (AD) and
autosomal recessive (AR) [8]. ADPKD is caused by at least two
(and possibly three) genes located on separate chromosomes,
while ADPKD-1 is due to a 14 kb transcript in a duplicated region
on the short arm of chromosome 16 very near the alpha-globin
gene cluster and the gene for one form of tuberous sclerosis.
ADPKD-2 has been assigned to the long arm of chromosome 4.
ARPKD is due to a mutated gene on both copies of the long arm
of chromosome 6 [8]. Cysts originate in renal tubules. Proliferation
of tubule epithelial cells modulated by endocrine, paracrine, and
autocrine factors is a major element in the pathogenesis of renal
cystic diseases. In addition, fluid that is abnormally accumulated
within the cysts is derived from glomerular filtrate and, to a greater
extent, by transepithelial fluid secretion. Abnormal synthesis and
degradation of matrix components associated with interstitial
inflammation are additional features in the pathogenesis of renal
cystic diseases [8]. The ADPKD genotypes are characterized by
bilateral kidney cysts, hypertension, hematuria, renal infection,
stones, and renal insufficiency. ADPKD is a systemic disorder;
cysts appear with decreasing frequency in the kidneys, liver,
pancreas, brain, spleen, ovaries, and testis. Cardiac valvular
disorders, abdominal and inguinal hernias, and aneurysms of
cerebral and coronary arteries and aorta are also associated with
ADPKD [8]. Although there have been cases of polycystic kidney
disease in horses and donkeys, secondary clinical complications
have been described recently as the reports have been like finding
occasional necropsy or slaughter inspections. Unfortunately,
this case has the limitation of not conducting a genetic study
to determine polycystic familial kidney disease in donkeys, to
consider a hereditary origin. However, the observed lesions show
severe pathological changes of the kidneys associated with a
polycystic kidney disease, they may be associated with recurrent
infections although secondary bacterial infection was ruled out,
or a previous obstruction of the urinary tract is not described
in the history of this donkey. In this case, although a unilateral
polycystic kidney deterioration of the conditions of the patient,
the secondary complications and chronic liver injury and chronic
obstructive pulmonary disease ultimately led to euthanasia.

CONCLUSION

In conclusion it was reported a case of severed PKD and
ovarian cyst in a donkey. Future studies are needed to elucidate
the pathogenesis of polycystic kidneys in a donkey as well as its
etiology considering the similarity between the observed clinical
signs in animals.
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RESUMEN

La pythiosis cutanea (PC) es una enfermedad croénica,
granulomatosa, pruriginosa y rapidamente progresiva, que
ocurre en regiones con temperaturas que varian desde un clima
templado a caliente, como en la selva tropical y subtropical.
Causada por el Pythium insidiosum, un microorganismo
clasificado en el Phylum Pseudofingi, Clase Oomycetes, Orden
Pythiales, Familia Pythiaceae y Género Pythium. Es conocida
en Colombia como “espundia equina”, en Brasil como “ferida
brava, mal de los pantanos y ferida de moda “ y en otras partes
del mundo como “dermatitis granular, sanguijuelas de la Florida,
hongo de la costa del golfo, bursatee y hifomicosis. La PC ha sido
reportada en varios paises tropicales y subtropicales de todo el
mundo, principalmente en el sur de Brasil, Venezuela, Colombia,
Estados Unidos, entre otros. Las lesiones incapacitantes se
ubican particularmente en los miembros, boca y pecho, debido
a que son las areas de mayor exposicion al microorganismo,
Macroscépicamente, se caracteriza por la presencia de lesiones
inflamatorias ulceradas y granulomatosas, con bordes irregulares
y en forma de crater, de diferentes tamafios, humedas en la
mayoria de los casos, puede presentar trayectos fistulosos con
descarga ocasional de material serosanguinolento o purulento
blanco amarillento. Existen en la literatura reportes de diversas
terapias con el objetivo de eliminar el agente etiolégico de
la enfermedad (P. insidiosum), mejorar la calidad del tejido y
promover reparacion tisular. El objetivo del presente estudio
fue caracterizar clinicamente la PC en una burra (Equus asinus
africanus) tratada con triamcinolona. Se realizé un estudio de tipo
descriptivo, no probabilistico en animales de conveniencia con
presencia de lesiones cutaneas piogranulomatosas compatibles
con Pythiosis, diagnosticado con examen clinico y evaluaciones
histopatoldgicas. Posterior al diagnéstico definitivo, se instaurd
un tratamiento con acetonida de triamcinolona, via intramusular,
a dosis de 50 mg totales por dos aplicaciones con un intervalo de
15 dias. El diagnostico definitivo se baso en los resultados de las
pruebas histopatolégicas, donde se encontré en la coloracién con
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con hematoxilina y eosina lesiones compatibles con pythiosis.
Palabras clave: Pythiosis cutanea; triamcinolona; histopatologia
ABSTRACT

Cutaneous pythiosis (CP) is a chronic, granulomatous, pruritic
and rapidly progressive disease that occurs in regions with
temperatures ranging from temperate to hot climates, such as
tropical and subtropical forests. Caused by Pythium insidiosum,
a microorganism classified in the Phylum Pseudofungi, Class
Oomycetes, Order Pythiales, Family Pythiaceae and Genus
Pythium. It is known in Colombia as “equine espundia”, in Brazil
as “ferida brava, mal de los marshos and ferida de moda” and in
other parts of the world as “granular dermatitis, leeches of Florida,
fungus of the gulf coast, bursatee and pythiosis has been reported
in several tropical and subtropical cuntries around the world,
mainly in southern Brazil, Venezuela, Colombia, the United States
of NorthAmerican, etc. Disabling injuries are located particularly
in the limbs, mouth and chest, because they are the areas of
greatest exposure to the microorganism, macroscopically, it is
characterized by the presence of inflammatory ulcerated and
granulomatous lesions, with irregular and crater-shaped edges, of
different sizes, wet in most cases, may present pathways fistulous
with occasional discharge of serosanguineous or purulent white-
yellow material There are reports in the literature of various
therapies with the aim of imine the etiological agent of the disease
(P. insidiosum), improve tissue quality and promote tissue repair.
The aim of the present study was to clinically characterize CP in
a donkey (Equus asinus africanus) treated with triamcinolone. A
descriptive, non-probabilistic study was conducted in convenience
animals with presence of pyogranulomatous skin lesions
compatible with Pythiosis, diagnosed with clinical examination
and histopathological evaluations. After the definitive diagnosis, a
treatment with intramuscular way of triamcinolone acetonide was
established at a dose of 50 mg total for two applications with an
interval of 15 days. The definitive diagnosis was based on the
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results of the histopathological tests, where it was found in the
coloration with haematoxilin and eosine lesions compatible with
pythiosis.

Key words: Cutaneous pythiosis; triamcinolone; histopathology

INTRODUCCION

La domesticacion del burro (Equus asinus africanus) hace
aproximadamente 5.000 afios transformdé a las sociedades
ancestrales y el transporte terrestre en Africa y Eurasia,
permitiendo el desarrollo del pastoralismo movil y las antiguas
rutas comerciales terrestres y contribuyendo al crecimiento del
primer estado Egipcio. Hoy los burros son medios de transporte
esenciales para las personas que viven en muchas regiones
montafiosas, desérticas y pobres del mundo [7].

La Pythiosis cutdnea PC es una enfermedad cronica,
granulomatosa, pruriginosa y rapidamente progresiva, que ocurre
en regiones con temperaturas que varian de clima templado a
caliente, como en la selva tropical y subtropical. Causada por
el (Pythium insidiosum), un microorganismo clasificado en el
Phylum Pseudofungi, Clase Oomycetes, Orden Pythiales, Familia
Pythiaceae y Género Pythium, de modo que los miembros de la
clase Oomycetes son filogenéticamente distantes del reino de los
hongos y mas cerca de las algas [3,4].

Es conocida en Colombia como "espundia equina", en Brasil
como "ferida brava, mal de los pantanos y ferida de moda "y en
otras partes del mundo como "dermatitis granular, sanguijuelas
de la Florida (EUA), hongo de la costa del golfo, bursatee y
hifomicosis [3].La distribucion geografica es amplia, La PC ha
sido reportada en varios paises tropicales y subtropicales de
todo el mundo, principalmente en el sur de Brasil, Venezuela,
Colombia, Estados Unidos de America (EUA), entre otros.
Las condiciones medioambientales son determinantes en el
desarrollo del organismo en su ecosistema. Para la produccion
de zoosporas son necesarias temperaturas entre 30 y 40 °C y
la acumulacion de agua en zonas inundables. La gran mayoria
de los casos de PC se ha observado durante o después de la
estacion lluviosa [8,11,12].

Tomich y Col. [13], refieren el potencial de esta enfermedad
para generar impacto econdmico negativo lo que trae consigo
pérdidas significativas para el agronegocio de équidos (Equus
ferus, Equus asinus), ya que no existe una droga antifungica
eficaz contra el (Pythium insidiosum), causando la muerte o
invalidez de los animales en la gran mayoria de las ocurrencias,
ya que los équidos son frecuentemente afectados por lesiones
traumaticas.

Las lesiones incapacitantes se ubican particularmente en
los miembros, boca y pecho, debido a que son las areas de
mayor exposicion al microorganismo, macroscopicamente, se
caracteriza por la presencia de lesiones inflamatorias ulceradas y
granulomatosas, con bordes irregulares y en forma de crater, de
diferentes tamafios, hUmedas en la mayoria de los casos, puede
presentar trayectos fistulosos con descarga ocasional de material
serosanguinolento o purulento blanco amarillento [4].

En las lesiones de PC, las células muertas se comportan como
cuerpo extrafio, desencadenando una respuesta inflamatoria

del organismo con la finalidad de promover la fagocitosis y de
permitir el posterior reparo del tejido afectado, por lo que en el
proceso de la reparacion y cicatrizacion, hay presencia de masas
necroéticas y calcificaciones que se desprenden facilimente, de
coloracion blanco-amarillentas que contienen hifas e infiltrado
de eosindfilos, cuyas dimensiones varian de 2 a 10 milimetros
(mm) de diametro llamados “kunkers”, que juntamente con la
presencia de trayectos fistulosos y descarga fibrinosanguinolenta
son sefiales inequivocas de PC [3].

Histoldgicamente en la coloracion de hematoxilina-eosina (H-
E), se observa marcada infiltracion inflamatoria piogranulomatosa
multifocal con infiltrado inflamatorio eosinofilico y neutrdfilico,
circundado por macréfagos y células gigantes y presencia de
masas necroticas multifocales, asi como intensa proliferacion
de tejido conjuntivo fibroso y areas con elevado numero de
eosinofilos y mastocitos alrededor de las hifas formando el
fenomeno Splendore-Hoeppli (SH). En la coloracién de Grocott se
observa la presencia de estructuras ramificadas, ocasionalmente
septadas que a veces forman angulo recto, de color café oscuro,
paredes lisas y paralelas, de 2,6 a 6,4 micrometros (um) de
tamafio [4].

Existen en la literatura reportes de diversas terapias con el
objetivo de eliminar el agente etiolégico de la enfermedad (P.
insidiosum), mejorar la calidad del tejido y promover reparacion
tisular. A pesar del uso de antimicoticos como una opcion de
tratamiento, hay pocos estudios relatando resultados favorables,
con pruebas no convincentes de la eficacia del tratamiento en
granuloma cutaneo por PC [1.6].

El objetivo del presente estudio fue caracterizar clinicamente la
PC en una burra tratada con acetonida de triamcinolona.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio de tipo descriptivo, no probabilistico, en
animales de conveniencia con presencia de lesiones cutaneas
piogranulomatosas compatibles con PC diagnosticado con
examen clinico y evaluacion histopatologica.

El estudio fue desarrollado en el departamento de Cdrdoba,
Colombia, ubicado entre las coordenadas 7°23’ y 9°26’ LN y los
74°52’ y 76°32’ LO del meridiano de Greenwich, a una altura
de 30 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m), con temperatura
promedio anual de 28°C, humedad relativa del 82%, precipitacion
media anual de 1400 mm y pertenece a la formacion climatica de
bosque tropical lluvioso [10].

Para la evaluacidon del animal y la toma de muestras, se
tuvieron en cuenta las normas técnicas referentes a los principios
éticos internacionales para la investigacion biomédica con
animales del CIOMS (Council for International Organizations of
Medical Sciences) establecida por la UNESCO (United Nations
Educational, Scientific and Cultural Organization) y la OMS
(Organizacion Mundial de la Salud) de 1949 y de la Ley 84 de
Octubre 27 de 1989 (Estatuto Colombiano de Proteccion Animal)
[9].

El diagnodstico de la dermopatia fue realizado mediante examen
clinico general, examen dermatologico especial (inspeccion,
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palpacién y puncién) y pruebas de laboratorio. Todas las lesiones
cutaneas se caracterizaron anatomopatolégicamente, y se
tomaron fotografias de alta definicion para su posterior analisis
(Sony DSC-HX10V, China), posteriormente se tomaron biopsias
de tejido de lesiones tumoriformes con un punch de 6 mm, las
cuales fueron fijadas en formalina al 10%, procesadas hasta
su inclusiéon en parafina, cortadas a 5um de espesor en un
micrétomo (Leica RM2125 RTS®, Japén) y coloreadas con H-E y
Grocott, en el laboratorio de Patologia Animal del Departamento
de Ciencias Pecuarias de la Universidad de Cérdoba, Colombia.
Posterior al diagndstico definitivo, previa constatacion por
palpacion transrectal de la ausencia de gravidez, se instaur6 un
tratamiento con acetonida de triamncinolona. via intramuscular
(vIM), a dosis de 50 miligramos (mg) totales (0,1 mg x: kilogramos
-kg)- por dos aplicaciones con un intervalo de 14 dias (d), A partir
del dia cero hasta el completo cierre del granuloma, se evalud la
retraccion de las heridas, mediante la determinacién del area en
centimetro cuadrado (cm2), siendo contorneadas con marcador
permanente sobre hoja de plastico transparente de retroproyector
[5]. Para mitigar el efecto vasomotor de los corticoides y prevenir
la laminitis se aplicé durante los tres primeros d acepromacina,
vim a dosis de 0,04 mg x kg.

La edad de los animales fue validada mediante el método
de estimacién de edad por cronometria dentaria propuesto por
Cardona y col. [2].

RESULTADOS Y DISCUSION

El diagnostico definitivo se basé en los resultados de las
pruebas histopatoldgicas, donde se encontré en la coloracion con
HE, lesiones compatibles con P como: multiples piogranulomas
multifocales a nivel de la dermis profunda, constituidos por
area central con aglomerados de eosindfilos y pocos neutréfilos
rodeados por macrofagos y células gigantes, en las areas entre
los granulomas habia proliferacion de tejido conjuntivo suelto y
neovascularizado, de igual forma se evidencio la presencia de
areas centrales de necrosis con elevado infiltrado inflamatorio
mixto constituido principalmente por eosindfilos y neutrofilos
formando el fendmeno SH, de igual forma, en la coloracién de
Grocott se observaron hifas intralesionales de color café oscuro,
ocasionalmente septadas y parcialmente ramificadas con
paredes lisas y paralelas (FIG. 1) [3,5,6,].
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FIGURA1.A) TINCION DE H-E, se observan areas de actimulo
de bacterias como infeccion secundaria (flechas rojas), asi
como areas de marcada dermatitis necrética multifocal
(flechas negras) y la presencia de un foco caseificado
que corresponde a un kunker (asterisco). B) TINCION DE
GROCOTT, se observan grandes cantidades de hifas de P.
insidiosum, de color café oscuro, ramificadas y parcialmente
septadas, que ocasionalmente forman angulo recto

Se observd que el animal tratado presentd una notable
disminucion de las caracteristicas macroscopicas de la lesion,
observandose prurito por ultima vez al d 11, salida de Kunkers
al 13, secrecion fibrionosanguinolenta al 14 y presencia de
trayectos fistulosos al 14, igualmente al d 16 post-tratamiento se
presento6 ausencia de los signos clinicos y comenzé la formacion
de la costra en la lesion; de igual forma, se evidencié que el
granuloma se recuper6 en un 80%. Al dia 16 tenia una reduccién
significativa del area del granuloma de un 50%, y al d 30 un 80%
del area total (FIGS. 2, 3y 4).



Revista Cientifica, FVC-LUZ / Vol. XXX, N° 2, 70 - 74, 2020

FIGURA 2. GRANULOMAS EN MIEMBRO ANTERIOR
IZQUIERDO Y POSTERIOR DERECHO VISTA LATERAL.
Evolucion de la lesion luego de la aplicacion de acetonida
de triamcinolona, a los dias 0; 10; 20 y 30, respectivamente

FIGURA 3. GRANULOMA EN MIEMBRO POSTERIOR VISTA
LATERAL. Evolucién de la lesion luego de la aplicacion de
acetonida de triamcinolona, a los dias 0; 3; 8; 10; 14; 18; 24
y 30, respectivamente

FIGURA 4. GRANULOMA EN MIEMBRO POSTERIOR VISTA
FRONTAL. Evolucién de la lesion luego de la aplicacion de
triamcinolona, dia 3; 9; 10; 14; 18; 24 y 30, respectivamente

Los hallazgos histopatoldgicos del presente estudio concuerdan
con lo reportado por Cardona y col. [6] quienes, observaron en
la tincidén de H-E, la presencia de intensa proliferacion de tejido
conjuntivo dispuesto de forma irregular, numerosos fibroblastos
y fibras colagenas, ademas de marcada infiltracion inflamatoria
piogranulomatosa, con intensa infiltracion de polimorfonucleares
principalmente eosindfilos y neutréfilos seguido por macréfagos
en menor proporcion y con distribucidon difusa, presencia de
masas necroéticas multifocales y del fendmeno SH.

En la tincion de Grocott se observaron caracteristicas similares
a las reportadas por Cardona y col.[4,6] correpondientes a
estructuras ramificadas, ocasionalmente septadas, de color
marrén oscuro, con paredes lisas y paralelas, de tamafio entre
2,6 — 6,4 um que, algunas veces forman angulos de 90°, lo que
corresponden a pseudohifas intralesionales caracteristicas del
oomiceto P. insidiosum.

Cardona y col. [5] elaboraron el primer reporte en Colombia
para el tratamiento con acetonida de triamcinolona en la PC
en el 2.016, donde reportaron un cierre del 100% de la lesién
lo que concuerda con el presente estudio donde hubo un cierre
superior al 80%, no obstante, cabe resaltar que Cardona y col.
en su primer reporte, realizaron un seguimiento de la lesion del
d 0 al d 60; para la evolucién de las caracteristicas, Cardona
y col; [5] reportaron en los grupos tratados: ausencia de prurito
a los 11,3+1,7, salida de Kunkers a los 13,33+1,03, secrecion
fibrionosanguinolenta a los 14,2+1,47 y presencia de trayectos
fistulosos a los 14,83+1,33, a los 16+1 d post-tratamiento hubo
ausencia de los signos clinicos y comenzé la formacion de la
costra, concordando asi con lo detectado en el presente estudio.
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CONCLUSIONES

El tratamiento utilizado en el presente estudio, constituye una
importante herramienta para los médicos veterinarios dedicados
a grandes animales en el tropico bajo colombiano, ya que fue
demostrada su efectividad, solucionando asi el problema de
salud animal ocasionado por la anterior ausencia de tratamiento
efectivo para esta patologia, recordando que los antifungicos
tradicionalmente utilizados actuan inhibiendo la conversion de
lanosterol a ergosterol, sustancia que no posee la pared del
Pythium. Por lo tanto a modo de conclusion, la acetonida de
triamcinolona es un importante farmaco como opcion terapéutica
en la PC de asnales ya que permite su pronta recuperacion
mediante la drastica reduccién de las heridas posterior a su
aplicacion.
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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la calidad fisicoquimica,
higiénica y microbiolégica en leches de un centro de acopio
de Vetaquemada — Boyaca — Colombia, mediante un estudio
descriptivo de corte transversal, se tomaron 42 muestras de
leche cruda procedentes de 14 tanques de acopio (3 muestras
por tanque). Se determinaron parametros fisicoquimicos:
proteina, grasa, lactosa, sélidos no grasos y totales; higiénicos:
recuento de células somaticas (RCS) y microbioldgicos: recuento
de bacterias aerobias mesofilas, coliformes totales (CT) y fecales
(CF). Se obtuvo proteina 22,9%, grasa 23,97%, lactosa 24,47%,
solidos totales 211,30 SNG 27,50. Para el RCS, el 90,9% de los
tanques evaluados presentaron valores <400.000 células (cel)/
mililitro (mL), de los cuales el 42,42% <200.000 cel/mLy el 48,49%
entre 200.001 a 400.000 cel/mL, el 9,09% restante corresponde
a valores superiores 400.000 cel/mL. EIl recuento de bacterias
mesofilas aerobias estuvo en un rango de 17 x 10y 16 x 10°
Unidades Formadoras de Colonia (UFC) con una media global de
22 x 10° UFC/mL, donde el 60% de las muestras cumplieron con
los limites microbioldgicos establecidos en la resolucién 000017
(2012), reportando recuentos bacterianos por debajo del valor
maximo permitido para la Region 1, considerandose aceptables
para consumo humano, el restante (40%) se encontraron fuera
del limite microbiol6gico para bacterias aerobias mesdfilas (>20
x 107 UFC/mL). Los valores de CT hallados oscilaron entre
120 y >2400 (Numero mas probable) NMP mL-1y CF <3y 120
NMP mL-1, donde el 40% de las muestras fueron superiores a
>3 NMP/mL. Los resultados demostraron que, para asegurar
la calidad composicional e higiénica de la leche es necesario
cumplir a cabalidad las normas establecidas para practicas de
ordefio, transporte y almacenamiento de la leche durante toda la
cadena de produccion.

Palabras clave: Calidad de leche; calidad microbioldgica; células
somaticas; UFC
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the physicochemical,
hygienic and microbiological quality in milks of a collection cen-
ter of Vetaquemada - Boyaca - Colombia, through a descriptive
cross-sectional study, taking 42 samples of raw milk from 14 col-
lection tanks (3 samples per tank). Physicochemical parameters
were determined: protein, fat, lactose, non-fatty and total solids;
Hygienic: somatic cell count (RCS) and microbiological: aerobic
mesophilic bacteria count, total (TC) and fecal coliforms (FC).
Protein 22.9%, fat 23.97%, lactose 24.47%, total solids (TS) =
11.30 Solids-non-fat (SNF) =7.50 were obtained. In the RCS,
90.9% of the tanks evaluated determined values <400.000 so-
matic cells (SC)/mL of which 42,42% <200,000 SC/ (milliliter) mL
gand 48.49% % between 200.001 to 400,000 SC/mL, 9, The re-
maining 0.9% corresponds to values greater than 400.000 SC/
mL. The aerobic mesophilic bacteria (CFU) count was in a range
of 17 x 103 and 16 x 106 CFU / mL with a global average of 22
x 105 CFU / mL, where 60% of the samples met the microbio-
logical limits established in resolution 000017 (2012), reporting
bacterial counts below the maximum value allowed for Region
1, considering acceptable for human consumption, the remaining
(40%) were outside the microbiological limit for aerobic mesophil-
ic bacteria (> 20 x 104 CFU / mL) . Total coliform values found
ranged between 120 and> 2400 most probable number (NMP)
mL-1 and FC <3 and 120 NMP mL-1, where 40% of the samples
were greater than> 3 NMP / mL. The results showed that, in order
to guarantee the compositional and hygienic quality of milk it is
necessary to fully comply with the standards established for milk-
ing, transport and storage of milk practices throughout the entire
production chain.

Key word: Milk quality; microbiological quality; smatic cells;UFC
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INTRODUCCION

La leche es considerada uno de los alimentos mas importantes
enladietadelas personas; debido a su alto valor nutricional ha sido
definida como el alimento casi perfecto [15], principalmente por
su concentracion proteica, la cual varia en las diferentes especies
domésticas, pero de forma general se encuentra entre el 3 - 4%
[2], siendo en los bovinos (Bos taurus) de leche la media alrededor
del 3,5%. Estas proteinas se dividen en dos grandes grupos: las
séricas, que constituyen un 20% del total de proteinas (PT) y
las caseinas, que corresponden al 80% [1]. Ademas, contiene
aminoacidos esenciales, hidratos de carbono (fundamentalmente
en forma de lactosa), grasas, vitaminas liposolubles, vitaminas
del complejo B (riboflavina y tiamina), minerales, especialmente
calcio y fosforo; nutrientes indispensables para desarrollo del ser
humano y para la prevencion en determinadas patologias [12].

Sin embargo, para que la leche cumpla con esas expectativas
nutricionales debe reunir una serie de requisitos que definen su
calidad: su composicion fisicoquimica, cualidades organolépticas
y numero de microorganismos presentes [14].Requisitos
que estan influenciados por diversos factores como: raza,
caracteristicas individuales del animal, estado de lactacion,
manejo, clima, composicion de los alimentos que consume [33].
Para la industria lactea son considerados los principales factores
de riesgos, la inadecuada conservacion y almacenamiento, las
fallas en la cadena de frio y la manipulaciéon con escasa higiene
personal [19], caracteristicas que indican que, para obtener una
leche de calidad es necesario aplicar buenas practicas sanitarias
a lo largo de todas las etapas del proceso productivo, como son
la alimentacion balanceada, protocolos de ordefio, enfriamiento y
almacenamiento de la leche en lugares adecuados y el posterior
transporte a las plantas procesadoras en el menor tiempo
posible, debido al corto periodo de caducidad del producto [23].
Debido a lo anterior se puede establecer que la leche corre el
riesgo de ser contaminada durante las siguientes etapas de la
cadena alimentaria: produccién, almacenamiento, distribucion,
comercializacion y consumo, constituyéndose un problema para
la salud publica [13].

Es por esto que, a nivel mundial se ha establecido un marco
regulatorio para la produccion, procesamiento y comercializacion

de leche cruda, con el fin mantener la calidad composicional,
higiénica, sanitaria y microbiolégica de la leche en toda la cadena
y minimizar riesgos para la salud publica. La TABLA | presenta
los estandares de calidad higiénica y sanitaria para leche cruda
de diferentes paises del mundo.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la calidad
fisicoquimica, higiénica y microbioldgica en leches de un centro
de acopio de Vetaquemada — Boyaca, de acuerdo con las
normas existentes para la calidad de la leche en Colombia. Para
cumplir este propdsito se determind la composicion fisicoquimica
en cuanto al contenido (%) de grasa, proteina, caseina, lactosa,
soélidos no grasos (SNG) y solidos totales (ST), pH y densidad
gramos (g)/mililitros (mL). También, se cuantifico el recuento de
células somaticas (RCS) como indicador de la calidad higiénica
de la leche y se evalué la calidad microbiolégica por medio de la
determinacion de bacterias aerobias mesdfilas (AMT), coliformes
totales (CT) y coliformes fecales (CF).

MATERIALES Y METODOS
Recoleccién y transporte de las muestras

El estudio de tipo cualitativo descriptivo se realizd en un cen-
tro de acopio de leche bovina ubicado en el municipio de Ven-
taquemada, perteneciente a la zona centro del departamento de
Boyaca, el cual cuenta con 14 tanques de almacenamiento, de
los cuales se muestred el 100%. Para la recoleccion de las mues-
tras se utilizaron los protocolos establecidos en la Organizacién
Internacional de Normalizacion (ISO) 707 y la Federacion Inter-
nacional de Lecheria (IDF) 50, se tomaron 300 mililitros (mL) de
leche directamente de cada tanque, los cuales se colocaron en
frascos estériles, posteriormente se sellaron y marcaron. Una vez
concluido este proceso se procedié a guardar y transportar en
una nevera portatil (Rubbermaid coolers, 5Qt, Rubbermaid Com-
mercial Products, Estados Unidos de América -EUA-) garantizan-
do una temperatura menor o igual a 4°C. Las muestras fueron en-
viadas al laboratorio de la Universidad Juan de Castellanos para
ser analizadas por triplicado con el fin de identificar la calidad
composicional, higiénica y microbioldgica. A la vez se aplicd una
encuesta para caracterizar los sistemas lecheros en temas rela-
cionados con las practicas ganaderas que se realizan en la zona.

TABLA |
COMPOSICION FISICOQUIMICA DE LA LECHE DE VACA DEL CENTRO DE ACOPIO DEL MUNICIPIO DE VENTAQUEMADA

Variables Media * Error Minimo Maximo Desviacién estandar
pH 7,08 £ 0,015 6,84 7,28 0,089
Temperatura 21,39 £ 0,458 17,00 24,50 2,636
Grasa (%) 3,99+ 0,092 3,00 4,91 0,533
Densidad (g/ml) 1,025+0,133 1,024 1,027 0,764
Lactosa (%) 4,650,038 4,23 4,95 0,219
SNG (%) 7,75 £ 0,056 7,25 8,21 0,324
Proteina (%) 2,82+0,024 2,60 3,01 0,140
Sales (%) 0,64+0,003 0,61 0,68 0,022

SNG:Sdlidos no grasos
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Disefo experimental

Para el analisis composicional de las muestras se utilizd
un analizador de leche ultrasénico (Lactoscan, Modelo SPL,
Milkotronic Ltd, Bulgaria) previamente calibrado con patrones
de leche estandarizados, para lograr determinar en campo
contenidos de proteina, grasa, lactosa, solidos no grasos (SNG),
sales y sdlidos totales (ST); como indicador del grado de sanidad
de la glandula mamaria de las vacas de donde proviene la leche,
se realizd el RCS mediante el contador electrénico Milk Somatic
Cell Counter (Ekomilk Scan, ES, Bulteh, Bulgaria) y utilizando 30
mL de leche y 3,5 gramos (g) del reactivo (Ekoprim) X 100 mL.

Laevaluacién microbioldgica se realizé con base alo establecido
por el Instituto Nacional de Medicamentos y Alimentos (INVIMA)
mediante el recuento de microorganismos mesdfilos aerobios,
se utilizd la técnica de recuento en placa por profundidad,
sembrando por duplicado 1mL de cada una de las diluciones de
la muestra (10" a 10%) y agregando una capa sellante de agar
plate count y homogenizandola manualmente, incubandose
(Incubadora Microbiolégica Compacta, Heratherm, Fisher
Scientific, Espafia) a 35°C de 24-48 horas (h). Los resultados
se expresaron en unidades formadoras de colonia (UFC) /mL
[22,25]. Para el analisis de coliformes totales(CT) y fecales (CF),
se empled la técnica de tubos de fermentacién mudltiple, que
se basa en la fermentacion de la lactosa a 35°C +/- 2 °C por
48h para CT y a 44,5°C +/- 0,2°C en bafo seroldgico para CF
durante 24 a 48h, resultando en la produccion de acido y gas, el
cual se evidencia en las campanas de Durham, (ABC 5mm ABC
laboratorios Colombia) y la produccion de indol mediante el uso
de reactivo de Kovacs en el caldo triptéfano. Los resultados se
reportaron segun el método Numero mas probable NMP/mL [6].

Calculos y analisis estadistico

Se determind el valor medio, maximo, minimo y desviacion
estandar de los parametros de composicion, pH y densidad de
la leche en estudio, mediante analisis de la varianza. Se realiz6
analisis de correlacion de Pearson entre: grasa, proteina y ST
(componentes que mayor influencia tienen en el rendimiento)
y pH. Para determinar el RCS se realiz6 un histograma de
frecuencias (0-200.000 células (cel)/ mililitros (mL), 200.001 a
400.000 cel/mLy > a 400.001) y se hall6 el valor medio, maximo,
minimo y desviacién estandar del recuento de microorganismos.
El analisis estadistico se realiz6 utilizando el paquete estadistico
SPSS 19 (IBM, 2010).

RESULTADOS Y DISCUSION
Resultados de la calidad composicional de la leche

En la TABLA | se muestran los resultados obtenidos de la
calidad composicional de la leche cruda del centro de acopio de
Ventaquemada, se encontro que la proteina, grasa, ST de la leche
cruda evaluada, cumple con los parametros establecidos por el
Decreto 616 de 2006 [9]. El promedio de proteina total de la leche
cruda refrigerada correspondio al 2,9%, con un valor maximo de
3,01% y minimo de 2,6%, valores que demuestran que la leche
cumple con los requisitos de las Normas Colombianas (TABLAII)
y a pesar de que la leche proviene de diferentes ganaderias del
municipio de Ventaguemada, el coeficiente de variacion puede

estar determinado por las diferentes practicas de manejo y por la
influencia de variantes genéticas [33].

El contenido de grasa de las muestras de leche fue de 3,99%,
encontrando como valor minimo 3,0% y como valor maximo
4,9%, con una desviacion estandar de 0,53, valores que estan
entre los parametros productivos de las razas bovinas de la
zona, principalmente Holstein y Normando; sin embargo, estos
valores pueden tener variaciones, debido principalmente a los
sistemas de produccién, temporada del afio (clima) y al estado
fisiolégico de los animales [11], pudiendo existir tendencias hacia
el aumento del contenido de grasa durante el ordefio [16], por
la agrupacion de los globulos grasos como consecuencia de la
filtraciéon parcial de los cumulos de globulos a medida que la
leche fluye de las glandulas [13]; dado que la leche extraida al
comienzo del ordefo, corresponde a la leche cisternal y tiene
menos contenido graso que la leche extraida al final de ordefio,
la cual proveniente del alvéolo por estimulo de la oxitocina
[19], por esto se reitera la importancia de estandarizar, tanto el
intervalo como el tiempo de ordefio en las granjas que proveen la
leche al centro de acopio. Otro factor a considerar es el sistema
de alimentacion, principalmente la cantidad de fibra suministrada
que determina la cantidad de grasa, debido a la proporcion de
acidos grasos volatiles producidos en el rumen, asi mismo el uso
de alcalinizantes (bicarbonato de sodio u 6xido de magnesio),
puede prevenir la caida del porcentaje de grasa en la leche de las
vacas que reciben dietas con elevada cantidad de concentrado.

La media de pH se mantuvo en un rango de 6,86 a 7,08,
considerado un poco alto, ya que para este producto no debe
superar esta acidez esta determinada por la concentracion de
acido lactico debido a la fermentacion de los azucares de la
leche, relacionandose con la calidad microbioldgica del producto.
La lactosa se mantuvo en rangos de 4,23 a 4,95 con una
desviacion estandar de 0,22 y un error de 0,038 con relacion a
la media, los soélidos no grasos (SNG) obtuvieron una media de
7,75 y las sales 0,64, estas sales minerales de la leche estan
principalmente constituidas por fosfatos, sulfatos y cloruros.

Mientras que la densidad esta directamente relacionada con
la cantidad de grasa, SNG y agua que contiene la leche. En este
estudio los resultados de densidad (1,025 g/mL) se encuentran
por debajo del limite establecido, por ello es indispensable que

TABLA Il

REQUISITOS FISICOQUIMICOS QUE DEBE CUMPLIR LA
LECHE CRUDA BOVINA

Parametro/Unidad Leche cruda

Grasa % minimo 3,00
Extracto seco total % minimo 11,30
Extracto seco desengrasado % 8,30
Densidad 15/15° C g/mL 1,030 — 1,033
indice lactémetro 8,40

Acidez expresado como acido lactico % 0,13-10,7

m/v

Fuente: Decreto 616 de 2006
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TABLA Il
CORRELACION DE PEARSON ENTRE PROTEINA, GRASA, LACTOSA, SNG,
DENSIDAD Y EL RECUENTO DE CELULAS SOMATICAS

Proteina (%) Lactosa (%) Grasa (%) SNG (%) Densidad (g/ml) RCS (Cel/ml)
SNG (%) ,849” -,430° 176 1 434 -,314
RCS (Cel/ml) -,026 ,266 -,353" -,314 ,105 1
Grasa (%) - 113 ,261 1 ,176 -,492" -,353"
Densidad (g/ml) ,362° -,079 -,492” 434 1 ,105
Lactosa (%) -,433 1 ,261 -,430 -,079 ,266
Proteina (%) 1 -,433 - 113 ,849 ,362° -,026

RCS: Recuento de células somaticas, SNG: Sélidos no grasos

correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).

el fluido lacteo se haya mantenido desde el momento del ordefio
hasta la entrega en una cadena de frio, donde la temperatura
promedio es de 4 °C, dado que cambios en estas condiciones
favorecen el desaceleramiento de las reacciones fisicoquimicas
de deterioro en la leche, principalmente si la reducciéon del
tamano de las micelas de caseina, o quiza su aumento, y la
desnaturalizacion de la proteina del suero, son capaces de
producir esa variacion de la densidad a temperatura superiores
de 20°C, ala vez que desfavorecen a crecimientos microbianos
y disminuye el tiempo de conservacion hasta el momento de su
pasteurizacion.

Los resultados hallados determinan que el 100% de las
muestras analizadas superaron los rangos de ST establecidos por
el Decreto 616 (11,3%) [9]. Datos que confirman que el municipio
de Ventaquemada busca ser posesionado como productor de
leche de calidad composicional en el departamento de Boyaca.

Resultados de la calidad higiénica de la leche

Los indicadores de mayor precision para la evaluar la calidad
higiénica de le leche se basan en el RCS y en las UFC. Las CS
son principalmente células defensivas o leucocitos y en menor
cantidad, células de descamacion del epitelio glandular que se
vuelcan en la leche producto del funcionamiento normal de la
glandula mamaria, por ello en la Union Europea se establecié un
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FIGURA 1. HISTOGRAMA DE FRECUENCIAS DEL RECUENTO
DE CELULAS SOMATICAS DE LAS MUESTRAS DE LECHE
ANALIZADAS
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*. La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (bilateral). **. La

valor limite de 400,000 cel/mL, cuando los valores son >300,000
cel/mL se estd pasando por un proceso de mastitis y si son
menores que 200,000 cel/mL hay una alta probabilidad de que
las vacas no presenten alteraciones fisioldgicas de la glandula
mamaria y la leche que producen es de mayor calidad que en los
casos de RCS con conteos superiores.

En este estudio, los valores de RCS obtenidos de los 14
tanques enfriamiento del Centro de Acopio de Ventaquemada
(FIG.1) se clasificaron en 3 rangos: RCS <200.000cel/mL,
(fisioldgicamente normal); RCS 200.001 a 400.000 (limite maximo
segun las normas internacionales); > 400,00 cel/mL y segun esto,
90,9 % los tanques tuvieron valores inferiores <400.000 cel/
mL(RCS 42,42% <200.000 cel/mL y RCS 48,49% de 200.001 a
400.000); el 9,09% restante corresponde a valores superiores
400,00 cel/mL, lo que indica una prevalencia de mastitis, menor
valor comercial de la leche o segun las exigencias del mercado
causaria rechazo de la leche para su venta [32], ya que para
Colombia este recuento es considerado una herramienta para
monitorear la prevalencia de mastitis en vacas lecheras y un
indicador de la calidad higiénica de la leche, razén por la cual
los métodos de RCS se han intensificado cada vez mas en las
lecherias especializadas y no especializadas.

Estas variaciones en el RCS estan sujetas a diversas variables
y no al numero de vacas o volumen de leche producida en el
hato [24], cabe destacar que en Boyaca cerca del 30% de las
producciones lecheras son especializadas y utilizan el sistema de
ordefio mecanico, y el restante (70%) corresponde a los sistemas
no especializados, con inventarios menores a 50 animales y el
ordefio en su mayoria se realiza en forma manual, factor que
puede favorecer el aumento en este recuento.

Aunado a ello, estudios experimentales muestran que las
presencias de un alto numero de células somaticas en la leche
se asocian con la alteracion en sus caracteristicas quimicas que
afectan los productos elaborados, afectando negativamente,
tanto los procesos de elaboracion como el valor comercial del
producto, es por esto que, en el estudio se aplico la correlacion
de Pearson entre la composicion fisicoquimica de la leche y el
recuento de células somaticas. (TABLA III).
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TABLA IV
RECUENTO DE MESOFILOS AEROBIOS, COLIFORMES TOTALES Y COLIFORMES FECALES

TANQUE Mesofilas Aerobios UFC/ml Coliformes Totales (NMP/mL) Coliformes Fecales (NMP/mL)
1 75x10* 480 <3
2 17x103 1100 <3
3 21x10° 150 150
4 11x10° 1100 <3
5 38x10° 480 7
6 >16x108 >2400 <3
7 34x10° 23 <3
8 29x10° 150 9
9 34x10° 240 <3
10 54x10° >2400 4
11 30x10° >2400 4
12 56x10° 240 <3
13 31x10° 450 <3
14 25x10° 300 <3

UFC: Unidades formadoras de colonia, NMP: Numero mas probable

Recuento de bacterias mesoéfilas aerobias

En este grupo de bacterias meséfilas aerobias se encuentran
las bacterias, mohos y levaduras capaces de desarrollarse
a una temperatura entre 15 y 45°C con un 6ptimo de 35°C.
Mediante su recuento se estima la microflora sin indicar tipos de
microorganismos, es considerado como un indicador de la vida
util del producto alimenticio. Ademas, muestra la calidad sanitaria,
las condiciones de manipulacion y condiciones higiénicas de
materias primas [6]. En la TABLA IV se puede observar que el
recuento de bacterias mesofilas aerobios estuvo entre 17 x 103
y 16 x 10%° UFC/mL con una media global de 22 x 105 UFC/mL.

Se aprecia que con respecto al grado de aceptabilidad de las
muestras de leche analizadas, en cuanto al recuento de bacterias
aerobias mesodfilas con relacion al valor limite de referencia
establecido en el decreto 1880 de 2011 [10]. corresponde a 7
X 105 UFC/mL; se puede evidenciar que 60% de las muestras
cumplieron con los limites microbiolégicos establecidos en la
norma, es decir, reportaron recuentos bacterianos por debajo
del valor maximo permitido, considerandose aceptables o aptas
para consumo humano, el restante (40%) se encontraron fuera
del limite microbioldgico para bacterias aerobias mesofilas (>20
X 104 UFC/mL); este resultado no es un indicador de la presencia
de microorganismos patdgenos, sino contaminacion de la
materia prima e incorrecta manipulacién, debido posiblemente a
la falta de agua potable y empleo de detergentes y desinfectantes
necesarios para el lavado de utensilios y equipos, permitiendo
el incremento de la carga bacteriana [29], asi como también las
deficientes condiciones higiénicas de los establos, los sitios de

ordefio y las temperaturas inadecuadas de almacenamiento y de
transporte, que junto con las temperaturas ambientales favorecen
el incremento bacteriano en la leche [3, 31].

En zonas frias, las bajas temperaturas ambientales retrasan
la tasa de crecimiento bacteriano y en el caso de las leches
conservadas dentro de cantinas en pozos de agua fria, ésta
puede alcanzar una temperatura de 15°C; temperatura que
puede permitir el crecimiento bacteriano, hasta 15 veces en 12
h; a diferencia de temperaturas de conservacion de la leche (4 a
7°C), donde el crecimiento es minimo [4]. Por esto, se debe reducir
el tiempo de exposicion a factores medioambientales como: alta
temperatura, humedad, polvo, entre otros contaminantes [30],
ya que la alta concentracién de microorganismos disminuye la
vida util del producto, afecta la calidad organoléptica y nutricional
pues favorece la fermentacion acido lactica y en la coagulaciéon
enzimatica, estimulando el deterioro o protedlisis de las caseinas
[7].

Coliformes totales y fecales

Los valores de CT hallados en las muestras de leche analizadas,
oscilaron entre 120 y >2400 NMP mL-1), estos CT se caracterizan
por ser bacilos Gram negativos que tienen la capacidad de
fermentar la lactosa a 35C+/- 0,2°C, por 48h, generado acido y
gas, sin endosporas, aerobios o anaerobios facultativos, oxidasa
negativa, catalasa positiva, con flagelos peritricos en su mayoria,
presentan actividad enzimatica de la B-galactosidasa [6]. Estos
se consideran indicadores de contaminacion en agua y alimentos
y son habitantes comunes en el intestino de animales y humanos
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de sangre caliente y se encuentran distribuidos en suelo, semillas
y vegetales. Entre las bacterias que se encuentran en este
grupo se pueden citar: Enterobacter, Escherichia, Klebsiella y
Citrobacter [5].

Los resultados de CF estuvieron <3 y 120 NMP mL-1, donde el
40% de las muestras fueron superiores a >3 NMP/ mL, indicando
problemas de contaminacion durante el proceso de ordefio,
almacenamiento del producto y refrigeracion inadecuada [17],
dado que estos microorganismos considerados indicadores de
la calidad de leche, su presencia indica contaminacion fecal de
origen humano o animal y por tanto determinan si el alimento
ha sido manipulado durante todo el proceso en situaciones
que aseguren su higiene. Siendo Escherichia coli, la bacteria
de mayor importancia, aunque de forma menos frecuente se
encuentra Citrobacter freundii, Klebsiella y Enterobacter [18].

Los resultados demostraron que es necesario reforzar
las medidas de control sanitario e higiénico de la leche,
principalmente en las unidades de produccion, dado que la
deficiente manipulacion e higiene de los utensilios empleados,
asi como también la higiene del personal que interviene en la
produccion de la leche cruda, permite que microorganismos de
la piel de los pezones, manos del ordefiador, pezoneras, equipos
de ordefio, baldes y todo el entorno del ordefio, lleguen a la
leche [26, 27] y favorezcan el aumento recuentos de aerobios
mesofilos, CT, Staphylococcus aureus y presencia de Salmonella
[8]. Asi mismo, se deben mantener adecuados protocolos en
los métodos de almacenamiento y conservacion de la leche, ya
que después del ordefio, los principales factores responsables
del aumento de los microorganismos (UFC) son relacionados
con inadecuadas temperaturas de almacenamiento del producto
y el tiempo transcurrido hasta su proceso industrial [20]; dado
que las altas temperaturas afectan los valores de pH y aumentan
valores medios de acidez de la leche [28], elevando los recuentos
microbianos y disminuyendo su vida util [21].

CONCLUSIONES

La calidad fisicoquimica de la leche acopiada en el municipio
de Ventaquemada, Boyaca, cumple con los parametros
establecidos en el decreto 616 del 2006. A nivel higiénico el 60%
de los tanques reportaron niveles de UFC inferiores a los limites
permitidos y el 90,9 % obtuvieron valores inferiores <400.000 cel/
mL (RCS) asi como bajo contenido de CT. Se hace necesario
continuar implementando infraestructura de frio a nivel de fincas y
capacitaciones periodicas sobre buenas practicas de ordefo que
incentiven la produccion de leche de calidad en el departamento.
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar los polimorfismos
nucleétidicos simples (SNP) LepClal (rs29004487), LepKpn2l
(rs29004488), LepHphl (rs29004508) y LepSau3Al (rs29004501)
del gen Leptina, en toros reproductores de la raza Carora. Se
colectaron muestras de sangre y semen de 43 toros nacidos entre
2002 y 2013 para la extraccion de ADN; éste se obtuvo a partir de
metodologias de precipitacion salina. Las genotipificaciones se
realizaron a través del andlisis de la longitud de los fragmentos
de restriccion de un producto amplificado (PCR-RFLP) y
mediante un sistema de amplificacion con cuatro cebadores,
refractario a mutaciones (TETRA PRIMER PCR). Los productos
de amplificacion y digestion fueron verificados en electroforesis
horizontal en geles de agarosa. Se calcularon las frecuencias
alélicas y genotipicas, la heterocigosidad observada (Ho),
y se probo el equilibro de Hardy — Weinberg. Las frecuencias
alélicas y genotipicas fueron respectivamente 0,98(A), 0,02(T)
y 0,95(AA), 0,05(AT) para el polimorfismo rs29004487; 0,59(C),
0,41(T)y 0,14(CC), 0,53(CT), 0,33(TT) para rs29004488; 0,8(C),
0,2(T) y 0,67(CC), 0,26(CT), 0,07(TT) para rs29004501; 0,94(C),
0,06(T)y 0,88(CC), 0,12(CT) para rs29004508. No se observaron
desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg y se evidencia
la existencia de desequilibrio de ligamiento entre la mayoria
de los SNP estudiados. Las frecuencias alélicas y genotipicas
de los polimorfismos evaluados en la poblacion de toros de
raza Carora, son similares a las obtenidas en ofras razas. Esta
primera aproximacion en la caracterizacion del gen Leptina en
ganado Carora, permitira considerar el potencial genético de la
raza para la produccion de leche o de carne.

Palabras clave: Alelo; bovino; genotipo; leptina; polimorfismo
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ABSTRACT

The objective of this work was to characterize the LepClal
(rs29004487), LepKpn2l (rs29004488), LepHphl (rs29004508)
and LepSau3Al (rs29004501) single nucleotide polymorphisms
(SNP) ofthe Leptin gene in Carorasires. Blood and semen samples
were collected from 43 bulls born between 2002 and 2013 for
DNA extraction; this was obtained from salting out methodologies.
Genotyping was carried out through the PCR-RFLP analysis and
by an amplification system with four primers, refractory to mutations
(TETRAPRIMER PCR). The amplification and digestion products
were verified in horizontal electrophoresis in agarose gels. Allelic
and genotypic frequencies, observed heterozygosity (Ho) were
calculated, and Hardy-Weinberg equilibrium was tested. Allelic
and genotypic frequencies were respectively 0.98(A), 0.02(T)
and 0.95(AA), 0.05(AT) for rs29004487 polymorphism; 0.59(C),
0, 41(T) and 0.14(CC), 0.53(CT), 0.33(TT) for rs29004488;
0.8(C), 0.2(T) and 0.67(CC), 0.26(CT), 0.07(TT) for rs29004501;
0.94(C), 0.06(T) and 0.88(CC), 0.12 (CT) for rs29004508. No
deviations from Hardy-Weinberg equilibrium were observed and
the existence of linkage disequilibrium was evident among the
majority of SNPs studied. The allelic and genotypic frequencies of
the polymorphisms evaluated in the Carora bull population were
similar to those obtained in other breeds. This first approach in
the characterization of the Leptin gene in Carora cattle will allow
to consider the genetic potential of the breed for the production
of milk or meat.

Key words: Allele; bovine; genotype; leptin; polymorphism
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INTRODUCCION

La Leptina es una proteina constituida por 146 aminoacidos y
16 Kilodaltons (Kda) de peso molecular, altamente conservada,
con una homologia entre 84 — 97 % en las especies bovina (Bos
taurus), raton (Mus musculus), humana, cerdos (Sus scrofa) y
ovejas (Ovis aries) [9, 17, 25]. Es secretada principalmente por el
tejido adiposo, una vez en circulacion es transportada al cerebro
donde estimula factores que intervienen en funciones bioldgicas
tales como: saciedad, regulacion del sistema neuroendocrino,
gasto energético, hematopoyesis, angiogénesis, pubertad y
reproduccion; igualmente interviene en la adaptabilidad y funcién
inmune [1, 19, 21]. Esta hormona regula su propia expresion
mediante mecanismos de retroalimentacion y mientras mayor
sea el numero de adipocitos, mayor sera la concentracion de
Leptina en suero [5, 22].

Estahormona es codificada porelgen Leptina (LEP), identificado
por mapeo fisico del gen en ratones deficientes en Leptina (ob/
ob) [62]. Posteriormente fue localizado en el cromosoma 4 region
32 en bovinos (Bos taurus-Bos indicus) [53]. Contiene mas de
15.000 pares de base (pb), y consta de 2 intrénes y 3 exdnes
[12]. Las regiones codificantes se encuentran ubicadas en los
exones 2 y 3, y las mismas presentan varios polimorfismos que
han sido asociados con caracteristicas de interés econémico
en el ganado bovino, como contenido de grasa en la canal,
consumo de alimentos, peso vivo, balance energético, fertilidad,
produccion de leche y rendimiento proteico en leche [10, 20, 32,
34, 35]. Entre los polimorfismos nucleotidicos (SNP) identificados
en este gen y evaluados en analisis de asociacion genética se
encuentran rs29004487 y rs29004488, ubicados en el exén 2,
rs29004508 ubicado en el exén 3 y rs29004501 identificado en el
intron 2 [10, 28, 32, 40, 42].

Los estudios mencionados resaltan la importancia del gen
LEP en el metabolismo lipidico y crecimiento de los animales
domeésticos, asi como en la regulacion del desempefio productivo
de los rebafios; esto ultimo ha generado gran interés para la
evaluacion de LEP como un gen candidato para estudios de
asociacion genética que permitan predecir el comportamiento
productivo y reproductivo del ganado bovino. En Venezuela,
se han realizado algunos reportes en ganado Carora y Criollo
Limonero [51, 56]; no obstante, se desconoce la distribucién de
los polimorfismos de LEP arriba mencionados, en los rebafos
Carora.

La raza Carora constituye un recurso zoogenético valioso para
el pais. Es una raza sintética, nativa de Carora, estado Lara,
Venezuela. Fue conformada a partir del ganado criollo Amarillo de
Quebrada Arriba y la raza Pardo Suizo, lo que la convirtié en una
raza adaptada al clima tropical y con buena produccién de leche
[3]. Su proceso de formacion se inicié en los afios 30, con semen
de toros Pardo Suizo proveniente de Europa y Norteamérica y
luego continud con el uso de toros mestizos con la finalidad de
mantener su adaptacién al ambiente tropical [11]. Para el afio
2007, la produccion promedio de esta raza para 305 dias (d),
era cercano a los 3500 kilogramos (kg) [11, 49]. Posee rasgos
favorables en cuanto a mansedumbre, fortaleza, vigor y buena
reproduccion, ademas, la seleccién natural favorecié genes
especificos del criollo [11], lo que le aporta rusticidad, capacidad
de adaptacion al clima y de aprovechamiento de los forrajes

tropicales. Se ha consolidado como una raza lechera tropical,
producto del programa de mejoramiento genético implementado
por la Asociacion de Criadores de ganado Carora (ASOCRICA) y
el Centro de Inseminacién Artificial Carora (CIAC) [11].

El ganado Carora es utilizado en ambientes tropicales con
un amplio rango de temperaturas (22 a 38 °C), humedad por
encima del 90 %, y bajo diferentes sistemas de produccion,
desde extensivos con pastoreo y ordefio manual en presencia
del becerro, hasta sistemas intensivos caracterizados por la
suplementacién con alimentos concentrados, ordefio mecanico
y alto rendimiento lechero [11].

Ademas de su potencial lechero, la raza Carora es utilizada
en el cruzamiento con razas Bos indicus para la obtencién de
animales “doble propdsito”, por lo que la caracterizacién de
los polimorfismos del gen Leptina que han sido asociados con
rasgos de produccion lechera y carnica en estudios previos,
puede contribuir al conocimiento de la arquitectura genética de
estos rasgos complejos, ademas permitiria optimizar el proceso
de seleccion de rasgos de importancia econdémica en esta raza.

Fundamentado en lo anterior, el objetivo del presente estudio
fue caracterizar los polimorfismos rs29004487, rs29004488,
rs29004508 y rs29004501 del gen LEP, en un plantel seleccionado
de sementales de la raza Carora.

MATERIALES Y METODOS
Muestra poblacional y manejo general de los animales

Las muestras analizadas se colectaron a partir de 43 toros
raza Carora pertenecientes al plantel de reproductores del CIAC,
ubicado en Carora, municipio Pedro Ledn Torres, estado Lara,
Venezuela, nacidos entre los afios 2002 y 2013.

Los reproductores del CIAC son seleccionados por la
ASOCRICA, con base en los valores genéticos de sus
progenitores mediante la optimizacion del indice de pedigri
y de los coeficientes de relaciones [11]. Por lo general, estos
animales ingresan al CIAC a partir del tercer d de nacido. No
obstante, esto puede variar de acuerdo a la ubicacion de la finca
de procedencia. El manejo alimenticio consiste en el suministro
de pasto ad libitum, complementado con silo de naranja (Citrus x
sinensis) y minerales; adicionalmente se les suministra alimento
concentrado, cuya racion aumenta en la medida en que los
animales crecen, hasta alcanzar una cantidad entre 3 a 4 kg.d"'.

La extraccion de semen se inicia cuando los animales alcanzan
el afio de edad; esta se realiza cada 7 d, dos veces.d'. La rutina
previa de trabajo consiste en bafos, recortes de pelos del
prepucio y lavados prepuciales con 20 mililitros (mL) de citrato
de sodio al 2,9 %; al momento de la extraccion se utiliza un toro
de aproximadamente la misma altura como maniqui y se realiza
un par de montas falsas antes de extraer el semen con vagina
artificial.

Extraccion de acido desoxirribonucleico (ADN)

El ADN gendémico se aisl6 mediante metodologias de
precipitacion salina [16, 50], a partir de 18 pajuelas de semen
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POLIMORFISMOS NUCLEOTIDICOS SIMPLES DEL GEN LEP REVISADOS
Y SECUENCIAS DE LOS OLIGONUCLEOTIDOSUTILIZADOS

TABLA |

Identificacion Ubicacion Oligonucledtidos Fabricante
5-GATTCCGCCGCACCTCTC-3

rs29004487 Exon 2 Eurogentec
5-CCTGTGCAAGGCTGCACAGCC-3’
5-TGTCTTACGTGGAGGCTGTGCCCAGCT-3
5-AGGGTTTTGGTGTCATCCTGGACCTTTCG-3’

rs29004488 Exon 2 Macrogen
5-GACGATGTGCCACGTGTGGTTTCTTCTGT-3
5-CGGTTCTACCTCGTCTCCCAGTCCCTCC-3’
5-CAAGCCCTCTTCAGATACAACC-3

rs29004501 Intréon 2 Eurogentec
5-ATTCAGGGAGGGTCACTTGC-3’
5-TTTGTCCAAGATGGACCAGACATTTGT-3
5- ACTGGTGAGGATCTGTTGGTAGAGCG-3’;

rs29004508 Exon 3 Macrogen

5-CTCTCTCCCACTGAGCTCTTGCTCTC-3'

5-GGAGTA GAGGGAAGCTTCCAGGACAA-3’

congelado y 25 muestras sanguineas, estas ultimas fueron
obtenidas por medio de puncién de la vena coccigea, mientras
que las pajuelas de semen fueron obtenidas durante las
colectas rutinarias de semen que se realizaron en el Centro de
Inseminacion.

Para el aislamiento del ADN a partir de sangre, se dispensaron
400 microlitros (uL) de cada muestra y se solubilizaron con 1000
pL de un tampdn contentivo de TrisCl 20 milimolar (mM), pH
7,6, luego se incubaron a temperatura ambiente por 10 minutos
(min). Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a
20.800 g (fuerza centrifuga relativa) por 20 segundos (seg)
y el sobrenadante fue descartado. Las pastillas resultantes
fueron incubadas en una solucion de lisis contentiva de acido
etilen diaminotetraacetico (EDTA 1 mM), Tris-Cl (10 mM), 0,1%
de dodecil sulfato sodico (SDS), pH 8 a temperatura ambiente
durante 20 min. El acido ribonucleico (ARN) fue lisado agregando
2,5 pL de ribonucleasa (Invitrogen®) y se incub6 por 30 min a
37 °C. Los residuos proteicos fueron digeridos con 2,5 L de
proteinasa K a una concentracion de 20 miligramos por mililitro
(mg.mL™") durante 4 horas (h) a 55 °C. Luego se utilizé acetato
de potasio (CH,CO_K), 5 molar (M) para precipitar los residuos
peptidicos mediante centrifugacion a 20.800 g. El sobrenadante
fue mezclado con una solucion de etanol absoluto (C,H,OH) y
acetato de sodio (C,H,NaO,) 0,12 M, con la finalidad de provocar
la precipitacion del ADN. EI ADN aislado fue lavado dos veces
con etanol al 70 % y solubilizado en un tampodn de conservacion
contentivo de Tris (10 mM), EDTA (1 mM), pH 8.

Para el aislamiento de ADN a partir de semen, se dispensaron
30 pL de cada muestra y fueron incubadas en una solucion de
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lisis (Tris 10 mM; cloruro de potasio (KCl) 50 mM; polisorbato
20 (Tween 20) 4,4 mM; Ditiotreitol (DTT) 25 mM), y los
residuos proteicos fueron digeridos con proteinasa k (2,5 pL;
20 mg.mL") durante 6 h a 55 °C y 300 rpm (revoluciones por
min). Posteriormente se utilizé 150 pL de acetato de potasio 5 M,
para precipitar los residuos peptidicos mediante centrifugacion
a 20.800 g. El sobrenadante fue mezclado con 700 pL de una
solucion de Cloroformo (CHCL,) / Isopentanol (C,H,,OH) (24:1),
se centrifugé a 20.800 rcf. El sobrenadante fue mezclado con
una solucion de etanol absoluto y acetato de sodio 0,12 M con la
finalidad de provocar la precipitacion del ADN. EI ADN aislado fue
lavado dos veces con etanol al 70% y solubilizado en un tampén
de conservacion (Tris 10 mM; EDTA 1 mM; pH 8).

Luego de finalizados los procesos de extraccién de ADN, la
concentracion del mismo se midié por espectrofotometria a 260
nanometros (nm).

Polimorfismos evaluados y amplificacion de ADN

El numero de referencia del Centro Nacional de Biotecnologia
(NCBI), ubicacion gendmica de los SNP estudiados y las
secuencias de los cebadores utilizados se presenta en la
TABLA I

Para evaluar los SNP rs29004487 y rs29004501, se realizaron
amplificaciones en tiempo final, con el uso de cebadores
descritos en la bibliografia [29]. En cuanto a los SNP rs29004488
y rs29004508, se utilizé un sistema de amplificacion con cuatro
cebadores (dos internos y dos externos), refractario a mutaciones,
denominado TETRA PRIMER PCR [60], en la cual se obtienen
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TABLA Il
COMPOSICION DE LA MEZCLA DE PCR PARA LA AMPLIFICACION DE LOS FRAGMENTOS DEL GEN LEP EN TOROS CARORA

Componente rs29004487 rs29004501 rs29004488 rs29004508
Agua 6,69 uL 7,73 uL 4,78 uL 4,94 uL
Buffer (5X) 1X 1X 1X 1X
MgCl, (25 mM) 2,1 mM 1,6 mM 1,5 mM 1,5 mM
dNTPs (10 mM) 0,2 mM 0,05 mM 0,05 mM 0,05 mM
CF (10 uM) 0,2 uM 0,2 uM - -
CR (10 uM) 0,2 uM 0,2 uyM - -
CFRI (10 uM) - - 1uM 1uM
CFRE (10 uM) - - 0,2 uM 0,15 uM
Taq Polimerasa
0,75U 0,7U 0,7U 06U
(5 U/uL)
ADN 60 ng 50 ng 50 ng 50 ng

Buffer: tampon de ampificacion; MgCl,: cloruro de magnesio; dNTPs: desoxiribonucleétidos fosfatados; CF: cebador forward; CR: cebador reverse; CFRI:
cebador forward y reverse internos; CFRE: cebador forward y reverse externos; Taq polimerasa: enzima polimerasa

PERFILES DE TEMPERATURA PARA LA AMPLIFICACION [Z-é?.%qsﬂliRAGMENTOS DEL GEN LEP EN TOROS CARORA
Fase rs29004501 rs29004488 rs29004508
Desnaturalizacion inicial 95°C (5 min) 95°C (3 min) 95°C (3 min)
Desnaturalizacion 95°C (30 seg) 95°C (1 min) 95°C (1 min)
Ciclos Alineamiento 57,5°C (30 segq) 69,8°C (35 seg) 66°C (35 seg)
Extension 72°C (40 seg) 72°C (1 min) 72°C (1 min)
Extension final 72°C (10 min) 72°C (5 min) 72°C (5 min)

Alelo A

M: Marcador de 50 pb., 1: Amplicén del gen Leptina sin digerir, AA: Genotipo homocigoto para el alelo A, AT:
Genotipo heterocigoto para los alelos Ay T.

FIGURA 1. FRAGMENTOS DE RESTRICCION DE LEPClal (rs29004487) EN EL EXON 2 DEL GEN LEPTINA DIGERIDOS CON LA
ENZIMA Clal
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Alglo €. 357,

R RRLLIE

M: Marcador de 50 pb., 1: Amplicon del gen Leptina sin digerir, CC: Genotipo homocigoto para el alelo C, TT: Genotipo
homocigoto para el alelo T, CT: Genotipo heterocigoto para los alelos Cy T.

FIGURA 2. FRAGMENTOS DE RESTRICCION DE LEPSau3Al (rs29004501) EN EL INTRON 2 DEL GEN LEPTINA DIGERIDOS CON
LA ENZIMA Sau3A1

300

Control
239 —

Alelo C >
164

Alel0 T e—-
131

100

pb

M: Marcador de 100 pb., 1: Amplicén control, CC: Genotipo homocigoto para el alelo C, CT. Genotipo

heterocigoto para los alelos C y T, TT: Genotipo homocigoto para el alelo T.

FIGURA 3) AMPLICONES DE LEPKpn2I (rs29004488) EN EL EXON 2 DEL GEN LEPTINA
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Contral
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M: Marcador de 100 pb., €€: Genobipo homocigolo para el alelo C, BT Genotipo heterocigobo para los alelos Cy T

FIGURA 4) AMPLICONES DE LEPHphI (rs29004508) UBICADO EN EL EXON 3 DEL GEN LEPTINA

tres fragmentos de ADN. Para rs29004488 se utilizé un conjunto
de cebadores descritos en trabajos previos [14]. En referencia al
SNP rs29004508, se disefid un conjunto de cebadores mediante
el programa Primer 1 [13].

Las reacciones de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa)
para los cuatro polimorfismos evaluados se realizaron en un volu-
men de mezcla total de 15 uL; los componentes del tampdn para
la reaccion de amplificacion se describen en la TABLAII.

Los perfiles térmicos para rs29004501, rs29004488 vy
rs29004508, se detallan en la TABLA lll. EI SNP rs29004487,
se amplific6 mediante un perfil térmico que incluyé una metod-
ologia Touch Down [30], que se describe brevemente: desnatu-
ralizacion inicial de 95 °C min, 12 ciclos de: 95 °C (30 seg), 65,4
°C (30 seq), 72 °C (45 seg), con disminucion de la temperatura
de alineamiento en 1 °C en cada ciclo hasta ubicarse en 53,4 °C,
seguido de 18 ciclos de: 95 °C (30 seg), 53,4 °C (30 seg), 72 °C
(45 seg) y una extension final de 72 °C (10 min).

Genotipificacion

La genotipificacion de rs29004487 y rs29004501 se realizd
a través del andlisis de la longitud de los fragmentos de
restriccion de un producto amplificado (PCR-RFLP); para el
caso de rs29004488 y rs29004508, el sistema de amplificacion
TETRA PRIMER PCR utilizado [60], requiere de un Unico
paso de amplificacion por PCR, a partir del cual se realiza la
genotipificacion. El primer fragmento amplificado rs29004487,
que tiene una longitud de 466 pares de bases (pb), fue sometido
a una digestién simple con la enzima de restriccién Clal, en un
volumen total de 20 pL que contenia: 6,8 pL de agua ultra pura,
2 pL de Buffer C 10X Promega®; 0,2 yL de BSA (Bovine Serum
Albumine) 0,1 mg.ml'; 1 pL de Clal 10 U.yL"; 10 yL de ADN
amplificado.

Buffer: tampon de ampificacion; MgCl,: cloruro de magnesio;

dNTPs: desoxiribonucleétidos fosfatados; CF: cebador forward;
CR: cebador reverse; CFRI: cebador forward y reverse internos;
CFRE: cebador forward y reverse externos; Taq polimerasa:
enzima polimerasa

El segundo fragmento amplificado rs29004501 (570 pb) se
sometid a una digestion simple con la enzima de restriccion
Sau3Al en un volumen total de 20 pL que contenia: 8,8 pL de
agua ultra pura; 2 pL de buffer C 10X (Promega®); 0,2 uL de BSA
0,1 mg.ml'; 1 yL de Sau3Al 10 U.uL"; 8 uL de ADN amplificado.
Ambas reacciones se incubaron a 37 °C durante 4 h.

Los productos de amplificacién y digestion enzimatica obtenidos,
fueron verificados mediante electroforesis horizontal en geles de
agarosa al 1,5 y 2,5 %, respectivamente.

Analisis de la estructura genética poblacional

Se calcularon las frecuencias alélicas y genotipicas, la
heterocigosidad observada (H ) e indice de diversidad genética
de Nei [43]. Asi mismo, se probé el equilibro de Hardy — Weinberg
(HW) mediante el algoritmo de Levene [33], con estimaciones de
¥? y de razén de verosimilitud (G?). Se calculé el indice de fijacion
F. [58] y se estimo el desequilibrio de ligamiento (DL), a través
de la medida compuesta de Burrows y pruebas de significancia x?
[57]. Pararealizar estos analisis se utilizé el programa POPGENE
1.32 [61].

RESULTADOS Y DISCUSION
Productos de amplificacion y genotipificacion obtenidos

En el estudio del polimorfismo rs29004487 se obtuvo un
producto de amplificacion con el tamafo esperado (466 pb). El
alelo T no presenta sitio de reconocimiento para la enzima Clal,

por lo que permanece sin digerir; mientras que el alelo A posee el
sitio de reconocimiento y el resultado de la digestion enzimatica
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se corresponde con dos fragmentos de 252 pb y 214 pb (FIG. 1).

Para rs29004501, se obtuvo un producto de amplificacion
con el tamafo esperado (570 pb). El alelo C presenta un sitio
de reconocimiento para la enzima Sau3Al, por lo que se
observaron dos fragmentos de 357 pb y 213 pb como productos
de digestion (FIG. 2); mientras que el alelo T present6 dos sitios
de reconocimiento por lo que se evidencio la presencia de tres
fragmentos (357, 124 y 89 pb).

Para rs29004488 se obtuvieron tres fragmentos correspondientes
a un segmento control de 239 pb, el alelo T de 131 pb y el alelo
C de 164 pb (FIG. 3).

Finalmente, en el estudio de rs29004508, se observé la presencia
de un fragmento control de 322 pb, asi como de un fragmento de
212 pb que corresponde al alelo T y un fragmento de 163 pb que
identifica al alelo C (FIG. 4).

Alelos y genotipos presentes

Se observaron dos alelos (A'y T) y dos genotipos (AA y AT)
en el polimorfismo rs29004487, el genotipo TT no fue detectado.
Para el SNP rs29004488, se observaron dos alelos (Cy T) y
tres genotipos (CC, CT, TT); mientras que en el polimorfismo
rs29004501, se evidenciaron dos alelos (C y T) y tres genotipos
(CC, CT, TT). Finalmente, rs29004508 presento6 dos alelos (C y
T) y dos genotipos (CC / CT); el genotipo TT no fue observado.

Se ha reportado que el SNP rs29004487 promueve una
transversion nucleotidica de adenina a timina (A/T) en el exén
2 que resulta en una sustitucion aminoacidica no conservativa
de tirosina a fenilalanina, en la proteina, [32]. En el caso del
polimorfismo rs29004488, causa una transicién de citosina a
timina (C/T) en el exdn 2 que genera un reemplazo aminoacidico
de arginina a cisteina, en la proteina, [29]; este ultimo, es un
cambio no conservativo que altera la estructura de la proteina
e impide la identificacion por parte de los receptores en el
hipotadlamo, lo que origina cambios importantes en la accion
hormonal y altera la regulacién sobre las caracteristicas de
importancia econémica [39].

En cuanto al SNP rs29004508, se ha reportado que promueve
una transicion de timina a citosina (T/C) en el ex6n 3, la cual
resulta en un cambio aminoacidico conservativo de valina a
alanina, en la proteina [29]. Por ultimo, el SNP rs29004501,
promueve una transicién citosina a timina C/T en la secuencia
del intron 2 [47]. Alteraciones nucleotidicas en estas regiones
resultan importantes, ya que, aunque los intrones no se traducen
a proteina, cambios en su estructura pueden modular la expresion
del gen.

En esta investigacion, el SNP rs29004487 mostré frecuencia
alta para el alelo A (0,98), asi como del genotipo AA (0,95) (TABLA
IV). Resultados similares se han reportado en animales British
Friesian, Aberdeen Angus, Hereford, Highland y Charolais, con
frecuencias de 0,96; 0,96; 0,88; 1,00 y 0,85 para el alelo A, y
de 0,04; 0,04; 0,12; 0,00 y 0,15 para el alelo T, respectivamente
[32]. Al igual que en las razas British Friesian, Aberdeen Angus
y Highland, en la raza Carora no se evidencié el genotipo TT.
Situacién similar fue descrita en ganado Nelore, con frecuencias
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alélicas de 0,999 y 0,001 para los alelos Ay T, respectivamente,
y frecuencias genotipicas de 0,998 y 0,002 para los genotipos AA
y AT, sin deteccion del genotipo TT [15].

TABLA IV
FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICAS DE LOS
POLIMORFISMOS DEL GEN LEP EN TOROS
DE RAZA CARORA

Polimorfismo Frecuencias Frecuencias
alélicas genotipicas
A (84) 0,98 AA (41) 0,95
rs29004487
T(2) 0,02 TT (2) 0,05
C (69) 0,8 CC (29) 0,67
rs29004501 cT ) 0,26
TT (3) 0,07
T(17) 0,2
T (51) 0,59 CC (6) 0,14
rs29004488 CT (23) 0,53
TT (14) 0,33
C (35) 0,41
C(79) 0,94 CC (37) 0,88
rs29004508
T (5) 0,06 CT (5) 0,12

En cuanto al SNP rs29004501, se evidencié mayor frecuencia
del alelo C (0,80) con respecto al alelo T (0,20) (TABLA IV). Este
patron de frecuencias es similar al reportado por Kasprzak-
Filipek y col. en razas nativas de Europa Central, en las cuales
se detectaron frecuencias de 0,69 y 0,31 para los alelos Cy T
[26], Moravcikova y col. reportaron frecuencias alélicas de 0,896
y 0,103 para C y T en vacas Pinzgau [40], mientras que Oner y
col. obtuvieron frecuencias de 0,76 y 0,24 para C y T, en vacas
Holstein turcas [46]. En cuanto a los genotipos, los resultados de
la presente investigacion muestran frecuencias que se pueden
definir como alta, media y baja para los genotipos CC, CTy TT,
respectivamente; este esquema es similar al reportado en otros
estudios donde se evidenciaron frecuencias de 0,80; 0,193 y
0,0063 [40, 46].

En la evaluacion del SNP rs29004488 se identifico al alelo T
como el mas frecuente, mientras que el alelo C resulté el menos
frecuente, con valores de 0,59 y 0,41, respectivamente (TABLA
1V); estos resultados son similares a los reportados en las razas
Angus y Hereford (0,58 y 0,55), y son superiores a los detectados
(0,34 y 0,32) en las razas Charolais y Simmental [10]. En el caso
del alelo C se observan frecuencias similares a las descritas en las
razas Angus y Hereford (0,42 y 0,45) e inferiores a las reportadas
en Charolais y Simmental (0,66 y 0,68). Los resultados obtenidos
muestran diferencias en cuanto a las frecuencias alélicas de Ty
C (0,48 y 0,52, respectivamente) y de los genotipos TT, CT y CC
(0,24; 0,48 y 0,28, respectivamente) en ganado Holstein, donde
al alelo C fue el mas frecuente [55].

Finalmente, las frecuencias alélicas y genotipicas en el SNP
rs29004508 (TABLA IV), muestran que el alelo C resulté el mas
frecuente (0,94) comparado al alelo T (0,06). El genotipo CC
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se presentd en la mayoria de los animales, en contraste con
el genotipo CT, mientras que el genotipo TT no fue detectado.
Este patron es similar al encontrado en vacas Holstein iranies,
con frecuencias de 0,782 y 0,218 para los alelos C y T,
respectivamente, asi como de 0,588 y 0,388 para los genotipos
CC y CT en el mismo orden [59], sin embargo, se destaca que
estos investigadores detectaron el genotipo TT (0,024), que
no fue evidenciado en el presente estudio. De igual forma, en
ganado Nelore se han reportado frecuencias alélicas de 0,99 y
0,01 para los alelos C y T, respectivamente, asi como frecuencias
genotipicas de 0,998 y 0,02 para CC y CT en el mismo orden, sin
la deteccién del genotipo TT [15], esto es similar a lo presentado
en este estudio. Por otra parte, Ardicli y col. trabajando con toros
Holstein turcos, reportaron frecuencias de 0,147; 0,202 y 0,650
para los genotipos CC, CT y TT, respectivamente, donde destaca
la presencia del genotipo TT [2]. Adicionalmente, en vacas
Holstein eslovacas se determinaron frecuencias de 0,69 y 0,31
para los alelos C y T, respectivamente y 0,48; 0,43 y 0,09 para los
genotipos CC, CTy TT [55].

En este trabajo no se observd el genotipo TT en los SNP
rs29004487 y rs29004508, esto puede explicarse por el numero
reducido de animales utilizado como unidades experimentales y
la baja frecuencia del alelo T para ambos SNP, aunque esto ultimo
es un hallazgo similar a reportes previos en otras poblaciones
bovinas [18, 32, 59].

Estudios anteriores han demostrado la asociacion entre los
polimorfismos del gen LEP y algunos rasgos de importancia
economica en el ganado bovino, como produccion lactea,
produccion de carne, crecimiento y rasgos reproductivos. En el
caso de la produccion lactea, se ha reportado que el alelo T de
rs29004488, el alelo C de rs29004501 y el alelo C de rs29004508
se encuentran asociados con el incremento del rendimiento
lechero en ganado Holstein y Negro-Blanco polaco [7, 31, 54],
asi como con el contenido de grasa, proteina, lactosa y punto de
congelacioén de la leche en ganado Jersey y Holstein [6, 8, 38].

En cuanto a la produccién de carne, se ha reportado que
los SNP rs29004487 y rs29004488 se encuentran asociados
con caracteristicas de rendimiento magro y de la grasa en la
canal bovina. El alelo T de rs29004488 ha sido asociado con
disminucion del rendimiento magro y aumento de los depdsitos,
asi como del grado de la grasa de la canal bovina, explicando
aproximadamente el 4 % de la variacion fenotipica de este rasgo
[52]. Por otra parte, en este mismo trabajo [52], se reporté que
el alelo T de rs29004487 se encuentra asociado con un alto
rendimiento magro y bajo contenido graso de la canal. De igual
forma, se destaco la baja frecuencia de este alelo, reportando
que la variaciéon fenotipica asociada a este SNP, aumenta en
la medida que se incrementa la frecuencia del mismo [52]. En
cuanto a los rasgos de calidad y contenido de éacidos grasos
de la canal, se ha mencionado que los mismos se encuentran
asociados a los genotipos AA de rs29004487, CC de rs29004488
y CC de rs29004508, en ganado negro japonés [27].

En el aspecto reproductivo se ha reportado que algunos
polimorfismos del gen LEP pueden afectar el intervalo parto —
primer servicio y la edad al primer servicio en vacas Holstein [24],
asi como caracteristicas seminales en el bufalo (Bubalus bubalis)
y en el hombre [37, 45].

Esta investigacion constituye un primer abordaje para la
caracterizacion del gen LEP en ganado Carora y permitira
considerar el potencial genético de la raza para la produccién
de leche o de carne, con caracteristicas de valor anadido como
grasa en leche o acidos grasos de la canal, asi como algunos
rasgos reproductivos. Los alelos y genotipos identificados como
favorables en los estudios previos mencionados, se presentan
en frecuencias muy similares a las encontradas en la muestra de
toros Carora y constituye una oportunidad para el desarrollo de
estudios de asociacion de rasgos productivos de importancia, con
polimorfismos del gen LEP. De comprobarse estas relaciones,
los hallazgos pueden ser utilizados en metodologias de seleccién
asistida por marcadores que complementen el programa de
mejoramiento genético de la raza.

indices genéticos

Los rebafios Carora han sido sometidos a un intenso proceso
de seleccién para el incremento de la produccion lechera en
términos de cantidad y calidad [11], de acuerdo a Attia y col. [4],
el tamafo reducido de la poblacion y los procesos de seleccion,
pueden promover el desequilibrio genético en una poblacion.
No obstante, la prueba del equilibrio de Hardy-Weinberg
(HW) mostrada en la TABLA V evidencia que el programa de
mejoramiento genético de la raza no ha afectado el equilibrio de
HW.

Sin embargo, los valores de heterocigosidad observada en
los SNP rs29004487, rs29004501 y rs29004508, se encuentran
por debajo de 0,5 (50 %). El célculo de la heterocigosidad es
una de las maneras mas precisas para medir la diversidad
genética de la poblacién [44] y obtener una visién general de la
variabilidad genética [36]. Asi mismo, se ha sugerido que valores
de heterocigosidad por debajo de 0,5 indican una variacién
baja del gen en la poblacion [23]. De igual forma, el indice de
diversidad genética de Nei muestra valores por debajo de 0,5.
Se ha mencionado que la diversidad es maxima cuando este
indice presenta valores cercanos a 1, y minima cuando se
acerca a 0 [48]. La muestra de toros Carora estudiada constituye
una base genética de bajo numero que ha sido sometida a un
intenso proceso de seleccion para la produccién lechera, e
indirectamente para fertilidad y calidad seminal. Lo anterior
puede haber ocasionado valores de heterocigosidad por debajo
de 0,5 para estos alelos en la poblacién.

En cuanto al indice de fijacion o coeficiente de endogamia, se
ha mencionado que constituye una medida de la desviacion de
las frecuencias genotipicas en términos de exceso o deficiencia
de heterocigotos [58]. El valor de este indice varia entre -1y 1; los
valores negativos indican un exceso de heterocigotos respecto al
equilibrio de HW. Los resultados obtenidos, permiten afirmar que
no existe endogamia en la muestra de toros Carora bajo estudio
(TABLAV); al mismo tiempo, los valores negativos muestran que
no existe deficiencia de individuos heterocigotos para los SNP
rs29004487, rs29004488 y rs29004508, mientras que para el
SNP rs29004501, se observa un déficit no significativo, lo que
corrobora la existencia de equilibrio de HW en la poblacién
estudiada, mencionada anteriormente.

Los resultados de la presente investigacion muestran la
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TABLA 'V
PARAMETROS GENETICOS DE LA POBLACION DE TOROS CARORA ESTUDIADA

Equilibrio de Hardy—Weinberg (HW), Heterocigosidad observada (H ) e indice de Diversidad Genética de Nei

Polimorfismo HW (P- value) H, Nei
rs29004487 0,012 (0,913) 0,047 0,045
rs29004488 0,4 (0,527) 0,535 0,483
rs29004501 1,864 (0,172) 0,256 0,317
rs29004508 0,133 (0,715) 0,119 0,112
Indice de Fijacion
Alelos /| Locus rs29004487 rs29004488 rs29004501 rs29004508
A -0,024

Cc -0,108 0,194 -0,063

T -0,024 -0,108 0,194 -0,063

Total -0,024 -0,108 0,194 -0,063

Desequilibrio de ligamiento
Polimorfismos rs29004488 rs29004501 rs29004508

D 0,014 -0,005 -0,001

1529004487 D’ 0,995 0,985 0,948

r 0,188 -0.078 -0,037

P 0,084 0,478 0,733

D -0,05 -0,003

rs29004488 b’ 0.606 0.115

r -0,252 -0,024

0,021 0,827

D -0,012

rs29004501 D’ 0994

r -0,126

0,248

D: coeficiente de desequilibrio de ligamiento; D’: coeficiente de desequilibrio de ligamiento estandarizado; r: coeficiente de correlacion;

P: valor de probabilidad (P<0,05)

existencia de desequilibrio de ligamiento entre la mayoria de los
SNP (TABLA V). El DL se define como un patrén de asociacion
estadistica no aleatoria entre alelos de diferentes loci de un
cromosoma, en una poblacion, que ocasiona la segregacion en
conjunto de los mismos [41], 0 en bloques de haplotipos que
resultan en combinaciones especificas de variantes alélicas que
se transmiten en conjunto a la descendencia [4]. El coeficiente D’
puede alcanzar valores entre 0 y 1, mientras mayor sea el valor,
mayor sera el grado de ligamiento entre las variantes alélicas.
De igual forma, los valores del coeficiente r, pueden ubicarse en
el rango de 0 y 1, con el mismo significado del coeficiente D’.
En este estudio es evidente la existencia de un alto grado de
asociacion entre el par rs29004487 - rs29004488, con un valor
de D’ cercano a 1; la misma situacion ocurre entre los pares
rs29004487 - rs29004501 y rs29004487 — rs29004508. Esto
sugiere que estos SNP segregaran de forma conjunta en la
mayoria de los casos. Sin embargo, el coeficiente de correlacion
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(r) es bajo, lo cual indica que no se encuentran completamente
ligados. Esto difiere a lo establecido en trabajos previos [7], y
significa que no se puede inferir el genotipo del conjunto de
polimorfismos a partir de la genotipificacion de uno de los SNP
de este grupo. A excepcion del par rs29004488 — rs29004501, las
asociaciones detectadas en la presente investigacion resultaron
no significativas.

CONCLUSIONES

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos
rs29004487, rs29004488, rs29004501 y rs29004508 en la
poblacién de toros de raza Carora estudiada, son similares a las
obtenidas en otros individuos Bos taurus.

No se detectd el genotipo TT en los SNP rs29004487 y
rs29004508, hallazgo similar a reportes previos en otras
poblaciones bovinas.



La evaluacién del Equilibrio H-W indicé la existencia de
equilibrio en la poblacion, asi como de estabilidad génica.

La heterocigosidad observada, mostré la presencia de una
moderada diversidad en los SNP rs29004488/ rs29004501, y asi
mismo una baja diversidad en los SNP rs29004487/ rs29004508.

El indice de fijacion mostré un bajo nivel de consanguinidad en
la poblacién de toros de raza Carora estudiada.

El estudio demostré la existencia de desequilibrio de ligamiento
entre la mayoria de los SNP evaluados. No obstante, no se
encuentran completamente ligados.

El gran potencial de la raza Carora como recurso zoogenético
tropical, fue confirmado a nivel genético molecular. Las
frecuencias de los alelos y genotipos evaluados podrian confirmar
que estos animales pueden ser utilizados en sistemas lecheros
intensivos, asi como de doble propdsito. No obstante, se requiere
incrementar la base muestral con el fin de realizar una estimacion
mas exacta de las frecuencias alélicas y genotipicas de estos
polimorfismos en la raza Carora.
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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue evaluar subproductos carnicos
(SC) por tres metodologias de procesamiento en dietas
extrusadas para las etapas de pre-engorde y engorde
de Clarias gariepinus en cultivo intensivo. Se utilizaron dos
disefos de clasificacion simple de cuatro tratamientos con tres
repeticiones cada uno. Los tratamientos en el pre-engorde
fueron tres dietas experimentales con 25,0 % de harina de
pescado (HP) y subproductos deshidratados (HSC), ensilado
quimico elaborado con SC frescos (ESF) y SC cocidos (ESC),
las que se compararon con el pienso SKRETTING®de 49,0 %
de proteina (control). En el segundo bioensayo (engorde) se
utilizaron las dietas con 15,0 % de HP e iguales variantes de
SC vy el pienso SKRETTING®de 44,0 % de proteina (control).
En el pre-engorde se redujo el crecimiento de los peces
cuando los SC se ensilaron frescos (71,36; 61,42; 69,98 y
68,05 gramos, g). Sin embargo, en el engorde se afectaron los
pesos finales (125,11; 46,92; 49,66 y 116,90 g) y la conversién
alimentaria (0,98; 3,72; 3,03 y 0,92) con ambos ensilados. La
utilizacion de la HSC en ambas etapas de cultivo no afectd
los indicadores productivos de los animales respecto a los
controles. Se evidencidé que la utilizacion de HSC fue la
variante viable en la elaboracion de alimentos nacionales para
el desarrollo de los cultivos de bagres en sistemas de cultivo
intensivo, con efecto econémico positivo.

Palabras clave: Alimentacion; bagres; clarias; ensilado
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ABSTRACT

To evaluate meat by-products (MB) by three processing
methodologies in extruded diets for the pre-fattening and
fattening stages of Clarias gariepinus in intensive cultivation was
the objective of the work. Two simple classification designs of
four treatments with three repetitions each were used. The pre-
fattening treatments were three experimental diets with 25.0 %
fish meal (FM) and by-products meal (MBM), chemical silage
made with fresh MB (FMBS) and cooked MB (CMBS), which
were compared with the SKRETTING® feed of 49.0% protein
(control). In the second bioassay (fattening), the diets with 15.0
% FM and the same MB variants and the SKRETTING® feed with
44.0% protein (control) were used. In the pre-fattening stage,
the growth of the fish was reduced when MB were ensiled fresh
(71.36; 61.42; 69.98 and 68.05 grames, g). However, in the
fattening the final weights (125.11; 46.92; 49.66 and 116.90 g)
and the feed conversion (0.98; 3.72; 3.03 and 0.92) were affected
with both silages. The use of MBM in both cultivation stages did
not affect the productive indicators of the animals with respect to
the controls. It was evidenced that the use of MBM was the viable
variant in the elaboration of national foods for the development
of catfish crops in intensive farming systems, with a positive
economic effect.

Key words: Feeding; catfish; clarias; silage
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INTRODUCCION

El bagre africano (Clarias gariepinus) es la principal especie
de cultivo intensivo en Cuba, cuya alimentacion se realiza con
raciones semi-humedas sobre la base de pienso vegetal y ensi-
lados de subproductos pesqueros y/o mataderos (carnicos), para
obtener rendimientos de 2,5 a 3,0 kilogramos (kg) /metro cubico
(m®) [14]. No obstante, se prevee la intensificacion de los cultivos,
para lo cual se evalu6 un sistema intensivo de recirculacion de
agua (SRA) con piensos comerciales SKRETTING®de 49,0 %
de proteina bruta (PB) para el pre-engorde (10,0 a 100,0 (g)
de peso) y 44,0 % de PB para el engorde (100,0 g hasta peso
de cosecha).

Para la sostenibilidad de este SRA se precisa la utilizacion
de piensos nacionales con insumos proteicos disponibles en
el pais, los cuales son harinas de pescado (HP) y soya (Gly-
cine max). En estudios recientes, donde se evaluaron dos di-
etas con 25 y 35 % de HP, no se encontraron diferencias en
el crecimiento, pero la conversion alimentaria fue superior con
35 %. Esto sugiri6 la busqueda de otras fuentes para lograr
mayor contenido de proteina y disminuir los niveles de HP [6].

En este contexto, los subproductos carnicos (SC) se con-
sideran alternativa practica y econémicamente viable para
garantizar una produccién piscicola sostenible [9]. Son 6r-
ganos blandos, de gran volumen y los que mas se emplean
son pulmones, traqueas, estdbmagos, bazos, higados no aptos
para consumo humano y tejidos del mesenterio y se generan
diariamente en las industrias de sacrificio animal a lo largo de
todo el pais.

Estudios realizados por Portales y col. [10] comprobaron
que la composicién proximal de silos quimicos de subproduc-
tos de cerdos (Sus scrofa domesticus) en base seca fue at-
ractiva al tener entre 62,6 y 65,2 % de PB. Esto condujo a su
evaluacion en raciones extrusadas (mezcla de ingredientes
cocidos a alta temperatura y presion por corto tiempo para
obtener pellets flotantes) para C. gariepinus y los resultados
arrojaron que puede ser aceptable hasta 10 % (base seca) y
niveles mas altos reducen el comportamiento productivo de
estos animales [7].

La informacion en la literatura sobre la utilizacion de SC en
la alimentacion de peces fue escasa pues éstos se emplean
en la fabricacion de harina de carne y hueso, fundamental-
mente, para la alimentaciéon de pollos (Gallus domesticus) y
cerdos. De ahi, que el objetivo de este trabajo fue evaluar
los SC por tres metodologias de procesamiento en dietas
extrusadas para las etapas de pre-engorde y engorde de
C. gariepinus en cultivo intensivo.

MATERIALES Y METODOS
La investigacion se desarroll6 en el laboratorio de nutricion
de peces de la Empresa de Desarrollo de Tecnologias Acuico-

las, en la Habana, Cuba.

Preparacion de los ensilados y la harina de subproduc-
tos de cerdos

Se utilizé una mezcla de subproductos del sacrificio de cer-

dos compuesta por 30 % de pulmones, 30 % de estémagos,
30 % de higados no aptos para consumo humano y 10 %
de bazos, la cual se molié en molino de carne (JAVAR M-30,
Colombia) y la pasta se dividid en tres partes iguales. Una
porcion se deshidraté a 60°C + 2°C durante 30 horas (h) en
la estufa (Selecta, DRYGLASS, Espafia), la otra se ensil6 di-
rectamente por acidificacion con 1 % de acido sulfurico al 98
% (ensilado de subproductos frescos, ESF) [13] y la ultima se
cocié a 100°C durante 5 minutos (min) en la estufa; se eliminé
todo el componente liquido y posteriormente se ensil6 (ensila-
do de subproductos cocidos, ESC). Los silos se almacenaron
en recipientes plasticos con tapas durante siete dias (d).

Preparacion de las dietas experimentales

Se molieron las harinas de pescado, soya, trigo (Triticum
spp) y la HSC por separado, en un molino de martillo criollo
a un tamano de particula aproximado a 250 micras (um). La
mezcla de las dietas se realizdé en mezcladora (HOBART MC-
600, Canada) por 10 min. Posteriormente, se les adicionaron
el aceite de soya, la mezcla vitaminica-mineral y las pastas
de ensilados (10 % de inclusion calculada sobre la base de la
materia seca y previa neutralizacion con 2,5 % de carbonato
de calcio) continuandose el mezclado por 10 min. La pelet-
izacion se realizé en extrusora (DGP70, Zhengzhou Whiris-
ton Machinery Co. Itd. China) con diametro de 3 milimetros
(mm) y los pellets se secaron en estufa (Selecta, Espana) a
60°C por 24 h. Los piensos comerciales SKRETTING® ME-2
Catfish start 49,0 % y ME-4,5 Catfish 44,0 % de PB para el
SRA se utilizaron como controles. La composicion quimica
de estos alimentos se presenta en la TABLA |. Todas las
dietas se envasaron en recipientes plasticos con tapa y se
almacenaron a temperatura ambiente.

TABLA |
COMPOSICION PROXIMAL DE LOS PIENSOS
COMERCIALES SKRETTING® (g/100 g)

ME-2 Catfish ME-4,5
start Catfish

Indicadores
Materia seca 92,6 93,1
Proteina bruta 49,2 44,6
Extracto etéreo 11,1 14,21
Carbohidratos 19,8 22,3
Fibra bruta 0,97 1,23
Cenizas 11,34 12,1
Energia digestible, MJ/ 17,6 18,9
kg

Analisis bromatolégicos

Se realizaron segun los métodos de analisis de la Associ-
ation of Official Analytical Chemists (AOAC) internacional [5]
y la energia digestible (ED) se calcul6 con los siguientes co-
eficientes caldricos: 23,7 mega joule (MJ) /Kilogramo (kg) de
PB, 39,5 MJ/kg de grasas y 17,2 MJ/kg de carbohidratos [15].
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TABLA Il
COMPOSICION PORCENTUAL Y QUIMICA DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES

PARA EL PRE-ENGORDE (g/100 g DE MS)

Ingredientes D-I HSC D-Il ESF D-Ill ESC
Harina de pescado 25 25 25
Harina de subproductos de cerdos, HSC 10 - -
Ensilado de subproductos de cerdos frescos, ESF - 10 -
Ensilado de subproductos de cerdos cocidos, ESC - - 10
Harina de soya 30 30 30
Harina de trigo 28,75 29,75 28,75
Aceite de soya 5 4 5
*Mezcla Vit-Minerales 1 1 1
Sal comun 0,25 0,25 0,25
Materia seca 91,6 88,5 89,1
Proteina bruta 38,7 38,1 38,5
Extracto etéreo 7,8 7,5 7,7
Carbohidratos 29,9 30,6 30,3
Fibra bruta 2,7 2,7 2,8
Cenizas 6,2 7,9 7.5
Energia digestible MJ/kg 12,51 12,45 12,47

* Mezcla vitaminica-mineral (kg de dieta): Vitamina A, 5001U; Vitamina D, 1001U; Vitamina E, 75 000 mg; Vitamina K, 20 000 mg; Vitamina
B,, 10 000 mg; Vitamina Bs, 30 000 mg; Vitamina BG’ 20 000 mg; Vitamina Bm, 100 mg; Vitamina D, 60 000 mg; Niacina, 200 000 mg; Acido
félico, 500 mg; Biotina, 0,235 mg; Selenio, 0,2 g, Hierro, 80 g; Manganeso, 100 g; Cinc, 80 g; Cobre, 15 g; Cloruro de Potasio, 4 g; Oxido
de Manganeso, 0,6 g; Bicarbonato de Sodio, 1,5 g; Yodo, 1,0 g; Cobalto, 0,25 g

Disefio experimental y manejo de los bioensayos

Los dos bioensayos se realizaron segun modelos de
clasificacion simple con tres repeticiones por tratamientos.
Las unidades experimentales fueron tanques circulares de
cemento de 68 litros (L) de capacidad, con flujo de agua
constante (100 % de recambio /d), donde los animales
estuvieron una semana (sem) previo a los experimentos para
su adaptacion.

Para el primer bioensayo, se utilizaron 480 alevines de C.
gariepinus (10,71 +0,06 g peso promedio inicial), distribuidos
al azar en 12 tanques (40 animales por cada uno). Los
tratamientos fueron tres dietas experimentales con HSC (D-
1), ESF (D-Il) y ESC (D-IIl) (TABLA II), las que se compararon
con el pienso comercial SKRETTING® ME-2 Catfish start 49,0
% de PB.

En el segundo bioensayo se utilizaron 360 alevines de C.
gariepinus (20,12+0,08 g peso promedio inicial), colocados
al azar en otros 12 tanques (30 animales por cada uno). Se
ensayaron tres dietas experimentales con iguales variantes
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de subproductos carnicos (TABLA Ill), las que se compararon
con el alimento comercial SKRETTING® ME-4,5 Catfish 44,0
% de PB.

Diariamente se tomaron los valores de temperatura y oxige-
no disuelto con un Oximetro digital (HANNA, HI -9142, Ruma-
nia). Una vez por sem se midieron los niveles de amonio y ni-
trito con un kit colorimétrico de aguas (Aquamerck, Alemania).
Las raciones se suministraron al 5 % del peso corporal/ duran-
te 60 d y se ajustaron cada 15 d.

Calculos y analisis estadisticos

Al final de los bioensayos los animales se pesaron en una
balanza digital (Sartorius BP 3100, Alemania) para el calculo
de los siguientes indicadores productivos:
Peso medio final.

Alimento suministrado= Cantidad total de alimento suminis-

trado / Numero de animales finales. Proteina suministrada =
Cantidad total de proteina suministrada / Numero de animales



TABLA 111

COMPOSICION PORCENTUAL Y QUIMICA DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES PARA ENGORDE (g/100 g MS)
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Ingredientes D-IV HSC D-V ESF D-VIESC
Harina de pescado 15 15 15
Harina de subproductos de cerdos, HSC 10

Ensilado de subproductos frescos, ESF 10

Ensilado de subproductos cocidos, ESC 10
Harina de soya 40 40 40
Harina de trigo 29 30 29
Aceite de soya 5 4 5
*Mezcla Vit-minerales 1 1 1
Sal comun 0,25 0,25 0,25
Materia seca 92,23 90,1 88,9
Proteina bruta 37,5 37,6 37,5
Extracto etéreo 7,5 8,2 8,4
Carbohidratos 32,9 33,6 32,9
Fibra bruta 2,9 29 2,9
Cenizas 6,8 7,6 7,7
Energia digestible MJ/kg 12,39 12,67 12,69

* Mezcla vitaminica-mineral (kg de dieta): Vitamina A, 5001U; Vitamina D, 1001U; Vitamina E, 75 000 mg; Vitamina K, 20 000 mg; Vita’mina
B,, 10 000 mg; Vitamina Bs, 30 000 mg; Vitamina Bﬁ’ 20 000 mg; Vitamina B12‘ 100 mg; Vitamina D, 60 000 mg; Niacina, 200 000 mg; Acido
félico, 500 mg; Biotina, 0,235 mg; Selenio, 0,2 g, Hierro, 80 g; Manganeso, 100 g; Cinc, 80 g; Cobre, 15 g; Cloruro de Potasio, 4 g; Oxido

de Manganeso, 0,6 g; Bicarbonato de Sodio, 1,5 g; Yodo, 1,0 g; Cobalto, 0,25 g

TABLA IV

COMPORTAMIENTO DE LOS INDICADORES PRODUCTIVOS EN EL PRE-ENGORDE

DE C. gariepinus CON LAS DIETAS EXPERIMENTALES

Indicadores D-I HSC D-I ESF  D-lll ESC Control EE +
Sign
. . b a b ab
Consumo alimento (g/animal) 44,49 40,97 44,99 43,31 0,74
P=0,0204
Consumo proteina (g/animal) 18,06" 16,447 18,03 21,00° 0,29
P<0,0001
i b a b b
Pesos finales 71,36 61,42 69,98 68,05
+1,70 +1,67 +1,70 +1,68 P=0,0002
FCA 1,15 1,04 1,10 1,11 0,02
P=0,0529
' Supervivencias (%) 4,50 - (100) 6,00 4,50 2,63
(96,97) (96,97) (98,48) P=0,9999

Letras diferentes en la misma fila, difieren para P < 0,05 segun Duncan (1955)

(1) Medias transformadas segun arcoseno raiz %
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TABLA V
COMPORTAMIENTO DE LOS INDICADORES PRODUCTIVOS EN EL ENGORDE DE C. gariepinus
CON LAS DIETAS EXPERIMENTALES

Indicadores D-I D-lI D-Ill Control + EE Sign
HSC ESF ESC
Pesos finales 125,12 46,92 ° 49,66 ° 116,92
+1,92 +1,19 +1,70 + 1,46 P=0,0001
Consumo alimento (g/animal) 83,58 @ 44,39 ° 52,05° 69,10 & 7,61
P=0,0412
Consumo proteina (g/animal) 31,112 16,39 ° 19,20 % 30,422 3,23
P=0,0301
FCA 0,98 2 3,72°¢ 3,03° 0,922 1,15
P=0,0001
" Supervivencias (%) 6,41 5,86 6,01 6,34 1,63
(81,0) (73,3) (75,0) (80,0) P=0,0614

Letras diferentes en la misma fila, difieren para P<0,05 segun Duncan (1955)

(1) Medias transformadas segun arcoseno raiz %

finales. Factor de Conversidon Alimentaria (FCA) = Alimento
afadido /Ganancia peso.

Supervivencia (S)=No. Animales finales/ No. Animales ini-
ciales x100.

Para el analisis de los resultados, se probaron los supuestos
de normalidad de los errores y la homogeneidad de varianza.
Se realizé un analisis de varianza de clasificacion simple y
cuando se encontraron diferencias (P<0,05), las medias se
compararon por la décima de rangos multiple de Duncan [4].
Se utilizé el paquete estadistico InfoStat version 2012 [3].

Evaluacion econémica

La evaluacion econdmica se realizé segun la metodologia
de Toledo y col. [15]. Los costos de las dietas experimental-
es se calcularon a partir de los precios internacionales de las
materias primas reportados en julio de 2020 (www.indexmundi.
com). A los resultados se le sumé el 45 % del total de los cos-
tos de las materias primas por concepto de gastos adicionales
(transportacion, maquila y administrativos) para Cuba. Estos
valores se multiplicaron por los FCA que se obtuvieron en el
estudio para conocer los costos de alimentacion; los cuales
se consideraron el 60 % del gasto total de produccion. Los
precios de los alimentos SKRETTING® ME-2 Catfish start
49,0 % y ME-4,5 Catfish 44,0 % de PB, asi como el valor
de la produccién (US $ 3 400,00 /t) los brindé el Departamen-
to de Economia de la Empresa de Desarrollo de Tecnologias
Acuicolas.

RESULTADOS Y DISCUSION
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Durante el periodo experimental, la temperatura y el ox-
igeno disuelto del agua de los tanques oscilaron de 25,7 a
26,9°C y de 4,1 a 5,3 miligramos (mg) /L, respectivamente;
los niveles de amonio y nitrito se mantuvieron préximos a 0,01
mg/L, por medio de la circulacion de agua. Estos valores se
consideran de confort para el buen desempeno productivo de
la especie [14].

Para la formulacion en el primer bioensayo se incluy6 25 %
de HP y 10 % de SC (por las tres metodologias de procesa-
miento) para incrementar el nivel de proteina dietética y mejo-
rar la conversion alimentaria del estudio realizado por Llanes
y col. [6]. En el segundo bioensayo se disminuy¢ la HP a 15
% debido que el control presenté menor PB (44,0 %) y es la
etapa de mayor consumo de alimento y la HP es una materia
prima de importacion con alto precio y poca disponibilidad, lo
cual no se garantizaria la sostenibilidad del cultivo.

En el pre-engorde se observé que todos los animales con-
sumieron las raciones experimentales. No obstante, los meno-
res consumos de alimento y proteinas (P<0,05) se obtuvieron
cuando el ensilado se elaboré con los SC frescos, DII-ESF, lo
que proporciono los menores pesos finales (TABLA 1V). Por otra
parte, los factores de conversion alimentaria no presentaron
diferencias (P>0,05), aunque tendieron ser inferior con el en-
silado de SC frescos (DII-ESF), por el menor consumo de ali-
mento y una ganancia de peso, que aunque fue menor que el
resto de los tratamientos no fue muy perjudicada (TABLA V).

En el segundo bioensayo (engorde), la disminucién de HP
afectd el crecimiento y la conversiéon alimentaria de los an-
imales que consumieron las dietas con SC ensilados, tanto
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TABLA VI
EVALUACION ECONOMICA DE LA UTILIZACION DE LOS SUBPRODUCTOS CARNICOS
EN DIETAS EXTRUSADAS PARA CULTIVO INTENSIVO DE BAGRES AFRICANOS ($ US /t)

Indicadores D-I HSC D-Il ESF D-lll ESC Control
Bioensayo |

Costo de la dieta 995,17 912,34 931,23 1 640,00
Costo de alimentacion 1 144,44 948,83 1 024,35 1 820,40
Gasto total 1 907,41 1581,38 1707,25 3 034,00
Utilidades 1 452,59 1 818,62 1692,75 1 213,60
Ahorro 238,99 605,02 479,15 -
Bioensayo Il

Costo de la dieta 831,79 748,95 767,84 1 340,00
Costo de alimentacion 815,15 2 786,10 2 326,55 1 232,80
Gasto total 1 358,58 4 643,50 3 877,58 2 054,66
Utilidades 2 041,42 -1243,5 - 477,58 1 345,34
Ahorro 696,08 - - -

Valor de la produccién: $ US 3 400,00 /t

Utilidades= Valor de produccién- Gasto total

frescos como cocidos (DV-ESF y DVI-ESC). Por el contrario,
cuando se deshidrataron (DIV-HSC) los indicadores producti-
vos fueron similares respecto al control (TABLA V).

Las supervivencias en el pre-engorde fueron altas (96 %)
(TABLA 1V), mientras en el engorde, aunque no presentaron
diferencias estadisticas, con las dietas de ensilados dis-
minuyeron ligeramente en relacion con el control (TABLA V).
Es importante resaltar que no se observaron indicios de can-
ibalismos, por tanto, se evidencia que los SC no son promo-
tores de mortalidades con ninguna de las metodologias de
procesamiento para su incorporacion en dietas extrusadas.

Los resultados que se alcanzaron con los ensilados de SC
frescos (pre-engorde) y frescos y cocidos (engorde) pudieran
atribuirse a los altos contenidos de grasa de los SC que dis-
minuyen la palatabilidad y digestibilidad de la racion [9]. An-
teriormente, Bureau [2] reporté que la grasa de los animales
terrestres se caracteriza por un considerable contenido de aci-
dos grasos (AG) saturados, no recomendables para animales
monogastricos. Este autor encontré que los alimentos para
peces con aceites de pescado y/o vegetal fueron 6 % mejor
digeridos que los que contenian grasa animal y lo atribuy6
al elevado punto de fusién de este ultimo. Informd, ademas,
que la digestibilidad de la grasa en truchas arco iris (Onco-
rhynchus mykiss) disminuy6 cuando aumentaron el punto de
fusion y el grado de saturacion.

Diversos autores han evaluado ensilados de subproductos
pesqueros (EP) que se caracterizan por altas concentraciones
de AG insaturados y reportaron indicadores productivos sim-
ilares e incluso superiores a los que se obtienen con los pi-
ensos comerciales en bagre americano (/ctalurus punctatus)
[1], tilapia roja (Oreochromis spp.) [9] y bagre africano [8]. No
obstante, es importante sefialar que todos los autores utiliza-

ron dietas isoproteicas y los controles tuvieron la HP como
Unica fuente de proteina animal. Por su parte, los piensos
SKRETTING® presentan altos niveles de PB (44 y 49 %), opti-
ma calidad tecnoldgica y se elaboran con ingredientes protei-
cos convencionales como HP, subproductos de aves, plumas
hidrolizadas, gluten de maiz (Zea mays) y trigo y concentrado
de soya. Esta bien documentado que piensos de altos niveles de
PB y elaborados con fuentes proteicas de origen animal presen-
tan mayor valor nutricional respecto a otros con menores conteni-
dos de PB y la mayor proporcién de proteinas de origen vegetal
por la presencia de factores antinutricionales [16].

En cuanto a los ensilados (frescos y cocidos), los niveles
de materia seca (MS) fueron bajos (26,32 y 34,10 %), de ahi
que en la elaboracion de las raciones para alcanzar 10 % de
inclusidon en base seca se tuvieron que utilizar grandes canti-
dades de EP (37,99 g y 29,32 g por cada 100 g de alimento)
y por tanto, la mezcla final se afecta por los altos niveles de
grasa que influyen en el proceso de secado y aglomeracion.
El proceso de coccion a los SC permitié incrementar los nive-
les de MS vy la disminucion de una parte de la grasa, pero al
parecer no fue suficiente para que este ensilado remplazara
de forma eficiente la HP en la etapa de engorde.

Esta afectacion que tuvieron los animales con las
dietas a base de ensilados se puede relacionar con otras
investigaciones que informaron que el proceso de ensilado
afecta la calidad de las proteinas, al generar muchos
aminoacidos libres que se absorben rapidamente [11]; las
pérdidas de triptéfano, por ser un aminoacido sensible al
medio acido [17] y la acidez de la dieta, la cual disminuye su
aceptacion y afecta la actividad de las proteasas pancreaticas
[13]. Referente a esto ultimo, numerosos autores coinciden en la
utilizacion de acidos organicos fundamentalmente férmico, para
ensilar los subproductos pesqueros y carnicos por asegurar la
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conservacion del silo sin descenso excesivo del pH (préximo a
4), cuestion importante en la fabricacion de piensos extrusados
[9,15].

Los resultados de este estudio llevan a sugerir que la elab-
oraciéon de HSC fue la opcion mas viable en la formulacion
de alimentos alternativos a los SKRETTING® para los cultivos
intensivos de bagres. Este insumo presenté una composicion
quimica de 67,2 % de PB comparable con la HP y 2,7 % de
extracto etéreo, ventaja para la disminucion de las grasas de
la racioén, lo cual mejora la estabilidad fisica de los pellets y el
comportamiento productivo de los animales.

También, se contribuye con menor impacto ambiental al dis-
minuir las cargas de nutrientes inorganicos solubles al medio.
Las dietas formuladas con base en HP suministran contenido
total de fosforo que sobrepasa los requerimientos minimos
para un crecimiento 6ptimo, ademas de encontrarse funda-
mentalmente como fosfato tricalcico cuya biodisponibilidad es
baja para muchas de las especies de cultivo [15].

Desde el punto de vista econdémico, el costo del procesa-
miento de los subproductos por técnicas de ensilados fue US
$ 0,393 /kg de MS (subp. frescos) y 0,461 /kg de MS (subp.
cocidos), los que pueden variar por el precio del acido y los
SC en los diferentes paises. Estos valores se pueden con-
siderar bajos respecto a la HP (US $ 1,486 /kg), por el poco
consumo de energia en el proceso de elaboracion.

La HSC, en cambio, presentd un costo mayor (US $ 0,902 /
kg) por el elevado consumo energético, fundamental para al-
canzar los niveles de humedad y actividad acuosa del produc-
to que eviten la proliferacion de microorganismos alterantes.
En este caso, se us6 una temperatura moderada (60°C + 2°C)
para proteger el contenido nutricional de los SC. La exposicion
del alimento a altas temperaturas durante su procesamiento
puede disminuir la digestibilidad de las proteinas por la race-
mizacion de los aminoacidos, formacién de fuentes disulfuro y
las reacciones de Maillard [12]. Es por ello, que al utilizar baja
temperatura se prolongé el tiempo de secado en la estufa y
aumento el consumo de energia.

Por otro lado, las dietas experimentales presentaron los
menores costos (TABLA VI), debido que su fabricacion se real-
iza en el pais y la utilizacion de subproductos carnicos consti-
tuye una alternativa para disminuir los costos de alimentacion
y produccién en las piscifactorias [7, 9]. Por el contrario, los
piensos SKRETTING® presentan altos precios por las numero-
sas fuentes de proteinas convencionales que lo componen y
los gastos que implica la importacion.

Utilidades= Valor de produccién- Gasto total Como se
muestra, el uso de alimentos nacionales para la etapa de pre
engorde permitid ahorros alentadores en las utilidades con
relacion al control (TABLA VI). Sin embargo, para el engorde
solo se obtuvieron resultados satisfactorios donde se incluyé
la HSC (D-IV HSC), lo que indica que es factible el proceso de
deshidratacion (harinas) que conlleve a un desgrasado para
evitar resultados indeseables y aunque tenga un mayor costo
de elaboracién, no compromete los indicadores productivos
de los animales y contribuye con el problema de la baja dis-
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ponibilidad y los altos precios de la HP.
CONCLUSIONES

Niveles de 25 % de HP y 10 % (base seca) de subproductos
carnicos deshidratados (harina) o cocidos - ensilados en la
etapa de pre-engorde y 15 % de HP y 10 % de subproductos
carnicos deshidratados en el engorde, no comprometen los
indicadores productivos de C. gariepinus al compararse con
los piensos SKRETTING®, con un efecto econémico positivo.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

[1 BRINGAS, L.; ZAMORANO, A.; ROJO, J.; GONZALEZ,
M. L.; PEREZ, M.; CARDENAS, J. L.; NAVARRO, G.
Evaluacion del ensilado fermentado de subproductos de ti-
lapias y su utilizaciéon como ingrediente en dietas para bagre
del canal. Rev. Cien. Biol. Salud XX (2): 85-94. 2018.

[2] BUREAU, D.P. Animal fats as aquaculture feed ingredi-
ents. Internacional AQUAFEED 7(1): 33-36. 2004.

[3] DIRIENZO, J.A.; CASANOVES, F.; BALZARINI, M.G;
GONZALEZ, L.; TABLADA, M.; ROBLEDO, C.W. Infos-
tat version 2012. Grupo Infostat. Universidad Nacional de
Cordoba, Argentina. http://www.infostat.com.ar.

[4] DUNCAN, D.B. “Multiple Range and Multiple F Tests”.
Biometrics. 11 (1): 1-42. 1955.

[5] LATIMER, G. W. Official methods of analysis of AOAC
International. 20th Ed., Rockville, MD: AOAC Interna-
tional. V.1, 700 pp. 2016.

[6] LLANES, J.; PORTALES, A.; TOLEDO, J. Evaluacion
de dietas con harina de pescado alternativas del al-
imento SKRETTING en Clarias gariepinus (Burchell
1822). Rev. Cub. Inv. Pesq. 34 (2): 53-59. 2017.

[71 LLANES, J.; TOLEDO, J.; PORTALES, A.; SARDUY, L.
Partial replacement of fishmeal by meat silage in extruded
diets for Clarias gariepinus. Cub. J. Agric. Sci. 51 (1): 1-7.
2017.

[8] LLANES, J.; PARISI, G. Productive and economic indica-
tors of Clarias gariepinus, fed with fishery byproducts en-
siled with sulfuric and formic acids. Pastos y Forrajes. 43
(3):56-61. 2020.

[9] PEREA, C.; GARCES, Y. J.;MUNOZ, L.S.;HOYOS, J.L;
GOMEZ, J. A. Valoracion econdmica del uso de ensilaje de
residuos piscicolas en la alimentacién de Oreochromis spp.
Biotecnol. Sector Agropec. y Agroind. 16(1): 43-51. 2018.

[10] PORTALES, A.; LLANES, J. E.; TOLEDO, J. Caracter-
izacion del ensilado quimico de subproductos carnicos
para peces. Rev. Cub. Inv. Pesq. 32(1):36-39. 2015.

[11] STONE, F. E.; HARDY, R. W.; SHEARER, K. D



Revista Cientifica, FVC-LUZ / Vol. XXX, N° 2, 94 - 101, 2020

(12]

[13]

[14]

SCOTT, T. M. Utilization of fish silage by Rainbow Trout
(Salmo gairdnerii). Aquacult. 76: 108-112. 1989.

SUAREZ, L.; MONTES, J.; ZAPATA, J. Optimizacion del
Contenido de Acidos en Ensilados de Visceras de Tilapia
Roja (Oreochromis spp.) con Analisis del Ciclo de Vida de
los Alimentos Derivados. Inf. Tecnol. 29(6):83-94. 2018.

RUNGRUANGSAK, K.; UTNE, F. Effect of different
acidified wet feeds on protease activities in the diges-
tive tract and on the growth rate of rainbow trout (Salmo
gairdneri). Aquacult. 22: 67-69. 1981.

TOLEDO, J.; LLANES, J.; LAZO DE LA VEGA, J. El
Clarias. ¢(Una amenaza para el ecosistema cubano?
AcuaCUBA 13 (1): 5 -11. 2011.

[19]

[16]

(17]

TOLEDO, J.; LLANES, J.; ROMERO, C. Nutricion y
alimentacion de peces tropicales. AcuaCUBA 17(1):
5-29. 2015.

TOMAS, A.; MARTINEZ, S.; LOPEZ, J.; MONINO, A.; JO-
VER, M. Determinacion de la digestibilidad de piensos extru-
sionados segun el nivel y fuente proteica en la Tilapia (Oreo-
chromis niloticus). Memorias del | Congreso Iberoamericano
Virtual de Acuicultura, CIVA 2002.

VIDOTTI, R. M.; MACEDO, E. M.; CARNEIRO, D. J. Ami-
no acid composition of processed fish silage using different
raw materials. Anim. Feed Sci. Technol. 105: 199-204.
2003.

101



=% UNIVERSIDAD
<5 DEL ZULIA

REVISTA CIENTIFICA

Vol, XXX, N° 2 2020

Esta revista fue editada en formato digital y publicada en
Diciembre 2020, por La Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad del Zulia. Maracaibo-Venezuela.

www.luz.edu.ve
www.serbi.luz.edu.ve
produccioncientifica.luz.edu.ve



NOTA DEL EDITOR

Tengo a bien informarle a todos los investigadores que han enviado sus
contribuciones y que hayan recibido sus correspondientes informes sobre la
evaluacion de su articulo, que el Comité Editor de la Revista, en su reunién de fecha
25/06/2008, Acordé: Que todo trabajo que haya sido evaluado y emitido su informe
correspondiente de arbitraje, no podra ser considerado para su publicacion, si las
correcciones del mismo no son devueltas en un lapso de dos meses posterior a la
emision del Informe del Editor. De insistir el autor sobre su publicacién, el mismo
debera ser rearbitrado nuevamente para corroborar la actualidad de sus resultados.

La REVISTA CIENTIFICA FCV-LUZ, le invita a incluir anuncios de simposios, congresos,
reuniones, talleres, conferencias, etc., nacionales o internacionales. Envie la informacién 90
dias antes del inicio de cada bimestre. Incluya por favor:

n
Fecha: Lugar: ’

Evento:

Nuestra direccion: Revista Cientifica. Facultad de Ciencias Veterinarias.
Universidad del Zulia. Nucleo Agropecuario. Ciudad Universitaria.
Maracaibo, Estado Zulia, Venezuela.
correo electrénico: revistafcv@gmail.com
http//www.fcv.luz.edu.ve - http://www.scielo.org.ve - http://www.redalyc.org/ - http://www.saber.ula.ve/

Esta informacion se editara y publicara sin cargo alguno




UNIVERSIDAD DEL ZULIA

REVISTA CIENTIFICA

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS
DIVISION DE INVESTIGACION

Estimado colega,

La Revista Cientifica (RCV) esté a ceptando articulos cientificos para su publicacion. La RCV publica articulos
solicitados y no solicitados de alta calidad, en espafiol e inglés, entodas las areas de las CienciasVeterinarias. Todos
los articulos publicados en RCV seran revisados por arbitros cualificados.

Nuestro objetivo es informar a los autores de la decision sobre sumanuscrito en unplazo de ocho semanas de
suentrega. Tras la aceptacion de su articulo, el mismo sera publicado en el nimero inmediatamente disponible.

Una de las herramientas claves para los investigadores a nivel mundial, es poder disponer de libre acceso a las
publicaciones. Y dado que la Revista Cientifica de Veterinaria estd plenamente comprometida con este objetivo, la
misma posee el libre acceso a todos los articulos tanpronto como se publiquen y en su base de datos se encuentra
desde el primer nimero editado en 1991.

Esa si que en nombre del comité editor, le solicito su apoyo para que esta iniciativa continie, mediante la
publicacion de sus documentos en esta revista.

Las instrucciones para autores yo tras informaciones adicionales pueden ser consultadas en nuestra pagina web
www.fcv.luz.edu.ve Revista Cientifica. Aquellos autores interesados en publicar deberan enviar sumanuscrito(s) al
correo electronico: revistafcv@gmail.com o revista@fcv.luz.edu.ve.

Saludos cordiales,

Dr. Mario Pérez Barrientos
Editor Jefe
Revista Cientifica de Veterinaria

@ revistafcv@gmail.com
www.fcv.luz.edu.ve/ www.scielo.org.ve/ www.redalyc.org/ www.saber.ula.ve/




UNIVERSIDAD DEL ZULIA

REVISTA CIENTIFICA

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS
DIVISION DE INVESTIGACION

Dear Colleague,

The Revista Cientifica (RCV) is currently accepting manuscripts for publication. RCV publishes high-quality
solicited and unsolicited articles, in Spanish and English, in all areas of Veterinary Science. All articles published
in RCV will be peer-reviewed.

Our objective is to inform authors of the decision on their manuscript within eigth weeks of submission.
Following acceptance, a paper will normally be published in the next avaliable issue.

One key request of researchers across the world is open access to research publications. Revista Cientifica
Veterinaria is fully committed to providing free access to all articles as soon as they are published. We ask you to
support this initiative by publishing your papers in the journal.

Instruction for authors and other details are avaliable on our website www.fcv.luz.edu.ve Revista Cientifica.
Prospective authors should send their manuscript(s) revistafcv@gmail.com or revista@fcv.luz.edu.ve

Best regards,

Dr. Mario Pérez Barrientos
Chif Editor
Revista Cientifica de Veterinaria

@ revistafcv@gmail.com
www.fcv.luz.edu.ve/ www.scielo.org.ve/ www.redalyc.org/ www.saber.ula.ve/




INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

La REVISTA CIENTIFICA de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
del Zulia es una revista internacional que recibe trabajos para publicacién en las formas de
articulos cientificos originales no publicados, notas técnicas, cartas al editor y revisiones
bibliograficas requeridas por el Comité Editorial. Como excepcién a la condicién de no publi-
cado, podran considerarse articulos que en forma completa o parcial hayan sido publicados
en memorias de reuniones cientificas de limitada circulacién. Cualquier otra circunstancia
debe ser explicada a la Oficina Editorial al momento del envio. Las cartas al editor deben
contener comentarios Utiles acerca de material publicado en la REVISTA CIENTIFICA. La
meta de publicar estas cartas es contribuir al intercambio constructivo de ideas y puntos
de vista, con beneficios para la comunidad cientifica y para la REVISTA CIENTIFICA. La
aceptacion de cartas al editor dependera de la decisiéon del Comité Editorial.

Para publicaciones como articulos cientificos, notas técnicas y cartas al editor se acep-
tan como lenguajes tanto el espafiol como el inglés. Las revisiones bibliograficas seran
escritas en el idioma inglés y no se aceptan mas de dos autores, los cuales deben tener
experiencia cientifica comprobada en el tépico propuesto. Sin embargo, trabajos extensos
de edicion para corregir lenguaje no se ofrece. Por tanto, los autores deben hacer revisar
sus articulos por expertos con sélidos conocimientos de gramatica, sintaxis y estilo de la
escritura cientifica. El uso inapropiado del lenguaje puede conllevar al rechazo temporal
de un articulo. Todos los articulos recibidos seran revisados en su forma y contenido por 3
expertos reconocidos usando el método del doble ciego.

Los articulos deben abordar aspectos relacionados a las areas de la medicina veteri-
naria, produccién animal y economia agropecuaria, salud publica vinculada a las ciencias
veterinarias (zoonosis), tecnologia de alimentos y vida silvestre. La aceptacién de articulos
que aborden cualquier otro tipo de tdpicos relacionados sera discutida por el Comité Editor.
Aungue no de manera restringida, REVISTA CIENTIFICA enfatiza en la publicacién de infor-
macion cientifica generada en zonas tropicales y subtropicales, o de aplicabilidad tropical.
El contenido de los articulos debe representar una contribucion significativa al cuerpo del
conocimiento cientifico y debe reunir ademas los requerimientos siguientes:

1. Originales. Los articulos deben ser enviados con una carta de acuerdo entre los
autores. En esta carta, el autor responsable y los co-autores deben declarar que
el articulo enviado no ha sido publicado previamente, asi como su aprobacién con
respecto a la forma y contenido. La firma de todos los autores debe ser incluida. Los
manuscritos deben ser escritos en letra Arial, tamafio 12 ptos, a doble espacio y no
mas de 20 paginas, colocando en la primera pagina la informacion referente al titulo
del trabajo (espafiol, ingles), autores y la afiliacién institucional, comenzando la se-
gunda pagina con el resumen y abstract. Los cuatro margenes seran de 2 cm. Todas
las paginas deben estar numeradas consecutivamente y los nimeros de linea deben
ser impresos en cada pagina (empezando con 1 en cada pagina) para mayor facilidad
de referencia para los revisores. Se recomienda enviar el articulo al correo electrd-
nico revistafcv@gmail.com en formato Word. Recomendamos usar “. Doc” en lugar
de “. Docx”, por posibles problemas de incompatibilidad. Las tablas, figuras y anexos
deben incluirse en hojas separadas (pero en el mismo documento de Word), una por
pagina. Si el articulo es aceptado, se anexaran las figuras y/o fotos de manera inde-
pendiente.Los articulos deben ser inéditos y no haber sido enviados a otra revista.
Todos los trabajos aceptados pasan a ser propiedad de la REVISTA CIENTIFICA. Los
articulos deben contener: Titulo y resumen (espafiol e inglés), introduccién, materia-
les y métodos, resultados y discusién, conclusiones e implicaciones, agradecimiento
y referencias bibliograficas.

2. Titulo. El titulo debe describir la esencia del articulo de manera clara y concisa,
debiendo aparecer en espafiol e inglés. Debe incluirse un titulo corto para ser usado
como tope de pagina.

3. Autores. Todos los autores deben ser listados por su nombre completo en el orden
respectivo (nombres y apellidos) dejando un espacio debajo del titulo. Si trae dos
apellidos deben separase por un guién. El numero de autores es ilimitado. Excep-
ciones deben ser requeridas por escrito al Editor-Jefe por medio de una carta ex-
plicativa, especialmente cuando los autores pertenezcan a instituciones diferentes.
La afiliacién institucional de los autores debe ser sefialada mediante numerales su-
perindices, y con un asterisco superindice al autor para correspondencia. Seguido
al asterisco superindice, debera indicarse teléfono, fax y/o direccion electronica del
autor para correspondencia. No se acepta colocar en los autores de cada referencia,
los términos “y col” 6 “et al”. Deben colocarse todos los autores reales de un articulo.

4. Resumen. En espafiol e inglés con un maximo de 300 palabras y comenzando en
la segunda péagina del manuscrito. Para un apropiado uso del lenguaje y estilo, se
recomienda consultar con un experto.

5. Palabras clave. Estas son necesarias para la ubicacion del trabajo en indices in-
ternacionales y bases de datos. Incluir un maximo de 5, en espafiol e inglés en el
resumen y abstract, respectivamente. Deben ser separaradas con punto y coma.

6. Tablas. Deben citarse apropiadamente en el texto luego de ser nombradas, identifi-
cadas y enumeradas consecutivamente con nimeros romanos. El encabezamiento
debe ser conciso y descriptivo. Abreviaciones o simbolos deben ser explicadas al pie
de la tabla. El encabezamiento debe ir sobre la tabla en mayusculas, en espafiol o
inglés, dependiendo del idioma en que el trabajo fue escrito; no ambos simultanea-
mente. No se aceptan fotocopias. Las tablas deben. Haga las tablas tan simples
como sea posible. Las tablas deben ser auto-explicativas con el encabezamiento y

notas al pie, permitiendo su comprension sin necesidad de recurrir o referir el texto,
no se aceptan referencias bibliograficas en las tablas.

7. Figuras. Incluyen fotografias y gréficos. Las figuras deben citarse apropiadamente
en el texto inmediato a su sefialamiento, identificadas y enumeradas consecutiva-
mente usando numeros arabigos. El encabezamiento debe ser conciso y descriptivo,
debiendo colocarse debajo de la figura en mayusculas, en espafiol o inglés, depen-
diendo del idioma en que el trabajo fue escrito; no ambos simultdneamente. No se
aceptan fotocopias. Las fotografias deben ser identificadas en el reverso con un nd-
mero y una flecha indicando la orientacién correcta. En los casos de microfotografias,
debe indicarse la magnificacion usada. Figuras a color son normalmente impresas en
blanco y negro con la aprobacién del autor.

8. Conclusiones: Las mismas deben ser claras y precisas en ellas no se aceptan lla-
mados a Referencias Biograficas

9. Agradecimiento. Sélo se aceptan agradecimientos institucionales.

10. Referencias Bibliograficas. Deben presentarse en una lista numerada y en estricto
orden alfabético. Deben ser citadas en el texto (en orden cronolégico) usando nime-
ros arabigos entre corchetes. Estos nimeros deben parearse con los de la lista de
referencias bibliograficas. No se aceptan como referencias trabajos no publicados,
articulos de periddicos o revistas populares ni comunicaciones personales. Evite el
uso excesivo de literatura no arbitrada (e.g., libros, manuales, referencias electro-
nicas en exceso, etc.). No deben citarse resimenes, a menos que sean la Unica
referencia en relacion a un aspecto importante. Los autores son responsables del
uso correcto y presentacion de las referencias. No se permiten citas bibliograficas
en el Resumen, abstract ni en Conclusiones, en Tablas y Figuras. Los siguientes son
ejemplos recomendados:

Revistas:

[11 MARQUEZ, E.J.; BARBOZA DE M, Y., IZQUIERDO, P. Studies on the
incorporation of bovine plasma in emulsion type of meat products. J. Food Sci.
Tech. 34:337-339. 1997.

[2] ALVAREZ, R.,; VACCARO, L.; VACCARO, R.; VERDE, O.; RIOS, L.; MEJIAS,
H. Estimation of weights of dual purpose calves from body measurements. Rev.
Cientif. FCV-LUZ. IX (6): 502-507. 1999.

Libros: Deben sefialarse, después de los autores, el titulo del tema consultado en el texto
(no capitulo), seguido de En: o In: (dependiendo del idioma) y titulo del libro (en renegrido).
Luego, los nombres de los editores, si los hay, finalizando con (Ed. o Eds.).

[11  LEELAND, W.W. Steady state kinetics. In: The Enzymes. Boyer, P. (Ed.). 2nd
Ed. Academic Press, New York. 66 pp. 1970.

[2] LOOSE-MITCHELL, D.S.; STANCEL, G.M. Estrogens and progestagens. In:
The Pharmacological Basis of Therapeutics. Hardman, J.G., Limbird, L.E.;
Goodman-Gilman, A. (Eds.). 10th Ed. McGraw Hill, New York, Pp 1613-1651.
2002.

Memorias: Debe sefialarse después del nombre del evento (en renegrido), el lugar, fecha
de realizaciéon del mismo. Las paginas deben sefialarse seguidas de pp.

[11 EDDI, C. Distomatosis, epidemiological and economic aspects of this zoonosis.
Proc. Symposium on the Epidemiology of Foodborne Parasitic Zoonoses.
P:A:H:0:/W:HO Latin American Congress of Parasitology. | Uruguayan
Congress of Parasitology. Montevideo. 03/25-29. Uruguay: Pp 50-59 pp
1997.

[2] FARIA, M.H.; TONHATI, H.; NADER-FILHO, A., DUARTE, J.M.C. Milk
production and some constituents in two buffalo herds in Sdo Paulo State,
Brazil. Proceeding 5th World Buffalo Congress. Caserta, 10/13-16. Pp 30-
38.1997.

Referencias electrénicas: No se aceptan referencias electrénicas a menos que sean tra-
bajos arbitrados, boletines o comunicaciones respaldadas por instituciones cientificas. Evite
el uso excesivo de este tipo de referencias. En tales casos, estas referencias deben incluir:
autor(es), titulo del trabajo, y el afio del trabajo. Institucion(es) que la respaldan. Luego se
coloca: En Linea: o On Line: (dependiendo del idioma), seguido de la pagina web consulta-
da, y finalmente, la fecha de consulta. Ejemplo:

[1] FERNANDEZ, M.A. Manejo de la calidad de la dieta. 2005. La Mafiana
(Suplemento) Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA). Argentina.
En Linea: http://www.lamafiana.com.ar/html. 01/12/2005.

MUY IMPORTANTE: Cuando un trabajo sea devuelto a la Revista previamente corregido
por los autores, no podra ser sometido a correccién posterior a su publicacion.




GUIDE FOR AUTHORS

The REVISTA CIENTIFICA from the Faculty of Veterinary Medicine, Universidad
del Zulia is an international journal that receives submissions for publication in the form
of original and unpublished manuscripts, technical notes, letters to the editor, and those
review articles requested by the Editorial Board. Exceptions to the unpublished condition
include the complete or partial publication in scientific meeting proceedings with limited
circulation. Any other circumstance should be explained to the Editorial office at the moment
of submission. The letters to the editor must contain useful comments on material published
in the journal. It is the goal that publication of such letters may contribute to a constructive
exchange of views with benefits to both the scientific community and the journal. Acceptance
of submitted letters will depend upon decision of the Editorial.

For publications such as scientific papers, technical notes and letters to the editor
are accepted as both languages Spanish and English. Literature reviews will be written in
English and no more than two authors are accepted, whose must have scientific expertise
in the proposed topic. Extensive editing to correct language is not available. Hence, authors
should have their manuscripts reviewed by experts with solid knowledge on spelling,
grammar, syntax and scientific writing style. Misused and inappropriate language may lead
to temporal rejection of a manuscript. All submissions will be reviewed in their form and
content by 3 recognized experts using the method of double blind.

Manuscripts must deal with aspects related to the fields of veterinary clinical sciences,
animal production and agricultural economic, public health related to veterinary sciences,
food technology related to animal products and wild life. Acceptance of manuscripts dealing
with any other type of related topics will be discussed by the Editorial Board. Although
not restricted to, REVISTA CIENTIFICA emphasizes on publishing scientific information
generated from tropical and subtropical zones or with tropical applicability. The content of
manuscripts should add significant contribution to the body of scientific knowledge and must
meet the following requirements:

1. Originals. Manuscripts should be submitted together with an author agreement
letter. In such letter, the responsible author and co-authors should declare the
unpublished condition of the material and their agreement on the form and content
of the manuscript. Signatures of all, the responsible author and co-authors should be
included. Manuscripts should be written in Arial, 12-point font, with 2.0 spaced and
not more than 20 pages, It should be sent by email to revistafcv@gmail.com, placing
on the first page the information about the title of the work (Spanish, English), authors
and institutional affiliation, starting second page with abstract. The four margins will
be 2.0 cm. All pages should be numbered consecutively, and line numbers should be
printed on each page (starting with 1 on each page) to facilitate ease of reference for
the reviewers. In Word format as a unique file; we encourage to use .doc files. It is
recommended to submit rewritable CD in a single file, with tables, figures and annexes
avoiding use of .docx files, for possible incompatibility problems. Separate figure files
will be required if the manuscript is accepted. Tables, figures and appendices should
be included on separate sheets (but in the same Word document), one per page if the
article is accepted, figures and / or photos independently be annexed. Manuscripts
should be in edit and not sent to any other journal. All accepted manuscripts become
property of REVISTA CIENTIFICA. Manuscripts must contain: Title, abstract (English-
Spanish), introduction, materials and methods, results and discussion, conclusions
and implications, acknowledgement, and bibliographic references.

2. Title. The title should describe the essence of the manuscript in a very clear and
concise manner. It should appear in both, English and Spanish. A short title to be used
as a head page running title should be also included.

3. Authors. Leaving a space below the title, all authors must be listed with full names
in the respective order (first names and last names). List of authors is unlimited. Use
superscript numbers to match institutional affiliation of authors and a superscript
asterisk to identify the corresponding author. Matching the superscript numbers, the
institutional affiliation and current address of all authors should be provided. Likewise,
matching the asterisk symbol, telephone and fax numbers and e-mail address of the
corresponding author should be included.

4. Abstract. In Spanish and English with a maximum of 300 words and starting on the
second page of the manuscript. For an appropriate use of language and style, it is
recommended to consult with an expert. Bibliographic references are not accepted.

5. Key words. These are necessary for placement in international indexes and
databases. Maximum of 5, in English and Spanish accordingly with abstracts,
separated with dot and semicolon.

6. Tables. These should be appropriately cited in the text and must be identified and
consecutively numbered using Roman numerals. A concise and descriptive heading
is requested. Abbreviations or symbols should be explained in a caption below the
table. Title must be above the table in capital letters. Title should be presented in both,
in Spanish or English, depending of the language in which the work was written, no
simultaneously. Xerox copies will not be accepted Keep tables as simple as possible.
Tables are self-contained with the title and footnotes providing all information to
understand the table without referring the text separated with semicolon. Tables
should be included in the text immediately after mentioning them.

7. Figures. These include both photographs and graphs. Figures should be appropriately
cited in the text and identified and consecutively numbered using Arabic numerals. A
concise and descriptive heading is requested. Title must be below the figure in capital
letters. Title should be presented in both, in Spanish or English, depending of the
language in which the work was written, no simultaneously. Xerox copies will not be
accepted. Photographs should be identified on the back by number and an arrow
indicating the correct orientation. When a microphotograph is used, the magnification
used should be indicated. Photographs and Figures should be included in the text
immediately after mentioned.

8. Acknowledgment. Only institutional acknowledgments are allowed.
9. Conclusions: Clear and precise. Bibliographic references are not acepted.

10. Bibliographic references. These must be presented in a numbered list organized
in a strict alphabetical order. References should be cited in the text in chronological
order, using Arabic numbers between brackets. These numbers should be matched
with the ones on the bibliographical references list. Unpublished works, newspaper
or popular magazines articles, and personal communications are not accepted as
references. Avoid the excessive use of non-peer reviewed material (e.g., books, hand-
books). Abstract should not be cited unless it is the only available reference to an
important concept. Authors are responsible for the correct use and presentation of
Bibliographic cites, are not permitted in Abstract, Conclusions, Tables and Figures.
The following are recommended examples:

Journals:

[11 MARQUEZ, E.J.; BARBOZA DE M, Y., IZQUIERDO, P. Studies on the
incorporation of bovine plasma in emulsion type of meat products. J. Food Sci.
Tech. 34:337-339. 1997.

[2] ALVAREZ, R.; VACCARO, L.; VACCARO, R.; VERDE, O.; RIOS, L.; MEJIAS, H. Estimation
of weights of dual purpose calves from body measurements. Rev. Cientif. FCV-LUZ. IX
(6): 502-507. 1999.

Books: After the authors should be included title of the consulted topic or theme in the book
(no chapter) followed by In: and title of the book (in black letters). After that, the names of the
Editors, if there are, followed by (Ed. or Eds.).

[11 LEELAND, W.W. Steady state kinetics. In: The Enzymes. Boyer, P. (Ed.). 2nd
Ed. Academic Press, New York. 66 pp. 1970.

[2] LOOSE-MITCHELL, D.S.; STANCEL, G.M. Estrogens and progestagens. In: The
Pharmacological Basis of Therapeutics. Hardman, J.G., Limbird, L.E.; Goodman-
Gilman, A. (Eds.). 10th Ed. McGraw Hill, New York, Pp 1613-1651. 2002.

Proceedings: After the event name (in black letters) should be included the place, date
and country of the event. The pages should be finalized with “pp for total pages or Pp for
consulted pages.

[11  EDDI, C. Distomatosis, epidemiological and economic aspects of this zoonosis.
Proc. Symposium on the Epidemiology of Foodborne Parasitic Zoonoses.
P:A:H:0:/W:HO Latin American Congress of Parasitology. | Uruguayan
Congress of Parasitology. Montevideo. 03/25-29. Uruguay: Pp 50-59. 1997.

[2] FARIA, M.H.; TONHATI, H.; NADER-FILHO, A.; DUARTE, J.M.C. Milk production and
some constituents in two buffalo herds in Sdo Paulo State, Brazil. Proceeding 5th
World Buffalo Congress. Caserta, 10/13-16. Italy. 140 pp 1997.

Electronic references: Electronic references are not accepted unless these are peer
reviewed manuscripts, bulletins or communications supported by scientific institutions. Avoid
the excessive use of this type of references. For such cases, the on-line references must
include: authors, title of the work, year of the work, institution that support the work. Later On
Line: not under line followed by the consulted web and the complete consult date.

[11 FERNANDEZ, M. A. Manejo de la calidad de la dieta. 2005. La Mafiana
(Suplemento) Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA). Argentina.
En Linea: http://www.lamafiana.com.ar/html. 01/12/05

VERY IMPORTANT: When a manuscrit is returned to the Journal, previously corrected by
the authors, it won't beable to be subjected to later corrections after publishing.




| SOLICITUD DE SUSCRIPCION
| ANO 2020

| Favor enviarme 1 afio (4 nimeros) de la REVISTA CIENTIFICA

Coato Anual: Bs. 5.000,00
| Costo en la Cuenta Corriente 0105-0177-66-1177019582 del Banco Mercantil
| a nombre de: UNIVERSIDAD DEL ZULIA

| Nombre:

| Direccion:

| Ciudad: Pais:
| Teléfono: Fax:
| Actividad:

| ORDER FORM
| YEAR 2020

Please send me 1 year (4 issues) of the REVISTA CIENTIFICA
| for US $160.00 surface mail
| Payment enclosed to: UNIVERSIDAD DEL ZULIA

Check No. Bank: Date:

| Name(please print):

| Addressed to:

| City:

State: Zip Code: Country:




Estampilla

REVISTA CIENTIFICA

Facultad de Ciencias Veterinarias
Universidad del Zulia

Ciudad Universitaria

Nucleo Agropecuario.

Maracaibo. Estado. Zulia - Venezuela
Teléfono - Fax:(58-261)4126158
E-mail:revistafcv@gmail.com
http://www.fcv.luz.edu.ve
http://www.scielo.org.ve
http://lwww.redalyc.org/
http://www.saber.ula.ve/EstampillaStamp
http: //www.serbi.luz.edu.ve

http: //produccioncientifica.luz.edu.ve
http: //www.serbi.luz.edu.ve

http: //produccioncientifica.luz.edu.ve

Stamp

REVISTA CIENTIFICA

Facultad de Ciencias Veterinarias
Universidad del Zulia

Ciudad Universitaria

Nucleo Agropecuario.

Maracaibo. Estado. Zulia - Venezuela
Teléfono - Fax:(58-261)4126158
E-mail:revistafcv@gmail.com
http://lwww.fcv.luz.edu.ve
http://www.scielo.org.ve
http://www.redalyc.org/
http://www.saber.ula.ve/EstampillaStamp
http: //www.serbi.luz.edu.ve

http: //produccioncientifica.luz.edu.ve
http: //www.serbi.luz.edu.ve

http: //produccioncientifica.luz.edu.ve



Hemos recibido el Vol. XXX N° 2 2020 de la REVISTA CIENTIFICA
| Facultad de Ciencias Veterinarias - LUZ.

Nombre:
: Institucion:
| Direcciodn:
| Telf: Ciudad: Pais:
| Fecha: Suscripcion-Canje:

Por favor acuse recibido a fin de que la entrega no sea interrumpida.

We acknowledge the receipt of Vol. XXX N° 2 2020 of REVISTA CIENTIFICA
Facultad de Ciencias Veterinarias - LUZ.

| Name:

| Institution:

| Address:

| Telph: City: Country:
| Date: Suscription-Exchange:

Plaase acknowledge the receipt, so that the remittance may not be interrupted.



UNIVERSIDAD DEL ZULIA

DIVISION DE INVESTIGACION
Vol. XXX (2) 2020

Index
E D T O R A L ... et e ettt e — e e

Medicina Veterinaria / Veterinary Medicine

THE EFFECT OF TIBIAL TUBEROSITY ADVENCEMENT (TTA) ON CAUDAL CRUCIATE LIGAMENT
(CACL) RIGIDITY IN CANINE STIFLE JOINT UNDER CRANIAL FEMORAL DRAWER. COMPARISON
BETWEEN INTACT, CRANIAL CRUCIATE LIGAMENT-DEFICIENT (CRCL-DEFICIENT) AND TTA
KNEE: AN IN-VITRO EXPERIMENTAL STUDY

Marta Musté-Rodriguez and Elsa Pérez-Guindal*..............ccooiiiieiiii oo

POLYCYSTIC KIDNEYS AND OVARIAN CYST IN A DONKEY: A CASE
Abelardo Morales-Bricefio'?, Aniceto Méndez-Sanchez', Maria Morales-Bricefio® and Cesar Castillo-Torb

CLINICAL AND HISTOPHATOLOGICAL CHARACTERIZATION OF SKIN PYTHIOSIS IN A DONKEY
(EQUUS ASINUS AFRICANUS) TREATED WITH TRIAMCINOLONE ACETONIDE
José Cardona-Alvarez'’, Bernardo Reyes-Bosa? and Mastoby Martinez-Martinez®.............ccccoovevvenneennen.

Produccion Animal / Animal Production

EVALUATION OF THE PHYSICOCHEMICAL, HYGIENIC AND MICROBIOLOGICAL QUALITY OF
MILK IN A COLLECTION CENTER IN BOYACA - COLOMBIA

Olga Lucia Torres-Neira™, Yesid Orlando Gonzalez-Torres?, Claudia Constanza Pérez- Rubiano®, Martha
Isabel Martinez-Martinez* Yurley Daniela Nausa-Patifio and José ManuelMora-Parada®...............cccccceeeeenee.

CHARACTERIZATION OF LEPTIN GENE POLYMORPHISMS IN CARORA SIRES
Saul Salazar-Sequea', Oscar De La Rosa?, Alexis Marques-Urdaneta?, Lourdes Vilanova F® and Belkys
RV ETe [0 1Y Y =Ty T LS

ASSESSMENT OF MEAT BY-PRODUCTS BY THREE PROCESSING METHODOLOGIES IN AFRI-
CAN CATFISH (Clarias gariepinus)
José Llanes- Iglesias ', Anaysi Portales - Gonzélez " and Urselia Hernandez - LOpez>..........cccccveveeeeeenen.

REVISTA CIENTIFICA

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS

Pag.

57

59

65

70

75

82

94




UNIVERSIDAD DEL ZULIA

DIVISION DE INVESTIGACION
Vol. XXX (2) 2020

Indice
EDITORIAL......eie ettt ettt et e e et et e e s bt e b e en bt e es e e emseess bt e seeeste e beeemseenseeenseenneeenbeeaneeenseeans
Medicina Veterinaria / Veterinary Medicine

EFECTO DEL AVANCE DE LA TUBEROSIDAD TIBIAL (ATT) SOBRE LA RIGIDEZ DEL LIGAMENTO
CRUZADO CAUDAL EN ARTICULACION DE RODILLA CANINA BAJO FUERZA FEMORAL CRANIAL.
COMPARACION ENTRE RODILLA INTACTA, CON ROTURA DE LIGAMENTO CRUZADO CRANIAL Y
CON LA ATT: ESTUDIO EXPERIMENTAL IN-VITRO

Marta Musté-Rodriguez y Elsa P&rez-Guindal®.............cccoooiiiiiiiii e

RINONES POLQUISTICOS Y OVARIOS QUISTICOS EN UN BURRO: UN CASO
Abelardo Morales-Bricefio'?, Aniceto Méndez-Sanchez', Maria Morales-Bricefio® y Cesar Castillo-Torbe

CARACTERIZACION CLINICA E HISTOPATOLOGICA DE PYTHIOSIS CUTANEA EN UNA BURRA
(Equus asinus africanus) TRATADA CON ACETONIDA DE TRIAMCINOLONA
José Cardona-Alvarez'’, Bernardo Reyes-Bosa? y Mastoby Martinez-Martinez®............cccccocoveeevveiieneeene.

Produccion Animal / Animal Production

EVALUACION DE LA CALIDAD FISICOQUIMICA, HIGIENICA Y MICROBIOLOGICA DE LA LECHE EN
UN CENTRO DE ACOPIO EN BOYACA - COLOMBIA

Olga Lucia Torres-Neira", Yesid Orlando Gonzalez-Torres?, Claudia Constanza Pérez- Rubiano®, Martha
Isabel Martinez-Martinez* Yurley Daniela Nausa-Patifioy José Manuel Mora-Parada®................ccccovevuennne.

CARACTERIZACION DE POLIMORFISMOS DEL GEN LEPTINA EN SEMENTALES DE LA RAZA
CARORA

Saul Salazar-Sequea', Oscar De La Rosa?, Alexis Marques-Urdaneta?, Lourdes Vilanova F® y Belkys
RV ETe (V1Y V.= T T USSR

EVALUACION DE SUBPRODUCTOS CARNICOS POR TRES METODOLOGIAS DE
PROCESAMIENTO EN BAGRE AFRICANO (Clarias gariepinus)
José Llanes- Iglesias ', Anaysi Portales - Gonzalez 'y Urselia Hernandez - Lopez2...........ccccceveeevecivnneen..

REVISTA CIENTIFICA

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS

Pag.

57

59

65

70

75

82

94




