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1. Resumen

La diarrea neonatal constituye una de las patologias con repercusiones econdmicas mas
importantes en la produccion porcina. Su etiologia se considera multifactorial, aunque la
contribucidn de diversos enteropatdgenos resulta incuestionable. En el presente estudio se
analizaron los resultados de 472 brotes de diarrea en lechones a partir de muestras remitidas a
un laboratorio de diagndstico veterinario (Exopol, S.L.) entre enero y diciembre de 2020. Los
brotes de diarrea acontecieron en 315 explotaciones ubicadas en 35 provincias de Espafia, junto
con dos brotes en granjas de Portugal. Las muestras fueron analizadas segun el “panel digestivo
lactante” que incluye el diagnéstico de Rotavirus A, Rotavirus C, virus de la diarrea epidémica
porcina (PEDV), Clostridium perfringens, Clostridioides difficile, Eimeria spp. y Cystoisospora suis

utilizando una técnica de PCR en tiempo real.

Los resultados revelan que mas del 98% de los brotes resultaron positivos a alguno de los
enteropatdgenos y en la mayoria se observaron infecciones mixtas. C. perfringens y Cl. difficile
fueron los microorganismos mas prevalentes, identificados en mas del 90% y 60% de los brotes,
respectivamente, aunque la prevalencia de Cl. difficile se reduce considerablemente cuando los
lechones superan las dos semanas de vida. Entre los virus destaca la presencia de RVA y RVC
(40% y 30% de los brotes, respectivamente), si bien la prevalencia de estos Ultimos también se
reduce significativamente en lechones mayores de 15 dias. Por el contrario, el virus de la diarrea
epidémica porcina (PEDV), cuya relevancia es escasa en los lechones mds jovenes, se identifica
en mas de un quinto de los brotes cuando los animales superan las dos semanas de edad. La
mayoria de casos de diarrea de etiologia parasitaria fueron ocasionados por C. suis (>20% de los
brotes). El conjunto de estos hallazgos revela la importancia de estos microorganismos en la

etiologia de la diarrea en lechones.



1. Abstract

Neonatal diarrhea is one of the main pathologies of economic significance in pork production.
Diarrhea in piglets can be considered a multifactorial disease caused by several
enteropathogens. In the present study, diagnostic results of 472 outbreaks of neonatal diarrhea
in piglets submitted to a veterinary laboratory (Exopol, S.L.) from January to December 2020
were analyzed. Fecal samples were submitted form 315 farms located in 35 provinces
throughout in Spain; two diarrheic outbreaks from farms in Portugal were also included in this
study. Fecal samples were analyzed using real-time PCR (gqPCR) techniques according to a
diagnosis panel of the laboratory including the detection of Rotavirus A (RVA), Rotavirus C (RVC),
porcine epidemic diarrhea virus (PEDV), Clostridium perfringens, Clostridioides difficile, Eimeria

sp. and Cystoisospora suis.

Most diarrheic outbreaks (>98%) were positive to at least one of the enteropathogens
investigated and most of them tested positive for mixed infections. C. perfringens and Cl. difficile
were the most common microorganisms (> 90% and > 60% of diarrheic outbreaks, respectively),
followed by RVA and RVC (> 40% and > 30% of outbreaks, respectively). Nevertheless, the
prevalence of Cl. difficile and RVC significantly reduced in piglets older than 2 weeks. In contrast,
the prevalence of porcine epidemic diarrhea virus (PEDV), which was hardly identified in piglets
younger than 15 days, was identified in more than a fifth of diarrheic outbreaks in piglets older
than two weeks. Most outbreaks caused by coccidia were due to C. suis (> 20% of outbreaks).
These findings reveal the importance of these microorganisms in the etiology of suckling pig

diarrhea.



2. INTRODUCCION

El sector porcino en Espafia tiene una gran importancia econdmica. Segun el informe de los
principales indicadores del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPAMA) de 2020,
supone en torno al 16,4% de la Produccidn Final Agraria y hasta un 42,8% de la Produccién Final
Ganadera. Se trata de un sector con tendencia al crecimiento durante los Ultimos afios. En el
afio 2020 la produccién ha aumentado en torno a un 8,2% en toneladas y un 6,5% en nimero
de cabezas. En el ambito de la Unidn Europea, Espafia ocupa la segunda posicion en cuanto a
datos de produccién, suponiendo el 21,8% de la produccién comunitaria y mantiene un
crecimiento considerable por encima de la media europea. De hecho, la produccién de carne en
la UE en los ultimos 5 afos ha descendido un 5%, mientras que en Espafia ha crecido un 15% en

el mismo periodo (MAPAMA, 2021).

Centrandonos en la produccidon de lechones, uno de los problemas que ha cobrado mas
importancia en los cerdos neonatos desde el inicio de la produccién intensiva en los afios 50-60
es la aparicién de diarrea, siendo uno de los sindromes mas frecuentes durante la fase de

lactacion (Alexander, cit. en Larsson, 2016).
2.1. Diarrea neonatal porcina

La diarrea neonatal es una de las enfermedades mas frecuentes en la produccidn porcina actual,
aumentando significativamente la mortalidad pre-destete y el nUmero de lechones destetados
por debajo del peso esperable (Holland, 1990). En el origen de los brotes de diarrea podemos
encontrar factores no infecciosos como el estrés, mal manejo y la nutricion, que pueden
aumentar la receptividad del animal. Por otra parte, dentro de los factores infecciosos podemos
encontrar virus, bacterias o coccidios, aunque la presencia de alguno de estos patégenos no
determina por si sola la aparicion de la diarrea (Ruiz et al., 2016). Los patdégenos implicados
pueden actuar como agentes Unicos de la diarrea, pero son mas comunes los casos en los que

aparecen co-infecciones (Kongsted et al., 2018; Mesonero-Escuredo et al., 2018).

En un estudio reciente (Sjolund, Zoric y Wallgren, 2014) se estimé el coste que supone la diarrea
neonatal en 134€ por cerday afio, teniendo en cuenta las pérdidas debidas a la menor ganancia
de peso, costes de tratamiento y mortalidad. En Suecia y Dinamarca se realizaron estudios en
los que la reduccidn de la ganancia media diaria fue estimada en 8-14 gramos al dia en la primera
semana de vida (Johansen et al., 2004; Kongsted et al., 2014). Uno de los puntos mas
importantes respecto a la diarrea neonatal es que se trata de un problema complejo y

multifactorial que se complica debido a la posibilidad de interaccién de multiples agentes



causales, la inmunidad del animal, el ambiente, la nutricion y las condiciones de manejo

(Holland, 1990).
Fisiologia neonatal

El lechén recién nacido es inmunoldgicamente inmaduro que entra en contacto con antigenos
del entorno desde el momento del nacimiento (Rooke y Bland, 2002). Se considera que el
intestino del cerdo no desarrolla inmunidad hasta las 4-7 semanas de edad, periodo durante el
cual experimenta una serie de cambios de estructura y funcionalidad que dependen de la ingesta
de calostro. Este contiene altas concentraciones de IgG ademas de IgA, IgM, células inmunes y

sustancias antimicrobianas como la lactoferrina (Hurley, 2015).
Fisiopatologia de la diarrea

El término diarrea se ha definido como la excrecién de heces con exceso de agua en relacion con
la materia seca fecal, lo cual suele darse por aumento de la excrecidn de agua, pero también si
la fraccion de materia seca fecal se ve notablemente reducida (Uzal, Plattner y Hostetter, 2015)
Para definir las heces como diarréicas se considera que el contenido en agua debe ser igual o
superior al 80% (Pedersen, Stege y Nielsen, 2011). La diarrea puede producirse por medio de
mecanismos que suelen clasificarse en malabsorcidn, aumento de la permeabilidad intestinal y
trastornos de la motilidad, los cuales no son mutuamente excluyentes y por tanto pueden darse

de forma simultanea (Uzal, Plattner y Hostetter, 2015).

Los enteropatdgenos causan diarrea mediante diferentes acciones en el organismo y entre las
mas importantes respecto a la diarrea neonatal porcina se incluyen los efectos toxicos sobre las
células epiteliales, causando pérdida de liquido hacia la luz intestinal, destruccion directa del
epitelio intestinal y efectos necrotizantes sobre el epitelio, lamina propia o tejidos subyacentes,

con invasién de organismos en la [dmina propia y tejidos subyacentes (Cooper, 2000).

Los signos clinicos y el resultado de la enfermedad entérica en el lechdn recién nacido varian en
funcién del agente implicado, asi como segun la receptividad del individuo. Sin embargo, las
consecuencias basicas de la diarrea profusa y acuosa seran, independientemente de la causa,
una pérdida rdpida de agua, electrolitos y nutrientes. Teniendo en cuenta las limitadas reservas
del lechdn recién nacido, la diarrea puede derivar tempranamente en un estado grave vy el
lechén morir en cuestiéon de horas. Por todo ello, se considera que la diarrea aguda en el lechén

debe recibir una atencién inmediata (Larsson, 2016).



2.2. Agentes implicados

En lechones de menos de 3 semanas de edad se han identificado como causantes frecuentes de
diarrea diversas cepas de Escherichia coli [(E. coli enterotoxigénico (ETEC) y E. coli
enteropatogénico (EPEC)], coronavirus, rotavirus y Cystoisospora suis. En este grupo de agentes
se incluyen también algunos clostridios como Clostridium perfringens tipo C, Clostridium
perfringens tipo A y Clostridioides (anteriormente Clostridium) difficile (Uzal, Plattner vy

Hostetter, 2015).
Coccidiosis
Etiologia

Los coccidios son protozoos parasitos intracelulares obligados. En el ganado porcino estan
reconocidos dos géneros de coccidios intestinales, Eimeria e Cystoisospora. El género Eimeria
comprende 8 especies que infectan al ganado porcino, aunque el coccidio mas importante tanto
por su prevalencia como por las consecuencias clinicas de la infeccidén en esta especie animal
pertenece al género Cystoisospora (C. suis). Esta Ultima se considera una de las causas mas
frecuente de diarrea neonatal porcina, muy relacionada con la produccién intensiva de esta

especie en todo el mundo (Lindsay, Dubey y Santin-Durdn, 2019; Joachim y Shrestha, 2020).

C. suis fue descrita por primera vez en 1934 por Biester y Murray, pero no es hasta finales de los
afios 1970 cuando se demostré que causa enfermedad en ganado porcino en condiciones
naturales (Stuart y Lindsay, 1986). Esta especie fue descrita inicialmente como Isospora suis,
pero en 2005 se redefine como perteciente al género Cystoisospora, aunque ambas
denominaciones se encuentran en la literatura como sindnimos (Barta et al.,, 2005). Sus
ooquistes se caracterizan por la ausencia de cuerpo de Stieda y por su forma esférica. Una vez
esporulados, la presencia de 2 esporocistos en su interior, portadores cada uno de 4
esporozoitos, permiten una facil diferenciacidén respecto a las especies de Eimeria, cuyo patron

de esporulacidn es opuesto (4 x 2) (Joachim y Shrestha, 2020).
Ciclo de vida

El ciclo biolégico de los coccidios comprende 3 fases de multiplicacion: esporogonia,
esquizogonia (merogonia) y gametogonia (Frontera y Serrano, 2009). La esporogonia
comprende el proceso mediante el cual el ooquiste (estadio resistente al medio ambiente) se
desarrolla de estadio no infeccioso y no esporulado que se excreta en las heces hasta el estadio

infeccioso (ooquiste esporulado) (Lindsay, Dubey y Santin-Duran, 2019). Para que se produzca



la esporulacién deben darse las condiciones de temperatura y humedad adecuadas.
Experimentalmente se ha comprobado que esporulan en 56 horas a 202C, 40 horas a 25°C, 16
horas a 302C y en tan sélo 12 horas a 372C. Esto es importante ya que en la paridera se suele
buscar una temperatura para los lechones de entre 32 y 35°C, lo que favorece y acelera el

desarrollo de los ooquistes (Lindsay, Currenty Ernst, 1982).

Los animales se infectan al ingerir los ooquistes esporulados del medio ambiente. En su paso por
el estdmago, se altera la pared de los ooquistes liberando los esporocistos con los esporozoitos
gracias a la accidn de sales biliares y enzimas digestivas. Comienza asi la fase de esquizogonia,
en la cual los esporozoitos penetran en los enterocitos intestinales y comienzan a multiplicarse

de forma asexual (Frontera y Serrano, 2009; Lindsay, Dubey y Santin-Duran, 2019).

Las fases enddgenas de C. suis y Eimeria spp. se desarrollan en el citoplasma de los enterocitos,
la mayoria en yeyuno e ileon. Los estadios suelen localizarse en las porciones distales de las
vellosidades dentro de una vacuola parasitéfora (Lindsay, Dubey y Santin-Duran, 2019). C. suis
desarrolla merontes de dos tipos, mientras que en las fases asexuales de Eimeria se producen
varias generaciones de merontes. Posteriormente se dard la diferenciacién de los merozoitos en
gamontes, lo que da inicio a la fase sexual, que se completa al fusionarse microgametos y
macrogametos para formar un ooquiste. Los ooquistes no esporulados se excretaran por medio
de las heces y esporularan en el entorno (Joachim y Schwarz, 2015). La excrecidon ooquistica se
inicia a los 5 dias post-infeccién (pi.) y se prolonga hasta el dia 14 pi. en la mayoria de los

animales (Harleman y Meyer, 1984; Mundt et al., 2006).
Signos clinicos y lesiones

Las especies del género Eimeria spp. pueden aparecer en cualquier grupo de edad, aunque son
mas frecuentes en las cerdas. Las especies mas patdgenas son E. debliecki, E. scabra, E. polita,
y E. spinosa. Normalmente no aparecen signos clinicos en los animales afectados pero algunos
factores como condiciones higiénicas deficientes en combinacidn con el estrés (por ejemplo, en
el destete) puede llevar a desarrollar una eimeriosis clinica con diarrea y excrecidon de ooquistes

en gran cantidad (Joachim y Schwarz, 2015).

En el caso de Cystoisospora suis, se trata del parasito mds comun en lechones lactantes, grupo
de edad al que se restringe casi exclusivamente (Ruiz et al., 2016). Esto es debido a que se
adquiere una importante resistencia con la edad, provocando que la capacidad del parasito para
multiplicarse y causar enfermedad disminuya rapidamente a medida que el animal madura. Los
lechones de una semana de edad son los mas afectados, mientras que a partir de las 3 semanas

de edad las infecciones empiezan a ser subclinicas (Joachim y Shrestha, 2020).
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Los signos de enfermedad aparecen generalmente entre los 7 y 11 dias de edad. El signo clinico
principal es una diarrea de color gris amarillento que no responde a antibidticos. Las heces
pueden ser pastosas o algo liquidas al principio, pero se van volviendo mas fluidas (Lindsay,
Dubey y Santin-Duran, 2019). Los lechones suelen seguir amamantando, pero el pelaje se torna
aspero, se deshidratan y tienen un menor aumento de peso. Las camadas varian en el grado de
aparicion de los signos clinicos, aunque todos los lechones de una misma camada estdn

afectados en igual medida (Stuart y Lindsay, 1986).

La mortalidad suele ser baja, pero debido a que la absorcidn de nutrientes se ve reducida en una
etapa clave para el crecimiento de los lechones se produce reduccion de la ganancia de peso o
incluso una pérdida de peso durante el periodo de diarrea, lo que termina dando lugar a pesos

reducidos y desiguales de destete (Mundt et al., 2007).
Diagnéstico

Hay que tener en cuenta que ni el cuadro clinico ni las lesiones producidas por la coccidiosis van
a ser determinantes para llegar a un diagndstico asertivo de esta enfermedad, ya que otros

procesos entéricos en lechones tienen una presentacion similar. Por ello, se deben utilizar

técnicas diagnodsticas que permitan un correcto diagndstico etiolégico (Frontera y Serrano,
2009). El método mas utilizado y rapido consiste en identificar la presencia de ooquistes en las
heces. Las especies de Eimeria pueden diferenciarse facilmente por su morfologia y se
distinguen de C. suis una vez esporulados los ooquistes. Las caracteristicas especificas de cada
especie sirvieron para desarrollar un algoritmo de deteccién y diferenciacién semiautomatica

(Daugschies, Imarom y Bollwahn, 1999; Lindsay, Dubey y Santin-Duran, 2019).

Es importante elegir correctamente el momento para la toma de muestras, ya que la excrecion
de ooquistes se inicia mds tarde que la aparicidon de signos clinicos y en muchas ocasiones se
pasa por alto y no se diagnostica correctamente (Niestrath et al., 2002). Este retraso entre la
aparicion de la diarrea y la excrecion de ooquistes es de aproximadamente un dia y el maximo
de eliminacién de ooquistes se da 2-3 dias después de la aparicidn de los signos clinicos (Lindsay,
Dubey y Santin-Duran, 2019). Ademas, se recomienda analizar un pool (mezcla) de heces de
varios lechones de una camada y de varias camadas, obteniendo asi una muestra representativa
(Fronteray Serrano, 2009). En ocasiones, el alto contenido en grasa de las heces puede dificultar
la deteccidn de ooquistes mediante la formacidn de tapones de grasa en la flotacion (Joachim y

Shrestha, 2020).

Las técnicas de flotacion y frotis directos pueden resultar negativas en caso de excretarse un

escaso numero de ooquistes en las heces, aunque son de eleccién en el caso de diagndsticos
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rutinarios, debido a su rapidez y coste (Daugschies et al., 2001). Segun un estudio reciente, el
umbral de sensibilidad del método con cdmara de Mcmaster modificado es de 333
ooquistes/gramo de heces (OpG), frente a los frotis fecales con autofluoresceina (10 OpG) o la
tincidn con carbolfucsina (limite inferior de deteccién: 100 OpG) (Joachim, Ruttkowskiy Sperling,
2018). Por lo tanto, entre estos métodos el mas sensible es |la autofluorescencia, basado en las
propiedades de la pared del ooquiste para emitir luz al ser excitada. En los examenes
postmortem pueden encontrarse estadios de Eimeria spp o C. suis en cortes histoldgicos de

intestino delgado o frotis tefiidos (Andrews et al., 1986).

Dentro de las técnicas de biologia molecular, el uso de la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) ha ido cobrando importancia para el diagndstico de protozoos en la medicina humana y
veterinaria debido a que ofrece una deteccion de alta especificidad y sensibilidad (Joachim et
al., 2004). Ruttkowski, Joachim y Daugschies (2001) realizaron un estudio en el que
desarrollaron cebadores para detectar C. suis y se utilizaron para la amplificacién especifica del

ADN de ooquistes purificados de muestras fecales.
Tratamiento y prevencion

El tratamiento de la coccidiosis una vez han aparecido los signos clinicos no siempre resulta de
utilidad, ya que los dafios en el epitelio intestinal son ya un hecho, por lo que la prevencién y
control son de gran importancia para minimizar el impacto de la coccidiosis en las explotaciones.
Para un control efectivo es necesario minimizar la fuente de infeccion mediante el uso de

quimicos y siguiendo unas correctas pautas en limpieza y desinfeccidn (Stuart y Lindsay, 1986).

En el caso de la coccidiosis producida por Eimeria spp. en lechones destetados y cerdas jévenes
hay muy pocos estudios sobre el tratamiento en condiciones naturales y experimentales. Sin
embargo, dado que la infeccidn por Eimeria rara vez es problematica, no suele estar justificado
el uso de terapéuticos (Lindsay, Blagburn y Boosinger, 1987; Daugschies et al., 2004). Para el
control de la cistoisosporosis en lechones, las opciones de tratamiento son limitadas. La principal
fuente de infeccion son las propias parideras previamente contaminadas con ooquistes de las
camadas anteriores. Desde los afios 70, se han estudiado numerosos farmacos para el
tratamiento de la coccidiosis. Estos deben ser rentables y tener una frecuencia de tratamiento
reducida para que sea una practica viable en las explotaciones. Ademas, para que sean efectivos,
normalmente es necesario administrarlos en el momento de la exposicién o poco después

(Joachim y Shrestha, 2020).

Hay que tener en cuenta que los estudios que demuestran una actividad anticoccidial en cerdos

ya destetados o durante el periodo de cebo no se pueden extrapolar para predecir el efecto de
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los mismos en lechones lactantes (Lindsay, Dubey y Santin-Durdn, 2019). Actualmente el
farmaco de eleccidon para la metafilaxis de la cistoisosporosis en lechones es el toltrazuril
(Joachim y Mundt, 2011). Se trata de un farmaco derivado de las triazinas que tiene actividad
de amplio espectro contra coccidios y otros protozoos. Su mecanismo de accién no esta del todo
claro, se cree que actua tanto frente a los estadios sexuales como asexuales del coccidio
inhibiendo la division nuclear de los esquizontes y microgamontes y los cuerpos formadores de
las paredes de los macrogamontes (Riviere y Papich, 2018). El toltrazuril se administra

generalmente por via oral pero también hay formulaciones inyectables (Joachim et al., 2018).

En un estudio en 2007, Mundt et al., demostraron el efecto del toltrazuril como metafilactico en
reproductoras y lechones infectados experimentalmente, que actla reduciendo la aparicién de
diarrea y excrecion de ooquistes y consiguiendo asi una mayor ganancia de peso. Dos estudios
posteriores evaluaron el efecto del tratamiento con toltrazuril en condiciones de campo, con
lechones infectados de forma natural y confirmaron la eficacia del tratamiento. Una Unica dosis
oral de 20 mg/kg de peso corporal fue suficiente para conseguir suprimir la excrecidon de

ooquistes y la aparicion de diarrea (Scala et al., 2009; Skampardonis et al., 2010).

Los estudios realizados hasta la fecha no han identificado otros coccidiostaticos eficaces. Se
probd la eficacia de tres compuestos en el mismo estudio: toltrazuril, diclazuril (otro compuesto
derivado de las triazinas) y la sulfadimidina (antibacteriano de sulfonamida). Los resultados
mostraron que ni el diclazuril ni la sulfadimidina fueron eficaces para evitar la aparicion de signos

clinicos y la excrecidn de ooquistes (Mundt et al., 2007).

Debido a que no existen otras alternativas para el tratamiento de la coccidiosis porcina, la
principal amenaza es el desarrollo de resistencias al tratamiento. Un uso continuado del farmaco
durante periodos prologados de tiempo, unido a la subdosificacidon y al tratamiento de los
lechones en el momento inadecuado favorecen en gran medida la aparicion de genes
resistentes. El alto potencial reproductivo de C. suis y su consiguiente variacidon genética pueden
aumentar la probabilidad de aparicion de cepas resistentes. Como consecuencia, se ha descrito
en Holanda un caso de C. suis resistente al toltrazuril, incluso con dosis terapéuticas aumentadas
(Shrestha et al., 2017). La aparicidn de cepas resistentes supone una potencial amenaza para la
ganaderia porcina, al no haber otras alternativas eficaces y econémicamente viables. Por lo que
es de gran importancia monitorizar la resistencia en explotaciones ademas de llevar a cabo un

estricto saneamiento para evitar la propagacion (Joachim y Shrestha, 2020).

En un estudio no se encontraron diferencias significativas en cuanto a la infeccién por C. suis

entre las explotaciones tratadas con toltrazuril y las no tratadas, lo que supone un resultado
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sorprendente, dada la efectividad confirmada en numerosas ocasiones. Se relaciona con la
posibilidad de resistencias desarrolladas, mala gestidn higiénica y/o un tratamiento incorrecto

con el toltrazuril (Hinney et al., 2020).

Dadas las limitaciones de tratamiento que existen, es muy importante llevar a cabo una buena
gestién higiénica y sanitaria de la explotacidn con el objetivo de reducir la presién de la infeccidn
en el entorno y facilitar asi el tratamiento de la enfermedad clinica y disminuir las pérdidas de
produccién (Sotiraki et al., 2008). Algunas medidas efectivas son la eliminacion diaria del
estiércol y de los materiales de la cama, junto con una limpieza con vapor a alta presion de la

paridera entre camadas y el uso de desinfectantes eficaces (Joachim y Srestha, 2020).

Se deben cumplir estrictas medidas de bioseguridad, limitando el acceso de los trabajadores a
las parideras para evitar la posible diseminacidn de ooquistes por medio de las botas y la ropa.
También es importante que no haya acceso para los animales domésticos, que pueden propagar
ooquistes, ademas de controlar las poblaciones de roedores en la explotacién. Se debe tener en
cuenta que aunque la enfermedad clinica esté bajo control, el potencial de aparicién de futuros

brotes esta siempre presente (Lindsay, Dubey y Santin-Duran, 2019).
Rotavirus
Etiologia

Los rotavirus son virus ARN segmentados de doble cadena, sin envoltura, pertenecientes a la
familia Reoviridae y causantes de diarrea en animales jévenes y en humanos (Ramig, 2004). Los
rotavirus que afectan al ganado porcino estan divididos en cuatro grupos A, B, Cy E, siendo el
RVA el de aparicion mas frecuente y el que afecta a mayor nimero de especies, incluyendo el
hombre, estando presente en todos los continentes (Janke et al., 1990; Will et al., 1994;
Shepherd et al., 2019). El RVC es una causa importante de diarrea en lechones neonatos en
Estados Unidos, sobre todo en los tres primeros dias tras el nacimiento (Marthaler et al., 2013).
Asimismo, cabe destacar que es comun la aparicion de coinfecciones por distintos virus, sobre

todo en cerdos de mayor edad (Homwong et al., 2016).
Epidemiologia

Los rotavirus son una de las principales causas de diarrea en lechones neonatos. La edad es uno
de los factores determinantes en la gravedad de la enfermedad. Los cerdos mas receptivos a la
infeccidn son aquéllos que no han recibido la inmunidad pasiva adecuada y los animales jovenes
gue aun no han desarrollado su inmunidad, aunque dado su caracter ubicuo muchos lechones

adquieren inmunidad materna durante las primeras semanas de vida (Ward, Rich y Besser, 1996;
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Shepherd et al., 2019)). Las heces son un material altamente contagioso. Las estimaciones de
Payment and Morin (1990) indican que cada gramo contiene hasta 1 x 101° particulas y solo 90

particulas son suficientes para iniciar la enfermedad (Meleg et al., 2008).
Patogenia

La replicacion de los rotavirus se da mayormente en las células de las vellosidades del intestino
delgado, sobre todo en yeyuno e ileon y en menor medida intestino grueso (Shepherd et al.,
2019). Aunque no existe evidencia de replicacidn extraintestinal, hay presencia transitoria de
antigenos de RV en otros tejidos como el pulmadn, higado y bazo (Zijlstra et al., 1997; Kim et al.,
2013). El mecanismo que causa la diarrea en el caso de la infeccion por RV es la atrofia y pérdida
de vellosidades intestinales, lo que conlleva a alteraciones en la absorcién de liquidos y a una

diarrea por malabsorcién (Ramig, 2004).
Signos clinicos y lesiones

La presentacidn clinica de la enfermedad es muy variable, pudiendo darse desde un curso
subclinico a grave, dependiendo de numerosos factores relacionados con la cepa del virus,
existencia de infecciones concomitantes y la edad o estado inmune del hospedador (Shepherd
et al., 2019). El periodo de incubacién en lechones es de 1 a 4 dias. Los signos clinicos incluyen
diarrea acuosa profusa, vomitos, letargia y anorexia. La mortalidad experimentalmente se
establecié en menos del 20%, pero se han dado casos de mayores porcentajes (Tzipori y
Williams, 1978). En lechones menores de 7 dias la recuperacion puede tardar de 1 a 10 dias,
recuperando también el peso corporal adecuado (Tzipori y Williams, 1978), aunque los sintomas
se agravan en caso de infecciones bacterianas concurrentes (Neog et al., 2011). En la necropsia
se observa la dilatacién del intestino por contenido excesivo y amarillento. Las paredes
intestinales son mas delgadas y las vellosidades intestinales se encuentran acortadas (Neog et

al., 2011).
Diagnéstico

Se pueden tomar muestras fecales e intestinales para la deteccion del antigeno del RV, siendo
la PCR en tiempo real (RT-PCR) el método mas utilizado. Desarrollando pruebas de PCR multiplex
se pueden evaluar varios virus causantes de diarrea con la misma muestra (Ogawa et al., 2009).
Existen numerosos métodos alternativos como inmunocromatografia, kits ELISA,
inmunofluorescencia de cultivos celulares y pruebas de inhibicion de la hemaglutinacidon

(Shepherd et al., 2019).
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Tratamiento y prevencion

No hay hasta la fecha antivirales para tratar las infecciones por RV. Las medidas de prevencion
se centran en conseguir que los lechones adquieran una adecuada inmunidad pasiva a partir de
la cerda. Actualmente, la Unica vacuna disponible en Espafia para la prevencion de la diarrea por
RV es importada, especialmente de los Estados Unidos (ProSystem Rota; Intervet Inc./Merck
Animal Health, Madison, NJ, USA) y se autoriza su administracién tanto a las cerdas gestantes
como a los lechones. La erradicacién de la explotacion no es una opcién practica dada la
naturaleza ubicua del virus, siendo el principal objetivo minimizar el impacto de las infecciones
reduciendo la mortalidad y los signos clinicos (Shepherd et al., 2019). El uso de desinfectantes
especificos como los haldgenos y fendlicos puede ayudar a controlar la propagacién del RV
(Chandler-Bostock y Mellits, 2015). Los desinfectantes mas eficaces para eliminar el virus en la

ropa de trabajo son el cloro y el glutaraldehido (Yeargin et al., 2016).
Virus de la diarrea epidémica porcina (PEDV)
Etiologia

Se trata de un virus de ARN monocatenario que pertenece a la familia Coronaviridae y género
Alphacoronavirus. Actualmente, las cepas mundiales de PEDV se dividen en dos grupos: cepas
clasicas de PEDV que surgieron por primera vez en la década de los 70 y las cepas emergentes
aparecidas a partir de 2010 (Lin et al., 2016). Las cepas emergentes se dividen a su vez en cepas
“no SINDEL” y “S INDEL” término asignado en base a la presencia de “inserciones” y “deleciones”
de aminoacidos en la proteina S y en su virulencia en lechones (Liu y Gerdts, 2021). Un dato
relevante es que no presenta inmunidad cruzada con otros coronavirus entéricos porcinos como

el causante de la gastroenteritis transmisible porcina, que se analiza mas adelante.
Patogenia

Los principales factores relacionados con la patogenia del virus PEDV son la edad de los cerdos
en el momento de la infeccidn, la virulencia de la cepa, la via de entrada y la dosis (Saif et al.,
2019). Los primeros estudios sobre la patogenia del PEDV se realizaron inoculando por via oral
la cepa clasica CV777 en lechones de 3 dias de edad. Los signos clinicos aparecieron a las 22-36
horas tras la inoculacion. Se produjo replicacidon viral en el citoplasma de las células de las
vellosidades de todo el intestino delgado a partir de las 12-18 horas de la inoculacidn, con un
maximo a las 24-36 horas. Las principal alteracién fue la degeneracion de enterocitos, que
provoco una reduccién de la relacién entre la altura de las vellosidades y la profundidad de las

criptas (Debouck, Pensaert y Coussement, 1981; Coussement et al., 1982). También se observd
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replicacion en el epitelio del colon, con ligera degeneracidn celular resultante (Ducatelle et al.,
1982). La consecuencia de estas alteraciones es el desarrollo de diarrea por maldigestion y
malabsorcién. En un estudio reciente se compard la dosis infectante de una cepa emergente “no
S INDEL” en cerdos de 5 dias y en los de 3 semanas de edad, concluyendo que para infectar el
100% de estos utimos se necesitaron dosis 100 veces mayores que en el caso de los lechones

neonatos (Thomas et al., 2015),

La lenta regeneracién celular (5-7 dias) de los enterocitos de lechones neonatos en comparacion
con la de lechones destetados a las tres semanas de edad (2-3 dias), unidos al retraso del
aumento de células madre intestinales y la proliferacién de las células de la cripta (hasta 3 dias)
contribuye a que la mortalidad sea muy superior en los primeros, asi como los signos clinicos

mas graves y la recuperacidon mas lenta (Jung et al., 2015; Jung, Saif y Wang, 2020).
Signos clinicos y lesiones

En un brote por PEDV pueden enfermar cerdos de todas las edades, con una morbilidad cercana
al 100% en lechones. Los signos clinicos mas frecuentes son diarrea acuosa, vomitos, anorexia,
y depresidn. La mortalidad en lechones de menos de una semana de edad esta entre el 50 y el
100%, mientras que la recuperacién tiene lugar en aproximadamente siete dias en los mayores
de dicha edad (Saif et al., 2019). Los brotes asociados a esta enfermedad se prolongan durante
aproximadamente tres a cuatro semanas, aunque este periodo puede ser mds amplio en
grandes explotaciones. Una vez terminado el brote agudo pueden persistir casos de diarrea y

convertirse en recurrente (Martelli et al., 2008).

Hay numerosos estudios de las lesiones producidas en lechones infectados experimentalmente.
Tanto de las cepas clasicas de PEDV (Coussement et al., 1982; Kim y Chae, 2003) como de las
cepas emergentes (Jung et al., 2015; Chen et al., 2016). Las lesiones macroscdpicas se localizan
en el intestino delgado, el cual se encuentra distendido por la presencia de liquido acuoso y
amarillento. Microscépicamente se observa disminucién de la longitud de las vellosidades del
intestino delgado debido a la afectacion de los enterocitos que las conforman. Ademas, se

produce una reduccién marcada de la actividad enzimatica del intestino (Saif et al., 2019).
Diagnéstico

Debido a la similitud de los signos clinicos e histopatoldgicos del PEDV con los producidos por la
TGE (Gastroenteritis transmisible) es necesario demostrar la presencia del PEDV y/o sus
antigenos con pruebas laboratoriales (Liu y Gerdts, 2021). Se han utilizado diversos métodos de

diagndstico que incluyen pruebas de inmunofluorescencia (IF) o inmunohistoquimica (IHC),
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hibridacion in situ, microscopia electrénica, aislamiento del virus, ensayos serolégicos (ELISA) y
técnicas diversas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Lee, 2015). Para la deteccién
del ARN, el método de diagndstico laboratorial mas usado es la RT-PCR (Ishikawa et al., 1997;

Liu y Wang, 2016).
Tratamiento y prevencion

Hasta la fecha no existen antivirales especificos para la infeccion por PEDV por lo que el
tratamiento se basa en paliar en la medida de lo posible la diarrea (Vlasova et al., 2020; Liu y
Gerdts, 2021). Los protocolos de bioseguridad de la explotacidn como la descontaminacién y
desinfeccidn de vehiculos y otros fdmites potencialmente contaminados, asi como el control de
los suministros de pienso y aditivos tienen un papel importante a la hora de evitar la entrada del
PDEV en la explotacién (Gordon et al., 2019; Jung, Saif y Wang, 2020). Los desinfectantes mas
efectivos para la inactivacidn del PEDV en las heces son el Virkon S al 0.5% y Clorox al 2.06%

(Bowman et al., 2015).

El uso de vacunas atenuadas o inactivadas esta principalmente extendido por los paises
asiaticos. Su eficacia se ha demostrado experimentalmente, pero sobre el terreno sigue
habiendo debate sobre las ventajas y desventajas de su uso (Lee, 2015). En ocasiones, se ha
valorado como estrategia de inmunizacién la exposicion deliberada de las cerdas gestantes a
intestinos y heces de animales afectados de forma aguda. Este método tiene como objetivo
estimular la posterior inmunidad pasiva de los lechones, para reducir los signos clinicos y acortar
los brotes. También se ha valorado la misma estrategia en cerdos de cebo, pero hay que tener

en cuenta el riesgo de transmisién de otros patdgenos (Saif et al., 2019).
Gastroenteritis Transmisible (TGE)
Etiologia

La gastroenteritis transmisible estd causada por el virus Alphacoronavirus 1, provisto de ARN
monocatenario, pertenece a la familia Coronaviridae (Carstens, 2010). Fue descrito por primera
vez en 1946 por Doyle y Hutchings en Estados Unidos, mas tarde se informd de su presencia
generalizada por todo el mundo (Helke et al., 2015). El virus de la gastroenteritis transmisible
(TGEV) es estable a temperaturas de congelacién, pero labil a temperatura elevadas. En el
estiércol liquido mantiene la viabilidad durante mas de 8 semanas a 52C, 2 semanas a 202Cy 24

horas a 352C (Haas et al., 1995).
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Epidemiologia

La TGE fue una de las principales causas de enfermedad entérica y mortalidad en lechones en
todo el mundo entre los afios 1960 y 1980. A partir de la década de 1980, la rapida propagacion
del coronavirus respiratorio porcino (PRCV) que proporciona inmunidad cruzada, provoco que
se minimizara el impacto clinico y econdmico del TGEV (Yaeger, Funk y Hoffman, 2002; Vlasova
et al., 2020). La enfermedad se puede manifestar de forma epidémica o endémica. La primera
se produce en explotaciones donde la mayoria de los animales son seronegativos al TGEV/PRCV
y por lo tanto susceptibles. En ese caso, la enfermedad tiene una propagacion rapida entre los
cerdos de todas las edades, sobre todo en invierno. Los animales mas afectados son los lechones
lactantes, que desarrollan signos clinicos marcados y se deshidratan rapidamente. En
consecuencia, la mortalidad en cerdos de menos de 2 semanas es muy elevada. Las cerdas
lactantes pueden desarrollar anorexia y agalaxia, produciendo menos leche, contribuyendo asi

a la mortalidad de los lechones (Saif et al., 2019).

La TGE endémica se manifiesta en explotaciones donde la presencia de TGEV es persistente.
Puede darse como secuela después de un brote agudo o en explotaciones seropositivas con
partos frecuentes. En este caso, las cerdas suelen ser inmunes y asintomaticas y se da una
transferencia de inmunidad pasiva a los lechones de grado variable. Las diarreas causadas seran
leves y la mortalidad en lechones mas baja (10-20%). No esta claro si la fuente del virus es la
reactivacion de excrecion en cerdos portadores 6 bien las reintroducciones desde fuentes

externas a la explotacion (Saif et al., 2019).
Patogenia

El TGEV ocasiona necrosis masiva de enterocitos del yeyuno entre 12 y 24 horas después de la
infeccidén, lo que produce reduccién de la actividad enzimatica en el intestino delgado. En
consecuencia, se interrumpe la digestion y el transporte de nutrientes y electrolitos,
acumuldndose liquido en la luz intestinal y provocando diarrea aguda por malabsorcién, que

puede ocasionar deshidrataciéon y muerte de los lechones (Vlasova et al., 2020).

La edad de los animales infectados es un factor importante en el desarrollo de la enfermedad.
Los lechones neonatos son mds susceptibles que los de 3 semanas a la infeccién por TGEV ya
que en ellos se produce una atrofia mas grave de las vellosidades intestinales. Como en el caso
del PDEV, este hecho se atribuye a una regeneracién mas lenta de las células en el caso de los
neonatos (Saif et al.,, 2019). El TGEV también tiene multiplicacién extraintestinal en los
macroéfagos alveolares y en el tejido mamario. En un estudio, Kemeny y Woods (citado en

Vlasova et al., 2020) informaron de que el virus se elimina en la leche de las cerdas infectadas.
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Signos clinicos y lesiones

El desarrollo de los signos clinicos de la enfermedad dependera si se trata de la denominada TGE
endémica o epidémica. En la primera (lechones seronegativos) se manifiestan vomitos y diarrea
profusa de consistencia acuosa y color amarillento. Esto provoca en los lechones neonatos una
rapida deshidratacidon y reduccidén de peso, traduciéndose en una elevada mortalidad. La
gravedad de la enfermedad esta inversamente relacionada con la edad del cerdo. Asi, en los
cerdos de mayor edad se dard inapetencia y diarrea transitoria (Saif et al., 2019). En la TGE
endémica, los signos clinicos suelen ser menos graves y la mortalidad menor. En este caso, los
signos clinicos en lechones lactantes pueden asimilarse a los ocasionados por rotavirus y PEDV

(Wang, Byrum y Zhang, 2014).

Las lesiones macroscépicas se limitan al tracto gastrointestinal. El estdmago, distendido, puede
presentar hemorragias petequiales. En el intestino, la pared es delgada debido a la atrofia de las
vellosidades, y se encuentra distendido y lleno de liquido amarillento. El acortamiento de las
vellosidades del yeyuno e ileon es una de las principales alteraciones (Debouck, Pensaert y

Coussement, 1981).
Diagnéstico

La adecuada toma de muestras y su correcto mantenimiento son necesarios para conseguir un
diagndstico fiable. Los signos clinicos y la atrofia intestinal pueden darse en otros procesos
entéricos (rotavirus, PEDV y coccidiosis) por lo que es necesario el uso de técnicas laboratoriales
especificas: deteccion del antigeno viral o de los acidos nucleicos en las heces o en las lesiones,

asi como aislamiento del virus o deteccion de anticuerpos (Vlasova et al., 2020).

Para la deteccién del antigeno del TEGV en los enterocitos pueden realizarse técnicas de
inmunofluorescencia (IF) o inmunohistoquimicas (IHC) (Enjuanes y van der Zeijst, 1995).
Actualmente, los métodos diagndsticos utilizados para diagnosticar y diferenciar el TGEV de
otros coronavirus similares son la RT-PCR (Kim, Song y Park, 2001; Costantini et al., 2004). En el
afio 2009, (Ogawa et al.) desarrollaron una RT-PCR multiplex que permite la deteccidn

simultanea de los principales virus que producen diarrea en el ganado porcino.
Tratamiento y prevencion

No existen hasta la fecha antivirales para la infeccion por TGEV (Liu y Gerdts, 2021). La Unica
opcion por lo tanto es el tratamiento de los signos clinicos. Para ello se recomiendan algunas
medidas como facilitar un ambiente cdlido, evitando corrientes de aire y suministrar agua a los

cerdos infectados (Saif et al., 2019). Para la prevencién, es necesario mantener medidas de
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bioseguridad adecuadas que eviten la introduccién en la explotacidon de animales infectados y
vehiculos contaminados. Hay que tener en cuenta que los tejidos no procesados de animales

infectados por TGEV pueden propagar el virus (Forman, 1991).
Clostridium perfringens
Etiologia

Clostridium perfringens es una bacteria anaerobia, gram positiva y formadora de esporas, que
pertenece a la familia Clostridiaceae. Se divide en 7 grupos (A-G) segun la produccién de toxinas.
Las mas significativas son Alpha, Beta, Beta 2, Epsilon e lota. C. perfringens tipo C es una causa
importante de diarrea neonatal porcina, puesto que provoca enteritis necrético hemorragica.
Por el contrario, no hay evidencia cientifica contrastada que sefiale como causante de diarrea

neonatal en lechones a C. perfringens tipo A (Uzal y Songer, 2019).
Patogenia

La principal fuente de infeccién para los lechones neonatos son las heces de las madres. C.
perfringens tipo C se multiplica rdpidamente en el intestino, aunque el mecanismo de adhesion
al epitelio intestinal no estd claro (Petit, Gibert y Popoff, 1999). La toxina Beta es su principal
factor de virulencia, que ocasiona dafios en los enterocitos. Esta bacteria es muy sensible a la
tripsina, por lo que la mayor susceptibilidad de los lechones neonatos se asocia con la inhibicién
de la tripsina por la toma de calostro (Uzal et al., 2016). La patogenicidad de C. perfringens tipo
A no esta clara, tal como se ha comentado anteriormente. Su toxina principal es la Alpha y se
considera que forma parte de la microbiota intestinal de los lechones (Petri, Hill y Van Kessel,

2010).
Signos clinicos y lesiones

El desarrollo clinico de la enfermedad depende del estado inmunitario de los lechones y de su
edad. En explotaciones con baja inmunidad frente a C. perfringens tipo C se producen brotes
graves en los que la morbilidad es cercana al 100% y la mortalidad muy alta. Los lechones
desarrollan diarrea hemorragica y en 12-36 horas estan muy débiles. La zona del abdomen se
oscurece tras la muerte. Los lechones afectados de forma aguda pueden sobrevivir 1-2 dias,
presentando diarrea marréon rojiza y deshidratacion y finalmente mueren. Los lechones
afectados mas levemente presentan diarrea intermitente de color amarillo grisdceo durante una
semana (Uzal y Songer, 2019). Las lesiones macroscépicas de la enfermedad aguda incluyen

principalmente hemorragia intestinal y exudado fibrino-necrético en la mucosa.
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Microscépicamente, se observa necrosis hemorragica de la pared intestinal que suele progresar

hacia todas las capas del intestino (Uzal et al., 2016).
Diagndstico

La presencia de diarrea hemorragica en lechones, junto con la rapida mortalidad y lesiones
macroscépicas indicativas de enteritis por C. perfringens son muy relevantes de cara al
diagndstico, pero es necesario confirmar su presencia mediante la deteccidén de la toxina Beta
en el contenido intestinal o en las heces. El genotipado de los aislados mediante PCR multiple
permite identificar la presencia de toxinas y determinar el tipo de C. perfringens (Uzal y Songer,

2019).
Tratamiento y prevencion

El tratamiento clinico no tiene utilidad debido al curso rapido de la enfermedad, aunque existen

vacunas comerciales que permiten la eliminacién en un ciclo de paridera (Uzal et al., 2016).
Clostridioides difficile
Etiologia

Clostridioides difficile es una bacteria anaerobia estricta, gram positiva y formadora de esporas,
perteneciente a la familia Peptostreptococcaceae y anteriormente asignada al género
Clostridium. En lechones de 1 a 7 dias de edad produce diarrea y en ocasiones dificultad

respiratoria o muerte subita (Larsson, 2016).
Patogenia

El mecanismo patdgeno de la diarrea asociada a Cl. difficile esta asociado a la produccién de
toxinas Ay B (Steele, Parry y Tzipori, 2013). Ambas actian sobre el citoesqueleto de las células,
afectando al desarrollo de las funciones celulares y pudiendo causar muerte celular. También

pueden provocar inflamacién intestinal (Janoir, 2016).
Signos clinicos y lesiones

En el desarrollo clinico de la enfermedad pueden aparecer heces blandas y pérdida de la
condicién corporal. Las lesiones, que suelen ser leves, se localizan en ciego y colon e incluyen
erosiones multifocales en la mucosa con efusion de fibrina (Yaeger, Funk y Hoffman, 2002). En

la mayoria de lechones hay colitis y tiflocolitis (Uzal y Songer, 2019).
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Diagnéstico

Dado que Cl. difficile es frecuente en lechones sanos, es necesario confirmar la presencia de las
toxinas Ay B junto con el aislamiento de la bacteria a partir de las heces o el colon (Uzal et al.,

2016).
Tratamiento y prevencion

No se ha estudiado inmunoprofilaxis en la diarrea neonatal producida por Cl. difficile en lechones

(Uzal y Songer, 2019).

3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La diarrea neonatal es uno de los problemas mas frecuentes en la produccion porcina intensiva.
Su importancia radica en las pérdidas econdmicas derivadas del aumento de mortalidad y
retraso del crecimiento de los lechones, junto con los costes del tratamiento de la enfermedad
(Sjolund, Zoric y Wallgren, 2014). La etiologia de este sindrome es multifactorial, aunque entre
las causas desencadenantes se incluyen numerosos microorganismos de etiologia bacteriana,
virica o parasitaria. Entre ellos destacan E. coli enterotoxigénica (ETEC), Clostridium perfringens
C, virus de la diarrea epidémica porcina (PDEV), virus de la gastroenteritis transmisible (TGEV),
rotavirus y Cystoisospora suis, aunque en los ultimos afios la aparicién de diarreas asociadas a
Clostridium perfringens Ay Clostridioides difficile han ido en aumento (Larsson, 2016). Entre los
diferentes métodos diagndsticos, la reaccidon en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-
PCR) ha demostrado ser una de las técnicas mds fiables y utiles al permitir detectar
simultaneamente varios agentes a partir de la misma muestra clinica (Shi et al., 2016). Teniendo
en cuenta estos antecedentes, en el presente trabajo fin de grado nos hemos planteado los

siguientes objetivos.
Obijetivos

Determinar la prevalencia de distintos enteropatdgenos en brotes de diarrea neonatal porcina
de diversas provincias de Espafia a partir de los diagndsticos de un laboratorio veterinario

mediante RT-PCR, durante el periodo enero 2020- diciembre 2020.
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4. MATERIAL Y METODOS

Revision bibliografica

La revision bibliografica se ha llevado a cabo mediante la busqueda de literatura especializada
(libros, articulos cientificos) en diversas plataformas como ScienceDirect, PubMed, Web of
Science y Google Académico. El algoritmo de palabras clave utilizado ha sido el siguiente:
“neonatal diarrea in suckling piglets”, “coccidia in swine”, “Cystoisospora suis”, “swine
pathology”, “RT-PCR”, “Clostridium”, “rotavirus in swine”, “Clostridioides difficile”, “PEDV”. Las

citas y referencias bibliograficas se han gestionado con la plataforma Mendeley.
Estudio de la prevalencia de enteropatdogenos

El andlisis de datos para determinar la prevalencia de enteropatégenos en casos de diarrea
neonatal porcina se ha desarrollado sobre la base de datos cedida por EXOPOL S.L., laboratorio
especializado en diagndstico veterinario ubicado en la provincia de Zaragoza. En dicha base se

IM

dispone de los datos diagndsticos resultantes del “panel digestivo lactante”, en el cual se ofrece
la deteccidn simultanea de diferentes agentes causantes de enfermedad en lechones neonatos
mediante la técnica de reaccidon en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) sobre

muestras procedentes de animales con diarrea.

En concreto el panel digestivo lactante que se ofrece a las explotaciones porcinas incluye la
deteccion de Rotavirus tipo A, Rotavirus tipo C, PEDV, Clostridium perfringens, Clostridioides
difficile, Eimeria spp. y Cystoisospora suis. No se han incluido en el andlisis los resultados sobre
factores de virulencia de E. coli (E. coli gen eae, F4, F5, F6, F41, F18, STa, STb, LT, STX2e, AIDA,
EAST, Escherichia coli total) o diversos toxinotipos de Clostridium perfringens (toxinas Beta,
Epsilon, lota, Enterotoxina, Beta 2), que también se pueden analizar a criterio veterinario en
determinadas ocasiones, pero que no se investigaron en la totalidad de las muestras sujetas al

presente estudio y por tanto fueron excluidos.

Para el analisis de datos se ha utilizado la plataforma Excel, investigando la prevalencia global
de los distintos enteropatégenos en brotes de diarrea neonatal de las explotaciones que
remitieron muestras durante el periodo de estudio (enero a diciembre de 2020), asi como las
diferencias observadas en funcidn de la ubicacidn de las explotaciones o la edad de los animales.

En este sentido, las muestras analizadas se han filtrado segun la variable “edad” en dos grupos,
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atendiendo al criterio utilizado por el laboratorio, como muestras procedentes de los lechones

de una edad menor o igual a 15 dias y mayores de 15 dias.

La prevalencia de enteropatégenos no se ha determinado de forma individual, sino
conjuntamente a partir de todas las muestras que fueron remitidas de las explotaciones en cada
uno de los brotes de diarrea. En aquellas granjas que remitieron muestras de forma sucesiva a
lo largo del periodo de estudio, se han considerado brotes diferentes cuando el tiempo
transcurrido entre un envio y el siguiente fue de 1 mes como minimo. La practica totalidad de
las muestras fueron remitidas de explotaciones ubicadas en distintas provincias espafiolas,
aunque también se incluyeron en el estudio 2 brotes de granjas ubicadas en Portugal. No
obstante, para comparar la prevalencia de cada enteropatdgeno en las diferentes provincias
Unicamente se consideraron aquéllas mas representativas, concretamente 4 provincias
(zaragoza, Barcelona, Huesca y Lleida) en cada una de las cuales se diagnosticaron mas de 30

brotes, que suponen mas del 50% del total de las muestras estudiadas.
Analisis estadistico

Para comparar la prevalencia de los diferentes enteropatdgenos y las diferencias en funcién de
la edad o la provincia de origen de los brotes se han realizado pruebas de Chi-cuadrado
utilizando la aplicaciéon Win Episcope 2.0 (http://www.winepi.net/). Se tomé un valor p < 0.05

para considerar la diferencia estadisticamente significativa.

5. RESULTADOS

Durante el periodo de estudio se analizaron en el laboratorio muestras fecales de cerdos
lactantes pertenecientes a 472 brotes de diarrea neonatal acontecidos en 315 explotaciones de
35 provincias de Espafia, junto con dos brotes de granjas situadas en Portugal. Casi el 80% de los
brotes se registraron en 10 provincias, con un minimo de 10 brotes en la provincia de Avila y un
maximo de 102 brotes en la provincia de Zaragoza, donde se ubica el laboratorio diagndstico.
Cabe destacar las provincias Zaragoza, Barcelona, Huesca, Girona, donde se concentraron mas
de la mitad de los brotes analizados (n: 257). En las 25 provincias restantes, el nimero de brotes
analizados oscilé entre 1y 8, junto con dos brotes analizados en Portugal de distinta procedencia

(Tabla 1, Figura 1).
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Tabla 1. Numero de brotes de diarrea neonatal porcina analizados, distribucion por provincias de origen
de las explotaciones

Provincia No. brotes No. granjas Provincia No. brotes No. granjas

(n=472) (n=315) (n=472) (n=315)
Zaragoza 102 (21.6%) 49 (15.6%) Almeria 5(1.1%) 4 (1.3%)
Barcelona 70 (14.8%) 52 (16.5%) Caceres 4 (0.9%) 1(0.3%)
Huesca 53 (11.2%) 35 (11.1%) Ourense 4 (0.9%) 1(0.3%)
Girona 34 (7.2%) 17 (5.4%) Ledn 3(0.6%) 3(1%)
Pontevedra 26 (5.5%) 20 (6.4%) Castellon 3(0.6%) 3 (1%)
Teruel 25 (5.3%) 17 (5.4%) Zamora 2 (0.4%) 2 (0.6%)
Murcia 23 (4.9%) 16 (5.1%) Valencia 2 (0.4%) 1(0.3%)
Badajoz 18 (3.8%) 15 (4.8%) Huelva 2 (0.4%) 2 (0.6%)
Lleida 16 (3.4%) 12 (3.8%) A Coruiia 2 (0.4%) 2 (0.6%)
Avila 9(1.9%) 6 (1.9%) Granada 2 (0.4%) 1(0.3%)
Malaga 8(1.7%) 4(1.3%) Burgos 1(0.2%) 1(0.3%)
Toledo 8(1.7%) 6 (1.9%) Portugal 1(0.2%) 1(0.3%)
Navarra 7 (1.5%) 6 (1.9%) Lugo 1(0.2%) 1(0.3%)
Valladolid 7 (1.5%) 6 (1.9%) Cérdoba 1(0.2%) 1(0.3%)
Madrid 7 (1.5%) 7 (2.2%) Cuenca 1(0.2%) 1(0.3%)
Tarragona 6(1.3%) 5(1.6%) Alicante 1(0.2%) 1(0.3%)
Segovia 6(1.3%) 5(1.6%) Palencia 1(0.2%) 1(0.3%)
Salamanca 5(1.1%) 4 (1.3%) Montemor o Velho 1 (0.2%) 1(0.3%)
Sevilla 5 (1.1%) 5 (1.6%)

Figura 1: Mapa de la peninsula ibérica. En cada provincia se indica el nimero de brotes de diarrea
remitidos para diagndstico al laboratorio [niimero de brotes por provincia (n=472)].

En la Tabla 2 se indica el nimero de brotes y granjas que fueron positivos a los distintos
enteropatdgenos analizados. Clostridium perfringens fue con diferencia el microorganismo mas
prevalente, identificado en mds del 90% de los brotes y 95% de las explotaciones, seguido de

Clostridioides difficile, que también fue especialmente frecuente y extendido (mas del 60% de
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brotes y explotaciones). Entre los virus destaca la presencia de Rotavirus A (RVA) y rotavirus C
(RVC), que fueron identificados en aproximadamente el 40% y 30% de los brotes,
respectivamente, mientras que el virus de la diarrea epidémica porcina (PEDV) tuvo una
presencia mds esporadica (aprox. 6% de los brotes). En relacién con la prevalencia de coccidios,
la mayoria de casos de diarrea neonatal de etiologia parasitaria fueron ocasionados por
Cystoisospora suis, responsable de casi el 20% de los brotes, mientras que en tan sélo cuatro se
obtuvo un resultado positivo para Eimeria sp. El estudio estadistico revelé diferencias
estadisticamente signficativas entre la prevalencia de los distintos enteropatdgenos (p: 0.0218

entre RVAy RVC; p < 0.0001 para el resto de enteropatdgenos).

Las infecciones mixtas por varios microorganismos fue la norma habitual en la etiologia de los
brotes de diarrea, ya que en mas del 88% de los mismos (n: 416) se identificaron al menos dos
patdgenos diferentes. En 50 brotes (10.6%) se identificé un Unico microorganismo y sélo 6
brotes (1.3%) fueron negativos a la totalidad de enteropatdgenos analizados.

Tabla 2: Prevalencia de diversos enteropatégenos en brotes diarreicos en lechones lactantes de
distintas explotaciones de la peninsula ibérica

Enteropatdgeno Numero de brotes (n=472) Numero de granjas (n=315)
Clostridium perfringens 439 (93%) 304 (96.5%)

Clostridioides difficile 284 (60.2%) 216 (68.6%)

Eimeria sp. 4 (0.9%) 3(1%)

Cystoisospora suis 88 (18.6%) 67 (21.3%)

PEDV 28 (5.9%) 22 (7%)

Rotavirus A 191 (40.5%) 146 (46.4%)

Rotavirus C 157 (33.3%) 123 (39.1%)

No detectado

6 (1.3%)

6 (1.9%)

En las Tablas 3y 4y en la Figura 2 se muestran los resultados del andlisis de brotes diarreicos en
funcién de la edad. La mayoria de brotes analizados (n: 435) correspondian a lechones menores
de 15 dias, en los cuales apenas se observaron diferencias en la distribuciéon de los distintos
enteropatdégenos en comparacion con los datos globales anteriormente indicados.
Concretamente, en este grupo de edad y por orden decreciente de prevalencia se identificaron
C. perfringens, Cl. difficile, RVA, RVC, C. suis, PEDV y Eimeria spp. El estudio estadistico reveld
diferencias significativas entre la prevalencia de los distintos enteropatégenos en los lechones

menores de 15 dias (p < 0.0010), exceptuando la prevalencia de RVA respecto a RVC (p: 0.2057).
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Tabla 3: Prevalencia de diversos enteropatégenos en brotes diarreicos en lechones menores de 15 dias
de distintas explotaciones de la peninsula ibérica

Enteropatdgeno Numero de brotes (n=435) Numero de granjas (n=305)

Clostridium perfringens
Clostridioides difficile
Eimeria sp.
Cystoisospora suis
PEDV

Rotavirus A

Rotavirus C

No detectado

408 (93.8%)
277 (63.7%)
4 (0.9%)

74 (17%)
20 (4.6%)
169 (38.9%)
151 (34.7%)
6 (1.4%)

293 (96.1%)
214 (70.2%)
3 (1%)

62 (20.3%)
18 (5.9%)
136 (44.6%
120 (39.3%)
6 (2%)

La distribucion de enteropatégenos fue sin embargo muy diferente en los lechones mayores de
15 dias, en los que nuevamente se observa un claro predominio de C. perfringens en la etiologia
de la mayoria de los brotes, pero en este caso aparecen RVA e C. suis como segundo y tercer
microorganismo mas prevalentes. También destaca en este grupo de edad la presencia de PEDV,
que se identificd en mas del 20% de los brotes, mientras que Cl. difficile y RVC fueron mucho
menos prevalentes que en lechones mas jovenes. El estudio estadistico revela como datos mas
destacables la existencia de diferencias significativas entre la prevalencia de C. perfringens y el
resto de patdgenos (p < 0.05), asi como entre RVA y RVC, con un porcentaje significativamente
superior en el caso de los primeros (p < 0.0001).

Tabla 4: Prevalencia de diversos enteropatégenos en brotes diarreicos en lechones mayores de 15 dias
de distintas explotaciones de la peninsula ibérica

Enteropatégeno

Numero de brotes (n=37)

Numero de granjas (n=29)

Clostridium perfringens

31 (83.8%)

26 (89.7%)

Clostridioides difficile 7 (18.9%) 6 (20.7%)
Eimeria sp. 0 (0.0%) 0 (0.0%)
Cystoisospora suis 14 (37.8%) 10 (34.5%)
PEDV 8 (21.6%) 5(17.2%)
Rotavirus A 22 (59.5%) 19 (65.5%)
Rotavirus C 6 (16.2%) 5(17.2%)

No detectado
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El estudio estadistico también revela diferencias significativas en la prevalencia de cada
enteropatdgeno cuando se comparan los lechones mayores y menores de 15 dias, exceptuando

el porcentaje de parasitados por Eimeria sp. que fue muy bajo en ambos casos (p < 0.05).

Figura 2: Diagrama comparativo de las prevalencias de los distintos enteropatégenos tanto globales
como separadas por grupos de edad (% positivos).

93% 93.8%

83.8%
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33.3%
18.9% 18.6% iy
- 5% 1% 16.2%
5.9% 4,69
0.9% 0.9% 0% . =3
RVA RVC

C. perfringens Cl. difficile Eimeria sp. C. suis PEDV

M Prev. Global M Prev. <15 Prev. »15

Tal como se ha sefialado anteriormente, la comparativa de prevalencia de enteropatégenos en
funcién de la procedencia de las muestras Unicamente se hizo en las cuatro provincias mas
representativas, concretamente aquéllas donde se registraron al menos 30 brotes de diarrea
(Tabla 5). En las explotaciones de Zaragoza, Barcelona y Girona fueron C. perfringens, Cl. difficile
y RVA los microorganismos mas prevalentes, mientras que en los brotes de la provincia de

Huesca se identificaron con mas frecuencia RVC que RVA.

En cuanto a las diferentes prevalencias de un mismo patdgeno en cada provincia, el andlisis
indicé que la diferencia de C. perfringens en las distintas provincias no era significativa (p> 0.05),
asi como en el caso de la prevalencia de Cl. Difficile en las provincias de Barcelona-Huesca (p:
0.6626) y Zaragoza-Girona (p: 0.4275). En el caso de C. suis, solo la diferencia entre las
prevalencias en Zaragoza y Barcelona resultd ser estadisticamente significativa (p: 0.0311), el
resto de comparaciones no mostraron significancia estadistica (p: >0.05). Las distintas
prevalencias de RVC en las diferentes provincias no resultaron ser significativas (p > 0.05) y en
el caso de RVA solo entre Zaragoza-Huesca y Huesca-Girona se demostro significancia estadistica

(p<0.02).
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Tabla 5: Prevalencia de diversos enteropatégenos en lechones con diarrea en las cuatro provincias
donde se analizaron al menos 30 brotes diarreicos

Zaragoza Barcelona Huesca Girona

(n=102) (n=70) (n=53) (n=34)

Brotes % Brotes % Brotes % Brotes %

C. perfringens 90 88.24 66 94.29 52 98.11 32 94.12

Cl. Difficile 56 54.90 49 70.00 39 73.58 16 47.06

Eimeria sp. 2 1.96 0 0.00 0 0.00 2 5.88

C. suis 27 26.47 9 12.86 10 18.87 9 26.47

PEDV 12 11.76 3 4.29 0 0.00 0 0.00

Rotavirus A 46 45.10 26 37.14 14 26.42 18 52.94

Rotavirus C 34 33.33 24 34.29 20 37.74 7 20.59
6. DISCUSION

En el presente estudio, se trabajé con los resultados procedentes de analisis mediante PCR a
tiempo real, una herramienta molecular altamente sensible para diagnosticar las causas
infecciosas de la diarrea neonatal porcina. De hecho, en un 98.7% de los brotes investigados se
detectd al menos uno de los siete patégenos estudiados, lo cual también demuestra que son
microorganismos comunmente relacionados con la etiologia de la diarrea en lechones. Por otra
parte, cabe destacar que en casi el 90% de los brotes se detectaron dos o mas patdgenos, lo cual
revela que las infecciones mixtas son habituales en el origen de la diarrea neonatal, hallazgo ya
destacado en estudios previos realizados en nuestro pais (Mesonero-Escuredo et al., 2018; Vidal

et al., 2019; Monteagudo et al., 2022).

Clostridium perfringens fue el enteropatégeno mds prevalente, apareciendo en el 93% de los
brotes analizados y 96.5% de las explotaciones, destacando especialmente su presencia en
lechones menores de 15 dias. No obstante, la implicacién de este patégeno en la etiologia de Ia
diarrea en el presente estudio no esta clara, ya que la prueba de PCR utilizada detecta la toxina
Alpha, que es producida por todos los toxinotipos de C. perfringens. Algunos de ellos, como C.
perfringens tipo C estan claramente reconocidos como causa importante de enteritis en
lechones, pero esta circunstancia no es tan evidente en otros como C. perfingens tipo A, que se

consideran parte de la microbiota intestinal de los lechones (Kongsted et al., 2018).
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El segundo microorganismo mas frecuente fue Cl. difficile, considerado un patégeno potencial
en lechones durante la primera semana de vida (Larsson, 2016). El porcentaje de brotes y
explotaciones positivas fue en este caso superior al 60%, siendo mucho mds comun en lechones
menores de 15 dias (63.7% de los brotes) en comparacién con lechones mayores de esa edad
(18.9%). La implicacién de esta bacteria en la etiologia de las diarreas en lechones es de nuevo
controvertida, ya que algunos estudios revelan que Cl. difficile es tan frecuente en animales
enfermos como en los sanos (Vidal et al., 2019). No obstante, parece que la dosis infectante y la
edad de los animales desempefian un papel fundamental en la evolucién de las infecciones por
este microorganismo (Arruda et al., 2013). Un estudio reciente en Espaia indica prevalencias
similares a la del presente estudio para C. perfringens y C. difficile, 89.4% y 64.4%

respectivamente (Monteagudo et al., 2022).

En un nimero muy representativo de brotes se identificd la presencia de rotavirus, tanto RVA
(40.5% de brotes positivos) como RVC (33.3%). Los RVA fueron frecuentes en ambos grupos de
edad, pero su presencia destacé de manera muy significativa en lechones mayores de 15 dias
en comparacion con los mas jovenes (59.5% versus 38.9%), La implicacidon de RVA en la etiologia
de la diarrea en lechones es incuestionable (Kongsted et al., 2018). Estudios previos realizados
en nuestro pais sefialan valores de prevalencia en lechones con diarrea que oscilan entre 43.1%
y 61,4% y la comparacién con los porcentajes de infeccién en lechones sanos lo confirman como
el Unico enteropatdgeno estadisticamente correlacionado con la etiologia de la diarrea
(Mesonero-Escuredo et al., 2018; Vidal et al, 2019). Los RVC se pueden considerar
microorganismos emergentes, ya que son detectados cada vez con mas frecuencia en lechones
con diarrea en diversos paises (Vlasova et al., 2017). La informacién sobre su presencia en
nuestro pais es muy limitada, habiéndose indicado porcentajes de aparicidon que oscilan entre

13,9% vy 33,6% (Zhou et al., 2016; Vidal et al., 2019).

Los resultados de este estudio mostraron PEDV como el agente virico menos prevalente y
extendido de los analizados en el conjunto de muestras analizadas, siendo detectado en un 5.9%
de brotes. Estos valores son similares a los registrados en otros estudios realizados en nuestro
pais, con cifas que oscilan entre 3,7% y 5% (Mesonero-Escudero et al., 2018; Monteagudo et al.,
2022). No obstante, nuestros datos revelan que la presencia de estos virus se incrementa
considerablemente en lechones mayores de 15 dias, con una prevalencia que en este grupo
asciende a 21.6% y supera la de otros microorganismos habituales como Cl. difficile o RVC, lo
gue indica que PEDV no tiene un papel tan secundario en la diarrea neonatal porcina de las

explotaciones espafiolas cuando los lechones superan las dos semanas de vida.
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En este estudio también se investigd las prevalencia de coccidios, Cystoisospora suis y Eimeria
sp., considerados los principales parasitos causantes de diarrea en lechones. Las especies del
género Eimeria pueden aparecer en cualquier grupo de edad, pero son mas frecuentes en las
cerdas (Joachim y Schwarz, 2015). Nuestros hallazgos asi lo constatan, ya que su presencia fue
confirmada en menos del 1% de los brotes de diarrea. Por el contrario, C. suis aparece mas
comunmente en lechones lactantes, debido a que se adquiere una importante resistencia con
la edad y a partir de las 3 semanas son mas comunes las infecciones subclinicas (Joachim y
Shrestha, 2020). Los resultados del estudio también constatan esta circunstancia y su presencia
en mas del 18% de los brotes de diarrea permiten considerarlo un enteropatégeno relevante,
incluyendo animales que han superado las dos semanas de vida. De hecho, la prevalencia en

este grupo de edad (37.8%) duplica la observada en lechones menores de 15 dias (17%).
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7. CONCLUSIONES

Primera. Los microorganismos investigados en el presente trabajo (C. perfringens, Cl. difficile,
RVA, RVC, PEDV, coccidios) se pueden considerar los mas relevantes a incluir en un panel
diagndstico de diarrea neonatal porcina, ya que en practicamente el 100% de los brotes

analizados se confirmé la presencia de alguno de ellos.

Segunda. En la gran mayoria de los brotes investigados se identifican infecciones mixtas por al
menos dos microorganismos, lo que indica la etiologia multifactorial de la diarrea neonatal en

lechones.

Tercera. Clostridium perfringens y Clostridioides difficile son los microorganismos mas
frecuentemente identificados en lechones con diarrea, aunque la prevalencia de este ultimo se

reduce de forma muy significativa cuando los animales superan los 15 dias de vida.

Cuarta. En mds de un tercio de los brotes de diarrea se puede identificar la presencia de rotavirus
A y/o rotavirus C, aunque en lechones mayores de 15 dias se incrementa considerablemente la
frecuencia con la que aparecen los RVA, superando mas de la mitad de los brotes, en detrimento

de los RVC cuya prevalencia se reduce.

Quinta. El virus de la diarrea epidémica porcina (PEDV) tiene escasa relevancia en la etiologia de
la diarrea en lechones menores de 15 dias de vida, pero esta circunstancia se invierte en
lechones que superan esta edad, en los que se identifica en mds de un quinto de los brotes de
diarrea, superando la frecuencia con la que aparecen otros microorganismos habituales como

Cl. difficile o RVC.

Sexta. Cystoisospora suis es el principal coccidio diagnosticado en casos de diarrea neonatal en
lechones, siendo destacable su presencia en lechones mayores de dos semanas de vida, en los

que la prevalencia duplica la observada en los menores de esta edad.
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7. CONCLUSIONS

First. The microorganisms analyzed in the present study (C. perfringens, Cl. difficile, RVA, RVC,
PEDV, coccidia) can be considered the most relevant enteropathogens to be included in a
diagnostic panel for suckling pig diarrhea. The presence of at least one of these microorganisms

was identified in almost 100% of diarrheic outbreaks.

Second. Diarrhea in suckling piglets can be considered a multifactorial pathology, since two or

more microorganisms were identified in most diarrheic outbreaks analyzed in this study.

Third. Clostridium perfringens and Clostridioides difficile are the most common microorganisms
identified in diarrheic piglets; nevertheless, the prevalence of Cl. difficile is significantly reduced

in piglets older than 15 days.

Fourth. Rotavirus A and/or Rotavirus C were found in most than one third of diarrheic outbreaks.
In piglets older than 15 days, the prevalence of RVA significantly increased to reach more than
a half of diarrheic outbreaks, while the prevalence of RVC significantly decreased as compared

to piglets younger than 15 days.

Fifth. The porcine epidemic diarrhea virus (PEDV) can be considered a minor enteropathogen in
diarrheic piglets younger than 15 days. In contrast, this virus was reported in more than a fifth
of diarrheic outbreaks in piglets older than 15 days, exceeding the prevalence of other common

enteropathogens such as Cl. difficile o RVC.

Sixth. Cystoisospora suis can be considered the main coccidia in neonatal piglet diarrhea. The
prevalence of this protozoan in piglets older than two weeks doubles the infection rates

reported in younger piglets.
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