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1. Antecedentes.

1.1. Produccion.

1.1.1. Produccion de cerdo de cebo en la Union Europea y en Espafia.

La actividad ganadera aporta en Espafia en torno a un 40% de la produccion
final agraria (Fuente M.A.P.A 2006). Dentro de la ganaderia el sector porcino es el
primero de nuestro pais con una produccién anual que supone mas de 4.000 millones de
euros al afio, lo que le coloca como el segundo productor de Europa de los 27 por
debajo solo de Alemania (Figural).
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Figural: Produccion de carne de cerdo en la UE.

Dentro de Espafia, la Region de Murcia es la sexta comunidad autonoma en
términos de produccion de carne de cerdo (Figura 2). La distribucion del ganado
porcino en la regiéon de Murcia se caracteriza por la alta concentracion de los animales
de la especie en un reducido ndmero de municipios siendo Lorca, Murcia y Fuente
Alamo los que albergan la mayor parte de los efectivos de porcino. Ademas, hay que
tener en cuenta que la Region de Murcia es una comunidad uniprovincial, situandose, en
la segunda provincia con mayor censo porcino despueés de Lleida, y la tercera en

produccion de carne tras Barcelona y Girona (MAPA, 2003).
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DISTRIBUCION DE LA PRODUCCION DE CARNE DE CERDO POR CC. AA.
(Toneladas, ano 2004)
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Figura 2: Distribucion de la produccién de carne de cerdo por CC

AA.

Dentro de la Regién de Murcia en contribucién a la Produccion Final Ganadera

de las distintas especies se obtiene en el afio 2003 una aportacién del porcino del 61,5%,

de la carne de ovino y de caprino del 15,1%, de la carne de pollo 6,9%, de la carne de

vacuno 5,7%, de la leche de cabra 2,5% y de la leche de vaca 2,4% (figura 3).
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Figura 3. Contribucidon a la PFG en la Region de Murcia de las especies

ganaderas en el afio 2003.
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1.1.2. Sistemas de produccidn porcina en Espafia y razas asociadas.

Clasicamente, se consideran tres sistemas de explotacién: Intensivo, extensivo y
semi-extensivo, dentro de cada uno de ellos caben numerosas variantes 0 modalidades

que responden a necesidades o finalidades concretas.

Sistema extensivo: Constituye un sistema tradicional de manejo basado en el
aprovechamiento de los recursos naturales que, con nuevas aportaciones, ha
permanecido a través del tiempo gracias a la adaptabilidad de determinadas razas. La
explotacion extensiva se caracteriza por utilizar animales de biotipos ambientales,
normalmente razas rasticas y autoctonas, con un limitado poder de transformacion y
bajos indices reproductivos, no seleccionados para una Unica aptitud, en un medio
desfavorable para el cultivo agricola rentable y del que dependen en gran medida para

su alimentacion, con unas exigencias minimas de capital y mano de obra especializada.

En Espafia este sistema de explotacion se lleva a cabo para el cerdo Ibérico, raza
autoctona del suroeste peninsular (Castilla-Ledn, Extremadura y norte de Andalucia)
que transforma los productos que le ofrece su ecosistema de dehesa en carne de alta
calidad. La dehesa se caracteriza por la coexistencia de encina, alcornoques y pastizales
de gramineas y leguminosas. La explotacion se divide en cuatro fases, denominadas de
cria (periodo de lactancia), recria, premontanera y montanera (aprovechamiento por
parte del ganado porcino de las bellotas producidas por las especies forestales de la

dehesa) o cebo.

El censo de cerdo ibérico representd en el afio 2004 el 10,4% del censo nacional porcino
(MAPA, 2004) concentrandose en Extremadura (54,2%, destaca Badajoz con el 47,3%)
y Andalucia (36,9%). En Extremadura el 92,9% de su censo porcino es ibérico y en
Andalucia lo es el 35,9%. Dentro de Castilla-Leon, hay que destacar Salamanca, donde
se concentra el 97 % del censo y se produce el jamén curado con Denominacion de

Origen Protegida de Guijuelo.
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Sistema intensivo: Supone una forma de explotacion altamente tecnificada
dirigida a situar al ganado en condiciones tales que permitan obtener de él altos
rendimientos productivos en el menor tiempo posible. Se caracteriza por un control
completo sobre los animales seleccionados para una determinada aptitud, aportando los
medios necesarios como alimentacion, mano de obra, instalaciones, etc para posibilitar

maximizar las producciones.

El sistema de produccion porcino mayoritario en Espafia es intensivo, forma de
producir que en principio puede considerarse estresante para los animales en cuanto son
sometidos a ambientes inadecuados o se les priva de satisfacer necesidades
determinadas. Las razas porcinas utilizadas en Espafia en sistemas intensivos son
importadas, si bien ya dentro del pais pueden ser sometidas a un proceso de seleccion.
En la produccion porcina intensiva es frecuente usar hembras cruzadas y a veces
también machos cruzados para aprovechar las ventajas que presentan esos animales
cruzados y, por otro lado, porque de esta forma se abaratan los elevados costes de la
mejora genética. Aunque en los cruces pueden usarse dos o tres razas, el cruce con tres
razas es el mas extendido en Espafia. Las razas mas usadas suelen ser Landrace y Large
White (razas mejoradas de aptitud mixta) para producir hembra hibrida y como macho
finalizador se usa un macho conformado como el Blanco Belga (raza especializada en
produccion muscular) y también cruces de razas conformadas (Pietrain, Blanco Belga,
razas sintéticas formadas a partir de varias razas) con Duroc o Large White para evitar

problemas asociados al estrés porcino.

Fotol: Pietrain, Large White y Landrace.
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1.1. Bienestar animal.

El término de bienestar animal es dificil de definir. Es todo lo relativo al confort
animal, y que esta mas alla de la mera falta de enfermedad, abarcando el completo
estado de bienestar fisico. Es la realidad que considera al animal en un estado de
armonia en su ambiente y la forma por la cual reacciona frente a los problemas del
medio, teniendo en cuenta su confort, su alojamiento, trato, cuidado, nutricién,
prevencion de enfermedades, cuidado responsable, manejo y eutanasia humanitaria

cuando corresponda.

El bienestar animal tanto en las explotaciones ganaderas, como en el transporte
del ganado y en el sacrificio, es una preocupacion creciente en la sociedad actual
(Herranz Herranz A; Lopez Colmenero J. 2003) y las normativas europeas son cada vez
mas exigentes en este sentido (Real Decreto 1135/2002 relativo a las normas minimas
para la proteccion de cerdo; Reglamento 1/2005 del Consejo, de 22 de diciembre de
2004, relativo a la proteccion de los animales durante el transporte y las operaciones
conexas; Real Decreto 54/1995, de 20 de enero, sobre proteccion de los animales en el

momento de su sacrificio 0 matanza).

De esta normativa se pueden destacar varios puntos. Desde el punto de vista del
manejo de animales, se establece, entre otras cuestiones, la edad de destete, las
condiciones para llevar a cabo mutilaciones, o condiciones sobre el tipo de suelos
utilizables; ademas, los animales deben tener acceso permanente a materiales para su
manipulacion. También se establece de un nivel maximo de ruido y minimo de luz. Por
otra parte, es obligatorio que el personal encargado del cuidado de los animales haya

recibido formacion especifica sobre bienestar animal.


http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Regulation&an_doc=2005&nu_doc=1
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1.2.1. Indicadores de bienestar animal.

La suposicion de que el estrés se refiere a un simple fenémeno fisiologico es
indeseable, y un solo caracter fisiolégico o de comportamiento no puede contestar las
cuestiones relativas a la calidad de vida de varios sistemas de produccion alternativos,

especialmente cuando hay factores estresantes permanentes y sutiles.

Los animales pueden ser estresados tanto fisicamente (temperatura, gases
nocivos ambientales, hambre, sed, dafio, ruido, etc.) como psicoldgicamente (sujecion,
manejo, novedad, etc.). EI miedo es el principal estresante psicolégico y depende de
factores genéticos y de experiencias previas. La duracion de la inmovilidad muscular es
un buen indicador del bienestar psicologico asociado con el miedo. Las caracteristicas
principales de esta inmovilidad muscular son estrés, ausencia de patologias fisicas,

movimientos de cabeza, 0jos, orejas y patas y sensibilidad a la electricidad.

Para medir el bienestar es preferible usar distintos criterios simultaneamente,
tanto fisiologicos e inmunolégicos, como aquellos relacionados con la salud, la
reproduccion, la productividad y el comportamiento (miedo, dolor, frustracion). Sin
embargo, una dificultad obvia es que la respuesta dependera del peso dado a cada
componente, y otra es que cada componente puede producir diferentes respuestas. Dado
que el comportamiento tiene un papel particularmente importante que desempefiar en el
bienestar, muchos investigadores usan el comportamiento como el Unico o el principal
indicador de bienestar. Por el contrario, el uso de la reduccion en aptitud bioldgica
(mortalidad, retraso reproductivo, reduccion en nimero de hijos, etc.) como criterio de

estrés es complicado.

1.2.1.1. Indicadores de estrés a corto plazo.

Los indicadores de problemas de bienestar a corto plazo incluyen el ritmo
cardiaco, el ritmo respiratorio, la alteracion de la funcion adrenal, la de la quimica
cerebral y del sistema de defensa. Los indicadores de estrés a corto plazo mas aceptados

son.
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1. Hormonas adrenales: adrenalina, Cortisol y corticoresterona

Mosti y Palm. (2002) y Mormede y col. (2007) consideran las hormonas
adrenales como indicadores de estrés a corto plazo, pudiendo ser medidas en sangre,
saliva y orina. La medicién en sangre no resulta adecuada debido a que la toma de
muestra induce estrés y puede alterar los resultados, siendo la mas conveniente la orina
por ser la principal via de excrecion ademéas de almacenar las hormonas sintetizadas

entre micciones.

La adrenalina es una hormona vasoactiva secretada en situaciones de alerta por
las glandulas adrenales. Entre los efectos fisioldgicos que produce esta el aumento, a
través de su accion en higado y masculos, de la concentracion de glucosa en sangre.
Esto se produce porque la adrenalina moviliza las reservas de glucégeno hepatico y
también las musculares. Otras funciones son aumentar la tension arterial, aumentar el
ritmo cardiaco, dilatar la pupila para tener una mejor visién y aumentar la respiracion,
por lo que se ha usado como medicamento contra el asma. Puede estimular al cerebro
para que produzca dopamina, hormona responsable de la sensacion de bienestar,

pudiendo crear adiccion.

El cortisol es el principal glucocorticoide (hormonas formadas por otras
hormonas) segregado por la corteza suprarrenal humana y el esteroide mas abundante
en la sangre periférica. Esta hormona y sus alteraciones se han relacionado con la
neurogénesis (produccion de las células del sistema nervioso central, es decir, de
neuronas y células gliales), especialmente en adultos, lo cual a su vez se ha visto como
uno de los factores incidentes en la depresion humana. El cortisol ademas de promover
la sintesis de glucosa a través de diferentes vias (como la formacion de glucosa a partir
del glucdgeno encontrado en musculos o en higado) disminuye la cantidad de proteina
de los tejidos periférico, por lo tanto aumenta la sintesis de proteinas plasmaticas y de
proteinas del higado. Es una hormona que se libera en grandes cantidades en momentos
de estrés, potenciando las vias metabdlicas catabolicas, por lo tanto elevando la
concentracion de glucosa, aminoacidos, y lipidos (este ultimo importante en la secrecién
cronica de cortisol, dando como consecuencia problemas de dislipedemias, que mas

tarde desemboca en problemas cardiovasculares).
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La corticosterona es otro glucocorticoide liberado junto al cortisol en la corteza
suprarrenal. En humanos se secreta en menos cantidad y aungue sus efectos no son
importantes, es un precursor de la aldosterona (hormona que actla en la conservacion
de sodio, generando potasio e incrementando la presion sanguinea). En otras especies la
corticosterona es el principal glucocorticoide, involucrandose en la regulacion del

metabolismo, las reacciones inmunoldgicas y las respuestas de estrés.

2. Proteinas de fase aquda (PFA).

Son un grupo heterogéneo de proteinas plasmaticas que se sintetizan en el
higado y cuya cantidad en la circulacion aumenta rapidamente en presencia de factores
estresantes como inflamacién e infeccion. Aquellas proteinas cuyas concentraciones
plasmaticas cambian al menos un 25% durante los estados inflamatorios se conocen
como proteinas de fase aguda. Existen muchas y el cambio en sus concentraciones
puede implicar bien un incremento con respecto a su concentracion basal (proteina C
reactiva—CRP, fibrindgeno, haptoglobina, ferritina) llamandose positivas, o un descenso
(albumina, transferrina) denominandose negativas. Varian mucho dependiendo de la
especie, siendo en el cerdo las mas importantes la Pig-Map, proteina C-Reactiva y la

haptoglobina.

La fase aguda se define como la actividad fisiopatoldgica que acompafa a la
inflamacion. Esta dirigida a prevenir los dafios, aislar y destruir a los patogenos
invasores y activar los mecanismos de reparacion necesarios. Mediante diferentes
caminos produce fiebre, catabolismo muscular, incremento de la lipdlisis y pérdida de
peso. Estos recursos que deberian dedicarse al crecimiento o la reproduccion se dedican
a mantener activo el sistema inmune, asi como a sintetizar anticuerpos y proteinas de

fase aguda. Es el denominado coste energético del estrés.

Las proteinas utilizadas por Lampreave y col. (1994), Lipperheide y col. (1998)
y Ceron y col. (2006) en sus estudios han sido: proteina C-Reactiva, haptoglobina,

amiloide A-sérica, alfa 1 glicoproteina acida, Pig-MAP, ceruloplasmina y fibrindgeno.

La proteina Alfa 1 glicoproteina acida (AAG) modula la respuesta celular. Es un

reactante de fase aguda sintetizado en el higado como respuesta a la inflamacion y dafio
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del tejido. El rango normal de individuos sanos es 50-120 mg/dl. Sin embargo, también
se observan niveles de AAG considerablemente altos en un nimero de condiciones tales
como enfermedades inflamatorias, infarto de miocardio agudo, trauma, embarazo y
cirugia. Las concentraciones de AAG aumentan rapidamente hasta 48 horas tras cirugia,
seguido de un cambio muy leve hasta unas 120 horas después, independientemente de la
gravedad de la lesién. Los niveles de AAG también son una atil herramienta de
diagnostico en recién nacidos con infecciones bacterianas, ya que la mayoria de los

recién nacidos con infeccion producen niveles elevados de AAG.

La proteina C- Reactiva (CRP) se produce en el higado cuando hay una
infeccion o inflamacién aguda en el cuerpo. Por la facilidad técnica para su
determinacidn tanto cualitativamente como cuantitativamente, su valoracion es la que se
utiliza en rutina como marcador de la respuesta de la fase aguda en la que los niveles de
CRP pueden elevarse hasta 1000 veces, convirtiéndolo en un excelente indicador

temprano de infeccion.

La Haptoglobina se une a un cierto tipo de hemoglobina (proteina en los
gldébulos rojos que transporta oxigeno) en la sangre. Se mide para valorar la velocidad a
la cual los globulos rojos son destruidos. Cuando los glébulos rojos mueren, proceso
Ilamado hemolisis, liberan su hemoglobina. El higado produce la haptoglobina y la
secreta en la sangre, esta encuentra y se enlaza a cualquier hemoglobina "libre", es
decir, la que no esta contenida dentro de los glébulos rojos. La concentracion de
hemoglobina libre normalmente es muy baja, pero sus niveles se elevan cuando los
gldbulos rojos estan siendo destruidos. Después de que la haptoglobina se enlaza con la
hemoglobina, la molécula va al higado donde sus componentes son reciclados (hierro y
aminoacidos). Este proceso destruye la haptoglobina. Cuando los glébulos rojos estan
siendo destruidos, la velocidad de destruccion de la haptoglobina por el higado supera la
velocidad de formacion de nueva haptoglobina. Es por esto que, la concentraciéon de
haptoglobina en la sangre disminuye.

Amiloide A- Sérico es una proteina de fase aguda que se caracteriza por
incorporarse a las lipoproteinas de alta densidad durante los procesos inflamatorios,
como se ejemplariza en la sarcoidosis, enfermedad de causa desconocida en la cual se

produce una inflamacion a nivel de los ganglios linfaticos, los pulmones, el higado, los
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ojos, la piel y otros tejidos. Esta apolipoproteina (proteinas que constituyen el
componente proteico de las lipoproteinas, complejos que transportan los lipidos en la
sangre) actla bien desplazando a las otras apolipoproteinas, bien interfiriendo en el
proceso de esterificacion del colesterol. Ambos mecanismos de accion producen una
aceleracion del catabolismo del colesterol unido a las lipoproteinas de alta densidad
ocasionando una disminucion de sus concentraciones séricas. Esta alteracion del
metabolismo lipoproteico, sumado a un posible efecto directo del amiloide A-sérico
sobre el endotelio vascular y la placa de ateroma, implica a la actividad inflamatoria,
expresada a través de las concentraciones séricas de amiloide A, en el desarrollo de la

arteriosclerosis.

Pig- MAP: Proteina especifica del porcino. En el cerdo, durante la fase aguda
provocada por trementina o por trauma quirdrgico la concentracion plasmatica de pig -
MAP aumenta hasta 30 veces respecto del valor normal (0.5- 0.8 mg/ml). Asimismo se
ha observado que pig-MAP aumenta mucho en cerdos de campo con patologias agudas,

patologias respiratorias, meningitis estreptocécica, hembras con abortos, etc.

El fibrindgeno ayuda a detener el sangrado al favorecer la formacién de coagulos
de sangre. Es precursor de la fibrina ( proteina fibrilar con la capacidad de formar redes
tridimensionales). Los niveles elevados de fibrindgeno en plasma parecen asociarse con
mayor riesgo de alteraciones cardiovasculares. Ceruloplasmina es una proteina que

contiene cobre, en el suero de la sangre.

El interés de las proteinas de fase aguda se basa en dos conceptos:

> Su aumento siempre indica la presencia de estrés inmunoldgico, es decir,
hay recursos que se desvian del crecimiento o de la reproduccion para mantener activo
el sistema inmune lo que supone perdidas en los rendimientos productivos (disminucién
del crecimiento y peor indice de conversion). Ademas esta concentracion es
proporcional a la intensidad del estrés que esta sufriendo el animal. También presentan
mas sensibilidad al estrés subclinico que puede consumir los suficientes recursos del
animal (sin que este muestre sintomas) como para provocar consecuencias debidas a un

segundo factor que en condiciones normales no las tendria.
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> Su elevacion es rapida (4-6 horas después de aparecer el estimulo) y
presenta el maximo valor después de las 2 horas siguientes, pudiendo mantenerse hasta
14 horas después. Si el estrés se hace crénico, permanece elevado, salvo que haya
problemas de absorcion de nutrientes o malnutricion. En ocasiones su elevacion anticipa

sintomas clinicos.
Los valores de referencia dependen de la edad y del sexo. A partir de la entrada a
cebadero (20 kg.) los machos enteros presentan mayor sensibilidad al estrés en general

por lo que suelen ser mejores indicadores de situaciones problematicas.

3. Factores fisioldgicos

Factores fisioldgicos como calidad de la carne después del sacrificio pudiendo
producirse carne palida, blanda y exudativa (PSE) debida a glicdlisis, acido lactico y

descenso del pH como indica Guardia y col. (2005).

1.2.1.2. Indicadores de estres a largo plazo.

El estrés a medio-largo plazo produce heterofilia y lipofenia y alteraciones en el
comportamiento como el pasotismo ante el mundo que rodea al animal, y las

estereotipias (secuencias de movimientos repetidos sin ningln objetivo).

En mamiferos uno de los indicadores de estrés a largo plazo es la relacién entre
neutrofilos y linfocitos. Los neutrofilos son los globulos blancos (leucocitos) mas
abundantes de la sangre en el ser humano. En el porcino suponen un 30-50% del total de
los leucocitos, siendo en esta especie los segundos mas altos después de los linfocitos.
Se caracterizan por presentar un nucleo con cromatina compacta segmentada en 2 a 5
I6bulos conectados por delgados puentes. Es una célula muy moévil y su consistencia
gelatinosa le facilita atravesar las paredes de los vasos sanguineos para migrar hacia los
tejidos, ayudando en la destruccién de microbios y respondiendo a estimulos
inflamatorios. Son células fagociticas por lo que la principal funcion de los neutrofilos

es la de detener o retardar la accion de agentes infecciosos y materiales extrafios.
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Los linfocitos son las células de la sangre que intervienen en los mecanismos de
defensa y en las reacciones inmunitarias del organismo. En el porcino suponen el 40-
60% del total de globulos blancos. Los linfocitos participan en la lucha contra los
microorganismos extrafios y los tumores. También son responsables del fendmeno del

rechazo de los érganos trasplantados. Presenta un nacleo esférico.

En cerdos sometidos a estrés los aumentos entre el cociente neutrofilos y
linfocitos reflejan aumento a corto plazo del nivel de corticosterona lo que produce
neutrofilia y linfopenia (Widowski y col. 1989).

La neutrofilia es una enfermedad causada por la alteraciéon del nimero de
neutrofilos, con aumentos superiores a 7500/mm*® Hay maltiples causas, bien
fisiologicas (ejercicio, estrés, embarazo, parto, calor/frio, tabaquismo) o patoldgicas,

debidas frecuentemente a infecciones de probable origen bacteriano.

La linfopenia se observa cuando se presentan recuentos de linfocitos por debajo
de 1.0 x 10%ml, la cual puede estar acompafiada de disminucién en el tamafio de los
linfocitos. La linfopenia puede originarse por fallos en la produccion, exceso en su
destruccion, o pérdidas celulares a través de los conductos linfaticos del intestino. Las
causas son muy amplias. Puede estar causada por situaciones de estrés, sobrecargas
corporales, crisis dolorosas intensas, postoperatorio inmediato, parto, primer fase de las
infecciones, en la gripe no complicada en sus primeros dias, en los procesos sépticos
graves como un signo de derrumbamiento de las defensas, en la hiperleucocitosis
séptica, en las formas malignas de la fiebre tifoidea, en la tuberculosis miliar en fase
avanzada, en la fiebre del cieno, en la etapa de brote del exantema del sarampion, en los
procesos con afectacion extensa de tejido ganglionar como linfosarcoma,
linfogranuloma, Hodgkin, en la toxicidad a moztasas nitrogenadas, por administracion
de ACTH, cortisona, en la agonia, es excepcional en la agranulocitosis, es marcada en la
anemia esplénica, en la uremia hipoclorémica y en el abdomen agudo, en la pancreatitis

aguda y en la obstruccion intestinal.

Cuando hay estrés a largo plazo ocurren inicialmente las mismas respuestas que
en el estrés a corto plazo, aunque algunas cesan posteriormente y pueden ser

reemplazadas por otras. La respuesta de la medula adrenal es muy breve mientras que la
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de la corteza adrenal, aunque es mas prolongada, disminuye al cabo de poco tiempo.
Finalmente, los animales pueden escapar el estrés prolongado por autonarcotizacion con

opiaceos naturales (endorfinas).

Entre los factores que pueden afectar al bienestar porcino se ha estudiado el
efecto de las condiciones de alojamiento tales como la temperatura (Lewis y Berry,
2006) el tipo de suelo (Scott y col., 2007). Otros factores son la duracion y condiciones
del trasporte (Gonsalvez y col, 2006 y Lewis y Berry, 2006), el enriquecimiento del
medio con juguetes como bidones, cadenas, neumaticos o el enriquecimiento social
(Bracke y col, 2007; Scout y col., 2007) vy el estado de salud (Lipperheide y col., 1998;
Segalés y col., 2004).

1.2.2. Bienestar animal en el transporte del porcino.

El manejo de los animales previo al sacrificio, el tiempo de ayuno en granja, el
manejo durante el transporte (densidad de carga en el camion y duracion del transporte),
la carga y descarga del camion, y el manejo en el matadero (tiempo de descanso,
condiciones ambientales, tipo de aturdimiento) va a afectar al bienestar animal, a las

perdidas de los animales por muerte o lesiones y a la calidad de la canal y de la carne.

La presion moral de la sociedad actual ha hecho que la legislacién sea cada vez
mas fuerte en este sentido. Las condiciones y requisitos para poder realizar el transporte
de todas las especies animales, vienen establecidas en el Reglamento 1/2005 del
Consejo, de 22 de diciembre de 2004, relativo a la proteccion de los animales
durante el transporte y las operaciones conexas que regula practicamente todos los
aspectos que influyen en el transporte de ganado. Por una parte los requisitos de los
vehiculos, de los transportistas, de la duracion del viaje, de los periodos de descanso, la
alimentacion y la bebida durante el transporte. Regula igualmente los controles que
deben realizar los Estados Miembros y el régimen de sanciones que debe aplicarse. Con
esta legislacion lo que se pretende es establecer medidas especificas para evitar posibles
malos tratos y sufrimientos a los animales que son transportados dentro del territorio de
la UE.
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El Reglamento introduce normas mas estrictas aplicables a los trayectos de una
duracion superior a ocho horas. Estas normas afectan tantos a los vehiculos como a los

animales.

Asimismo, el Reglamento establece un equipamiento de mejor calidad en los
vehiculos de transporte, incluido, en particular, la regulacion de la temperatura
(ventilacion mecanica, registro de la temperatura, sistema de alerta en la cabina de
conduccion) y cualquier otro sistema que garantice un rango de temperaturas en el
interior del vehiculo de entre 5°C a 30°C, con una temperatura de + 5°C. También
establece la posibilidad de contar con un sistema permanente de suministro de agua, la
mejora de las condiciones de transporte a bordo de los buques destinados al transporte
del ganado (ventilacion, dispositivos de suministro de agua, sistema de aprobacion,
etc.).

Se prohibe el transporte de determinados animales, como los animales muy
jévenes (los terneros de menos de diez dias, los cerdos de menos de tres semanas y los
corderos de menos de una semana) salvo en el caso de que el trayecto sea inferior a 100
Km. El Reglamento prohibe igualmente el transporte de las hembras prefiadas en la

ultima etapa de la gestacion y durante la semana posterior al parto.

En cuanto a las disposiciones relativas a la duracion del trayecto y los espacios
previstos para los animales, en materia de duracion del transporte el Reglamento prevé
duraciones diferentes en funcion de los tipos de animales: animales no destetados, es
decir, que todavia se alimentan de leche (9 horas de trayecto, seguidas de una hora de
descanso para abrevar, seguida de 9 horas de trayecto); cerdos (24 horas de trayecto
siempre que exista la posibilidad permanente de abrevar); caballos (24 horas de trayecto
con la posibilidad de abrevar cada 8 horas); bovinos, ovinos y caprinos (14 horas de
trayecto, seguidas de una hora de descanso para abrevar, seguida de 14 horas de
trayecto). Las secuencias mencionadas pueden repetirse siempre que se descargue a los
animales, se les alimente, se les permita abrevar y se les deje descansar durante al

menos 24 horas en un puesto de control autorizado.

Respecto a la densidad de carga los animales deberan disponer de espacio
suficiente para permanecer de pié en posicion natural, y en su caso, de barreras que les

protejan contra los movimientos del medio de transporte. En el caso del porcino para el
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transporte de mas de 9 horas y un animal de aproximadamente 100 Kg., debe
aumentarse la superficie por cerdo transportado de 0,42 m’ en transportes de corta
distancia a 0,599 m? en transportes de larga distancia, es decir un aumento de la
superficie disponible para cada animal del 43 %.

El suelo del medio de transporte sera lo bastante solido para resistir el peso de
los animales. No podra ser deslizante. Debera estar cubierto de un lecho de paja para
absorber las deyecciones u otro procedimiento que ofrezca las mismas garantias, a
menos que las deyecciones se evacuen con regularidad. Los animales deberan
embarcarse en medios de transporte que hayan sido limpiados y en su caso

desinfectados.

Esta ampliamente aceptado que el cerdo es una de las especies mas sensibles al

estrés por transporte. Esto es consecuencia de al menos tres factores:

1.- Termorrequlacion: si bien el cerdo tiene glandulas sudoriparas funcionales,

su capacidad de perder calor mediante sudor es practicamente nula. Esto hace que sea
particularmente sensible a las temperaturas elevadas, especialmente cuando otros
mecanismos de pérdida de calor, tales como la vaso dilatacion periférica, se ven

comprometidas a consecuencia de la respuesta a estres.

2.- Estrés social: el cerdo es un animal social, cuyos grupos se organizan en

torno a una jerarquia. Esto se produce mediante interacciones agresivas. Al mezclar
cerdos procedentes de grupos diferentes, la jerarquia debe establecerse otra vez. Las
agresiones pueden causar lesiones en los animales y son por otra parte, un factor

estresante intenso.

3.- Sensibilidad al estrés: los animales genéticamente sensibles a estrés padecen

una alteracion, producida por una mutacién, en la membrana del reticulo sarcoplasmico
de la fibra muscular estriada. A consecuencia de ello, la concentracién citoplasmatica de
calcio, responsable del mecanismo de contraccion muscular, permanece anormalmente
elevada durante un periodo de tiempo excesivamente largo. Esto hace que los animales
sensibles a estrés, tengan dificultades a la hora de controlar la contraccion muscular. En
situaciones estresantes los animales homocigotos recesivos pueden sufrir un cuadro de

hipertermia y acidosis frecuentemente fatal; tanto los homocigotos recesivos como los
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heterocigotos presentan a menudo carne palida, blanda y exudativa, dependiendo de las

reservas de glucdgeno muscular (Webb, 1996; Manteca, 1998).

La mortalidad durante el transporte es mayor en la raza Pietrain, y la Landrace
es mas vulnerable que la Large White (Sybesma y col.1978). La aparicion de un nimero
mayor de anomalias en el comportamiento en matadero esta relacionado con la

seleccidn para carnes magras (Gradin 1997).

Werner y col. (2007) han observado que se ha producido una disminucion de la
mortalidad en el transporte de 1999 a 2003 como consecuencia de nuevas directrices en
la Union Europea y sefialan que unas condiciones inadecuadas tanto en el transporte de
larga duracién como en los de corta pueden traducirse en un incremento de de la

mortalidad en el mismo y problemas de calidad de la carne.

Ritter y col. (2006) destacan que un incremento del suelo en el camion de 0,39
a 0,48 m% cerdo reduce las perdidas de los animales muertos y lesionados de 0,88 a
0,36%.

Saco y col. (2003) estudiaron el efecto del transporte sobre las proteinas de fase
aguda (haptoglobina y Pig-MAP) y sobre el cortisol. En este trabajo se comparaban dos
tipos de de trasporte: transporte corto (1 hora 'y 15 minutos) acompafiado por un tiempo
de descanso en matadero corto (2 horas) frente a un transporte largo (6 horas) con
tiempo de descanso largo (14 horas) y observaron que cuando el transporte era corto no
se producia un incremento ni antes ni después del transporte de las PFA, pero si del
cortisol, mientras que si el transporte era largo si que habia un incremento de las PFA
pero no del cortisol. Por tanto, parece que ante una situacion de estrés primero se
produce un incremento de las hormonas adrenales que después volverian a su nivel
basal y la respuesta metabdlica de incremento de las PFA seria posterior. A su vez en
ese trabajo mostraban una tendencia a ser menores los niveles de PFA en los animales
portadores del gen del Halotano, a pesar de que cabria esperar que los animales
portadores de dicho gen fuesen mas susceptibles al estrés, si bien utilizaron un nimero

reducido de animales por tratamiento (10 animales).
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Pifieiro y col. (2006) sefialan que el transporte ejerce un efecto sobre las PFA
(haptoglobina, amiloide A-sérica, proteina C-reactiva, Pig-MAP), tanto su duracion
como en las condiciones en las que se realiza, por lo que encuentran un mayor
incremento de las PFA en transportes mas cortos (24 horas vs. 48 horas) pero que se
realizaron en peores condiciones ( 1.5m?/ lechdn, ausencia de serrin, agua y alimento vs.

2m?/lechén, serrin y disponibilidad de alimento y agua).

Gonséalvez y col. (2006) igualmente sefialan que si bien la duracion del
transporte influye en las perdidas de peso y en el rendimiento del transporte, otros
factores como la estacion del afio o la carga de los animales de distintos origenes

repercuten de igual manera.

Foury y col. (2005) cuando estudian el nivel de catecolominas (grupo de
sustancias que incluye la adrenalina, la noradrenalina y la dopamina, las cuales son
sintetizadas a partir del aminoacido tirosina) previo al sacrificio, detectan que su

incremento se repercute en una peor calidad de la carne.

Otros autores (Guardia y col., 2005 y Gispert y col., 2005) encuentran una
mayor incidencia de carnes DFD (dark, firm and dry) cuando varian las condiciones
previas al sacrificio de los cerdos. Para ello evaluaron 116 transportes con un total de
15.695 animales en 5 mataderos distribuidos en el territorio espafiol. En este estudio
encuentran que la frecuencia de carnes DFD aumenta con la densidad de carga en el
camion, el tiempo de ayuno en granja y el tiempo de espera previo al sacrificio.
Observan que la incidencia de carnes DFD aumenta un 11% cuando la densidad de
carga del camién varia de 0,37 a 0,50 m?por 100 kg de peso del animal. Esto podria ser
debido a que, con el exceso de espacio, los animales pueden moverse, chocarse entres
ellos, herirse y generar peleas, dando lugar a fatiga muscular siendo estos animales mas
propensos a dar carnes DFD. También encuentran que este riesgo aumenta cuando el
tiempo de ayuno en la granja es superior a 22 horas, observando un 17% de carnes
DFD, y con tiempos de espera previos al sacrificio largos, obteniendo un 11,6% de
riesgo de DFD después de 3 horas de descanso, del 18.6% después de 9 horas y del
24,9% después de toda una noche.
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En este mismo estudio (Gispert y col., 2005) observan el efecto del gen del
halotano sobre la calidad de la carne realizando el genotipado en una submuestra de
sangre de 1.331 animales y obteniendo una frecuencia para dicho gen que variaba de 8
al 54%. Midiendo la conductividad eléctrica en la canal para determinar la calidad de la
carne, observan que los valores medios de ésta para los animales heterocigotos (Nn) y
homocigotos dominantes (NN) fueron 4,2 veces mas bajos con respecto a los animales
halotano positivos para los que se obtienen unos valores medios de 6.5, con lo que

observan una asociacion entre del genotipo del Halotano con las carnes PSE.

Algunos autores proponen las siguientes recomendaciones para disminuir la

incidencia de muertes por estrés en el transporte:

1.- Densidad de animales durante el transporte: debe permitir a los cerdos

tener espacio suficiente para permanecer de pie en posicion natural y para tumbarse
simultdneamente. Aunque es dificil dar recomendaciones precisas sobre la densidad
maxima de animales durante el transporte, los trabajos coinciden en que menos de
0.35m” por animal es desaconsejable. Algunos autores, recomiendan densidades
considerablemente superiores (0.5 - 0.55 m? por animal). El disefio del camién es
igualmente importante y se deben utilizar sistemas de compartimentacion que permitan
transportar a los animales en grupos de 6 a 8 animales (Manteca, 1998). El Instituto
Americano de la Carne (American Meat Institute, 1991) recomendé para cerdos de 90
kg una densidad de 0.32 m? en invierno y 0.37 m? en verano; y para cerdos de 113 kilos
una densidad de 0.40 m? en invierno a 0.46 m? en verano. El suelo de los camiones debe
ser antideslizante. El techo y las paredes deben asegurar una proteccion eficaz contra la

intemperie y grandes variaciones climaticas.

2.- Temperatura y ventilacion: evitar el transporte durante las horas mas

calurosas del dia en verano y asegurar una ventilacién adecuada durante el transporte
para reducir las muertes y evitar la disminucion en la calidad de la carne. Igualmente, la
instalacion de duchas en los camiones tiene efectos marcadamente positivos (Manteca,
1998). Cuando la temperatura supera los 15 °C se recomienda usar arena 0 serrin
mojado para mantener frescos a los cerdos. Si pasa de los 23 °C hay que rociarlos con
agua antes de embarcarlos en granjas. En épocas de calor no cubrir el piso con paja.
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Cuando haya menos de 15 °C se podra usar paja o serrin seco (American Meat
Institute, 1991). Los camiones deben estar provistos de montacargas y tener un sistema
de ventilacion ya sea manual o automatico que permita la renovacion del aire en todos

los compartimentos. Es importante que el disefio permita una buena limpieza.

3.- Rampa de carga y descarga de los animales: los animales deben ser

descargados inmediatamente después de la llegada al matadero. Al igual que en los
corrales de recogida, el disefio debe permitir el flujo de animales desde los muelles de
descarga hasta las salas de espera, y hasta el punto de aturdimiento sin tener que utilizar
picas eléctricas. Cuando la carga y descarga de animales se realiza por rampas, estas no
deberian tener una inclinacion superior al 15 %. Es importante sefialar, por otra parte, la
conveniencia de disefiar granjas de cerdos, de modo que el desplazamiento de los
animales hasta el camién pueda realizarse con la mayor facilidad posible. Finalmente,
debe evitarse, en lo posible, el tratamiento brusco a los animales, durante la carga y
descarga (Manteca, 1998). EI movimiento debe ir de lugares mas oscuros a mas claros,
y los animales deben poder desplazarse sin encontrar obstaculos empujados con paneles
evitando el uso de picas eléctricas. Si se evitan esquinas bruscas los animales se mueven

con mayor facilidad.

4.- Alimentacién y agua antes y durante el transporte: antes de cualquier

manipulacion  son necesarias de 12 a 14 horas de ayuno ya que los cerdos tienen
tendencia a marearse, vomitar, y consecuentemente se produce un aumento de la
mortalidad, aunque trabajos recientes sugieren la posibilidad de que el consumo de una
cantidad reducida de pienso, poco antes del transporte, podria tener efectos
beneficiosos. Por otra parte, los animales deberian tener acceso al agua hasta
inmediatamente antes del transporte (Manteca, 1998). Finalmente, de acuerdo con la
legislacion de la Unién Europea, no deben transcurrir, nunca mas de 24 horas sin que

los animales sean alimentados y abrevados.

5.- Sistema_de conduccion: una conduccion cuidadosa, que evite cambios

subitos de velocidad y virajes bruscos tienen una considerable influencia positiva desde
el punto de vista de reducir las pérdidas econémicas como a la hora de aumentar el

bienestar de los animales (Manteca, 1998).
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6.-_Socializacion: como en las etapas anteriores es necesario no mezclar

animales de diferentes corrales de engorde en los camiones. En las salas de espera
deben tener duchas y agua de bebida. La calidad de ésta debe estar controlada. Los
grupos sociales deben manternese aqui y la densidad debe ser de 0,6 m? por cerdo de

aproximadamente 100 kg.

Foto2: Transporte del porcino.

1.2.3. Bienestar en el sacrificio.

Los mataderos tienen un ambiente al cual los animales no estan habituados. Los
cerdos son muy sensibles al ruido, siendo éste uno de los factores mas estresantes en los
mataderos. Es necesaria la provisién de agua y un area d reposo que les permita
recuperarse limpia y tranquilamente. Si los animales han sido transportados durante un
periodo largo y estresante, el tiempo de reposo ha de ser de al menos 6 horas. En
cambio, si el transporte es corto y con buen trato, los animales pueden sacrificarse
dentro de las dos primeras horas después de su llegada a matadero.

El cerdo es un animal muy dificil de mover por lo que la utilizacion de tablero
para guiarlos, hacerlos girar o detenerlos es un buen ejemplo de manejo. En general el
movimiento de los animales debe realizarse desde lugares oscuros hacia lugares claros.

Si se evitan esquinas bruscas los animales se mueven con mayor facilidad.
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El aturdimiento es un momento muy importante tanto por sus efectos sobre la
calidad de la carne como por la responsabilidad ética de los que sacrifican a los
animales. En porcino se utilizan principalmente el CO, y la Electronarcosis, ambos
aprobados por la legislacion europea (Real Decreto 54/1995, de 20 de enero, sobre

proteccion de los animales en el momento de su sacrificio 0 matanza).

Hay varias permisas claves para que el aturdimiento cumpla el objetivo de
bienestar por lo cual su aplicacion se ha hecho obligatoria. Estas son que el animal debe
pasar de de forma instantanea a un estado de inconsciencia, es decir, insensible al dolor
y que la muerte se debe provocar durante este estado. En segundo lugar, el aturdimiento
debe minimizar los problemas de calidad del producto final y, en dltimo lugar, debe

garantizar la seguridad del operador.

Los aturdimientos mas habituales en porcino son el eléctrico y mediante
inhalacion de CO,. El aturdimiento eléctrico se produce al pasar un flujo de corriente
por el cerebro. El control de los equipos, su manutencién y la correcta aplicacion de los
electrodos son los factores que aseguran un correcto aturdiendo eléctrico. Animales de
diferente tamafio son mas susceptibles a una aplicacion incorrecta de los electrodos y
consecuentemente a un incorrecto aturdimiento. Por este motivo, se aconseja que los
lotes sean lo mas homogéneos posibles. Por otra parte, la sujecion de los animales para
la aplicacion correcta de los electrodos conlleva un alto nivel de estrés previo al

sacrificio.

En el aturdimiento por CO; este entra por las vias respiratorias pasando a la
corriente sanguinea para afectar al sistema nervioso, provocando la inconsciencia y la
muerte del animal. Los cerdos son introducidos en jaulas con capacidad desde 2 hasta 5
cerdos y bajados a un pozo con una concentracion superior al 80% de CO,, durante el
tiempo suficiente para mantenerlos inconscientes hasta la muerte cerebral. EI CO, es
mas pesado que el aire y puede ser almacenado a altas concentraciones en una fosa por
debajo del nivel del suelo. La perdida de la conciencia se produce cuando el pH del
fluido cerebro espinal baja de 7,4 a 7,1, llegando a una anestesia profunda cuando el pH
es de 6,8. El sistema de aturdimiento con CO, tiene la ventaja de que no requiere la
sujecion de los animales y de permitir el aturdimiento en grupos, reduciendo asi el nivel

de estrés. No obstante, este sistema ha sido muy criticado desde el punto de vista del
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bienestar animal. Esta critica se basa en que la inhalacion de concentraciones altas de
CO, es picante y desagradable provocando asfixia. Sin embargo, desde la optica de la

calidad reduce significantemente las fracturas y hemorragias.

Si bien el aturdimiento elimina los factores estresantes del desangrado, éste
induce en el animal unos cambios fisioldgicos cuyos efectos pueden repercutir
negativamente en la calidad del producto final. Estos cambios son debidos
principalmente al aumento de la presién sanguinea y la actividad muscular, provocando
alteraciones, bien en la calidad de la canal debido a contusiones, hemorragias o
fracturas, o bien en la calidad de la carne debido a una modificacion del proceso

bioquimico normal responsable de la transformacidn del mdsculo en carne.

1.2.4. Calidad de la carne.

Entre los factores mas importantes que influyen en la calidad final de la carne
podemos nombrar el estrés, las condiciones de transporte y de descanso ante mortem, la
temperatura ambiental, el genotipo y el sistema de aturdimiento (Van Groenland, G.J.
Vriesekoop, P. De Vries, A. 2001). Tanto la genética como un manejo estresante de los
animales previo al sacrificio pueden provocar un desarrollo anormal del proceso de la
caida del pH muscular después del sacrificio, lo que conlleva dos tipos principales de

alteraciones: carnes PSE y DFD.

Las carnes PSE (pélidas, blandas y exudativas) se producen como consecuencia
de una caida muy rapida del pH muscular tras el sacrifico, de forma que llegue a valores
de 6.0 o inferiores antes de la primera hora tras el sacrifico, mientras la carne todavia
esta caliente (>35 °C). Esta combinacion produce una marcada desnaturalizacion de las
proteinas musculares lo que comporta una disminucion de la capacidad de retencion de
agua de la carne. La incidencia de PSE es muy variable, en un estudio realizado en
cuatro mataderos de Catalufia la estimo en 35 %. Este proceso es mas frecuente en los
animales portadores del gen del halotano. Pese a esto, los animales libres de este gen
también pueden producir carnes PSE si sufren un manejo estresante intenso justo antes
del sacrificio (durante la conduccion de los animales al aturdimiento y durante el propio

aturdimiento).
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Las carnes DFD (oscuras, duras y secas) se producen cuando las reservas de
glucdgeno se agotan antes del sacrificio. Esto produce una acidificacion muscular
insuficiente tras el sacrificio, de forma que el pH muscular en las 24 h después del
sacrificio sera superior a 6,0-6,2. Esto aumenta la capacidad de retencion de agua, que
impide el paso del oxigeno y la absorcion de luz en la superficie de corte. La aparicion
de DFD no depende del gen del halotano, sino que esta relacionado con un ejercicio
fisico intenso durante un periodo prolongado antes del sacrificio. La incidencia puede
oscilar entre un 5-50 %, dependiendo del matadero. Un periodo de ayuno prolongado no
reduce por si mismo las reservas de glucogeno de forma importante, aunque puede
aumentar los efectos del ejercicio fisico y del estrés. En invierno se producen mas casos

que en verano.

Pese a que el aturdimiento elimina los factores estresantes del sangrado, puede
producir en el animal cambios fisiolégicos que pueden repercutir negativamente en la

calidad del producto final.

Gade y col. (2007) encuentra que en Dinamarca la frecuencia del gen del

halotano se ha reducido de 0.12% en los afios 80 hasta 0.016% en 2002.

pH & -

0 Horas postmortem 2:-_-'

Figura 4: Patrén de acidificacién en carnes normales, PSE y DFD.
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No obstante, el aturdimiento eléctrico provoca una mayor incidencia de carnes
PSE comparado con el sistema de aturdimiento por CO, (Velarde y col. 2001), debido
la estimulacion del sistema nervioso, acelerando asi el rigor mortis y la caida del pH
muscular cuando la musculatura estd aun caliente. Las principales causas de esta
estimulacion nerviosa son el paso de la corriente eléctrica por el animal y la actividad

muscular intensa durante la fase clonica.

1.2.5. El gen del halotano y el Sindrome del Estrés Porcino

Hay determinadas razas porcinas (Pietrain, Landrace Belga) que son mas
susceptibles al estrés como consecuencia de ser portadoras de un gen mayor recesivo, el
gen del Halotano o gen receptor de la rianodina. Es el gen responsable del sindrome del
estrés porcino (PSS) o Hipertermia Maligna, enfermedad hereditaria monogénica
recesiva que se caracteriza por un desorden neuromuscular, la cual es una de las
anomalias genéticas de mayor trascendencia economica en el ganado porcino, ya que
los animales que lo padecen suelen dar lugar a una mala calidad de la carne, carnes PSE
(palid, soft and exudative) palidas, blandas y exudativas, y estas carnes no tienen

mercado.

El gen del halotano es el receptor de la Rianodina, implicado en la liberacién de
calcio en el musculo esquelético de diferentes tejidos. La funcién primaria del tejido
muscular es producir movimiento y postura. En situaciones de estrés se estimula la
apertura del canal liberador de calcio en aquellos animales homocigoticos por el alelo
mutante, provocando una contraccion muscular permanente y la consiguiente pérdida de

la calidad de la carne.

La base molecular del sindrome se explica por la mutacion en el exén 17 del gen
RYR1 (Ryanodine receptor) que codifica una proteina denominada receptor de la
rianodina o canal liberador de calcio. La mutacion consiste en el cambio de una
citosina por una timina en la secuencia de ADN complementario del gen Ryrl, lo que
provoca el cambio de una Arginina por una Cisteina en un residuo posicionado en la
superficie del canal. La presencia en el individuo de la condicién homocigoética en el

gen Ryrl provoca una alteracion en la liberacion de calcio en el masculo esquelético. A
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través del canal liberador de calcio, el calcio sale al citoplasma de la célula muscular
uniéndose a una fosforil quinasa que activa las vias glucoliticas (glucdgeno - glucosa) y
de sintesis de ATP necesarias para la contraccion muscular. En un canal liberador de
calcio anormal se produce la liberacion de calcio en forma continua, el metabolismo
aerobico, la glucogendlisis y la glucdlisis se incrementan, agotando el ATP, la glucosa y
el oxigeno, produciéndose un exceso de dioxido de carbono, cido lactico, potasio y
calor en la sangre, ademas de un desorden en el balance de iones intra y extracelular,
llevando asimismo a un acumulo de agua en la célula. La asociacion marcada entre
respuesta a estrés fisioldgico, con hipercatecolemia, produce paro cardiaco. El estado de
contraccion permanente de la célula muscular provoca hipertrofia muscular, con el
consiguiente aumento del desarrollo muscular de la canal (Reiner, 1993; O'Brien, 1995;
Calvoy col., 1997).

El PSS ocurre en todo el mundo, pero existe una considerable variaciéon en
cuanto a la frecuencia en las razas y regiones. En algunos paises de Europa la
prevalencia de este sindrome ha aumentado durante los ultimos afios. Hoy constituye un
problema importante en la produccion porcina. Tal hecho ha dependido de la seleccion
negligente o descuidada respecto a este sindrome en los programas de mejora genética
en especial los programas de seleccion basados puramente en caracteristicas de
rendimiento y produccién. La enfermedad probablemente ocurra en todas las razas
porcinas, pero es mas frecuente en las seleccionadas por una fuerte musculatura, con
escasa grasa dorsal y mas carne. Es sobre todo frecuente en las razas Pietrain, Poland
China y Landrace, para las cuales, se ha incluido en el indice de seleccion, un sistema
de puntos en cuanto a musculatura, ritmo de crecimiento, conversion de alimento, y

espesor de grasa dorsal (Blood y col., 1988).
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Los factores estresantes que pueden desencadenar el PSS son:

1.- Estresantes fisicos como transporte a temperatura y/o humedad ambiental alta,
gjercicio fisico durante la carga y descarga, privacion de comida y agua, alojamiento y
transporte prolongado (Sheny col., 1992; Manteca, 1998).

2.- Estresantes psicologicos tales como mezcla de animales, ambiente nuevo,
manejo brusco previo, durante y posterior al transporte de los animales y apareamiento
(Sheny col., 1992; Manteca, 1998).

3.- Estresantes farmacoldgicos: anestésicos como halotano, metoxiflurano,
cloroformo, enflurano, y fluroxeno. Los relajantes musculares despolarizantes como la
succinilcolina y los agonistas o - adrenérgicos también pueden iniciar o potenciar el
sindrome (Sheny col., 1992; O’Brien, 1995).

Las manifestaciones clinicas mas importantes son:

1.- Muerte durante el transporte: ocurre normalmente cuando hay alta

densidad de cerdos en los camiones de transporte a frigorifico y durante veranos
calidos. El porcentaje de bajas durante el transporte puede oscilar entre el 0.1y 1%
dependiendo de la sensibilidad al estrés y de las condiciones de transporte (Blood y col.,
1988; O’Brien, 1995; Manteca, 1998). Cuando se observa a los cerdos vivos afectados,
muestran inicialmente temblor rapido de la cola, rigidez general, acompafiada de
incremento en la rigidez muscular, y disnea hasta el punto de respirar por la boca. La
temperatura corporal se eleva notablemente, a menudo mas alla de los limites del
termometro clinico, hasta 45 °C, observandose también zonas irregulares en la piel con
palidez y eritema. En esta etapa, el cerdo es, frecuentemente, victima de ataques por

otros animales del grupo. El animal sufre y muere.

2.- Hipertermia_Maligna: puede ser inducida en animales susceptibles por

anestésicos como el halotano, que llevan a un aumento de temperatura corporal por
encima de los 41° C, acidosis metabdlica, taquicardia, taquiarritmia y muerte. (Blood y
col., 1988; Fujii y col., 1991; O’Brien, 1995).
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3.- Carne pdlida, blanda y exudativa (PSE): en los cerdos susceptibles a

estrés, con frecuencia, la carne es de calidad inferior después del sacrificio, ya que se
observa a la inspeccion, palida, blanda y exudativa. Esto se relaciona con glucogendlisis
y glucdlisis excesiva después de la muerte, produccién de acido lactico y caida rapida
del pH del musculo, alcanzando valores inferiores a pH 6, antes de la primera hora
después del sacrificio, con despigmentacion y merma en el agua de fijacion. En el
musculo afectado, rapidamente se produce rigidez cadavérica después del sacrificio,
pero a continuacion disminuye, de modo que en la carne de la canal, se observa
excesiva exudacion. La carne afectada tiene pH menor a 6 y generalmente temperatura
de 41°C o mayor, 45 minutos despues del sacrificio, en oposicion al pH normal superior
a 6 y temperatura menor de 40 °C. Asimismo, la carne tiene sabor desagradable y
cualidades netamente inferiores respecto a la coccion y elaboracién, no aceptando el
encurtido con facilidad (Blood y col., 1988; Webb, 1996; Calvo y col., 1995). Los
cerdos resistentes al estrés, homocigotos dominantes, tipicamente no producen carne
PSE, pero si lo manifiestan comunmente los homocigotos recesivos (Monin y col.,
1999).

4.- La existencia de carne DFD: aparece menos frecuentemente en animales

muertos por PSS. Esto se produce por un pH superior a 6, después de haber transcurrido
24 horas del sacrificio, reteniendo mayor cantidad de agua y deteriorandose la canal con
facilidad ( Webb, 1996; Calvo y col., 1997).

5.- Necrosis del musculo del lomo, musculo dorsal: cuando los cerdos superan

un estrés grave durante mas de 2 horas, se produce el cuadro clinico llamado necrosis
aguda del musculo dorsal (Otto Eich, 1991). El sindrome agudo se caracteriza por
inflamacion y dolor sobre los musculos del lomo. Se inflama un musculo dorsal largo,
pero raras veces ambos. El dorso del animal enfermo se curva hacia arriba, con
convexidad hacia el lado afectado. Hay renuncia de movimiento por parte del animal.
La inflamacion y el dolor mejoran después, pero hay atrofia del muasculo afectado y
rigidez prominente de la columna vertebral, si bien puede ocurrir alguna regeneracion al
cabo de varios meses. En los casos agudos, es muy frecuente la muerte. Suele
observarse este sindrome en adultos jovenes con peso de 75 a 100 kg. La forma leve
puede pasar inadvertida excepto en pacientes que adoptan decubito cerca del lugar en

gue comen.
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Los efectos de la genética y la sensibilidad al gen del Halotano sobre la calidad
de la canal y de la carne, se han revisado en distintos estudios (De Vries y col., 1999).
Los cerdos halotano positivos en relacion a los cerdos halotano negativos, incluyendo el
homocigoto dominante, y heterocigoto, se diferencian por tener menor crecimiento y
apetito, canales mas cortas, mejor conformadas, y con mayor rendimiento, menor
espesor de grasa dorsal y mayor porcentaje de magro, mayor area y profundidad del
musculo, elevada incidencia de carne PSE. Los cerdos homocigotos recesivos
“halotanos positivos” tienen muy buena musculatura y se ven frecuentemente
acompariados por inferior calidad de carne, menor fertilidad y mayores niveles de
mortalidad durante la lactancia. La menor fertilidad de los verracos homocigotos
recesivos se debe a que el volumen y numero de espermatozoides totales en el
eyaculado, son significativamente menores, presentando rapido deterioro y disminucién

de la motilidad de los espermas en medios conservados a largo plazo.

Existen varios métodos para predecir la susceptibilidad de los cerdos al PSS.

1.-  Prueba de Halotano: esta prueba es sumamente confiable para la

identificacion de los cerdos homocigotos recesivos. Se conoce que el diagndstico por
halotano detecta mas del 90% de los homocigotos y menos del 10 % de los
heterocigotos para el defecto PSS (Shen y col., 1992). Los cerdos susceptibles a estrés
son sensibles al halotano a las 8 semanas de edad. Si el peligroso anestésico se retira
inmediatamente después de la aparicion de signos evidentes de rigidez en las
extremidades y antes de la aparicion de la hipertermia fulminante, la mortalidad del
método es minima. EI método consiste en administrar por via inhalatoria el anestésico
halotano y observar la reaccion del animal. Los cerdos que permanecen no reactivos
durante un periodo de 5 minutos se consideran normales. Los cerdos se adormecen sin
aparecer contracturas ni espasmos musculares. Los animales enfermos manifiestan
contracturas y espasmos musculares (Blood y col., 1988; Grobet y col., 1992; Calvo y
col., 1997).

2.- Niveles de creatina - cinasa en la sangre: estos niveles son mas altos en

cerdos susceptibles a estrés y se consideran Utiles para la identificacién de los animales

con tal susceptibilidad. Puede utilizarse la prueba de la creatina - cinasa como criterio
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selectivo para estimar la resistencia a estrés y la calidad de la carne. Para ejecutarla se
somete primero a los cerdos a una prueba de ejercicio normal y se toman muestras de
sangre 8 a las 24 horas después con el objeto de determinar los niveles de creatina -
cinasa. Es buena la correlacion entre dichos niveles y la prueba del halotano. Se observa
también un incremento en los niveles de enzimas séricas en porcinos durante el
transporte de la granja al matadero. Sin embargo, no se encuentran niveles elevados de
creatina - cinasa en el suero de todos los cerdos con el cuadro de PSE. La prueba inicial
se ha modificado de modo que la sangre puede colectarse en forma de gotas sobre un
papel filtro y se envia por correo al laboratorio para identificacién por una técnica
bioenzimatica. EI método de la luciferasa para determinacion de creatina - cinasa en
sangre entera se considera un procedimiento discriminativo Util para el PSS (Blood y
col., 1988).

3.- Tipificacidn de sangre: este método se usa para la identificacion de cerdos

susceptibles. En el cromosoma 6 del cerdo se ha identificado una region con 4 loci, los
cuales contienen los genes responsables de las variantes de las enzimas 6
fosfogluconato deshidrogenasa y fosfo isomerasa. El sistema del grupo sanguineo H es
determinado por uno de los loci y la sensibilidad al halotano lo es por genes de un locus
de esta region, la cual tiene un interés muy particular, debido a que se ha comprobado,
una conexion muy estrecha entre ella, con caracteristicas muy importantes en la carne,
como lo es el PSS. De este modo, puede utilizarse el grupo sanguineo para descubrir

cerdos sensibles y portadores a PSS (Blood y col., 1988).

4.- Carne palida blanda y exudativa: esta caracteristica se valora mediante un

indice de calidad de carne que combina color, pH a las 24 horas después de muerto y
capacidad de retencion de agua. Casi todas estas pruebas predicen facilmente los
ejemplos mas graves del PSS, pero no son lo bastante precisas para identificar
tendencias hacia el empeoramiento, lo cual restringe su valor en los programas de

reproduccion.

5.- Prueba de contraccion por_cafeina y Halotano: se realiza a partir de

biopsias musculares de animales sospechosos. Las muestras de muasculo son colocadas
en solucidn salina normal oxigenada y conectada a un tensiometro que mide la fuerza de

desplazamiento. La tension isométrica es grabada por un poligrafo durante la exposicién
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a 5% de halotano incrementandose progresivamente la cantidad de cafeina. La
concentracion de cafeina en 1 gramo, incrementa la tension. Cuando la concentracion de
cafeina es menor que 4 mM y el madsculo desarrolla méas de 0.5 de tensién se expone al
halotano considerandose a los cerdos MH (hipertermia maligna) susceptibles. Los

heterocigotos tienen resultados intermedios (Shen y col., 1992; O’ Brien, 1995).

6.- El uso de técnicas del ADN recombinante, como la PCR y los

polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) (Fujii y col.,
1991) y polimorfismos de conformacién de cadena simple (SSCP) (Bauerova y col.,
1995), permiten la deteccion de animales sanos, enfermos y portadores con una
seguridad del 100 %. Los analisis de ADN se realizan directamente sobre el individuo

del que se desea estudiar, sin posibilidad de error.

7.- PCR - RFLP: basicamente el método de diagndstico desarrollado consiste en

la amplificacién especifica de un fragmento del gen Ryrl, que contiene la mutacion,
mediante la técnica de PCR. Posteriormente se realiza una digestion con enzimas de
restriccion y se visualizan los resultados mediante electroforesis en gel de agarosa,

diferenciandose claramente los tres genotipos (Calvo y col., 1997).

8.- PCR - SSCP: a diferencia de PCR-RFLP es un método que no requiere

enzima de restriccion y gel de agarosa. El costo del diagndstico se reduce a la mitad, es
méas facil y rapido que el método PCR-RFLP. Los fragmentos amplificados son
visualizados en una corrida electroforética en un gel de acrilamida a 3 °C (Nakajima y
col., 1996).
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2. Justificacion y objetivos.

2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

2.1. Justificacion.

El bienestar animal tanto en las explotaciones ganaderas, como en el transporte
del ganado y en el sacrificio, es una preocupacion creciente en la sociedad actual

(Herranz Herranz A; Lopez Colmenero J. 2003).

Habiéndose superado en los paises desarrollados cuotas de produccion agricolas
y ganaderas de autoabastecimiento, la sociedad actual es més exigente y ya no solo
demanda producto, sino que exige calidad del producto y respeto en la forma de
producir. En este sentido, la produccién animal ha orientado sus lineas de trabajo a la
calidad del producto (organoléptica, nutricional y sanitaria), y en la produccion
respetuosa hacia los animales (bienestar en la granja, en el transporte y en el matadero)

y el medio ambiente.

Ademas el grado de estrés en el animal tiene una relaciéon directa con la
productividad y la calidad de la carne (Martin Bejarano, 2001) por lo que su impacto

econdémico en el mercado es importante.

Por tanto, la ausencia de estrés en los animales es uno de los requisitos
principales del bienestar animal y las normativas europeas son cada vez mas exigentes
en ese sentido (Real Decreto 1135/2002 relativo a las normas minimas de proteccion
de cerdos; Reglamento 1/2005 del Consejo, de 22 de diciembre de 2004, relativo a
la proteccion de los animales durante el transporte y las operaciones conexas; Real
Decreto 54/1995, de 20 de enero, sobre proteccion de los animales en el momento

de su sacrificio o matanza)

En la actualidad, la investigacion se dirige a estudiar que factores pueden
producir estrés y sobre la busqueda de parametros indicadores de estreés.
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2. Justificacion y objetivos.

2.2. Objetivos.

El objetivo principal de este proyecto ha sido estudiar el efecto del tiempo de
transporte previo al sacrificio en el cerdo de abasto sobre parametros indicadores de
estrés (neutrofilos/linfocitos y proteinas de fase aguda).

Para realizar el trabajo hemos contado con la colaboracion de una de las mayores
empresas de porcino de la Region de Murcia, Juan Jiménez S.L. y del matadero de

Lorca “La Comarca”.
Como objetivos particulares se han planteado los siguientes:

» Estudiar si otros factores, como el sexo, el gen del halotano o la conformacién

de animal-clasificacion de la canal, afectan al nivel de bienestar de los animales.

» Analizar si la calidad de la carne, medida a través del pH, se ve afectada por la
duracion del transporte, del sexo, del gen del halotano o de la clasificacién de la

canal.

» Estimar la frecuencia del gen del halotano o gen receptor de la rianodina en una
poblacion porcina de cebo de la Regién de Murcia.
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3. Materiales y métodos.

3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Material animal.

Para la realizacion de este proyecto se ha partido de 300 cerdos de cebo
procedentes del cruzamiento Pietrain x (Landrace x LargeWhite). Estos cerdos
provenian de tres granjas diferentes (100 animales por granja) propiedad de Juan
Jiménez S.L. y cuya localizacion se muestra en la tablal. Cuando los animales
alcanzaron aproximadamente los 100 kg de peso vivo fueron cargados y transportados
de madrugada en un camion con una densidad de carga de 0.42m*/cerdo y sacrificados
en el matadero “La Comarca” en el termino municipal de Lorca en tres fechas diferentes

para cada una de las tres granjas. (tablal).

Tabla 1: Procedencia de los animales, fecha y hora de sacrificio, y (duracién del transporte

condiciones previas al sacrificio).

FECHA DE HORA DE TIPO DE TIEMPO DE
PROCEDENCIA
SACRIFICIO | SACRIFICIO | TRANSPORTE ESPERA
Casa de Hoya

4.07.07. 09:52am Largo (3 h) Largo

Vacas (Albacete)
Pulgara (Murcia) 17.07.07. 09:52am Corto (15 min) Corto

Zarcilla de ‘

) 25.07.07. 09:15am Corto (30 min) Largo

Ramos(Murcia)

La duracion del transporte previo al sacrificio fue variable segun las granjas de
origen. Los animales procedentes de dos de las granjas de Murcia fueron sometidos a
transporte corto (7,5 km y 28,2 km respectivamente), mientras que los procedentes de
Albacete los consideramos de transporte largo (220,5 km). La mitad de los animales de
transporte corto cuando llegaron a matadero tuvieron un tiempo de espera previo al
sacrificio largo (12 h) y la otra mitad corto (3 h); mientras que los animales cuya

duracion de transporte fue larga tuvieron siempre un tiempo de espera largo (12 h).
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3. Materiales y métodos.

Cada una de las salas de espera del matadero tenia unas dimensiones de 14
metros de largo por 2 metros de ancho y albergaba entre 50 y 60 cerdos. Estaban

provistas de duchas y el suelo era hormigonado y rugoso.

Foto 1: Sala de espera.

A través de un pasillo estrecho e inclinado, con paredes y suelo de hormigon, se
facilitaba la conduccion de los animales al punto de contencion, donde estos pasaban a
la noria de aturdimiento de CO, Tras su salida eran colgados y sacrificados por
degiiello. En el inicio del desangrado se tomaron dos muestras de sangre por animal en
dos tubos de ensayo diferente, uno de ellos contenia anticoagulante EDTA, por lo que
esta sangre se utilizo para la extraccion del ADN gendmico y para la realizacion de los
frotis de sangre. El otro tubo contenia un coagulante natural de la sangre que facilit6 la

separacion del suero para la posterior determinacion de la proteina de fase aguda (PFA).

Del tubo con EDTA se obtuvo una alicuota que fue congelada a -20°C para su
posterior extraccion de ADN gendémico y otra alicuota fue conservada a 4°C para la
realizacion del frotis de sangre al dia siguiente. Por otro lado, del tubo con coagulante se
extrajo el suero sanguineo y fue congelado también a -20°C para la posterior

determinacion de las PFA.

A continuacidn se detallan las distintas medidas que se llevaron a cabo.
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3. Materiales y métodos.

3.2. Medida de pH.

El pH fue medido en un musculo Semimenbranousus del jamén de los 300

animales a los 45 minutos del sacrificio en el tinel de refrigeraciéon a -20 °C del

matadero, con un pH-metro metalico portatil con sonda de acero inoxidable.

3.3. Pérdidas por oreo.

Al final de la linea de sacrificio se pesé la canal la canal caliente (PCC) y se
volvid a pesar tras su refrigeracion 24 horas a 4°C obteniéndose el peso de la canal fria

(PCF). Las pérdidas por oreo se calcularon como (PCC-PCF) x100/PCC (en %).

3.4. Relacién neutrofilos/ linfocitos.

Para la determinacion de la relacion neutrofilos/linfocitos (N/L) se realizaron
frotis de sangre para las 300 muestras de sangre de forma duplicada utilizando después
para el recuento de neutrofilos y linfocitos aquellas tinciones que se observaban con

mayor claridad.

Para la realizacion del frotis se coloca una gota de sangre cerca de uno de los
extremos de un portaobjetos. Esta gota de sangre se pone en contacto con uno de los
extremos menores de otro portaobjetos que se desliza sobre el primero de forma que la
sangre se extiende a lo largo de este. Una vez echa la extension se aplica metanol para

fijar la sangre y se deja secar aproximadamente 10 minutos.

A continuacion se realiza la tincion de las células introduciéndolas durante
media hora en una cubeta con colorante Giemsa al 10% y tampo6n fosfato al 0.1IM 'y pH
de 7.2. Pasada esta media hora se sacan los portaobjetos de la cubeta y se dejan secar

para poder observar posteriormente las preparaciones al microscopio.
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3. Materiales y métodos.

El recuento de neutrofilos y linfocitos se llevo a cabo con ayuda de una camara
de fotos digital acoplada a un microscopio, contando al menos 100 leucocitos por
muestra. Se realiz6 el conteo de 30 muestras para cada uno de los dias de recogida de la

sangre, lo que supone un total de 90 muestras.

Foto2: Neutrofilo y linfocito.

3.5 .Diagndéstico del gen del Halotano.

El diagnostico del gen del halotano se realizo de las 300 muestras de sangre,
almacenadas a -20°C, mediante la técnica de PCR-RFLPs (polimorfismo en la longitud

de los enzimas de restriccion) que se detalla a continuacion.

1.- Extraccion del ADN genémico

Se realiz6 mediante el kit de extraccion”SSS” de Genedan, el cual provee un
método para la extraccion del ADN genodmico a partir de sangre total o medula 6sea de

mamiferos, saliva o semen. El protocolo implica los siguientes pasos:

» Lisis selectiva de los eritrocitos en la que los leucocitos (células que contienen el

ADN) son separadas de los eritrocitos que son lisados.

» Lisis celular en la que los leucocitos son lisados con un detergente anionico que

solubiliza los componentes celulares.
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3. Materiales y métodos.

» Precipitacion de proteinas: se eliminan las proteinas citoplasmaticas y nucleares

con precipitacion salina.

» Precipitacion del ADN: el ADN gendmico se obtiene tras su precipitacion con

isopropanol observandose como un pellet blanco.

» Hidratacion de ADN: el pellet de ADN es disuelto en agua estéril mediante
incubacién en la estufa a 65°C durante una hora u “overnight” a temperatura

ambiente y agitacion.

Para comprobar que el ADN habia sido extraido se realizaron electroforesis
durante 30 minutos en geles de agarosa al 0.8% y a 80V en los que se cargaron 5ul de
ADN con ayuda de tampdén de carga. Se visualizaron los geles después de estas

electroforesis usando un equipo de fotodocumentacion de Alphadigidoc RT.

En ocasiones también se utilizo el espectofotrometro de masas para cuantificar y
determinar la purificacion del ADN midiéndolo a diferentes longitudes de onda (260 y
280nm). Con las lecturas obtenidas se calculaba el cociente de absorbancia 260/280
indicando una alta pureza de la muestra en ADN si se obtenia un resultado

comprendido entre 1,7 y 1,9.

2.- Amplificacion del ADN por PCR.

La PCR consiste en una reacciéon en cadena de la polimerasa que permite
amplificar una secuencia de ADN determinada por la union de cebadores”primers”
especificos. Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de las ADN
polimerasas, enzimas que catalizan la sintesis de ADN a partir de
desoxirribonucleotidos y de una molécula de ADN plantilla o molde que es la que sera
“copiada”, para replicar hebras de ADN. Para ello se emplean ciclos de altas y bajas
temperaturas alternadas que permiten separar las hebras de ADN recién formadas entre
si tras cada fase de replicaciéon y, a continuacion, dejar que vuelvan a unirse a

polimerasas para que vuelvan a duplicarlas.
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3. Materiales y métodos.

Se utilizé el mix red DNA polimerasa Hot Star (2X) de Genedan en un volumen
final de reaccion de 25 pl. Dicho mix incluye 12.5 pl de la Taq polimerasa,
dinucledtidos, CI,Mg que actiia como cofactor de la Taq polimerasa y un colorante rojo

que suple al tampdn de carga, por lo que puede ser cargada directamente en el gel.

Se afiaden 0.5 pl de cada uno de los primers PO3 y PO, al 10 uM. Estos primers
son secuencias cortas de ADN (oligonucleodtidos) que son, cada uno, complementarios a
una de las dos hebras del ADN que se quiere amplificar. Los primers especificos para

amplificar la secuencia del gen RYRI tienen las siguientes secuencias:

Primer PO3, 5 TCC AGT TTG CCA ACG GTC CTA CCA 3".

Primer POy4, 5" ATT CAC CGG AGT GGA GTC TCT GAG 3".

Finalmente se afiaden 6.5 pl de agua estéril y 5 pl de la muestra de ADN, y se

ajusta con agua estéril hasta el volumen final de reaccion.

Se utilizé un termociclador de Bio-Rad, que permite calentar y enfriar los tubos
de reaccion para controlar la temperatura necesaria en cada etapa de la reaccion. La
amplificacion se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones: Activacion del enzima y
desnaturalizacion del ADN a 95°C durante 7 minutos, 34 ciclos de tres pasos
consecutivos de 30 segundos a 94°C (desnaturalizacion), 45 segundos a 64.4°C (T* de
annealing) y otros 45 segundos a 72°C (extension) para que se produzca la union de
cebadores al lugar especifico de la cadena de ADN, a continuacion 7 minutos a 72°C,
temperatura Optima para el enzima a la cual la velocidad de incorporacion de
nucledtidos es de 35-100 nucledtidos, y por ultimo descenso de la temperatura a 4°C

durante un tiempo indefinido para desnaturalizar el enzima y poner fin al proceso.

Para comprobar que la amplificacion se habia producido se realizaron
electroforesis a 120V durante 30 minutos en geles de agarosa al 1.5% en los que se
cargaron 10 pl del producto de la PCR. Los geles se visualizan a través del equipo de

fotodocumentacion.
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3. Materiales y métodos.

Todas aquellas muestras en las se obtenia una banda visible de 659 pares de
bases fueron digeridas. No se digieren las muestras que no presenten la banda

correspondiente a la amplificada o cuando el control negativo esté contaminado.

3.- Digestién con enzimas de restriccion:

Las muestras amplificadas fueron digeridas con el enzima ALW21L. Para un
volumen final de 20 pl se empleo 2 pl Bufer, 2 pl de enzima, 16 pl de agua estéril y 10

ul del producto de la PCR. Se incubaron durante al menos 6 horas a 37°C en estufa.

Mediante electroforesis en un gel de agarosa de alta resolucion al 1.8%, y de
nuevo mediante electroforesis, se comprueba que se ha producido la digestion. Para ello
se carga el gel con la totalidad del producto de la digestion y se deja correr durante al
menos 45 minutos a 120V. Al igual que en la PCR se coloca en el gel un marcador
molecular para identificar el tamafio de las bandas digeridas y se visualizan los geles a

través del equipo de fotodocumentacion.

4.- Interpretacion de los resultados.

El fragmento amplificado por PCR de 659 pares de bases con los primers
especificos tiene una diana para el enzima ALW21L a 135 pares de bases en el extremo
5. Ademas el cambio del nucleoétido responsable de la mutacion origina la aparicion de
una diana para el ALW2IL a 493 pares de bases del extremo 5 del fragmento

amplificado, que nos sirve para comprobar que la digestion ha funcionado.
Por lo tanto aparecen dos bandas (524 y 135 pb) si el animal es homocigoto NN,

cuatro bandas si es heterocigoto Nn (524, 358,166 y 135 pb) y 3 bandas (358,166 y 135

pb) si es homocigoto nn.
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3. Materiales y métodos.

w =MEN &

Foto3: Diferentes genotipos observados.

3.6. Proteinas de Fase Aguda (PFA)

Esta determinacion se realizé en el laboratorio de la granja experimental de la
facultad de veterinaria de la Universidad de Murcia. Se analizaron las proteinas
Amiloide-A- Sérico, Haptoglobina y Proteina C- Reactiva (CRP) mediante un método
Elisa ("Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay"), ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas que se basa en la deteccion de un antigeno inmovilizado sobre una fase sélida
mediante anticuerpos que directa o indirectamente producen una reaccidon cuyo

producto, por ejemplo un colorante, puede ser medido espectofotométricamente.

Para la realizacion de este ensayo se usaron diferentes kit de Tridelta, especificos
para cada una de las proteinas a determinar. Se analizaron 30 muestras para cada una de
las fechas d recogida (15 hembras y 15 machos castrados) ademas de todas las muestras

que habian sido diagnosticadas positivas para el gen del halotano (17 muestras).
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3. Materiales y métodos.

3.6.1. Proteina C- Reactiva (CRP) y Amiloide A-sérico.

Se utiliz6 el kit Porcine C- Reactive Protein Assay (ref: TA 901) para el caso de
la CRP, y el Tridelta Phase Range Serum Amyloid A Assay (Tridelta Development
Limited, Irlanda, ref: TA 801) para Amiloide. Ambos kit utilizan el tipo de ensayo
ELISA sandwich (ensayo de captura de antigeno y deteccion mediante

inmunocomplejos) el cual es ampliamente utilizado.

Los pocillos de la placa ELISA contienen un anticuerpo anti-antigeno a los que
se afiaden la muestra problema, previamente diluida segiin indica el protocolo del kit, en
la que se encuentra el antigeno que sera retenido en el pocillo al ser reconocido por el
primer anticuerpo. También se colocan en la placa, por duplicado y diluidos, los
calibradores proporcionados por el kit y cuya concentracion en PFA es conocida.
Después de un lavado que elimina el material no retenido se aplica una soluciéon con un
segundo anticuerpo anti-antigeno conjugado con un enzima que marcara al antigeno.
Asi pues, cada molécula de antigeno estard unida a un anticuerpo en la base que lo
retiene y un segundo anticuerpo, al menos, que lo marca. Después de un segundo lavado
se aplica una solucion de revelado que revela el color del enzima en el caso de que
el”’sanwich” anticuerpo-antigeno se haya producido. Una vez que la placa esta revelada

se afiade una solucion de paro para que desnaturalice al enzima y finalice la reaccion.

La intensidad del cambio de color producido es proporcional a la concentracion
de CPR y Amiloide presente originalmente en la muestra. Esta intensidad se registra a
través de una lectura de absorbancia a 450 nm utilizando un equipo de lector de ELISA
en el que se coloca la placa. Se considera una muestra positiva para la CPR y Amiloide
aquellas que tienen un valor de absorbancia igual o superior al de los calibradores.
Como la concentracion de los calibradores es conocida se realiza una curva de regresion
en la que, interpolando a partir de los datos de absorbancia obtenidos, se pueden obtener
las concentraciones en CPR para cada una de las muestras, multiplicandolas por el

factor de dilucion correspondiente.
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3. Materiales y métodos.

Este ensayo tiene una gran especificidad y sensibilidad debido a la amplificacion

de sefial que permite el segundo anticuerpo.

Foto4: Revelado en placa ELISA.

3.6.2. Haptoglobina.

Para la determinacién de esta proteina se utilizd el kit comercial Phase
Haptoglobin (Tridelta Development Limited, Ireland). Se trata de un ensayo
colorimétrico basado en la determinacion de la actividad peroxidasa de los complejos
haptoglobina- hemoglobina a pH 4cido que fue desarrollado por Eckersall y col (1999).
En la placa ELISA se coloca el suero sanguineo y se afiaden los reactivos
proporcionados en el kit. El incremento en absorbancia que se produce durante los 50
segundos posteriores a la adicion del sustrato es medido a 600 nm y usado para calcular
la curva de calibracion que permitira determinar la concentracion de haptoglobina en

muestras de concentracion desconocida.
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3. Materiales y métodos.

3.7. Analisis estadisticos.

Los datos fueron analizados usando el paquete estadistico SPSS 15.0 (SPSS
version 15, 2006). Las medias minimo cuadraticas de las distintas variables para los
diferentes efectos fueron obtenidas a partir del procedimiento GLM - analisis de la

varianza segun el siguiente modelo:

J’:f_.‘-'k - Hl'i" .ﬂ +5:-:+ Hk+ E:;"" ftﬂ{;"" E'f_.‘-'k:

En el que, p es la media global, T; el efecto de la duracion de transporte (largo
vs. corto), S; el efecto del sexo (macho, hembra o macho castrado), H el efecto del gen
del halotano (Nn vs. NN), C, el efecto de la clasificacion subjetiva de la canal (de 1 a 5)
e I es la interaccion correspondiente a las posibles combinaciones de los efectos
principales cuando es significativa, gjq es el error. Para la variable pérdidas por oreo se

incluy6 como covariable el peso de la canal caliente.

Para estimar si la frecuencia de la clasificacion de la carne PSE variaba en

funcion del tipo de transporte se realizé un test Chi-Cuadrado.
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4. Resultados y discusion.

4. RESULTADOS Y DISCUSION.

El objetivo principal del presente proyecto es estudiar el efecto de la duracion
del transporte previo al sacrificio del cerdo de abasto sobre la calidad de la canal en
cuanto a pérdidas por oreo se refiere y la de la carne medida a través del pH y sobre
parametros indicadores de estrés (relacion neutrdfilos/linfocitos y proteinas de fase
aguda). Ademads se estimara si existe un efecto del sexo, del gen del halotano y de la

clasificacion de la canal sobre las variables anteriormente indicadas.

Previamente se hard un estudio de la estima de la frecuencia del gen del
halotano y de la relacién existente entre los distintos factores de influencia

considerados.

4.1. Frecuencia del gen del halotano.

Se han genotipado 278 animales de los cuales 17 eran Nn y el resto NN, por
tanto la frecuencia del gen del halotano (n) en una muestra de cerdos de abasto
procedente de una de las principales empresas de Murcia es 3,06%. No se encontraron

animales homocigotos recesivos (nn).

Estos resultados no son inesperados ya que, por medio de la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR), hoy se diagnostican a los cerdos como sanos (homocigotos
dominantes), portadores (heterocigotos) y enfermos (homocigotos recesivos) y en las
granjas suelen mantenerse las hembras reproductoras con genotipo NN. De esta manera
se evitan los posibles problemas en la carne relacionados con el estrés del porcino pues
los avances en el campo de la genética molecular (De Vries y col., 2000) han puesto
claramente en evidencia el descubrimiento de la equivalencia entre el PSS y la mutacion
del gen Ryrl en el nucleotido 1843 (Fujii y col., 1991). La estrategia de seleccion de
las empresas genéticas parece ser la eliminacion del gen Ryrl con la mutacion 1843 en
las lineas materna y paterna (Webb, 1996), si bien se sigue manteniendo en la linea
paterna en heterocigosis por su efecto beneficioso que presenta en el porcentaje de

magro de las canales.
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Quifionero (2006) encuentra una frecuencia del gen del Halotano del 4,3% en
una poblacion de 58 hembras reproductoras Lancrace x Large White de una granja
ubicada en Cartagena (Murcia). De los animales genotipados, 5 fueron heterocigotos Nn
y 53 homocigotos dominantes NN, no existiendo animales homocigotos recesivos nn.
Dicha frecuencia podria considerarse equivalente a la observada en nuestro estudio, sin
embargo hay que tener en cuenta que en este caso se trataba de la frecuencia en las
cerdas reproductoras mientras que nosotros trabajamos con el cerdo de cebo, por lo que
una frecuencia del gen del halotano en las reproductoras del 4,3% es baja comparada
con una frecuencia del 3% en el cebo. Estas diferencias pueden ser debidas a que, a

pesar de ser realizados ambos trabajos en Murcia, se trata de empresas diferentes.

Por otro lado, Gispert y col. (2005) encuentran en una poblacién de 1331 cerdos
de cebo, muestreados en una region catalana, una frecuencia del gen del Halotano (n)

muy alta (32%), siendo 82 de los animales nn, 688 Nny 561 NN.

4.2. Efecto de la duracion del transporte, del sexo y del gen del

halotano sobre la clasificacion de la canal.

Se observa un efecto del sexo sobre la clasificacion de la canal (tabla 1), siendo
las hembras mejor evaluadas que los machos castrados. En la actualidad existe la
tendencia de castrar a los machos para evitar problemas de olor sexual en la carne, por
este motivo nos encontramos con muy pocos machos enteros, no pudiendo encontrar
diferencias respecto a los otros tipos de animales por problemas de estimacién de su

valor medio.

Tabla 1. Media minima cuadratica (MMC) y error tipico (E.T.) de la clasificacion

de la canal para los distintos sexos

Sexo Numero de animales MMC E.T.
1 8 1,08% 0,28
2 193 2,17° 0,06
3 91 2,47 0,08

1= macho, 2= hembra, 3= macho castrado. Clasificacion de canal de 1 = la mejor a 5 = la peor. * Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0.05).
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En cuanto a la influencia del gen del halotano sobre la clasificacion de la canal,
no se detectaron diferencias significativas entre los animales heterocigotos Nn respecto
a los NN, si bien solo habia 17 animales heterocigotos (Nn) frente a 261 animales
homocigotos dominantes (NN). Por tanto el posible efecto beneficioso que pudiera tener
el gen del halotano sobre la clasificaciéon de la canal no pudo ser estimado y, en
cualquier caso, su frecuencia en esta poblacion es tan baja que no llega a traducirse en
una mejoria de la clasificacion de la canal. Tampoco se ha encontrado un efecto

significativo de la duracion del transporte sobre la clasificacion de la canal.

Finalmente, se observa un efecto significativo del peso de la canal caliente sobre
la clasificacion de la canal, estimandose un descenso de -0.021 (+0,005) en su

clasificacion por cada kilo que incrementa su peso.

4.3. Calidad de canal.

Un parametro indicador de la calidad de la canal son las pérdidas por oreo,
siendo deseable que dichas pérdidas sean lo menor posible. La canal ideal seria aquella
que fuese mas magra y que a su vez tuviese las menores pérdidas por oreo, si bien es de
esperar un correlacion negativa entre ambos caracteres, ya que las canales que tienen
una mayor cobertura de grasa tienden a evaporar menor cantidad de agua durante el
proceso de la refrigeracion. En nuestro proyecto no se observo una correlacion entre las
pérdidas por oreo y la clasificacion de la canal. Las canales estudiadas presentaron unas
pérdidas por oreo promedio de 2%, con un valor minimo de 1,92 % y un maximo de
3,32%, mostrando una variacion baja (coeficiente de variacion 4,27%) en parte debido a
que se trataba de animales del mismo tipo genético con un peso al sacrificio muy

estandarizado.

4.3.1. Efecto de la duracion del transporte.

En la tabla 2 se muestran las medias minimo cuadraticas de las pérdidas por oreo
para la duracion de transporte corta y larga, y aunque no se observéd una diferencia

significativa al nivel de significacion del 5%, si se observé una tendencia a ser distintas
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(P<0,06) si bien en cualquier caso la diferencia fue muy pequea (0.02%) siendo mayor

para el transporte largo.

Tabla 2. Media minima cuadratica (MMC) y error tipico (E.T.) de las pérdidas por
oreo para diferente duracion de transporte

Duracion NUmero de
_ MMC E.T.
transporte animales
Largo 92 2.02 0,009
Corto 199 2.00 0,006

Gonsalvez y col. (2006) sefialan que si bien la duracion del transporte influye en
las perdidas de peso de los animales y en el rendimiento del transporte, otros factores
como la estacion del afio o la carga de los animales de distintos origenes repercuten de

igual manera.

4.3.2. Efecto del sexo, del gen del halotano y de la clasificacion de la canal.

No se encontraron diferencias significativas en las pérdidas por oreo de las
hembras, los machos y los machos castrados. En principio, cabria esperar un efecto del
sexo en cuanto que hubiese diferencias significativas en la clasificacion de la canal,
pero tampoco se ha detectado un efecto de la clasificacion de la canal sobre las pérdidas
por oreo. Armero y col. (1999) no encontraron un efecto significativo del sexo sobre las
pérdidas por goteo del longissimus dorsi, manifestando que no existi6 una correlacion
entre las pérdidas por goteo con el contenido de grasa intramuscular y el espesor de
grasa dorsal. Finalmente no se ha podido detectar un efecto del gen del halotano sobre
las pérdidas por oreo por contar solamente con 17 animales portadores del gen en

heterocigosis.
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4.4. Calidad de carne.

La calidad de carne fue evaluada mediante el pH medido al final de la linea de
sacrificio (45 minutos post-mortem) en el misculo Semimembranosus (pH4sSm). En la
industria carnica se han desarrollado diversos métodos para evaluar la calidad de la
carne, entre los que se encuentran las medidas de pH, conductividad eléctrica, color,
capacidad de retencion de agua y pérdidas por exudado. Para que un método de
prediccion de la calidad de la carne sea interesante ha de ser rapido y de facil aplicacion,
econdmico y que no destruya la canal. Por ello, en el presente proyecto se ha elegido

como método la medida de pH.

Estd demostrado que el descenso del pH muscular, el cual depende de la
cantidad de 4acido lactico producido a partir del glucogeno durante la glicolisis
anaerobica, es uno de los cambios post-mortem mads significativos que se dan en el
musculo durante su conversion en carne. La velocidad con que desciende el pH una vez
que el animal ha sido sangrado y el limite hasta el que desciende son muy variables.
(Forrest, A. 1975; Lawrie, R.A. 1974). La disminucion del pH en el estado post-mortem
esta influenciada por las caracteristicas genéticas del animal y la temperatura de la canal

(una rapida congelacion causa la caida mas lenta del pH). (Libby, J.A.1991).

El descenso del pH post-mortem se lleva a cabo de manera gradual, asumiendo
que las canales se someten a refrigeracion después del sacrificio. Antes del sacrificio el
pH normal del musculo oscila entre 7.3-7.5; disminuye hasta 5.6-5.7 trascurrido 6 a 8
horas desde el sacrificio, para alcanzar un pH final (generalmente 24 horas postmortem)

de aproximadamente 5.3 —5.7.

En algunos animales el pH sbélo desciende unas pocas décimas durante la
primera hora después del sacrificio, probablemente cono consecuencia de un
agotamiento de las reservas de glucdgeno, permaneciendo estable con valores
relativamente altos y dando un pH final que varia entre 6.5 — 6.8, en estos casos nos
encontramos con carnes oscuras, firmes y secas (DFD), en las que no hay
desnaturalizacién de proteinas y el agua queda fuertemente ligada, existiendo un alto

riesgo microbioldgico. En otros animales el pH desciende rapidamente hasta 5.4 — 5.5
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en la primera hora después del sangrado; debido a un metabolismo acelerado que
presentan aquellos animales que son susceptibles al estrés, en estos casos se traduce en
una calidad de carne defectuosa conocida como PSE o carne palida, blanda y exudativa,
en la que tiene lugar una desnaturalizacion rapida de las proteinas, entre ellas de la
mioglobina, unida a la liberacion de agua; la carne de estos animales presenta un pH

final que varia entre 5.3 — 5.6.

En el presente proyecto, el pH presentd un valor medio de 6,38 con un valor
minimo de 5,36 y un maximo de 6,99, su coeficiente de variacion fue muy bajo (3,8%)
por lo que la mayoria de los animales estaban dentro del rango de pH considerado como

normal

La calidad de la carne de un animal depende de sus caracteristicas intrinsecas
(tipo genético y sexo, presencia del gen del halotano o del gen productor de la carne
acida, entre otras) y de las condiciones a las que se ve sometido (alimentacién, manejo
en granja y previo al sacrificio). A continuacion se detalla el efecto de la duracion del
transporte previo al sacrificio, del sexo, del gen del halotano y de la clasificacion

subjetiva de la canal.

4.4.1. Efecto de la duracion del transporte.

No se han encontrado diferencias significativas entre las distintas duracién de
transporte consideradas en el presente proyecto. Gispert y col. (2005) comparan dos
duraciones de transporte (corto< 2 horas vs largo >2horas) encontrando que una menor
proporcion de carne normal, en cuanto a los valores de conductividad eléctrica y pH

final, se encuentra en transportes largos comparados con los cortos.
Se determind la influencia del tipo de transporte en la aparicion del riesgo de

carnes PSE (palida, blanda y exudativa), considerando como tal aquellas canales que

tenian un pH a los 45 minutos inferior a 6.
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Por dificultades en el matadero no se realizd la observacion de dichas canales
que hubiese sido necesaria para poder clasificarlas definitivamente como PSE. Las
caracteristicas PSE aparecen principalmente en la musculatura del tronco (lomo) y
jamoén, mientras que otras zonas musculares son normalmente menos afectadas. Los
cerdos grasos dan lugar a carne PSE con menor frecuencia que los magros. (Prandl, O.

Fisher, A. 1994).

Se observa que no existe tal dependencia ya que se obtiene un valor de
probabilidad para test Chi-cuadrado muy alto (p= 0,8598). Estos resultados estan en
desacuerdo con los obtenidos por Fabrega y col (2007) en los que obtienen que en
transportes de mayor duracion el riesgo de obtener carnes DFD es 2,25 veces mayor
comparado con transportes mas cortos, sin embargo el riesgo de obtener PSE
disminuye en estos transportes. Del mismo modo, otros autores Malmfors, 1982;
Martoccia, Brambilla, Macri, Moccia y Cosentino, 1995) concluyen que un incremento
en el tiempo de transporte aumenta la incidencia de carnes DFD. Sin embrago otros
autores (Warris, Brorw, Bevis, y Kestin (1990) afirman que periodos de transporte de 1

a 4 horas son demasiados cortos para afectar a la incidencia de carnes de cerdo DFD.

Esta diferencia de nuestro estudio con respecto al de Fabrega podria ser debida
a que el numero de canales clasificadas como PSE en nuestro estudio es muy pequefio
(14canales) mientras que Fabrega y col. (2007) analiza un total de 60 animales por

transporte.

La carne porcina PSE es causada por una combinacion de factores genéticos y
factores internos en el proceso de sacrificio del animal , tales como el uso excesivo de
picanas eléctricas y a los fallos en el proceso de enfriado.(Grandin, T. 1991). Este
defecto aparece con elevada frecuencia, en determinadas razas de cerdo, que en general
son fruto de una extrema seleccion en busca de un mayor aprovechamiento de la dieta y
de la reduccion del tejido adiposo subcutaneo. Esta seleccion conlleva al incremento de
la propension al stress y a la hipertermia (aumento de la temperatura corporal por

excitacion). (Swatland, H.J. 1988).
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La incidencia de PSE es muy variable, en un estudio realizado en cinco
mataderos de Catalufia se estim6 en 35 % (Gispert y col. 2005). Este proceso es mas
frecuente en los animales portadores del gen del halotano. Pese a esto, los animales
libres de este gen también pueden producir carnes PSE si sufren un manejo estresante
intenso justo antes del sacrificio (durante la conduccion de los animales al aturdimiento

y durante el propio aturdimiento).

Werner y col. (2007) han observado que se ha producido una disminuciéon de la
mortalidad en el transporte de 1999 a 2003 como consecuencia de nuevas directrices en
la Unién Europea y sefialan que unas condiciones inadecuadas tanto en el transporte de
larga duracion como en los de corta pueden traducirse en un incremento de de la

mortalidad en el mismo y problemas de calidad de la carne.

4.4.2. Efecto del sexo.

No se han observado diferencias significativas entre hembras, machos y machos
castrados. Otros autores (Oliver y col, 1994; Armero y col., 1999) tampoco observan
diferencias significativas entre machos, hembras y machos castrados, para la mayoria de

las medidas de calidad de carne, entre estas la medida del pH.

Sin embargo otros autores si encuentran diferencias entre los sexos. Asencios
(2004,) quien estudio la variacion del pH en 446 cerdos sacrificados con aturdimiento
eléctrico y sin aturdimiento (78 animales machos enteros y 145 animales hembras en
ambos grupos respectivamente), concluye que el sexo influye en el valor final del pH,
obteniéndose un pH final mayor en machos enteros que en hembras, 6.00 y 5.44
respectivamente para el grupo de animales sacrificados con aturdimiento eléctrico, 6.00
y 5.24 en machos enteros y hembras respectivamente para los animales sacrificados sin

aturdimiento.

Guardia y Gispert (2005) encuentran que el género también afecta en la
aparicion de carnes de cerdo DFD. En un estudio realizado en 1331 animales
encuentran que las hembras y los machos castrados tienen una probabilidad de producir

DFD un 7% mayor que en caso de machos enteros
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4.4.3. Efecto del gen del halotano.

No se observan diferencias significativas en el pHssSm de los animales Nn

respecto a los NN.

El Sindrome Estrés Porcino (PSS) o Hipertermia Maligna (MH) es una
enfermedad hereditaria monogénica recesiva que se caracteriza por un desorden
neuromuscular (Shen y col, 1992), con un locus autosomal tnico, denominado
inicialmente gen halotano (HAL) y actualmente llamado gen receptor de la ryanodina
"Ryrl" (Dekkers, 1999). El PSS se caracteriza por producir la muerte en los cerdos
homocigotos recesivos, asi como la aparicion de canales con carne palida, blanda y
exudativa (PSE) alcanzando valores inferiores a pH 6, antes de la primera hora después
del sacrificio, o carne oscura, dura y seca (DFD), con menor frecuencia, en cerdos
homocigotos recesivos y heterocigotos. En este sentido, cabria esperar que los animales
portadores de dicho gen presentasen un menor valor de pH, pero como ya hemos
comentado la frecuencia de dicho gen en nuestra poblacion fue baja para realizar una

buena estima de dicho efecto.

Gispert y col. (2005) encuentran un pH superior para canales NN (5,9)
comparado con los de las canales Nn y nn (6.5). Estas diferencias con respecto a nuestro
estudio podrian ser debidas a que el nimero de animales es mucho menor (300 vs
1131). Asi mismo el nimero de animales genotipados como Nn también es mas

reducido (17 vs 688)

4.4 4. Efecto de la clasificacion de la canal.

Se obtienen diferencias significativas para el pH en las diferentes clasificaciones
de canales (tabla 3). Se observa que el pH es mayor en las canales 3 y 4 que se
corresponden con canales clasificadas como intermedias-malas en cuanto al
engrasamiento y la conformacion, mientras que las canales clasificadas como mejores

presentaron valores mas bajos de pH.
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Estos resultados estan en concordancia con los de Oliver y col. (1993),
Affentranger y col. (1996) y Armero y col (1999), quienes observan que las razas mas
conformadas (Blanco Belga, Pietrain) presentan menores valores de pH inicial respecto

a aquellas que estan menos conformadas (Duroc, LargeWhite)

Tabla 3. Media minima cuadratica (MMC) vy error tipico (E.T.) del pH para las

diferentes clasificaciones de la canal

Clasificacion de la Namero de .
_ MMC ET.
canal animales

1 44 6.239° 0,057
2 151 6,337 0,036
3 81 6,456 0,044
4 11 6,577" 0,104
5 5 6,256 0.1

* Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Clasificacion canal de 1= mejor a 5= peor.

4.5. Relacion neutrofilos/ linfocitos.

El valor medio de la relacion neutrdfilos/linfocitos fue 0,66, con un minimo de
0,44 y un méximo de 1,00, su coeficiente de variacion fue 28,8%. Se observaron
diferencias significativas para la clasificacion de la canal y el efecto del gen del

halotano.

Siegel (1995) afirma que dicha relacion es uno de los indicadores de estrés a
largo plazo mas aceptados en mamiferos. Gross y Siegel (1993) determinan tres valores
caracteristicos para la relacion neutrofilos/linfocitos: 0,2 para estrés bajo, 0,5 para estrés

“optimo” y 0,8 para estrés alto.
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En cerdos sometidos a estrés los aumentos entre el cociente neutrofilos y
linfocitos reflejan aumento a corto plazo del nivel de corticosterona lo que produce

neutrofilia y linfopenia (Widowski y col. 1989).

Puppe y col. (1997) determinan que el cociente entre neutrofilos y linfocitos se

incrementa significativamente un dia después del destete.

Varios estudios (Gross y Siegel. 1983; Brown-Borg y col. 1993, Dhabhar y
c0l.1996; Dee.1999) realizados en un gran nimero de especies han puesto de manifiesto
que el incremento de la concentracién de corticoides, ya sea de origen enddgeno o
exdgeno, resulta en una redistribucion de las células blancas implicadas en la respuesta
inmunologica contra antigenos. Esta redistribucion implica un incremento de los
neutrofilos y un descenso de los linfocitos y, por tanto, mayores valores del cociente

neutrofilos/linfocitos.

Por otro lado, se ha demostrado que en cerdos expuestos a estrés los cambios en
la relacion neutrofilos/linfocitos reflejan cortas elevaciones del cortisol del plasma
sanguineo (Widowski y col. 1989; Moore y col. 1994; Wallgren y col. 1994) cuando se
producen aumentos de los neutrofilos y disminucion de los linfocitos. Esto sugiere que
en situaciones controladas, un incremento del ratio N/L puede ser relacionado con el

incremento del estrés a largo plazo de los cerdos.

Otros autores (Barnet y col. 1983; Fernandez y col. 1994) encuentran que la
repuesta al estrés en cerdos es paralela a la elevacion de la glucosa en el plasma

sanguineo.

Con todo esto podemos concluir que la relacion N/L es una herramienta sencilla,
econdmica y muy util para ser usada como indicador de estrés a largo plazo en el
ganado porcino coincidiendo con diversos autores (Widowski y col. 1989; Metz and

Gonyou. 1990; Moore y col. 1994).
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4.5.1. Efecto de la duracion del transporte.

No se encontrd un efecto de la duracién del transporte sobre N/L. Este resultado
era esperable, ya que, como hemos comentado anteriormente, dicha relacion es mejor
indicador de estrés a largo plazo, mientras que el estrés producido como consecuencia
del transporte se manifiesta a corto plazo. Probablemente, ésta sea la causa de que
ningun trabajo incluya dicho parametro como indicador de estrés por el transporte, si
bien nosotros consideramos oportuno medirlo porque se iban analizar otros efectos al
mismo tiempo que corroboraron que no habia diferencias para las condiciones de

transporte consideradas.

4.5.2. Efecto del sexo.

No se encuentran diferencias significativas para los diferentes sexos. Van der
Wal y col. (1999) observan que en ausencia de estrés adicional no hay diferencias
significativas entre sexos pero cuando se produce un estimulo de estrés los cerdos
machos son mas resistentes que las hembras. Ademads, Pérez y col. (2002) encuentran
que las hembras son mas sensibles al estrés fisico producido por el transporte que los
machos. Van der Wal y col (1999) también encuentran que las cerdas jovenes son mas

afectadas por cortos periodos de estrés que los lechones machos.

Guardia y col (1996) encuentran que el sexo influye en el riesgo de obtener
carne de cerdo DFD, determinando que las hembras tienen una probabilidad de producir
carne DFD aproximadamente un 7% mayor que los machos enteros estudiando este

efecto en 116 transportes con un total de 15.695 animales en cinco mataderos espafioles.

Sin embrago, Babol y Squieres. 1995; Sather y col. 1995; Warris. 1996 sostienen
que los machos enteros son mas agresivos que las hembras. Este comportamiento causa
en lechones confrontaciones y peleas entres ellos generando mayores dafios en la piel en
los periodos previos al sacrificio. Como consecuencia de esto, dichos animales tendran
un mayor riesgo de dar carnes DFD, por agotamiento de glucégeno en el musculo

debido al estrés y la actividad fisica asociada con las peleas.
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Por tanto no parece clara la influencia del sexo en la aparicion de un mayor

grado de estrés en el porcino y futuros estudios deben ser realizados para aclarar este

hecho.

4.5.3. Efecto del gen del Halotano.

En la tabla 4 se observa que la relacion neutrofilos/ linfocitos es mayor en los
animales heterocigotos (Nn) que en los homocigotos (NN). Dado que los animales
portadores del gen del Halotano son mas susceptibles al estrés, cabe esperar que la

relacion neutrofilos/ linfocitos para estos animales sea mayor.

Tabla 4. Media minima cuadratica (MMC) y error tipico (E.T.) de la relacion

neutrofilos/linfocitos para los diferentes genotipos.

Genotipo NGmero de animales MMC” E.T.
Nn 7 0,976° 0,077
NN 81 0,710° 0,031

* Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05).

Por tanto, si consideramos que la relaciéon neutrofilos/ linfocitos es un buen
indicador a estrés a largo plazo, podemos afirmar que los animales portadores del gen

del halotano son también mas susceptibles al estrés cronico.

4.5.4. Efecto de la clasificacion de la canal.

La relacion neutrofilos/linfocitos fue mayor para las canales clasificadas como 1
y 3 que para las canales clasificadas como 2 (Tabla 5). Resulta dificil justificar dicho
resultado ya que parece no mostrar ninguna relacion entre la clasificacion de la canal y
la relacién N/L. Tampoco se encuentra ningun trabajo en que se estudie la variacion de
N/L en funcion de la clasificacion de la canal o incluso segun el tipo genético
considerado. Por tanto consideramos que trabajos futuros deben ser realizados para

aclarar este apartado.
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Tabla 5. Media minima cuadratica (MMC) y error tipico (E.T.) de la relacion

neutrofilos/linfocitos para las diferentes clasificaciones de la canal.

E3

Clasificacién de la canal NUmero de animales MMC E.T.
1 12 0,905% 0,081
2 49 0,617° 0,048
3 25 0,873% 0,074
4 2 0,863% 0,101
5 2 0,808% 0,099

* Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Clasificacion canal de 1= mejor a 5= peor.

4.6. Proteinas de fase aguda.

En este apartado solo se incluye el efecto de los diferentes transportes (largo vs

corto) sobre las proteinas de fase aguda por no aparecer diferencias significativas para el

resto de efectos considerados.

Estas proteinas han sido ampliamente estudiadas por su funciébn como
indicadores de estrés a corto plazo. Asi por ejemplo, las proteinas utilizadas por
Lampreave y col. (1994), Lipperheide y col. (1998) y Ceron y col. (2006) en sus
estudios han sido: proteina C-Reactiva, haptoglobina, amiloide A-sérica, alfa 1
glicoproteina acida, Pig-MAP, ceruloplasmina y fibrindgeno, destacando en cualquier
caso la gran variabilidad que presentan .En el presente trabajo se han estudiado la

proteina C-reactiva, Amiloide A- sérica y Haptoglobina.

Eckersall. (2002) y Murata y col. (2004) indican que las proteinas de fase aguda

son un buen indicador de bienestar animal.

Varios estudios recientes confirman que el nivel de las proteinas de fase aguda
puede aumentarse en cerdos como consecuencia de su transporte por carretera (Eurell y

col, 1992; Murata y Miyano 1993; Toussaint y col 1995).
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4.6.1. Proteina C-reactiva.

El valor medio de la proteina C-reactiva fue 365,99 ug/ml, con un valor minimo
de 7,98 pg/ml y un méximo de 2.107,54 pg/ml, su coeficiente de variacion fue 92,75 %,
lo que pone de manifiesto la gran variabilidad de esta proteina. Este rango de valores es
aun mas amplio que el encontrado por Pifieiro (2006) al estudiar la respuesta de las

proteinas de fase aguda al transporte por carretera.

No se observan diferencias significativas para las duraciones de transporte

consideradas sobre la concentracion de la proteina C-reactiva (tabla 6).

Tabla 6. Media minima cuadratica (MMC) y error tipico (E.T.) de la proteina C-reactiva para los
diferentes transportes.

Duracion del transporte  Numero de animales MMC ET.
Largo 31 311,010 80,66
Corto 75 410,407 49,014

Estos resultados estan en desacuerdo con los obtenidos por Pifieiro y col. (2006)
que sefialan que el transporte ejerce un efecto sobre las PFA (haptoglobina, amiloide A-
sérica, proteina C-reactiva, Pig-MAP), tanto su duracién como en las condiciones en las
que se realiza, por lo que encuentran un mayor incremento de las PFA en transportes
mas cortos (24 horas vs 48 horas) pero que se realizaron en peores condiciones. (1.5m?/
lechén, ausencia de serrin, agua y alimento vs 2m?*/lechén, serrin y disponibilidad de

alimento y agua).

Estas diferencias podrian ser debidas a que el numero de horas consideras en el
presente estudio para el transporte largo es mucho menor (3 h), lo que sugiere que la
proteina C-reactiva necesita tiempos de transporte superiores para elevar su
concentracion. Deberian realizarse estudios posteriores para conocer si esto es debido a

la intensidad del factor estresante o la falta de tiempo para aumentar su concentracion.

A su vez los resultados pueden verse afectados por la gran variabilidad de
concentracion que presenta esta proteina en respuesta a una fase aguda, ya que su
concentracion basal puede aumentarse hasta 1000 en animales enfermos (Kushner et al.,

1981).
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4.6.2. Amiloide A-sérico.

Su valor medio fue 45,63 mg/l con un rango de valores que oscil6 de 2,8 mg/l a
265,57 mg/l. y un coeficiente de variacion de 118,6%. Este amplio rango de valores
para Amiloide A-sérico también lo encuentra Pifieiro y col. (2006) al estudiar la

respuesta de las proteinas de fase aguda para el transporte por carretera de cerdos.

En la tabla 7 se muestran los valores medios para los diferentes tipos de
transporte, observandose que el valor de Amiloide A-sérico fue 2,2 veces superior (P<
0,05) en el transporte largo frente al corto. Este resultado estd en concordancia con lo
encontrado por Pifieiro y col. (2006), al observar que esta proteina aumentaba con la

duracion del transporte al comparar un transporte de 24 horas de duracion con otro de

48 horas.

Tabla 7. Media minima cuadratica (MMC) y error tipico (E.T.) de la proteina
Amiloide A-sérico para los diferentes transportes.

Duracion del transporte  NUmero de animales MMC™ ET.
Largo 29 77,052° 11,284
corto 75 35,453 5,962

* Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05).

Estas diferencias encontradas en el presente estudio entre ambas proteinas
sugieren que la proteina C-reactiva necesita tiempos de transportes superiores a 3 horas,
para aumentar su concentracion basal, al contrario que la Amiloide A-sérica en cuya

concentracion si se observan diferencias para los distintos transportes considerados.
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4.6.3. Haptoglobina.

El valor medio de la haptoglobina fue 2,00 mg/ml,con un minimo de 0,07 mg/ml
y un maximo de 3,36 mg/ml. Esta proteina fue la que mostré un menor rango de
variacion (47,7%). Este rango de valores coincide con los encontrados con otros autores
Pifieiro y col. (2006) al estudiar la respuesta de las proteinas de fase aguda para el

transporte por carretera de cerdos.

La concentracién de haptoglobina aumentd 1,4 veces (P<0,05) en el transporte

largo frente al corto (tabla 8).

Tabla 8. Media minima cuadratica (MMC) y error tipico (E.T.) de la haptoglobina

para los diferentes transportes.

Duracién del transporte  NUmero de animales MMC™ ET.
Largo 31 2,640 0,180
Corto 60 1,879° 0,107

* Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05).

Saco y col. (2003) estudiaron el efecto del transporte sobre las proteinas d fase
aguda (haptoglobina y Pig-MAP) y sobre el cortisol. En este trabajo se comparaban dos
tipos de de trasporte: transporte corto (1 hora y 15 minutos) acompanado por un tiempo
de descanso en matadero corto (2 horas) frente a un transporte largo (6 horas) con
tiempo de descanso largo (14horas) y observaron que cuando el transporte era corto no
se producia un incremento ni antes ni después del transporte de las PFA, pero si del
cortisol, mientras que si el transporte era largo habia un incremento de las PFA pero no
del cortisol. Por tanto, parece que ante una situacion de estrés primero se produce un
incremento de las hormonas adrenales que después volverian a su nivel basal y la
respuesta metabolica de incremento de las PFA seria posterior. A su vez en ese trabajo
mostraban una tendencia a ser menores los niveles de PFA en los animales portadores
del gen del Halotano, a pesar de que cabria esperar que los animales portadores de dicho
gen fuesen mas susceptibles al estrés, si bien utilizaron un nimero reducido de animales

por tratamiento (10 animales).
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Estos resultados coinciden con los obtenidos en el presente estudio pues se
observa que el nivel de haptoglobina aumenta con la duracion del transporte. Del mismo
modo no se encuentran valores mas altos de PFA en los animales portadores del gen del
Halotano, a pesar de que se podia esperar que dichos animales fuesen mas susceptible al
estrés, si bien el nimero de animales diagnosticados para dicho gen en el presente

estudio igualmente es muy pequefio (17 animales).

Lipperheide y col. (1989) sugieren la utilidad de la PFA haptoglobina para
identificar lotes de animales en los que la falta higiene, la carencia de vigilancia, etc,
han inducido un estrés inmunologico en los animales, caracterizado por una respuesta

pobre a las vacunaciones y una reduccion de la eficacia en la conversion de alimentos.

Con todo ello podemos concluir que las PFA son una buena herramienta para ser
usada como indicador del estrés del porcino a corto plazo. Ademads, aunque supone un
coste econdomico elevado, su determinacion es sencilla y rdpida especialmente en el

caso de la haptoglobina.

Las PFA en ganado porcino se muestran como una nueva herramienta para la
evaluacion de sistemas productivos y de calidad. Por una parte resulta interesante su
utilizacion en producciéon como una herramienta precisa para el diagnostico de
situaciones alteradas, con presencia de patologias, afectando a los rendimientos
productivos y a una mayor mortalidad. Esta herramienta debe ser complementaria a las
utilizadas actualmente para aclarar cual es el origen de esa elevacion (infeccioso,

manejo, etc). (Pifieiro, 2002).

Por otra parte, las PFA permiten efectuar determinaciones rapidas y fiables en
matadero que pueden ser usadas como herramientas de sistemas destinados a garantizar
la calidad garantizando la ausencia de situaciones de fase aguda debidas a infecciones,
mal manejo o transporte inadecuado (Taylor, 2002) en la cadena de alimentacién
humana. El diagnostico preciso podria hacerse posteriormente mediante los métodos

clasicos.
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5. CONCLUSIONES.

1. Elincremento de la duracion del transporte a matadero eleva la concentracién de
las PFA Amiloide A-sérica y Haptoglobina, relacionandose directamente la

cuantia del incremento con la duracion del transporte.

2. La relacién neutrofilos/linfocitos es mayor en los animales heterocigotos (Nn)
para el gen del halotano que en los homocigotos (NN), en concordancia con su
mayor susceptibilidad al estrés.

3. El pH es afectado por la clasificacion de la canal, presentando valores méas bajos

las canales mejor clasificadas respecto a la clasificacion intermedia.

4. No existe ninguna dependencia entre los diferentes tipos de transportes

estudiados (largo vs corto) y la aparicion de riesgo de carnes PSE.

5. En las variables de calidad de carne y de canal y en los marcadores de estrés
estudiados no se ha observado ningun efecto del sexo, tan solo las hembras
fueron mejor clasificadas que los machos castrados.

6. La frecuencia del gen del Halotano en una poblacion representativa de la

produccion porcina de cebo en la Region de Murcia fue del 3,06%, no

apareciendo ningun caso de animales homocigotos recesivos.
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