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RESUMEN

Las enfermedades entéricas tienen un papel imperémcunicultura, causando
graves pérdidas econdmicas debido a la mortalideininucion del crecimiento y
empeoramiento del indice de conversion. Diversesteg etiologicos como rotavirus,
Escherichia colio coccidios Eimeria spp.) se presentan de forma endémica en las
explotaciones, lo que junto con otros factores antbies o de manejo hacen que los
procesos patolégicos en conejos de cebo tengamajmeate un origen multifactorial.

La infeccion por rotavirus tipo A suele aparecer gazapos de 35-50 dias y esta
caracterizada por alta morbilidad y signos clinioosespecificos (diarrea, anorexia,

depresion).

El objetivo de este estudio es valorar la impoiitade rotavirus tipo A dentro
del diagndstico diferencial de diarreas en cond@sebo y su posible relacion con
otros agentes.

Para ello, se analizaron 90 casos de conejos ae(eatre 35 y 55 dias de vida)
con sintomatologia digestiva y 40 casos sin aparsiritomatologia digestiva. Se
realizd el cultivo microbiologico de las muestras;detectd rotavirus tipo A y geae
de E. coli mediante PCR a tiempo real (qPCE)meria spp. fue detectada mediante
analisis coprologico y se valoro la presenci&tsstridium spiroformey C. perfringens

mediante tincion de Gram a partir de improntasigedtivo.

El 57,8% de las muestras de animales sintomatiea®i positivas a rotavirus
frente al 25% de las muestras de animales asinimredp=0,001). La presencia de un
solo agente estudiado no superd el 2,2% de lastrasede animales sintomaticos,
evidenciando el caracter multifactorial de los psms entéricos. La presencia de
rotavirus tipo A en animales sintomaticos conllau® aumento significativo de la
proporcion de otros agentes etiologicos coiimeria spp y E. coli enteropatdégeno
(EPEC). En conclusion, rotavirus tipo A es un agemplicado en los procesos
entéricos de los conejos de cebo siendo necesaliagrisu analisis en el diagndstico

diferencial.

Es necesario realizar mas estudios para profundizal papel patogénico que

desarrolla el rotavirus A en procesos entéricos.



ABSTRACT

Enteric diseases produce serious economic losseslioulture due to mortality,
decreased growth and worsening conversion rateodaretiological agents such as
rotavirus,Escherichia colior coccidium Eimeriaspp) appear endemically in farms,
along with other environmental or management factause pathological processes in
fattening rabbits usually have a multifactorialgoni The rotavirus infection is more
frequent in growing rabbits (35 to 50 days old) amdccharacterised by high rate of

morbidity with non-specific clinical signs (diarréa, anorexia, depression).

The aim of this study was to assess the importahoaavirus in the differential

diagnosis of diarrhoea in fattening rabbits andréiation with other etiological agents.

Therefore, digestive tract samples of 90 cases gatstrointestinal symptoms
and 40 cases without gastrointestinal symptomsaiteriing rabbits between 35 and
55 days of age were analyzed. Samples were midagidally cultured and PCR real
time assay (QPCR) was used for the detection @viais andEscherichia colieae
gene.Eimeria spp. was detected by coprology study and the pcesehClostridium
spiroformeandC. perfringensvas assessed by Gram strain.

Rotavirus was detected in 57,8% of cases of symgiicrsamples, nevertheless
just 25% of healthy samples were positive (p=0,00hg presence of a single agent did
not exceed 2,2%, demonstrating the multifactorialure of enteric processes. The
presence of rotavirus in sick animals increasesptiesence of other agents: coccidia
and enteropathogeniE. coli To conclude, rotavirus type A is involved in eide

processes in fattening rabbits being necessanctode it in the differential diagnosis.

Further studies are needed to deepen the pathagdaiof rotavirus A in enteric

processes.



INTRODUCCION

1. SITUACION DEL SECTOR CUNICOLA EN ESPANA

La cunicultura, como actividad pecuaria, ha expentado en los ultimos afios
una importante evolucion y ha alcanzado una coraditie relevancia y un creciente
interés. Espafia constituye uno de los principaledyztores de carne de conejo a nivel
mundial, siendo junto a ltalia y Francia parte delpo lider de paises a nivel
continental (MAGRAMA, 2014).

La carne de conejo representa el quinto tipo daecanas consumida tras el
porcino, aves, vacuno y ovino-caprino. A su vezcehejo también se explota
econdmicamente para la produccion de piel y peleswtilizado como animal de
compafia, de experimentacion animal y para lazagtn de repoblaciones cinegéticas
(conejo silvestre) (MAGRAMA, 2014).

La preocupacion por una alimentacibn sana ha stpues aumento del
consumo de carne de conejo en las sociedades o@igk aumentando la produccion
de 1,1 millones de t en 2004 hasta llegar a lasril)dnes de t en 2012. China es la
mayor productora alcanzando las 735.000 t siguiéndenezuela (275.000 t). Italia se
posiciona en tercer lugar mundial y primer productm la Unién Europea con
130.000t, tras ellos se ubica Corea del Norte.ED@t), Francia (85.500 t), Espafia
(62.745 t), Egipto (56.000 t) y finalmente Republicheca (11.000 t), Bélgica (10.000 t)
y Malta no superando las 4.000 t (MAGRAMA, 2014).

La produccion de conejo en Espafa se redujo un p&Sando de 64.578 t en
2012 a 62.754 t en el 2013. La utilizacion intetmal también se redujo mientras que
tanto las exportaciones como las importacionesi@@mentaron ligeramente. Espafa
tiene un grado de autoabastecimiento del 108,9¥ifiendo la exportacion de unas
5.000 t anuales dirigidas preferentemente hac@s qiaises de la Unién Europea como
Portugal y Francia. Las importaciones apenas atcalas 500 t (MAGRAMA, 2014).

El censo de conejos en Espafia alcanz6 en abriD#ié egun los datos del
Registro General de Explotaciones Ganaderas (RH634),2 millones de animales, de

los cuales 4,83 millones son animales de cebo ypxapadamente 1 millon son



reproductores. El 24,2% del censo se sitla en Watalseguida por Galicia con el
19,0% y Castillay Ledn con el 17,0% (MAGRAMA, 2014

Desde 2007 el numero de explotaciones ha dismindeld®.195 a 3.315 en
2014, pero el censo ha incrementado un 12,9%. iidwoo per capita estatal de carne
de conejo alcanza el 1,2 kg/habitante siendo mfeal 1,6 kg/habitante que se
consumian en 2007 (MAGRAMA, 2014).

2. FISIOLOGIA DEL APARATO DIGESTIVO

El conejo es un animal monogastrico (Dihigo, 20QbE presenta un tubo
digestivo que llega a medir aproximadamente 4,5-8emongitud en su vida adulta
(Rosell, 2000).

El conejo de cebo corresponde a la edad comprepdida el periodo de destete
y el sacrificio. El destete se lleva a cabo ente 28 y los 35 dias de vida, una vez
alcanzados como minimo los 600 g de peso, Yy eifisacise realiza alrededor de los

dos meses, alcanzando pesos vivos medios de 2y2(2akavacat al, 2006).

El aparato digestivo del conejo presenta partidddes estructurales
especializadas para la digestion y aprovechamgmm@imentos de naturaleza herbacea
o lefiosa (Lleonaret al, 1980; Lebas, 1996). En él distinguimos la adaptaa un
régimen roedor, la secrecidon del apéndice cecdlineionamiento dual del colon vy el
ejercicio de la cecotrofia (Lleonaat al, 1980; Dihigo, 2005).

El régimen roedor se caracteriza por la lentitud keoque el conejo ingiere los
alimentos. En general ingiere pequefos y frecueltéss de alimento mediante la
trituracion por la accion inicial de los incisivggposteriormente los molares (Lleonart
et al, 1980).

El ciego es el mayor lugar de degradacion de migs de fibra y donde se
lleva a cabo la fermentacion de los alimentos @@hR2005). Su pared esta constituida
por un tejido linfoide (Lebas, 1996) y presentapih entre 5,5 y 6,4, segun el ritmo
nictemeral. La acidificacion del medio se debe acdatinua liberacion de acidos
organicos que se producen a consecuencia de haerfeciones y la ausencia de un
sistema tampon eficaz (Lleonattal, 1980).



La microflora cecal esta compuesta por la floraipettica (1¢ a 10 ufc/g), la
hemicelulolitica y por ultimo la celulolitica (1@ 10 ufc/g) (Gidenne, 2000). La
fermentacion llevada a cabo por la microflora ceaabpartir de los azlcares y
aminoacidos degradados previamente, da como résudtd@dos grasos de cadena corta
(AGCC) y NHs. Un 30% de los acidos grasos de cadena cortasseba&n y pasan al
metabolismo basal donde constituiran parte de deafcecal. A diferencia de los
rumiantes, los patrones de fermentacién son acéi@eB0 mmol/100 mol), butirico
(8-20 mmol/100 mol) y propiodnico (3-1025 mmol/100lmDihigo, 2005).

El intestino grueso tiene un importante papel efotmacién de las heces y la
reabsorcién de agua, a medida que el contenidazaalo largo del intestino grueso se

va reduciendo progresivamente la humedad (Lle@baait, 1980).

La dualidad de las funciones del colon se basd sromento del dia en el cual
el contenido pasa por dicho tramo del digestivoracigas a ello forma dos tipos de

heces, las heces duras y los cecotrofos.

Si el contenido cecal se introduce en el colonmeréas primeras horas de la
mafana, este sufre pocas transformaciones biocqgmicebas, 1996). Las bolas
formadas por el efecto de las contracciones colsmsenvolveran con el moco
segregado por las glandulas muciparas de la maenkapared del colon (Lleonaat
al., 1980; Lebas, 1996). Dichas bolas se encuengampadas en racimos alargados,
llamados cecotrofos (Rosell, 2000). Por otro lai@| contenido cecal se introduce en
el colon en cualquier otro momento de la jornad&ijré otras modificaciones. Es decir,
en el colon se observan sucesivas contraccionesemtido alterno, unas tienden a
evacuar el contenido con normalidad y progresivaenéacia el recto, mientras que
otras tienden a empujarlo hacia el ciego (Leba®961®Rosell, 2000). Debido a la
diferencia de potencia y velocidad de desplazamidatlas contracciones, el contenido
mas liquido es redirigido hacia el ciego, mientyae la parte mas sdlida se agrupa en
particulas mas grandes y duras para ser evacuddsasll( 2000). Finalmente las heces
duras son evacuadas en la cama, mientras que dofrafes son recuperados por el

animal en el momento en el que salen del ano (F2963).

La composicién quimica de los cecotrofos difierdadeomposicion quimica de

las heces duras: los cecotrofos tienen el 27,1%ateria seca y el 29,5% de proteina,



mientras que las heces duras presentan el 58,3%aideia seca y el 13,1% de proteina
(Proto, 1980).

De este modo, la cecotrofia le permite al conegotiporar proteina microbiana,
de elevado valor bioldgico, y vitaminas hidroso&sbprincipalmente producidas en el
ciego (Dihigo, 2005). En un conejo sano y con utimemtacion completa y
equilibrada, la cecotrofia aporta del 15 al 25%adeproteinas ingeridas diariamente y
la totalidad de las vitaminas B y C (Gideratal, 1987; Lebas 1989).

Las particularidades del aparato digestivo del jpodescritas anteriormente (el
régimen roedor, la secreciéon del apéndice cecaliuteion dual del colon y la
cecotrofia) hacen que se trate de un sistema muylego. Esta complejidad conlleva a
ser un aparato digestivo mas susceptible a deg@ipsly se altere con mas frecuencia

gue en otras especies (Dihigo, 2005).

3. ENFERMEDADES DIGESTIVAS

Las enfermedades entéricas tienen un papel imperégmcunicultura, causando
graves pérdidas econémicas debido a la mortalidestininucion del crecimiento y

empeoramiento del indice de conversion (Scleeth, 1986).

Diversos agentes etioldgicos como rotaviiidscoli o coccidios [Eimeria spp.)
se presentan de forma endémica en las explotaceamésolas, |0 que junto con otros
factores ambientales o de manejo hacen que loeswecpatoldgicos en conejos de

cebo tengan generalmente un origen multifactoRakgll, 2000; Ceriolet al, 2004).
3.1. Etiologia parasitaria

Los principales endoparasitos que afectan al trdigestivo en conejos de cebo

sonPassalurus ambiguusEimeriaspp. (Rosell, 2000).

Passalurus ambiguuss un helminto perteneciente a la familia de Ikisiros
intestinales que habita en el ciego y el colonodecbnejos domésticos, conejos salvajes
y liebres (Boucher, 1996; Hendrix, 1999). La inféacse produce por la ingesta de
huevos eliminados junto a las heces que contanailf@entos, agua, suelo, etc. Por ello



la autoinfeccion del hospedador se asegura coratdi@a de la cecotrofia (Cordero del
Campilloet al, 1999).

Las larvas dé°. ambiguusnvaden la mucosa del ciego, provocando irritacion
del intestino grueso, incluido el ano. Dicha indasifavorece que se produzcan
infecciones concomitantes por otros parasitos, caimeeria spp o Cryptosporidium
parvum,y/o bacterias com&. coli (Rosell, 2000). La sintomatologia esta relacionada
con la edad y la cantidad de oxiuros presentesarn®arte causa mortalidad, pero en
infecciones intensas suele provocar anorexia, adefgiento, prurito anal e incluso
disminucién del indice de conversion y el rendirtdereproductivo (Lleonart, 1996;
Vazquezet al, 2006).

Los protozoos que infectan el tracto gastrointastle los conejos son coccidios
del génercEimeria Se han descrito hasta 25 especies de coccidielsoamejo, aunque
en la actualidad solo se aceptan onEe: coecicola, E. exigua, E. perdorans,
E. vejdovskyi, E. media, E. magna, E. irresiduapiBformis, E. stiedai, E. intestinalis
y E. flavescengCoudertet al, 1995).

De las once especies aceptadas, todas infectamtedtino y producen
coccidiosis intestinal a excepcion @e stiedaique afecta a los conductos biliares

intrahepaticos (Hendrix, 1999).

Los coccidios de géner&imeria presentan gran patogenicidad en conejos
(Licois et al, 1982; Couderét al, 1989; Ceréet al, 1996) por lo que se consideran un
problema importante ya que causan grandes pérdmasdmicas (Singlat al, 2000;
Pakandl, 2009).

El ciclo de vida dé&cimeriaspp es directo (Sursait al, 2014). Son monoxenas
(solo tienen un hospedador por ciclo parasitaRRmsgll, 2000), parasitos intracelulares
obligados que invaden los enterocitos y tienenanéstespecificidad con relacidén a su
hospedador (Roset al, 1992). Es raro encontrarnos con infecciones mi sola
especie d&imeria (Mehlhorn, 2006). Los ooquistes son eliminados legrheces, una
vez en el exterior esporulan para poder ser infiéesa EI hospedador se infecta al
ingerir los ooquistes esporulados. En su intetegdn al intestino donde produciran la

gametogonia, fase sexual, que terminara con ladcidn de los ooquistes los cuales se
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eliminaran de nuevo por las heces y volvera a earpaziclo (Rosell, 2000; Sursel
al., 2014).

Hacia el décimo dia post infeccion se observa f@dt absorcion de sodio en las
zonas donde el parasito lleva a cabo la multiplicacDichas pérdidas se compensan
con el mecanismo de intercambio de iones Na-K deotea distal del tracto digestivo
(colon). Las pérdidas de potasio daran lugar aguanvge hipokalemia que puede llegar a

desencadenar la muerte del animal (Rosell, 2000).

Los sintomas tipicos de la enfermedad son laeadiayrla deshidratacion, que
puede incluso llegar a desencadenar una septicauimdaria y finalmente la muerte
(Vitovecet al, 1989).

La coprologia es el método de eleccion para ejndistico de la coccidiosis.
Tenemos que tener en cuenta la corta duracion fdesdade excrecion de ooquistes, ya
que un animal enfermo después de 3 o0 4 dias yaaneta gran cantidad de ooquistes.
Por ello debe hacerse a partir de varias muestdsedes (Coudedt al, 1995). Es
importante realizar un examen cuantitativo pareerd@har si es necesario aplicar
profilaxis médica. El limite se halla en 4.000-®08oquistes/g, a partir del cual se
observa una disminucién del rendimiento y un riedgocomplicaciones infecciosas
(Coudert, 2000).

Cryptosporidiumspp. aunque parasita al menos a 260 especies dwlasi
vertebrados no es considerado un patdgeno impergantunicultura, a excepcion de su
presencia en gazapos lactantes (Rosell, 2000; F20&0). En los gazapos destetados
puede provocar enteritis subclinica, transcurriel@enfermedad sin signos clinicos
obvios, unicamente con empeoramiento del indiceodgersion, una discreta diarrea y

disminucién del crecimiento (Rosell, 2000).
3.2. Etiologia bacteriana

El principal patdégeno entérico que da lugar a mayoribilidad y mortalidad en
conejos destetados Escoli (Blancoet al., 1996).

Escherichia colipertenece a la familia Enterobacteriacea, caiaatix por ser

una bacteria Gram-negativa de forma bacilar contammaiio de 0.4-0.6 x 2-3 pm,
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anaerobia facultativa y fermentadora. Forma paedadflora intestinal del aparato
digestivo de los mamiferos y es excretada a trdgdas heces, donde puede sobrevivir,
al igual que en particulas de polvo y agua durseteanas e incluso meses (Markgy
al., 2013).

En la especie cunicola, la virulencia He coli parece estar asociada con la
capacidad que tiene la bacteria para adherirses adhulas epiteliales de la pared
intestinal y colonizar el tracto digestivo elimimian las microvellosidades. Se ha
identificado el gen cromosomico (geag que codifica la intimina, proteina necesaria
para desarrollar las funciones de adhesién y efiondm. Las cepas ga&aepositivas se
clasifican como cepas de coli enteropatdgenas (EPEC). Las cepak.deoli también
pueden caracterizarse en funcidn de sus patronésrdentacion de azucares (Blanco
et al, 1996; Fernandeet al, 2011) o en funcidn de su serotipo (clasificaai@nun
microorganismo segun los antigenos que presentda superficie celular). Las cepas
pertenecientes a los serotipos 015:K2:H2, 026:K2:M10103:K2:H2 son altamente
patogenas para los conejos destetados, pudiemydo Hecausar una mortalidad del 50%

o mayor (Blanceet al., 1996).

La colibacilosis afecta principalmente a animadesdntes y animales destetados
entre las 4 y 7 semanas de vida dependiendo detospos infectantes (Rosell, 2000).
Se asocia con la colonizacion y proliferacion d&EERN la zona distal del ileon, en el
ciego y el colon proximal, siendo las cepas maglemtas capaces de causar la muerte
en pocos dias. Caracterizandose por una severeedita cual desencadena una
importante deshidratacion (Licogt al, 1992). En la necropsia se aprecia el contenido
cecal totalmente liquido, a veces incluso hemarmigly el epitelio congestivo
(Maertenset al, 2006).

Otra causa bacteriana que puede llevar a una elewadalidad en cebo es la
enterotoxemia producida p@ostridiumspp., debido a una disbiosis de la microflora
normal del ciego.Clostridium spp. son bacterias Gram-positivas con un tamano
aproximado de 0,3-1,3 x 3-10 um, anaerobias, ptodag de esporas. Todas las
especies patdgenas presentan forma de varilla rseqtuieC. spiroformetiene forma
curva o espiral. La mayoria de las especies pa#dgproducen una o mas exotoxinas
dependiendo de su patogenicidad (Quetral, 1994; Markeyet al, 2013).
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Las especies d€lostridium que producen enterotoxemias d0n perfringens
tipo A-E, C. difficile, C. colinumy C.spiroforme Las enterotoxinas se forman en el
intestino y pasan al torrente sanguineo produciem@otoxemia generalizada (Markey
et al, 2013).

Clostridium spiroformeafecta principalmente a gazapos recién destetades
asocia al uso abusivo de antibidticos. El cuatioiad caracteristico es postracion,
disminucién del crecimiento y diarrea acuosa. Adeswapresencia suele complicar los
cuadros producidos por EPEC (Rosell, 2000).

3.3. Etiologia virica

Hasta el momento hay pocos estudios sobre la ieqifin de virus entéricos en
procesos digestivos en conejos, siendo de granriemma en otras especies domésticas
como porcino o bovino. El agente viral mas des@itiaunicultura causante de cuadros
digestivos es el rotavirus. Los rotavirus, pertggrge a la familia Reoviridae, estan
compuestos por un genoma segmentado de doble caddeRdNA, envuelto en tres
capas de proteinas (Kapikiahal, 2001). La proteina VP6 conforma la capside nager
y por sus caracteristicas antigénicas, se clagficgrupos de la A-G y subgrupos (SG)
[, II, 1y Il, no 1y no Il, detectandose con mayoecuencia los grupos de la A ala C con

el subgrupo | en los animales (Cardesal, 2000).

El rotavirus tipo A es considerado una de las jpales causas de
gastroenteritis virales agudas en conejos (Kapilearal, 2001). La infeccién por
rotavirus tipo A es mas frecuente en conejos eairniento (35 a 50 dias de edad) y
esta caracterizada por una alta tasa de morbilictad,signos clinicos no especificos
(diarrea, anorexia y depresion) (Lavaetal, 2008). Al tratarse de un virus aerdégeno y
endémico de las explotaciones cunicolas, los mahes problemas por rotavirus
ocurren cuando la densidad de los animales no emddguada, la ventilacion es

insuficiente y la temperatura es inferior a 12 R@gell, 2000).

Sin embargo, a pesar de que su presencia es erldémitas explotaciones

cunicolas, hay pocas referencias sobre su patadadien conejos.

Otro virus descrito en conejos son los coronavilws coronavirus presentan

dos cuadros clinicos en conejos: la forma sistérfioaocida como efusion pleural y
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cardiomiopatia) y la forma gastroentérica. En Eargplo se ha descrito la forma
entérica en una granja alemana. También se haitdeslgun caso de coronavirus en
conejos en Canada y EEUU. El complicado y costaagndstico por microscopia
electrénica dificulta determinar con exactitud maportancia de coronavirus en los

procesos entéricos cunicultura (Rosell, 2000; Cetal, 2006).

Se ha descrito la infeccion por parvovirus en ammepin embargo, carece de
importancia en cunicultura debido a su escasa paicigad y prevalencia tanto en
animales sanos como enfermos (Ceetlal, 2006). Un estudio realizado en Bélgica y
Holanda para determinar la prevalencia de parveidren conejos con diarrea constatd
la baja amenaza que supone el virus para la espengieola, ya que Unicamente el

0,3% de los animales testados fueron positivos€lR@&9)00).

Otros virus aislados ocasionalmente en heces dejasrcon diarreas son
adenovirus, astrovirus y calicivirus. Hasta el motognunca se han aislado reovirus ni

enterovirus en conejos (Cerelial, 2006).
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Las enfermedades entéricas tienen un papel impertan cunicultura, ya que
causan graves peérdidas economicas debido a la lidadta la disminucién del

crecimiento y el empeoramiento del indice de casigar

Los procesos entéricos en conejos de cebo presgetaralmente un origen
multifactorial en el que influyen factores ambidesa de manejo, propios del individuo
y la persistencia de agentes etiologicos como irmoisv E. coli o coccidios

(Eimeriaspp.) de forma endémica en las explotaciones.

Hasta el momento hay pocos estudios sobre la iagdin virus entéricos en
procesos digestivos en conejos de cebo. Juntoradokos problemas digestivos que se
diagnostican los cuales aun tratandolos no se rlleasolucionar, y el caracter
multifactorial de la patologia, nos ha llevado anptarnos la hipétesis de que puede

estar implicado algun otro agente causal infradiaticado.

De este modo, el objetivo principal que se preteralcanzar con el estudio es
valorar la importancia de rotavirus tipo A dented diagndstico diferencial de diarreas

en conejos de cebo y su posible relacion con aigyestes.
Como objetivos especificos nos planteamos los exiges:

— Determinar la presencia de rotavirus tipo A asaxiad procesos entéricos
causantes de diarrea en conejo de cebo y estinpmevalencia de infeccion a

partir de muestras gool.

— Estudiar la posible relacion entre rotavirus tipocén otros agentes causales

parasitarios e infecciosos y su implicacion en [@wolas digestivos.
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MATERIAL Y METODOS

RECOGIDA DE MUESTRAS

Para llevar a cabo el estudio se procesaron 9Gs aésaonejos de cebo con
sintomatologia digestiva y 40 casos de conejos dbo csin aparentemente
sintomatologia digestiva entre 35 y 55 dias de .viBéerenciamos animales
sintomaticos con cuadros de diarrea frente a apsBragintomaticos sin presencia de la
misma. Cada caso comprendia de muestras del tigetstivo de 1 a 6 animales de una

misma explotacion, y fueron analizadas de formaurda @ool).

Los casos de animales sintomaticos se seleccioagpantir de los casos clinicos
que llegaron al laboratorio con sintomatologia rdiaa, mientras que los casos de
animales asintomaticos fueron remitidos por vedeils de campo procedentes de
animales recién sacrificados sin presencia deediafta mayoria de las muestras se
tomaron entre mayo y octubre de 2014, y procedidemexplotaciones de toda Espanfa.

En el laboratorio se procedio a la necropsia damimales y toma de muestras.
DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Se realiz6 un diagnéstico completo que incluyoé distumicrobiolégico,

parasitario y deteccidon de rotavirus tipo A por §Pd& las muestras @ool.

Como causas parasitarias hemos incluido en el iestlad presencia de
protozoarios y nematodos digestivos. La detecc®mrdtozoariosEimeria spp) y/o
nematodos digestivo$’( ambiguu¥ se realiz6 mediante coprologia por el método de
flotacion en sulfato de zinc. Consideramos queolacentracion debia ser superior a
5.000 ooquistes/g para poder llegar a ser causdaetaliarreas, disminucion del

rendimiento y/o riesgo de complicaciones infecag€zouderet al, 2000).

En cuanto a las causas bacteriolégicas estudiaqmes$encia dE. coli, EPEC,

C. spiroformey C. perfringens

El aislamiento dé€. coli se realizd cultivando microbiol6égicamente las nnass
en medios selectivos (Agar Sangre, Agar MacConkégar XLD) y posteriormente

las placas sembradas se incubaron en una estuf&@ @urante 24-48 h. También se
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estudio el numero de cepas de coli implicadas en cada caso mediante la
caracterizacion de los aislamientos en funcion aecihética de las reacciones
bioguimicas que se producen con la fermentacidogddiferentes azlcares (Fernandez
et al, 2011).

A su vez se determind la presencia del factovidgencia geneae mediante la
técnica de gPCR para valorar la presencia de egpaopatégenas (EPEC) (Blaretaal,
1996).

Para valorar la presencia @e spiroformey C. perfringensse realizé la tincion
de Gram de improntas de intestino delgado y ci&m.llevd a cabo un estudio
semicuantitativo mediante la observacion a micrpgcoptico, donde se tomaron como

significativos aquellas muestras con una elevadgaadeClostridiumspp.

La identificacion de rotavirus tipo A fue realizadaediante gPCR (limite
inferior de deteccion de 50 copias/reaccion). Bhtpude corte para considerar una

muestra positiva es un valor de Cq (n° de ciclardplificacion) menor o igual a 38.

ANALISIS ESTADISTICO Y EPIDEMIOLOGICO

Las variables cualitativas se describieron com@@n@ones y la asociacion de
dos variables cualitativas se contrastd con la lqg@ude Chi-cuadrado de Pearson

analizando las tablas de contingencia.

Para calcular las prevalencias estimadas a pa&tmuaestras combinadgso0l
de muestras) y sus intervalos de confianza seanin las formulas propuestas por
Hauck en 1991 (Munieset al, 2014) usando la calculadora epidemiologica devéius

(http://epitools,ausvet,com,au/content,php?page=ifiBblePoolsize).

Las variables cuantitativas (ej, Cq) se describieusando la media y la
desviacion estandar (s). Para comparar mediasligé ANOVA (previa comprobacion

de la normalidad con la prueba de Kolmogorov-Snwyno

Una correcta estimacion de la pérdida de sensdilidl analizar erpool

permitira estimar de forma mas precisa el tamafondeestra necesario, y en
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consecuencia garantizar la eficacia de los proggaseavigilancia epidemiolégica que
utilizan esta estrategia (Muniesital, 2014).

Los programas IBM SPSS 19.0 y Microsoft Excel 20i€yon las herramientas
utilizadas para realizar los célculos estadistiEbsivel de significacion se establecio
en 0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Como puede observarse en la Tabla 1, se deteetdrrat tipo A en el 57,8% de
los casos de animales sintomaticos. Nuestros ae®gt son superiores a los
encontrados por Ceriobt al. en 2008, donde analizaron 243 muestras entre 2002
2007 mediante microscopia electronica encontramdd 6% de muestras positivas a
rotavirus tipo A. Sin embargo estos resultadosaroc®mparables ya que en el estudio
de Cerioli se trataba de muestras individualesapartados posteriores discutiremos

con mas detalle estos resultados.

En cuanto a los animales asintomaticos, Unicaner?&% de los casos fueron
positivos a rotavirus tipo A. Este resultado aplayhipotesis de que rotavirus tipo A es
un agente implicado en las diarreas de cebo, yalajfieecuencia de aislamiento en
animales con diarrea fue significativamente supejiee en animales sin sintomatologia
(p=0,001).

Tabla 1. Frecuencia de casos positivos a los agentes giimdé analizados.

Sintomaticos Asintomaticos
n=90 n=40

Casos % Casos % P
Rotavirus tipo A 52 57,8% 10 25,0% 0,001
E. coli 74 82,2% 23 57,5% 0,003
EPEC! 20 22,2% 0 0,0% nec
E. colicon gereae 28 31,1% 0 0,0% nc
C. spiroforme 37 41,1% 0 0,0% nc
Coccidios® 21 23,3% 3 75% 0,004

! Cepa mayoritaria EPE€>5.000 ooquistes/g; nc: no calculable.

Escherichia colise aisl6 en el 82,2% de los casos de animalepresencia de
diarrea (Tabla 1). Debido a gie coli forma parte de la flora intestinal del conejo, su

aislamiento no implica obligatoriamente que seealasa de diarrea, por ello se analizé
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la presencia de gemae El 31,1% de los casos eran geae positivo, es decir,
portadores dé&. coli enteropatdégeno (EPEC) con capacidad para adhatiegstelio y
producir la diarrea (Blancet al, 1996). Al estudiar la diversidad de cepas presean
cada caso solo el 22.2% presentaba una cepa naagorEPEC, que sugiere la
presencia de una cepa virulenta que ha proliferddodo lugar al proceso de

colibacilosis.

Por otra parte, en el 57,5% de los casos asintonsase aisl@&. coli siendo
todos negativos al geeae (Tabla 1). A pesar de que la deteccion Elecoli fue
significativamente inferior (p=0,003) en casos dignales sin sintomatologia respecto a
casos de animales sintoméaticos, es necesariadecitt del gerae.Se pudo constatar
que no se encontrdo cepas EPEC en animales asiimtomt por tanto este analisis
aporta informacion de gran valor al evaluar la geticidad de las cepas &e coli

aisladas y su implicacion en el proceso digestBlar(coet al, 1996).

No se observo presencia @e spiroformeen concentraciones significativas en
ninguno de los casos de animales asintomaticostastando con el 41% presente en
casos de animales con diarrea. De este modo, femdta implicacion de este agente
en las diarreas en conejo de cebo. No enco@trapiroformeen casos de animales sin
diarrea no implica que la explotacion sea librepgjue la aparicion de sintomas esta

asociada a la proliferacion de este agente.

En algunos casos tanto de animales con presemamisencia de diarrea se ha
detectadoC. perfringens pero las concentraciones en las que se ha diétenta se

consideran significativas como para causar un cuaakérico en conejo de cebo.

La diferencia en la presencia de coccidios entsexde animales sintomaticos y
asintomaticos resulté ser estadisticamente sigtifiz (p=0,004) (Tabla 1). De este
modo, se corrobora la capacidad patégena que tleaawmccidios en el conejo de cebo,
debido al poder de multiplicacion y la creaciénrélgistencias de los coccidios frente a

los coccidiostaticos (Rosell, 2000).

Passalurus ambiguuso se detectd ni en animales enfermos ni en aegrain
ausencia de diarrea tal y como esperabamos, y® gammbiguuses un nematodo poco

patogeno y preferentemente parasita a animaleadtiendrix, 1999).
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Al analizar de forma conjunta todos los agentegtservé que en el 97,8% de
los casos de animales sintométicos se identificdosno mas agentes, evidenciando el

caracter multifactorial de los procesos entéricosanejo de cebo.

En los casos correspondientes a animales con sitdtngia digestiva la
presencia de rotavirus tipo A estuvo asociada aonnaremento significativo en la
presencia de coccidios (p=0,012) y Eecoli geneaepositivo (p=0,026) (Figura 1y
Tabla 2). Como se observa en la Figura 1, tamhégnuim incremento la presencia de
una cepa mayoritaria EPECG. spiroformecuando rotavirus tipo A es positivo, en
cambio no llegan a ser diferencias significativaepé mayoritaria EPEC tiene un valor
p=0,077 yC. spiroformeun valor p=0,344). Lo que nos hace sospechar lgizmano
de N no es lo suficientemente grande como pararp@ier esta comparativa.

Figura 1. Asociacion entre rotavirus y otros agentes entatégenos.
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! Cepa mayoritaria EPEC; * Diferencias estadisticamsiynificativas entre grupos (p<0,05)

En los casos de animales asintomaticos no se eacoasociacion
estadisticamente significativa entre la preseneieothvirus tipo A con la frecuencia de
otros agentes analizados (Tabla 2).
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Teniendo en cuenta que las frecuencias de coidfeamn rotavirus en casos
sintomaticos son medias-altas, y que no hemos \adxd®rcoinfecciones en casos
asintomaticos, seria indicativo de la importanai@ gresenta rotavirus tipo A en los

procesos digestivos de conejos de cebo dentrauddra multifactorial.

Tabla 2. Frecuencia de deteccion de agentes entéricos dagunesencia de rotavirus

tipo A, en casos sintomaticos y asintomaticos

Sintomaticos Asintomaticos
Rotavirus Positivo  Negativo P Positivo  Negativo P
E. colicon gereae  40,4% 18,4% 0,026 0,0% 0,0% nc
EPEC! 28,8% 13,2% 0,077 0,0% 0,0% nc
C. spiroforme 46,2% 34,2% 0,344 0,0% 0,0% nc
Coccidios® 34,6% 7,9% 0,012 0,0% 10,0% 0,298

! Cepa mayoritaria EPE€>5.000 ooquistes/g; nc: no calculable.

En la Tabla 3 se muestran las prevalencias apareateuladas a partir de los
resultados de lggoolscorrespondientes a cada caso, que comprendena @enruestras
cada uno. Los resultados anteriormente descritvpueden inducir a confusién, ya que
se debe distinguir entre la prevalencia estimadap(wcion de animales donde se
detectaria un agente causal) y la frecuencia desgassitivos (formados entre 1 y 6
muestras individuales), por lo que encontramosltaas diferentes y no comparables

entre si.

Por ejemplo, rotavirus tipo A tiene una prevaleraparente del 23,7% (Tabla 3)
si se analizasen de forma individual (por muestragntras que si analizamos pool
(por caso) ascendia al 57,8%. Esto es debido alghaberse analizado gol, no
todas las muestras podrian estar infectadas, quizdsin caso con 5 muestras
anicamente una de ellas podria estar infectadadagiamos el caso como positivo. Las
prevalencias al analizar de forma individual cadal es un resultado estimado, y no
sabemos con exactitud los resultados que hubiésebtesido si se hubiesen analizado
de forma individual. Ademas la prevalencia realdsuser superior a la prevalencia
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aparente calculada ya que al procesar las mueddrdsrma conjunta se produce un
efecto dilucion que puede conllevar una reducc®madsensibilidad diagnéstica (y por
tanto la existencia de falsos negativos).

Al analizar los resultados con este enfoque seceprgue las prevalencias
aparentes son significativamente superiores padastdos agentes analizados al
comparar las muestras procedentes de casos siitomébn las procedentes de casos

asintomaticos.

Tabla 3. Prevalencias aparentes de los agentes etiolégaoadizados estratificando

segun clinica observada.

Sintomaticos Asintomaticos

Prev 1C95% Prev 1C95% P
Rotavirus tipo A 23,7%  (18,3%, 29,8%) 12,5%(6,5%, 20,9%) 0,033
E.colicon gereae 11.3%  (7,7%, 15,7%)  0,0% (0,0%, 100,0%50,001
C. spiroforme 14,9% (10,8%, 19,76%) 0,0% (0,0%, 100,090,001

Coccidios! 81%  (51%,11,8%) 3,5% (0,9%, 9,1%) 0,020

1 >5.000 ooquistes/g

En cuanto al efecto dilucion antes citado, hemabzado un analisis estadistico
adicional para los rotavirus tipo A considerandcefelcto del tamafio dpool en la
prevalencia aparente. En la Tabla 4 se observa pémdida en la sensibilidad
diagnostico a medida que vamos diluyendo la muestrael caso de animales
sintomaticos. A partir de upool constituido por 4 muestras, se presentan difemsnci
significativas (p<0,001) en la prevalencia aparémete la estimada a partir de pool
de 3 muestras. A pesar de que pueden existir ddereen las prevalencias reales en las
poblaciones de las que proceden las muestrasadéisz en el estudio, los resultados
obtenidos permiten sospechar de forma fundamergadaa partir de umpool con 3
muestras disminuiria de forma significativa la dgiidad de la técnica de diagndstico.

Sin embargo en los casos asintomaticos no senaegisgun cambio significativo.
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Tabla 4. Prevalencia aparente de rotavirus tipo A segutasiaio de pool utilizado.

Sintomaticos Asintomaticos
Pool  Prev IC95% p* Prev IC95% p*
1 16,7%  (0,9%, 53,4%) - 33,3%  (9,0%, 61,3%) -
2 42,3%  (24,6%, 55,8%) 0,220  11,5% (4,2%, 22,9%) 0,080
3 37,0%  (23,2%, 47,4%) 0,518  20,6% (3,2%, 39,7%) 0,583
4 13,1%  (6,2%, 21,2%) <0,001  0,0% (1,2%, 22,1%) 0,224
5 11,6%  (4,5%, 20,3%) 0,888  0,0% (1,0%, 18,1%)  nc

* Comparacion de cada prevalencia con la de lastifgerior pool1); nc: no calculable

Retomando los resultados del trabajo de Cegiodil. (2008), observamos que la
prevalencia de rotavirus tipo A (16%) es muy simdalas que hemos calculado en
nuestro estudio a partir de muestras individualeg700) (Tabla 4) y ligeramente

inferior a la que hemos obtenido al calcularlaatenfa global (23,7%) (Tabla 3).

En casos clinicos con sintomatologia digestiva nftuye tanto trabajar con
poolsde muestras. La carga de infeccion y la prevadesen mas altas y por ello hay
mayor probabilidad de detectar el agente causahgéde trabajando copool no

sabemos la proporcién de muestras infectadasartgae cada una.

En caso de estudio de presencia de agentes irdescen explotaciones sin
sintomatologia, la pérdida de sensibilidad es mitisa y deberia tenerse en cuenta la
toma de muestras, ya que si pool procedente de animales asintométicos ha salido
negativo al diagnostico de cualquier agente causalmplica que el agente causal no
esté en la explotacion, podria darse el caso derhmby poca carga infecciosa (por

ejemplo un unico animal infectado dentro pebl) y no llegarse a detectar.

Debido a la heterogeneidad en la procedencia dmlgstras no se ha podido
hacer una estimacion de la sensibilidad relativéuenion del tamafio dglool. Seria
interesante plantear un disefio experimental doneletrabajase con muestras

individuales procedentes de poblaciones con difesgorevalencias.
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Para futuros estudios, seria necesario realizastedio histopatolégico de las
lesiones para valorar la importancia de rotavims@ agente primario de las diarreas

en conejos.
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CONCLUSIONES

En base a las condiciones de nuestro estudio hestablecido las siguientes

conclusiones:

PRIMERA: Existen fundadas sospechas de que lanoi@sde rotavirus tipo A
se localiza de forma endémica en las explotacionegolas espafiolas ya que ha sido

detectado frecuentemente tanto en casos sintorsd&ieno asintomaticos.

SEGUNDA: Los rotavirus tipo A desempefian un papkvante en la etiologia
de procesos entéricos en conejos ya que la preseecirotavirus tipo A ha sido
significativamente mayor en casos con procesosstivgs que en casos asintomaticos,
por lo que es importante incluir el andlisis deavous tipo A dentro del diagnéstico

diferencial de procesos digestivos en animaleste.c

TERCERA: Los procesos entéricos en conejos de ¢epen un marcado
caracter multifactorial, donde la presencia deviaia tipo A en animales con diarrea
conlleva un aumento de la proporcion de otros &gerdusantes de procesos digestivos,
tales como coccidios y cepasHecoli enteropatdégenas.

CUARTA: El geneaees un buen indicador de la virulencia Belcoli, ya que
en casos asintomaticos donde se ha detedadawli no se ha detectado el geae
mientras que en los casos sintométicos la frecaeteideteccion del gexaefue del
31,1%.

QUINTA: Para poder comparar los resultados obtenglo diferentes estudios
se deben estimar las prevalencias considerandmnelfio depool valorando ademas la

posible pérdida de sensibilidad asociada a esiadgprocedimiento diagndstico.
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