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Resumen

Las condiciones actuales de la produccion porcina demandan un elevado estatus
sanitario y de bienestar animal e implican un estricto control de las enfermedades de
etiologia infecciosa. Entre estas, las enfermedades entéricas siguen teniendo un papel
muy relevante, especialmente en las primeras fases de la produccion. Sin embargo, en los
afios mas recientes, los procesos entéricos de etiologia virica han visto incrementada su
relevancia en las explotaciones porcinas. Asi, han emergido y/o reemergido algunos virus
y han aparecido, en algunos casos, nuevas variantes con mayor virulencia y/o
transmisibilidad. La participacion de algunos de estos agentes viricos mas nuevos en la
etiologia del complejo entérico estd bien establecida, pero en muchos casos continla

siendo incierta.

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral fue investigar la relevancia de
las infecciones por diferentes virus que han sido implicados en la etiologia del complejo
entérico en las granjas de cerdos de Espafia. Las investigaciones desarrolladas se han
recogido en un total de cinco publicaciones que abordan la prevalencia de diferentes virus
entéricos en brotes de diarrea (estudio 1. publicaciones 1, 2 y 3) asi como su
caracterizacion genética (estudio 2: publicaciones 1, 2 y 3), el desarrollo de nuevas
herramientas diagndsticas de interés para el control de estas infecciones (estudio 3:
publicacion 4) y la caracterizacion de la infeccién y la inmunidad cruzada asociada a
diferentes variantes del Virus de la diarrea epidémica porcina o VDEP detectadas en las

explotaciones porcinas de Espafa (estudio 4: publicacion 5).

En el estudio 1 se investigd la prevalencia, en granjas esparfiolas, de los cinco
coronavirus entéricos descritos hasta el momento en el hospedador porcino, de rotavirus
de los tipos A, B, C y H, asi como de astrovirus, kobuvirus, torovirus, orthorevirus y
mastadenovirus. Para ello, se monitorizaron 206 brotes de enfermedad entérica en granjas
de cerdos, siendo muy comun la deteccién de uno o méas de los virus entéricos
investigados. Entre los coronavirus entéricos el VDEP fue el Gnico detectado, en casi el
20 % de los brotes investigados y particularmente en la etapa de engorde. Por su parte, se
detectaron rotavirus en uno de cada cuatro brotes investigados, fundamentalmente
Rotavirus A (RVA) y en menor medida Rotavirus B (RVB) tras el destete y Rotavirus C
(RVC) en los brotes de diarrea neonatal. Se identificé por primera vez en Europa la

infeccion por Rotavirus H (RVH) en un total de 8 granjas porcinas espafiolas. Finalmente,



se determin0 la prevalencia de la infeccidn por virus cuya relevancia en la etiologia del
complejo entérico no esta bien establecida, confirmando la presencia de todos los virus
investigados, con prevalencias que variaron entre el 48,5 % para los astrovirus y el 4,4 %

para los orthoreovirus.

La caracterizacion molecular de los principales virus implicados en la etiologia
del complejo entérico fue el objetivo del estudio 2. Se obtuvo la secuencia completa del
gen de la proteina S de todos los aislados del VDEP, determinando las variantes de este
virus mas extendidas en nuestro pais, todas ellas del genogrupo INDEL o G1b, entre las
que destaco una variante recombinante que se ha convertido en mayoritaria en los afios
méas recientes (rVDEP-SeCoV). Ademas, se obtuvieron mediante técnicas de
secuenciacion masiva las secuencias completas del genoma de aislados de VDEP (4),
RVH (4), astrovirus (16), kobuvirus (3) y torovirus (1), investigando sus relaciones con

aislados recuperados en otras regiones o en otros hospedadores diferentes del cerdo.

En el estudio 3 se optimiz6 una herramienta de diagnostico molecular rapida que
permite discriminar entre virus viable o infeccioso y virus no viable, la PCR de viabilidad.
Esta técnica permitié diferenciar el virus infeccioso del inactivado por calor en
suspensiones virales del VDEP, asi como en muestras de suero y tiene gran aplicabilidad
en la monitorizacion de potenciales fuentes de infeccidn implicadas en la transmision de

este coronavirus.

Por ultimo, en el cuarto y ultimo estudio, se caracterizd la infeccion en cerdos
destetados por el Coronavirus entérico porcino (SeCoV) -un virus quimérico originado
por un evento de recombinacion entre el Virus de la gastroenteritis transmisible (VGET)
o0 su mutante el Coronavirus respiratorio porcino (CVRP) y el VDEP, progenitor mayor
y menor respectivamente- y dos variantes del genogrupo G1b del VDEP, entre ellas la
variante recombinante rVDEP-SeCoV que identificamos como predominante en Espafia
en los afios mas recientes en el estudio 2. El cuadro clinico y lesional fue el caracteristico
de las infecciones por coronavirus entéricos, prolongandose la excrecion en heces durante
el periodo de convalecencia para los tres virus investigados. La proteccion frente a la
reinfeccién fue completa tras el desafio homologo a las 3 semanas, tanto en lo que
respecta a la presentacion clinica como a la presencia de lesiones o la eliminacion viral
en heces. Sin embargo, el desafio heter6logo se asocid a una proteccion parcial, existiendo

excrecion en heces o incluso clinica de diarrea o lesiones en el intestino delgado.



De forma global, los resultados de esta Tesis Doctoral demuestran la necesidad de
una monitorizacion continua de los diferentes virus implicados en la etiologia del
complejo entérico porcino asi como de nuevos estudios que permitan profundizar en el
conocimiento de las enfermedades asociadas a la infeccion por algunos de estos agentes

viricos.

Palabras clave:

Anadlisis filogenético, Astrovirus porcino (PAstV), cepa INDEL o G1, cepa no
INDEL o G2, cerdo, Coronavirus entérico porcino (SeCoV), espicula o gen S, genoma
completo, inactivacion térmica, infectividad, inmunidad, Kobuvirus porcino (PKoV),
Mastadenovirus porcino (PAdV), NGS, Orthoreovirus de los mamiferos (MRV), RT-
PCR multiplex, RT-qPCR de viabilidad, recombinante, Rotavirus A (RVA), Rotavirus B
(RVB), Rotavirus C (RVC), Rotavirus H (RVH), Torovirus porcino (PToV), Virus de la

diarrea epidémica porcina (VDEP).



Abstract

Strict control of infectious diseases is a major pillar in the sanitary and welfare
standards that current and next future policies demand in swine production. Enteric
diseases are among the main hazards challenging pig health, especially in the early stages
of production and among them, the relative importance of viral pathogens is gaining
relevance in recent years, both associated to the emergence of new aetiological agents
and the re-emergence of well-known pathogens, some of which exhibit new variants with

higher virulence and/or transmissibility.

The general objective of this Doctoral Thesis was to investigate the relevance of
infections by different enteric viruses which have been suggested as aetiological agents
of enteric disease on pig farms in Spain. The results of our research have been included
in five peer-review articles answering questions about the prevalence of different enteric
viruses in diarrhoea outbreaks (study 1: articles 1, 2 and 3), viral genetic characterization
(study 2: articles 1, 2 and 3), the development of new diagnostic tools of interest for the
control of these infections (study 3: article 4) and the characterization of the infection and
cross-immunity associated with different variants of Porcine epidemic diarrhoea virus or
PEDV (study 4: article 5).

Study 1 investigated the prevalence of the five enteric coronaviruses described to
date in the porcine host, rotaviruses of types A, B, C and H, as well as astroviruses,
kobuviruses, toroviruses, orthoreviruses and mastadenoviruses in 206 outbreaks of
enteric disease on Spanish swine farms. The detection of one or more of the investigated
enteric viruses was very common with prevalence values ranging from 48.5% for
astroviruses to 4.4% for orthoreoviruses. Particularly, PEDV was the only coronavirus
detected, in almost 20 % of the outbreaks investigated, particularly in the fattening stage.
Rotaviruses were detected in one out of four outbreaks investigated, mainly Rotavirus A
(RVA) and to a lesser extent Rotavirus B (RVB) after weaning and Rotavirus C (RVC)
in neonatal diarrhoea outbreaks. Rotavirus H (RVH) was identified for the first time in

Europe, circulating on nine of the Spanish pig farms investigated.

The molecular characterization of the main viruses involved in the etiology of
swine enteric disease was the objective of study 2. The complete sequence of the protein

S gene of all PEDV isolates was obtained, identifying the most widespread variants of



this coronavirus in Spain, all of them included in the INDEL or Glb genogroup.
Particularly, a recombinant variant (rPEDV-SeCoV) was identified as the predominant
PEDV isolate in recent years in Spain. In addition, the complete genome sequences of
PEDV (4), RVH (4), astrovirus (16), kobuvirus (3) and torovirus (1) isolates were
obtained by high throughput sequencing techniques, allowing for the investigation of their
relationships with isolates recovered in other geographical regions or in hosts other than

swine.

A rapid molecular diagnostic tool to discriminate between viable or infectious
virus and non-viable virus, viability PCR, was optimized in study 3. This technique
differentiated infectious and heat-inactivated virus in PEDV viral suspensions as well as
in serum samples and can be use in the monitoring of potential sources of infection

involved in the transmission of this coronavirus.

Finally, in the fourth and last study, infection in weaned pigs by Swine enteric
coronavirus (SeCoV) -a chimeric virus originating from a recombination event between
Transmissible gastroenteritis virus (TGEV) or its mutant Porcine respiratory
coronavirus (PRVC) and PEDV- and two variants of PEDV G1b genogroup, including
the recombinant variant between PEDV and SeCoV or rPEDV-SeCoV, were
characterized. The clinical signs and lesions were similar to previous reports of enteric
coronavirus infections regardless of the inoculum and faecal excretion during the
convalescence period was observed for the three investigated isolates. Protection against
reinfection was complete after homologous challenge at 3 weeks, both in terms of clinical
disease and viral shedding. In contrast, heterologous challenge was associated with a
partial protection, with viral excretion in faeces or even diarrhoea and lesions in the small

intestine.

Overall, the results of this Doctoral Thesis allow us to conclude that there is a need
for a continuous monitoring of the different viruses involved in the aetiology of enteric
disease in swine as well as the convenience of new studies to investigate the clinical

relevance of the infection by some of these viral agents.



Keywords:

Immunity, INDEL or G1 strain, infectivity, Mammalian orthoreovirus (MRV),
multiplex RT-PCR, NGS, non-INDEL or G2 strain, Phylogenetic analysis, Porcine
astrovirus (PAstV), Porcine Epidemic Diarrhoea Virus (PEDV), Porcine kobuvirus
(PKoV), Porcine mastadenovirus (PAdV), Porcine torovirus (PToV), recombinant,
Rotavirus A (RVA), Rotavirus B (RVB), Rotavirus C (RVC), Rotavirus H (RVH), spike
or S gene, swine, Swine enteric coronavirus (SeCoV), thermal inactivation, viability RT-

gPCR, whole genome.



Lista de abreviaturas
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Capitulo 1: Introduccion

1. Importancia del complejo entérico en la produccion porcina

El sector porcino espafiol supone en torno al 16 % de la Produccion Final Agraria
y el 43 % de la Produccion Final Ganadera, siendo clave en la economia del sector
primario en nuestro pais. Segun los datos de 2021 (MAPA, 2021), Espaiia es el tercer
productor a nivel mundial (después de China y EE.UU.) y teniendo en cuenta los datos
de censo, ocupa la primera posicién en el &mbito de la Unién Europea (UE), con cerca
del 24 % del censo comunitario.

En los ultimos afios este sector ha vivido importantes cambios. Se ha producido
una gran profesionalizacién y una mejora del modelo productivo. Las pequefias
explotaciones familiares de ciclo cerrado, propiedad de ganaderos independientes, se han
transformado, en muchos casos, en sistemas integrados, con granjas de gran tamario, de
produccion en multiples fases y con tasas de renovacion mucho mas elevadas que las que
se mantenian tradicionalmente. De forma paralela, la seleccion genética ha supuesto una
clara mejoria en los indices técnicos, no solo en relacion con el producto final sino
también con la prolificidad de las reproductoras. Tanto los cambios en el modelo
productivo como el aumento del tamafio de las camadas han conducido a un incremento
continuado en el nimero de cerdos cebados, hecho que como hemos mencionado ha
situado a Espafia como principal productor de la UE y como pais excedentario. La tasa
de autoabastecimiento alcanzé el 212,5 % en 2021 (MAPA, 2021), convirtiendo la
exportacién en un elemento fundamental para el sector. Asi, Espafia se ha consolidado
como segundo mayor exportador de porcino de la UE, solo superado por Alemania,
incrementandose en los afios mas recientes de forma espectacular las exportaciones a
terceros paises, especialmente a China y a otros paises del sudeste asiatico
(INTERPORC, 2021).

En este nuevo contexto, la sanidad, que siempre ha sido una preocupacion
fundamental para los veterinarios y productores, ha tomado aln mayor protagonismo.
Esto se debe a varios motivos. Por un lado, la gestion de poblaciones de mayor tamafio y
con altas tasas de renovacion en el colectivo de reproductores conlleva un aumento en la
incidencia de enfermedades si no se toman medidas especificas para evitarlo. Por otro
lado, desde el punto de vista comercial, el mantenimiento de un estado sanitario elevado
supone una ventaja competitiva por dos razones. En primer lugar, una adecuada sanidad

contribuye a disminuir los costes de produccion al asociarse a unos mejores indices
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productivos (mayor fertilidad, menor mortalidad, mayor velocidad de crecimiento, menor
indice de conversion, mayor ganancia media diaria...) y a un menor coste de
medicaciones. En segundo lugar, la sanidad puede convertirse facilmente en un
importante elemento diferenciador en el mercado internacional, un auténtico arancel
proteccionista frente al libre mercado. En este sentido, el poder certificar la ausencia de
ciertas enfermedades en una empresa, una regién o un pais facilita el acceso a los
mercados méas exigentes, que suelen ser al mismo tiempo los que presentan una mayor
rentabilidad.

Todo ello hace cada vez mé&s necesario un conocimiento profundo de las
enfermedades que afectan al sector, incluyendo las caracteristicas méas relevantes de sus
agentes etioldgicos, los mecanismos patogénicos, las claves para el reconocimiento
clinico y el diagnostico laboratorial, las principales caracteristicas epidemioldgicas y

aspectos de relevancia para la prevencién y el control.

Particularmente, las enfermedades que afectan al tracto intestinal (TGI) tienen un
importante impacto en la produccion porcina, tanto por su frecuencia de aparicion como
por su coste econémico (Sitjar, 2000). A las pérdidas directas por las bajas de animales
hay que sumar el empeoramiento del rendimiento productivo (aumento del indice de
conversion, disminucion de la ganancia media diaria o incremento del ndmero de
animales retrasados o “colas”, que necesitan mds tiempo para alcanzar el peso de
sacrificio) y las pérdidas indirectas relacionadas con los gastos de tratamiento, profilaxis

y control.

Algunas enfermedades entéricas, como la diarrea epidémica porcina (DEP),
pueden dar lugar a epidemias con alta mortalidad entre los lechones en la primera semana
de vida que se asocian a un importante impacto econémico para los productores. Este tipo
de eventos epidémicos tienen una gran repercusion en los medios de comunicacién
especializados, causan alertas internacionales y estimulan medidas de prevencién. Sin
embargo, las enfermedades entéricas endémicas, presentes de forma habitual en las
poblaciones, son las que en muchas ocasiones tienen un mayor impacto a largo plazo en

la salud y la productividad.

Ademas de las pérdidas econOmicas directas e indirectas mencionadas, las
enfermedades entéricas afectan al bienestar de los animales y al consumo de

antimicrobianos. De hecho, la UE reconoce la diarrea postdestete y la infeccion por
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Lawsonia intracellularis, agente etiologico de la enteropatia proliferativa, entre las
principales causas de consumo de antibioticos en las granjas de cerdos (Parlamento
Europeo, 2015). La emergencia de resistencias a los antibidticos constituye un importante
problema de salud publica y ha llevado a restricciones legales al empleo de
antimicrobianos en produccién animal, particularmente en la produccion porcina
(Gomez-Garcia et al., 2021; Mencia-Ares et al., 2021). En este sentido, cabe destacar los
notables esfuerzos realizados en los afios més recientes para la identificacion y desarrollo
de nuevas estrategias que permitan minimizar el impacto de las enfermedades del TGl en

las granjas de cerdos, limitando la necesidad de uso de antimicrobianos.

El papel de la microbiota intestinal en el complejo entérico ha sido reconocido en
los afios mas recientes (Isaacson y Kim, 2012). Las técnicas de metagendmica, cada vez
mas perfeccionadas, accesibles y asequibles, permiten a los investigadores explorar la
influencia de esta microbiota intestinal en las enfermedades entéricas, reconociendo las
oportunidades que la modulacion de esta microbiota mediante la dieta 0 con métodos
especificos como probidticos, prebioticos, postbidticos o simbidticos ofrece para
optimizar la salud intestinal, la inmunidad y la productividad general del cerdo. En este
sentido, hoy mas que nunca somos conscientes de que el control de las enfermedades
entéricas requiere una vision holistica que integre factores como la nutricion, el manejo,

la respuesta inmunitaria y la microbiota intestinal (Argiello-Rodriguez et al., 2018).

Las enfermedades entéricas se producen en el cerdo a cualquier edad, asociandose
con gran frecuencia a determinados manejos, particularmente el destete o los cambios en
la alimentacién. Ademas, son la principal causa de muerte de etiologia infecciosa en las
primeras semanas de vida de los lechones. Aunque su etiologia es compleja y multiple,
las principales causas de enfermedad entérica en los cerdos son microorganismos
patdgenos, incluyendo bacterias, virus o parasitos que acttan solos o, con gran frecuencia,

combinados en infecciones mixtas que incluyen dos o més agentes.

Con independencia de la edad de los animales afectados, la diarrea es el signo
clinico coman en el complejo entérico porcino, pudiendo acompafiarse de otros signos
como dolor abdominal, fiebre, nauseas, vomitos o anorexia total o parcial. Aunque de
forma estricta el concepto de diarrea abarca también cambios en la frecuencia de las
deposiciones o en el volumen de las heces, en porcino este término define la disminucién
en la consistencia de las heces o, lo que es lo mismo, el incremento en el contenido de

agua.
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2. Mecanismos fisio-patoldgicos de la diarrea

Aunque las causas de diarrea son maltiples, desde el punto de vista de la patogenia
son tres los mecanismos mas frecuentemente implicados en el complejo entérico porcino
(Tabla 1) (Zimmerman et al., 2019).

La diarrea osmotica es consecuencia de la presencia en la luz del intestino de un
exceso de solutos no absorbidos o no absorbibles que eleva la presién osmotica y favorece
la retencion de agua o incluso su salida activa hacia la luz intestinal. El déficit en la
capacidad de digestion o absorcion en el intestino, también denominado malabsorcion, es
una de las causas mas comunes de este tipo de diarrea. Adicionalmente, la llegada al
intestino grueso de este superavit de solutos no absorbidos o no absorbibles puede
complicar el cuadro de diarrea a través de un exceso de fermentaciones microbianas.
Habitualmente, las diarreas osmadticas tienen un pH &cido y suelen mejorar con el ayuno
o cuando se suspende la ingestion del soluto o solutos no absorbibles. Un ejemplo de
diarrea osmética en porcino son las diarreas viricas causadas por coronavirus (CoV) o por
rotavirus (RV); estas infecciones viricas producen la destruccion y acortamiento de las
vellosidades en el epitelio del intestino delgado, evitando la normal digestion y absorcion

de los nutrientes ingeridos.

La diarrea secretora ocurre cuando la secrecion de agua hacia la luz intestinal
supera la capacidad de absorcién de esta misma molécula en el intestino delgado. Se
relaciona habitualmente con la presencia de toxinas, como las producidas por Escherichia
coli enterotoxigénico (ETEC), que actlian activando canales de intercambio de iones en
la membrana del enterocito, permitiendo una secrecion descontrolada de agua y
electrolitos hacia la luz intestinal. Al contrario que las diarreas osméticas, las diarreas

secretoras suelen tener un pH alcalino y no mejoran con el ayuno.

La diarrea exudativa o inflamatoria es consecuencia de la disrupcion del
epitelio intestinal, frecuentemente por la multiplicacién de un microorganismo patégeno.
La destruccion del epitelio conduce a la exudacion de plasma o incluso de sangre hacia
la luz intestinal, unida a una ineficiente absorcién de agua. La respuesta inflamatoria
contribuye de forma importante al cuadro de diarrea, a través de mediadores de la
inflamacion y citocinas que estimulan la secrecion. Ademas, la reparacion del epitelio

dafiado con ceélulas inmaduras dificulta la digestion y absorcion, afadiendo un
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componente de diarrea osmotica al proceso. Son ejemplos de diarreas exudativas o

inflamatorias la disenteria porcina o las infecciones por Clostridium perfringens tipo C.

Tabla 1: Mecanismos de diarrea implicados en el complejo entérico porcino asociado a diferentes agentes
infecciosos (adaptada de Zimmerman et al., 2019).

Mecanismo patdlogico primario de la diarrea

Agente infeccioso - — — —
€ Hipersecreccién  Malabsorcidon Inflamacidn

Escherichia coli enterotoxigénico +++ + -
Clostridium perfringens A +

+
'

Clostridium perfringens C - + S
Clostridioides difficile + + S+
Coronavirus - +++ -
Rotavirus + ++ -
Salmonella enterica + - S
Lawsonia intracellularis - ++ ++
Brachyspira hyodysenteriae y otras espiroquetas fuertemente hemoliticas - + ++
Brachyspira pilosicoli - + ++

3. Principales enfermedades entéricas en el ganado porcino

El impacto de las enfermedades entéricas en el ganado porcino varia segin los
paises, los sistemas de cria y el estatus sanitario de las explotaciones. Ademas, dentro de
las granjas, la situacion de las enfermedades es dinamica, pudiendo producirse maltiples
infecciones entéricas simultdneamente o de forma consecutiva, lo que genera complejos
patrones clinicos de la enfermedad y dificultades para la instauracion de medidas de
control efectivas. En cualquier caso, la etiologia y principales caracteristicas clinicas del

complejo entérico porcino varian en funcién de la etapa productiva.

3.1 Enfermedades entéricas en lactacion

La diarrea es un proceso muy comun en las salas de maternidad y todas las granjas,
en mayor o menor medida, sufren consecuencias asociadas al complejo entérico en los
lactantes. De hecho, la diarrea neonatal es la enfermedad mas frecuente y con mayor
impacto econémico en esta etapa de la produccion, pudiendo alcanzar un coste econémico

de hasta 20 € por camada afectada (Larsson, 2016; Carvajal et al., 2018).

Entre los agentes etiologicos del complejo entérico relevantes en esta etapa se
encuentran ETEC y C. perfringens tipo C, ambos patogenos controlables mediante la
vacunacion de las reproductoras. Adicionalmente, la disponibilidad de animales
genéticamente resistentes a las cepas de E. coli que expresan la fimbria F4 (K88) puede
ofrecer una opcién de control mediante la seleccion genética, pero con una limitada

aplicacion en la cria comercial de cerdos. Otros agentes etioldgicos relevantes en esta
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etapa incluyen E. coli enteropatogeno (EPEC), Clostridium perfringens tipo A,
Clostridiodies difficile, Cystoisospora suis, RV, CoV o incluso, ocasionalmente,
criptosporidios en algunas unidades de produccion (Tabla 2). Mas recientemente,
Enterococcus hirae se ha asociado a cuadros entéricos en lechones (Larsson et al., 2014;
Kongsted et al., 2018). Otros microorganismos mencionados como causa ocasional de
diarrea en lechones incluyen Enterococcus durans (Cheon y Chae, 1996), Bacteroides
fragilis (Shah y Collins, 1989), Chlamydia suis (Rogers y Andersen, 2000) y virus como

los kobuvirus, astrovirus o adenovirus, entre otros.

El diagnostico etioldgico de estos procesos entéricos se basa en la deteccién de
estos agentes, incluyendo la demostracion de factores de virulencia como fimbrias y/o
toxinas (Larsson, 2016). En el caso de agentes que estan presentes de forma habitual en
las explotaciones porcinas como rotavirus, C. perfringens tipo A o E. hirae es necesario
demostrar una multiplicacion excesiva (empleando técnicas cuantitativas) y/o la
presencia de lesiones con el fin de poder obtener conclusiones en lo que respecta a su
participacion en la etiologia. En este sentido, se ha propuesto que la investigacion del
complejo entérico requiere de un esfuerzo considerable para caracterizar la condicion y

determinar la causa (Zimmerman et al., 2019).

3.2 Enfermedades entéricas en el destete

El destete es uno de los periodos mas criticos del ciclo de produccion porcina. Los
lechones, aun inmaduros, deben adaptarse al proceso de separacion de la madre al tiempo
que se mezclan con nuevos animales en un nuevo ambiente y con un nuevo tipo de
alimentacion (Fairbrother et al., 2005; Rhouma et al., 2017). El paso de una dieta liquida,
basada en leche, a una dieta solida y basada en cereales es un importante reto y causa en
muchos lechones anorexia y pérdida de integridad del epitelio, disminucion de la
capacidad de digestion y absorcion y disbiosis de la microbiota (Ortiz Sanjuén et al.,
2022). Todo ello contribuye para hacer que el destete sea una etapa critica desde el punto

de vista de las enfermedades entéricas.

Varios de los agentes infecciosos que afectan a los lactantes son también causa de
enfermedad entérica en el destete. Asi, los aislados de ETEC y EPEC son importante
causa de diarrea en esta etapa, junto con aislados de E. coli verotoxigénicos (VTEC)
causantes de la enfermedad de los edemas. De forma similar, los CoV y los RV siguen

siendo causa de enfermedad entérica en el destete. El papel de otros virus como kobuvirus
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0 astrovirus no esta bien definido (Saif, 1994). Ademas, se ha descrito que algunos brotes
de enfermedad por Circovirus porcino tipo 2 (PCV2) se asocian a cuadros de diarrea que
pueden ser consecuencia directa de la enteritis viral asociada a la infeccion (Segalés et al.,
2004). Finalmente, también pueden participar en la etiologia del complejo entérico en el
destete agentes como Salmonella enterica, Brachyspira spp. o Lawsonia intracellularis
(Zimmerman et al., 2019), méas caracteristicos de las fases de crecimiento y engorde
(Tabla 2).

3.3 Enfermedades entéricas en cebo y reproductoras

Las principales enfermedades entéricas en los periodos de crecimiento y engorde
incluyen la disenteria porcina, la enteropatia proliferativa porcina, la salmonelosis y la
espiroquetosis coldnica porcina (Wills, 2000; Carvajal et al., 2021). Adicionalmente, en
explotaciones en extensivo o en explotaciones organicas con sistemas de produccion al
aire libre y en los que no se emplean de forma rutinaria antihelminticos pueden aparecer
parasitos entéricos como Ascaris suum, Oesophagostomum spp., Trichuris spp. o
Hyostrongylus spp. que pueden ser causa de colitis. A todas estas etiologias se une,
nuevamente, el impacto de CoV como el Virus de la diarrea epidémica porcina, VDEP,
o0 el Virus de la gastroenteritis transmisible, VGET, que afectan a cerdos de todas las
edades (Tabla 2). Finalmente, podemos mencionar que enfermedades sistémicas graves
como la peste porcina clasica o la peste porcina africana tienen un importante componente
entérico. En este Gltimo caso, toda sospecha debe ser comunicada de forma inmediata a

las autoridades competentes.

Se dispone de vacunas para el control de la enteropatia proliferativa porcina y de
vacunas contra la salmonelosis asociada a los serotipos Typhimurium y Cholerasuis, pero
no hay herramientas comerciales de inmunoprofilaxis para el resto de procesos. Ademas,
son muy comunes las infecciones mixtas en las que participan varios de estos agentes. La
deteccion directa de los patdgenos implicados empleando técnicas de cultivo
microbioldgico, técnicas moleculares como la PCR o combinaciones de ambas constituye
la base del diagnostico del complejo entérico en esta etapa, aunque nuevamente la
histopatologia es una herramienta de utilidad que permite identificar el papel que juegan
distintos microorganismos detectados en las infecciones combinadas (Zimmerman et al.,
2019).
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Tabla 2: Caracteristicas clinicas y epidemioldgicas asociadas a los principales agentes etioldgicos implicados en el complejo entérico porcino (adaptada de Zimmerman et al., 2019).
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Etiologia

Edad

Signos clinicos

Escherichia coli (ETEC, EPEC, VTEC)

Rotavirus

Clostridium perfringens tipo C

Clostridium perfringens tipo A

Clostridioides difficile
Cryptosporidium spp
Cystoisospora suis

Coronavirus

Circovirus porcino tipo 2
Lawsonia intracellularis
Brachyspira spp fuertemente hemoliticas

Brachyspira pilosicoli

Salmonella enterica

Oesophagostomum dentatum
Trichuris suis

Yersinia spp

Neonatal: 1-4 dias de edad

Postdestete: 2-3 semanas tras el destete

De 1 dia hasta 7 semanas de edad (mas frecuente a las 2-3 sem)

De 1 a 14 dias de edad
De 3 a 28 dias de edad

De 5 a 21 dias de edad (raramente mas edad)
De 3 dias hasta el destete
De 5 a 21 dias de edad (algunas veces con mayor edad)

Todas las edades

De 6 a 12 semanas de edad (algunas veces con mayor edad)
De 5 semanas hasta edad adulta
De 6 semanas hasta edad adulta

De 5 semanas hasta 4 meses de edad

Todas las edades, habitualmente tras el destete

Desde el destete hasta edad adulta
Desde el destete hasta edad adulta

De 6 semanas hasta 4 meses de edad

Diarrea acuosa y amarillenta y deshidratacién

Diarrea, malestar, muertes subitas / Edema de parpados y
signos neuroldgicos

Diarrea de acuosa a pastosa y deshidratacion. La infeccion
puede ser subclinica

Diarrea acuosa a hemorragica y muerte subita

Diarrea cremosa: suele ser leve pero puede afectar al ritmo
de crecimiento
Diarrea cremosa, deshidratacion y edemas

Diarrea amarillenta de leve a moderada
Diarrea acuosa amarillenta y retraso en el crecimiento

Diarrea acuosa, rapida deshidratacion, vémitos, rapida
difusion, elevada morbilidad y mortalidad en lechones de
menos de 1-2 semanas de edad

Malestar, depresion, diarrea o emaciaciéon acompafiados,
generalmente, por signos sistémicos

Diarrea de leve a grave (formas hemorragicas en animales de
mas edad). La infeccién puede ser subclinica

Diarrea mucoide grave, generalmente diarrea
mucohemorragica

Diarrea pastosa y mucoide, generalmente sin sangre

Diarrea variable; de acuosa a tefiida de bilis o
mucohemorragica y con flecos de fibrina
Diarrea moderada

Diarrea mucoide, ocasionalmente mucohemorragica

Diarrea pastosa
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4. Diarreas de etiologia virica

En los altimos afios el uso racional y responsable de los antibi6ticos junto con el
empleo sistematico de vacunas y mejoras en el manejo han conseguido un mejor control
de las diarreas de etiologia bacteriana, disminuyendo su impacto sobre las explotaciones
porcinas. Sin embargo, la situacion en lo que respecta al control de las diarreas de
etiologia virica parece haberse complicado en los ultimos 10-20 afios. Han emergido y/o
reemergido algunos virus y han aparecido, en algunos casos, nuevas variantes con mayor
virulencia y/o transmisibilidad. La participacion de algunos de estos agentes mas nuevos
en la etiologia del complejo entérico esta bien establecida, pero en muchos casos contintia
siendo incierta (Zimmerman et al., 2019).

Entre los virus con un papel relevante en la enfermedad entérica en la produccion
porcina se encuentran los CoV, que en los ultimos afios han centrado la atencion en este
campo, tras la emergencia en 2013 de la DEP en EE.UU. y otros paises del continente
americano Yy su re-emergencia en diferentes paises europeos, y también los RV. Por su
parte, entre los virus cuya implicacion en la etiologia del complejo entérico porcino esta
por esclarecer encontramos los kobuvirus, astrovirus, torovirus, orthoreovirus y los

adenovirus porcinos, entre otros.

Tabla 3: Distribucién por edades de los agentes viricos que han sido implicados en la etiologia del complejo entérico
porcino (adaptada de Zimmerman et al., 2019).

1-2dias 3-4dias 5-6dias 1semana 2semanas 3semanas 1mes 2meses 3 meses 4 meses 5meses 6meses Adulto ‘

Rotavirus A (RVA)

Rotavirus B (RVB)

Rotavirus C (RVC)

Rotavirus H (RVH)

Virus de la gastroenteritis transmisible (VGET)

Virus de la diarrea epidémica porcina (VDEP)

Coronavirus entérico porcino (SeCoV)

Deltacoronavirus porcino (PDCoV)

Coronavirus del sindrome de diarrea aguda (SADS-CoV)

Astrovirus porcino (PAstV)

Kobuvirus porcino (PKoV) ‘

‘ Torovirus porcino (PToV)

Orthoreovirus de lo mamiferos (MRV)

‘ Mastadenovirus porcino (PAdV) ‘

11
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4.1 Coronavirus

Los coronavirus (CoV) son virus de la subfamilia Orthocoronavirinae, familia
Coronaviridae y orden Nidovirales. De acuerdo al Comité Internacional de Taxonomia
Viral (ICTV), actualmente esta subfamilia se clasifica en cuatro géneros, identificados
como Alphacoronavirus (AlphaCoV), Betacoronavirus (BetaCoV), Gammacoronavirus
(GammaCoV) y Deltacoronavirus (DeltaCoV). Como se muestra en el arbol filogenético
de la Figura 1, estos géneros se separan claramente en grupos distintos. Hay una gran
cantidad de especies diferentes de CoV, mas de 45 reconocidas actualmente, la mayor
parte del género BetaCoV, y 26 subgéneros (15 AlphaCoV, 5 BetaCoV, 3 DeltaCoV y 3
GammaCoV). Un estudio reciente de EcoHealth Alliance
(https://www.ecohealthalliance.org/) junto con el Instituto de Virologia de Wuhan y otras
instituciones ha descrito mas de 630 nuevas secuencias de coronavirus en murcielagos y
se espera que el Global Virome Project (http://www.globalviromeproject.org/) aporte
nuevas secuencias de coronavirus (Rodriguez Ferri, 2020; Rubio y Carvajal, 2020).
Dados los continuos cambios que se producen en la taxonomia viral, en esta Tesis
Doctoral identificaremos como especies diferentes a los distintos CoV que afectan al

cerdo, aungue no todos ellos hayan sido reconocidos como tales por el ICTV.
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Figura 1: Arbol filogenético de los distintos géneros de coronavirus (tomada de Cui et al., 2019).
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Los CoV son virus pleomdrficos y con envoltura, con un didmetro total de 60-
160 nm. La caracteristica mas prominente y definitoria de este grupo de virus son las
estructuras en forma de espiga, denominadas espiculas o peplomeros, en la superficie del
virion y que les dan la apariencia de una corona solar (Zimmerman et al., 2019; Rubio y
Carvajal, 2020). EI genoma de los CoV es un ARN monocatenario (25-30 kb) de
polaridad positiva que contiene regiones no traducidas (UTR) en ambos extremos 3"y 5'.
Dos tercios del genoma desde el extremo 5’ codifican proteinas necesarias para la
replicacion del ARN que se escinden por proteasas, generando hasta 16 proteinas no
estructurales, incluyendo una polimerasa dependiente de ARN (RdRp) imprescindible
para la replicacion. Por su parte, el tercio del extremo 3’ del genoma comprende al menos
cinco marcos de lectura abiertos (ORF) que codifican cuatro proteinas estructurales
comunes a todos los CoV: N (nucleocapside), S (espicula), E (envoltura) y M (membrana)

y una 0 mas proteinas no estructurales.

Espicula (S)

Nucleoproteina (N)
y genoma ARN

Proteina de membrana
(M)

Proteina pequena de
membrana (E)

3b

5 | ORF1 | 3 [N] -
< a alr[iF CAAAMMAAAALY 3

| ORF1b

Figura 2: Estructura bdsica del virion y el genoma de un coronavirus (adaptada de Hulo et al., 2011).

El genoma de los CoV se asocia con la proteina N, una fosfoproteina, para formar
un complejo de ribonucleoproteina, largo y helicoidal. La glicoproteina M es la méas
abundante en el virion y esta embebida en la envoltura lipoproteica, derivada de la célula
hospedadora, junto con las proteinas S y E (Antas y Wozniakowski, 2019). La proteina
E, denominada anteriormente sM o “proteina pequefia de membrana”, es de pequefio
tamano, pentameérica y necesaria para el autoensamblaje de nuevos viriones. Por su parte,

la proteina S es una glicoproteina que constituye los pepldmeros o espiculas y es la
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responsable de la unién especifica a los receptores celulares, permitiendo la entrada del
virus en la célula del hospedador y determinando el tropismo, y la principal responsable
de la induccion de anticuerpos neutralizantes. El receptor que emplea esta proteina S para
entrar en la célula hospedadora estd muy poco conservado entre los diferentes CoV. Este
hecho permite que el rango de hospedadores y también de tejidos en los que replican estos
virus sean muy amplios. Ademas, las caracteristicas de este receptor son determinantes
en los fendmenos de salto de especie y de adaptacion a nuevos hospedadores (Perlman y
Netland, 2009).

El primer CoV descrito fue el Virus de la bronquitis infecciosa aviar, IBV en su
abreviatura en lengua inglesa, un GammaCoV descrito en 1936 y que fue cultivado en
embrion de pollo en 1937 (Rubio y Carvajal, 2020). En 1940 se demostré que los pases
sucesivos de este virus en embrion de pollo producian una atenuacién que permitia
emplearlo para la proteccion de las gallinas, desarrollandose en los afios 50 del pasado
siglo la primera vacuna frente a una enfermedad causada por un CoV (Jordan, 2017). En
afios sucesivos se fueron describiendo diferentes enfermedades causadas por CoV en
animales; asi, en 1949 en ratones, en 1954 en cerdos, en 1962 en gatos 0 en 1974 en perros
(Saif, 2004). Los CoV humanos fueron descubiertos mas tarde, a partir de los afios 60 del
pasado siglo. Incluyen, actualmente, dos AlphaCoV responsables de resfriado comdn,
virus 229E y NL63, y cinco BetaCoV (Figura 3). Entre estos BetaCoV se encuentran los
CoV emergentes responsables de enfermedad respiratoria grave en el hombre y que han
causado pandemias en el presente siglo: el Virus del sindrome respiratorio agudo grave
0 SARS-CoV, el Virus del sindrome respiratorio de Oriente Medio o0 MERS-CoV v el
SARS-CoV-2 causante de la enfermedad conocida como COVID-19 (coronavirus
disease-19) (Petrosillo et al., 2020; Rubio y Carvajal, 2020).
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Figura 3: La evolucion de los coronavirus en los seres humanos y los mamiferos domésticos a través de posibles
especies hospedadoras intermediarias silvestres. Las flechas rojas, azules y amarillas indican la direccion de la
aparicion de coronavirus para los Alfacoronavirus, los Betacoronavirus y los Deltacoronavirus, respectivamente.
Las flechas sdlidas representan la transmision directa (confirmada o sospechada) de coronavirus entre especies
hospedadoras, y las flechas discontinuas representan la sospecha de transmision indirecta a través de un
hospedador intermediario no identificado. Las flechas discontinuas con un signo de interrogacion indican
eventos de propagacion inciertos (tomada de Nova, 2021).

Entre los CoV que infectan al hospedador porcino nos encontramos con dos virus
reconocidos como causa de diarrea en el cerdo desde hace tiempo, el VDEP y el VGET.
Ambos se incluyen en el género AlphaCoV y se caracterizan por producir brotes agudos
de diarrea en cerdos de todas las edades, con alta mortalidad entre los animales lactantes
en poblaciones sin inmunidad previa. El Virus de la encefalomielitis hemaglutinante
porcina es un BetaCoV ampliamente difundido en las poblaciones de cerdos de América
y Europa y que ocasionalmente causa vomito y desmedro en lechones de menos de 4
semanas. El Coronavirus del sindrome de diarrea aguda (SADS-CoV) es otro AlphaCoV
que recientemente se ha asociado en Asia a cuadros graves de diarrea en lechones
neonatos, mientras que el Deltacoronavirus porcino (PDCoV), miembro del género
DeltaCoV, ha sido identificado en la segunda década del siglo XXI como agente
etioldgico de una enfermedad entérica similar a la DEP o la GET. Finalmente, se ha
descrito la existencia de un virus quimérico producido por la recombinacion del VGET

con el VDEP, denominado Coronavirus entérico porcino (SeCoV).

15




Héctor Puente Fernandez

Tabla 4: Comparativa del cuadro clinico y lesional asociados a la infeccion por diferentes coronavirus entéricos
porcinos (adaptada de Vlasova et al., 2020).

Sintomas ;iﬂi:gigg Ubli:Saizi:;de Morbilidad Letalidad Grup(;iigi,d més
VDEP géil;:izi;\t/:?;’;osy 24-36 h Izz:noe 100 % I:g(s)t;el Lechones lactantes
T eraden | 20 jeon - 100%  jog® techones actante
P eartain | 139 yeon 0% 40%0%  Lechones lactates

4.2 Virus de la diarrea epidémica porcina (VDEP)

4.2.1 Origen vy distribucion mundial

La diarrea epidémica porcina (DEP) es una enfermedad infecciosa y altamente
contagiosa causada por un AlphaCoV del subgénero Pedacovirus, el VDEP. Cursa con
diarrea acuosa en cerdos de cualquier edad, aunque los cuadros clinicos mas graves se
observan en los lechones neonatos, en la primera semana de vida, con una intensa
deshidratacion a consecuencia del cuadro de diarrea y los vémitos que pueden causar

hasta un 100 % de letalidad en las camadas afectadas.

El cuadro clinico de DEP fue descrito por primera vez en Reino Unido y Bélgica
en los afios 70, sin que hasta el momento se haya podido determinar su origen. El VDEP
muestra una estrecha relacion filogenética con un CoV detectado en murciélagos de cola
de raton (Tadarida brasiliensis) en Brasil, por lo que se ha propuesto un origen asociado
a un salto de especie directo, murciélago-cerdo (Figura 3), para este virus porcino (Simas
et al., 2015). Difundié por todos aquellos paises europeos con una produccion porcina
relevante durante los afios 80, causando brotes de diarrea de presentacion epidémica y
generalmente estacional, coincidiendo con los meses mas frios, caracterizados por la
afectacion repentina de un elevado nimero de animales en la explotacion, con
morbilidades proximas al 80-100 % y letalidades en lechones variables (50 % como
promedio), aunque generalmente inferiores a las observadas en brotes de gastroenteritis
transmisible porcina (GET) (Zimmerman et al., 2019). En los afios 90, estas
presentaciones epidemicas o epizodticas fueron haciéndose cada vez menos frecuentes,
observandose formas endémicas o enzodticas de la DEP en las cuales el cuadro clinico
de diarrea se presentaba exclusivamente en los lechones durante la transicion, al
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desaparecer la proteccion pasiva proporcionada por las reproductoras, o en las cerdas de
reposicion (Vlasova et al., 2020). Ademas, la frecuencia de los brotes de DEP en las
explotaciones porcinas europeas fue disminuyendo de forma progresiva, convirtiéndose
en una enfermedad esporadica. Esta situacion se mantuvo en los primeros afios del siglo
XXI, describiéndose un unico brote epidémico de DEP en Italia, con méas de 50 granjas
afectadas en una regién con elevada densidad porcina en el norte del pais (Martelli et al.,
2008).

En Asia, el VDEP fue confirmado por primera vez en 1983 en China y en Japon,
extendiéndose hacia otros paises productores de la region como Corea del Sur, Filipinas
o Tailandia en los afios 90. Al contrario de lo que ocurri6 en Europa y a pesar del uso de
vacunas, tanto inactivadas como atenuadas para su control, la DEP se ha mantenido como
una de las principales causas de diarrea en las explotaciones porcinas de la region desde
su aparicion y hasta el momento actual (Song y Park, 2012). Ademas, en 2010 y
comenzando en el sur de China, se describen brotes particularmente graves de esta
enfermedad, con letalidades elevadas en los lechones mas jovenes (50-90 %); estos brotes
rapidamente se extienden por todo el pais y posteriormente por toda la region,
atribuyendose a la aparicion de nuevas variantes més virulentas del VDEP (Song y Park,
2012).

o
y o~ 4
. Asia
v A
h —~cy 1 .
L oL 1983. Primeras
’ “ . .
1 descripciones en Chinay
! Japon. En los ultimos 30-35
P : afios ha sido una causa
América ! importante de mortalidad
N 1 en los lechones de la region.
2013. Se detecta por primera B, :
vez en explotaciones porcinas ) t 2010. Desde 2010, se
de Ohioy se extiende con Europa r describen brotes
id todo el paf . ) e ) ) particularmente graves de
el ra_pl S ,0 walEERY Afios 70-80. Primeras descripciones en Reino Unido DEP
hacia otros paises de la gy A s P - . / .
- b y Bélgica y difusion por los principales paises -
: 4 productores de porcino de Europa. v /"
En general los brotes han sido (

1985. Descrito por primera vez en Espafia en una

muy graves, con letalidades ., . .
v 8! ' explotacion porcina de Segovia.

proximas al 100% en los
lechones. Afios 90. Tras su expansion, el VDEP disminuy6 su
relevancia de forma progresiva, limitandose el
numero de brotes y convirtiéndose en un
diagndstico infrecuente.

2014. Desde 2014 se han descrito nuevamente
brotes de DEP en diferentes paises del continente y
también en Espafia.

Figura 4: Evolucidn histérica en distintos dmbitos geogrdficos de la infeccion por el VDEP (adaptada de Prieto Suérez
etal., 2017).
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La emergencia del VDEP en el continente americano fue mas tardia, pero se
caracterizd por un gran impacto clinico y una difusion explosiva. La primera explotacion
infectada se identificd en lowa, en abril de 2013, confirmandose laboratorialmente la
participacion del VDEP en la primera semana del mes de mayo. EI VDEP se extendid
con gran velocidad por todo el pais, afectando en el primer afio de epidemia a mas de
5.500 granjas en 25 estados y difundiendo hacia otros paises en el norte, centro y sur del
continente (Canada, México, Perl, Republica Dominicana, Colombia o Ecuador). Dos
afios después de su entrada, mas del 50 % de las explotaciones de EE.UU. se habian
infectado por el VDEP, habiéndose determinado que el movimiento de animales, asi
como el personal de las granjas, los camiones de transporte o el pienso contaminado
fueron los principales factores implicados en esta vertiginosa difusion. En los afios
posteriores se ha observado una disminucion gradual del nimero de brotes de DEP
diagnosticados, asi como de su gravedad, probablemente a consecuencia del desarrollo
de inmunidad especifica y de la circulacién de cepas del VDEP menos virulentas. En lo
que respecta al origen de este virus en los EE.UU., los estudios filogenéticos demostraron
que los aislados circulantes en este pais al inicio de la epidemia eran muy similares a los
recuperados en Asia en los afios inmediatamente anteriores, habiéndose propuesto que los
contenedores flexibles de tela o rafia empleados en el transporte internacional de
diferentes materias primas podrian estar implicados en esta transmision (Lee, 2015).

La emergencia del VDEP en el continente americano también tuvo impacto a nivel
mundial. EI VDEP reemergi6 en paises de Asia en los que se habian aplicado estrictas
medidas para el control de la infeccién como Japén o Corea, habiéndose propuesto que
esta reemergencia fue consecuencia de movimientos comerciales con EE.UU. (Prieto
Suérez et al., 2017). Ademas, en el invierno 2013-2014, el VDEP reemergi6 en diferentes
paises europeos, generando gran alarma entre los productores y las autoridades sanitarias.
A pesar de que a priori la poblacién porcina europea carecia, en su gran mayoria, de
anticuerpos especificos frente al VDEP, dada la escasa o nula circulacion de este virus
antes de esta re-emergencia, tanto el impacto clinico como la difusion del VDEP en el

continente europeo fueron limitados (Carvajal et al., 2015).

El enorme interés suscitado por esta enfermedad emergente unido a la
disponibilidad de nuevas técnicas de secuenciacion y la disminucion de su coste ha
permitido un gran avance en los ultimos afios en los estudios de caracterizacion molecular

de los aislados. Hoy en dia estan disponibles en la base de datos de GenBank las
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secuencias completas de mas de 400 aislados del VDEP. Aunque la homologia de
nucleotidos es superior al 90-95 % cuando se compara el genoma completo, existen
regiones particularmente variables y el estudio en detalle de las mismas ha permitido

identificar diferentes grupos o clusters de este virus (Zimmerman et al., 2019).

De particular interés son las diferencias descritas en la region que codifica la
proteina S o proteina de los peplomeros o espiculas del virus, que como ya hemos
mencionado es la principal responsable de la induccion de anticuerpos neutralizantes, del
tropismo y de la entrada en la célula hospedadora de los CoV. Los denominados aislados
INDEL o S-INDEL, actualmente identificados como G1, presentan inserciones y
deleciones en la region S1 del gen que codifica la proteina S y se han asociado a brotes
de enfermedad con menor mortalidad y duracién. Por su parte, los aislados no-INDEL o
G2 no muestran estas inserciones y deleciones y parecen ser aislados mas virulentos,
identificAndose con frecuencia en explotaciones con letalidades proximas al 100 % en los
lechones mé&s jovenes. Un estudio realizado en EE.UU. en 2016 evalud
experimentalmente la patogenicidad de estos dos grupos de aislados, confirmando las
observaciones realizadas en campo; asi, los lechones desafiados con aislados INDEL
mostraban signos clinicos mas leves, menor eliminacion viral en las heces y menos
lesiones que los desafiados con variantes no-INDEL (Chen et al., 2016). Un resultado
similar ha sido descrito recientemente cuando se compard la patogenicidad de un aislado
no-INDEL de origen norteamericano con un aislado INDEL de origen francés (Gallien
etal., 2018).

Tanto en el continente americano como en diferentes paises de Asia se ha
demostrado la circulacion simultdnea de aislados INDEL y no-INDEL en las
explotaciones porcinas. Por el contrario, en Europa, las cepas que circulan desde el afio
2014 son cepas INDEL, muy similares a las observadas en EE.UU. En Europa tan solo
ha sido descrito un brote de DEP asociado a una cepa no-INDEL en una explotacion
porcina de Ucrania en el verano de 2014 (Dastjerdi et al., 2015). Ademas, se ha
demostrado que las cepas identificadas en los afios 70 y 80 en Europa son también del
tipo INDEL, aunque se agrupan en un clister completamente separado de los aislados
INDEL mas recientes (clUster Gla para las cepas europeas y asiaticas de los afios 80 y

claster G1b para las cepas mas recientes tanto europeas como americanas o asiaticas).
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4.2.2 Fuentes de infeccidon y mecanismos de transmision

El VDEP se transmite principalmente, sino exclusivamente, por la ruta fecal-oral,

tanto de forma directa como indirecta. Los cerdos infectados excretan virus en las heces

desde el dia 1-2 postinfeccion y la entrada del virus en los cerdos receptivos se produce

por via oral.

Esta transmision se ve favorecida por los siguientes factores:

Intensa eliminacion viral en las heces de los animales infectados (Madson et al.,
2014; Crawford et al., 2015; Jung, Annamalai, et al., 2015; Krishna et al., 2020).
Periodos de excrecidn de virus en las heces relativamente prolongados. Aunque
clasicamente se consideraba que los animales solo eliminaban el VDEP en las
heces durante 5-7 dias, en la actualidad, empleando técnicas mas sensibles, se han
demostrado periodos de excrecion viral de hasta 3-6 semanas en una cierta
proporcion de los infectados (Krishna et al., 2020). Diversos estudios han
demostrado que esta eliminacién se prolonga mas alla de los signos clinicos de
diarrea (portador convaleciente), favoreciendo la transmision de la infeccién
(Crawford et al., 2015; Gallien et al., 2018; Diaz et al., 2021).

Baja dosis infectante (Thomas et al., 2015).

Una cierta resistencia ambiental que favorece la transmision indirecta a través de
diferentes vehiculos, entre los que destacan los alimentos, el agua y todo tipo de
fémites como camiones, calzado o ropas, particularmente cuando existen bajas
temperaturas, elevada humedad y escasa exposicion a la luz solar (Carvajal et al.,
2015; Dortmans et al., 2018).

El VDEP se mantiene viable en heces o purines durante periodos de 2 semanas a

temperaturas de 25 °C y hasta 28 dias a 4 °C. También sobrevive en piensos

contaminados; hasta 7 dias en piensos secos a 25 °C y 14 dias si el pienso es hiumedo a la

misma temperatura. Todo ello favorece la transmision indirecta a través de diferentes

vehiculos, asi como una tipica presentacion estacional, concentrandose los brotes de DEP

en los meses mas frios del afio (Kong et al., 2020). Sin embargo, como corresponde a un

virus con envoltura, el VDEP es sensible a los detergentes y a la gran mayoria de los

desinfectantes de uso habitual.
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La rapida diseminacion del VDEP en el continente americano hizo surgir dudas

acerca de otras posibles vias de transmision:

e Teoricamente, el virus puede viajar distancias cortas en particulas de heces
suspendidas en el aire y algunos trabajos han demostrado la presencia de material
gendmico del virus en el aire a una cierta distancia de explotaciones infectadas
(Alonso et al., 2014). Sin embargo, no se ha podido demostrar que esas muestras
positivas contengan realmente virus con capacidad infectante y en dosis
suficientes.

e Se hademostrado la presencia de material genético del VDEP en leche y en semen
de animales infectados, pero tampoco se ha probado que estas secreciones tengan
capacidad infectante (Gallien et al., 2018).

e Es posible demostrar la presencia de material genético del VDEP en la sangre de
algunos animales infectados y se ha investigado el papel del plasma porcino
atomizado (SDPP) empleado en la alimentacion de lechones como posible fuente
de infeccion por su contaminacién intrinseca. Sin embargo, se ha comprobado que
los procedimientos a los que se somete el plasma durante la produccién junto con
las condiciones de almacenamiento son suficientes para inactivar el VDEP, en
caso de que este virus pudiera estar presente en el sustrato inicial (Opriessnig
et al., 2014; Pujols y Segalés, 2014).

e También se ha propuesto el posible papel de vectores y de otros hospedadores en
la transmision del VDEP. No se ha podido demostrar la multiplicacion de este
virus en ningun hospedador diferente al cerdo, aunque no se puede excluir la
posibilidad de que diferentes vectores puedan participar en la transmision
mecéanica del virus dentro de las explotaciones o incluso entre diferentes granjas
(Gebhardt et al., 2018).

e Un estudio realizado en Corea del Sur en 2021 demostrd la transmision vertical
del VDEP a través de la placenta, detectandolo en los tejidos testiculares de los
lechones y en los cordones umbilicales de las cerdas desafiadas
experimentalmente mediante técnicas moleculares y técnicas inmunologicas.
Ademas se consiguio aislar en cultivos celulares el VDEP del cordon umbilical,
demostrando su viabilidad (Ryu et al., 2022).

Como mencionamos anteriormente, se han descrito dos presentaciones

epidemioldgicas de la DEP en las granjas. Los brotes epidémicos se producen cuando se
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introduce el virus en una granja sin exposicion previa, es decir, donde la mayoria o la
totalidad de los animales son seronegativos. En esta situacion la enfermedad se extiende
rdpidamente, afectando a cerdos de todas las edades con una morbilidad cercana al 100 %.
Ademas, el VDEP puede persistir y evolucionar hacia una presentacion endémica en la
granja, circulando en los lechones postdestete cuando pierden la inmunidad lactogeénica,
asi como en las cerdas jovenes de reposicion seronegativas y recién introducidas en la

explotacion (Carvajal et al., 2015).

4.2.3 Patogenicidad, cuadro clinico v lesional

Tras la entrada por via oral, el VDEP alcanza el intestino delgado donde se
localizan sus células diana, los enterocitos maduros de la vellosidad intestinal. Se
multiplica en el citoplasma de estas células, fundamentalmente en el yeyuno e ileon y en
menor grado en el colon, causando su destruccién y, consecuentemente, el acortamiento
de las vellosidades intestinales. La diarrea se produce a consecuencia de un sindrome de
malabsorcion y mala digestion por la desaparicion de las células maduras y el
acortamiento de la vellosidad. La presencia de material no digerido en la luz intestinal
complica el cuadro clinico de diarrea osmotica (Prieto Suarez et al., 2017). Otros signos
clinicos que se asocian con frecuencia a la infeccion por el VDEP son vomitos, anorexia

y fiebre.

La letalidad en los brotes de DEP depende en gran medida de la edad de los
animales afectados. Puede alcanzar hasta el 80-100 % en lechones de menos de una
semana de edad, mientras que en cerdos destetados no suele superar el 1-3 % (Martelli
et al., 2008; Stevenson et al., 2013). En los cerdos adultos no suelen observarse bajas
asociadas a la infeccion. El recambio més lento de los enterocitos en los lechones
neonatos (5-7 dias) en comparacion con los lechones de tres semanas (2-3 dias) podria
explicar, al menos parcialmente, la mayor susceptibilidad de estos lechones jovenes al
VDEP (Zimmerman et al., 2019).

Se han descrito trastornos reproductivos en las cerdas, abortos y repeticiones de
celo, durante algunos brotes de DEP (Olanratmanee et al., 2010; Furutani et al., 2017);
no obstante, estos datos deben ser tomados con precaucion ya que podrian ser
consecuencia del empleo de la exposicidn deliberada de las reproductoras a las heces de
lechones infectados o “feedback” con el fin de inmunizar a las cerdas gestantes. Este

manejo, habitual en las granjas infectadas para favorecer la proteccion pasiva de los
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lechones, implica la exposicion al VDEP pero también a otros agentes que puedan estar

en las heces o el contenido intestinal de los lechones afectados.

La replicacion del VDEP ha estado clasicamente circunscrita al TGI. Sin
embargo, una investigacion reciente ha demostrado la capacidad de este virus para
multiplicarse en macrofagos alveolares de lechones de 3 dias de edad sin toma de calostro,
tras su inoculacion experimental con un aislado de campo de origen surcoreano (Park y
Shin, 2014). Ademas, como hemos mencionado anteriormente, empleando técnicas
moleculares se ha demostrado la presencia de material genético del VDEP, en
concentraciones moderadas y durante corto tiempo, en la sangre de una proporcion
significativa de los animales afectados (Jung, Annamalai, et al., 2015) y en testiculos de
lechones neonatos procedentes de madres con una infeccion activa (Ryu et al., 2022). Sin
embargo, a dia de hoy, se desconoce la relevancia de estas potenciales replicaciones

extraintestinales del VDEP desde un punto de vista clinico o epidemiologico.

4.3 Virus de la gastroenteritis transmisible porcina (VGET)

4.3.1 Origen v distribucion mundial

La GET es, al igual que la DEP, una enfermedad entérica, altamente contagiosa y
causada por un CoV del género AlphaCoV, subgénero Tegacovirus, el VGET.
Clinicamente se caracteriza por vémitos, diarrea grave y una elevada letalidad, a menudo
del 100 %, en lechones de menos de dos semanas de edad.

La GET fue descrita por primera vez en EE.UU. en 1946 (Doyle y Hutchings,
1946), distribuyéndose posteriormente por todos los paises con una produccion porcina
relevante y siendo una de las principales enfermedades entéricas y causa de mortalidad
en lechones a nivel mundial en las décadas de los 60 y 70 del pasado siglo (Zimmerman
et al., 2019). Sin embargo, la aparicién del Coronavirus respiratorio porcino (CVRP) en
Europa en 1984 modificé de forma definitiva la epidemiologia de esta infeccion. El
CVRP es un mutante del VGET caracterizado por una delecién en el gen que codifica la
proteina S, en su extremo N-terminal, que da lugar a una proteina S de menor tamafio,
modificando el tropismo del virus, que pasa de entérico a respiratorio (Pensaert, 1989).
Se ha demostrado que esta delecion de unos 200 aminoéacidos en el extremo N-terminal
de la proteina S se asocia, ademas, a la pérdida de la capacidad de unidn al acido sialico,
factor importante para la adhesién a la mucina, haciendo que el CVRP no pueda superar

con facilidad la barrera de mucus en el TGI (Schwegmann-Wessels y Herrler, 2006).
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La presencia de este virus respiratorio fue detectada en Europa en 1984, cuando
se observd en Bélgica una elevada prevalencia de cerdos con anticuerpos neutralizantes
frente al VGET y en ausencia de historia clinica compatible con GET (Prieto Suarez et al.,
2017). Este hallazgo fortuito hizo saltar todas las alarmas y, muy poco tiempo después,
en 1986 se logro el aislamiento de este nuevo virus (Pensaert et al., 1986). La difusién
del CVRP por via respiratoria en las explotaciones porcinas europeas en los 80 y 90 y,
mas recientemente, en los EE.UU. ha proporcionado proteccion cruzada frente al VGET
y ha hecho disminuir la incidencia de los brotes asociados a este CoV, convirtiendo a la
GET en una enfermedad esporadica en estas regiones (Zimmerman et al., 2019).

En la actualidad, el VGET sigue siendo una causa importante de diarrea grave en
los lechones de explotaciones CVRP seronegativas en América del Norte mientras que
en Asia, VGET y VDEP frecuentemente cocirculan, generando importantes pérdidas
econdmicas y haciendo necesario llevar a cabo un diagnostico diferencial. Al contrario
que la DEP, la GET es una enfermedad de declaracion obligatoria a la Organizacién
Mundial de Sanidad Animal (OMSA). En las figuras 5, 6 y 7 se muestran los datos de
incidencia de los ultimos afios a nivel mundial, en Europa, América y Asia.

El VGET y el CVRP estan muy relacionados y se incluyen en un mismo subgrupo
o0 subgénero de AlphaCoV junto con los CoV caninos (1'y 1) y el CoV felino (Decaro y
Lorusso, 2020). En base a las caracteristicas del gen de la proteina accesoria ORF3 se ha
propuesto que el VGET se origind por un salto de especie a partir del CoV canino tipo Il
(Figura 3). Recientemente se ha descrito la circulacion en perros de un virus recombinante
entre el VGET y el CoV canino tipo I, identificado como subtipo I1b del CoV canino
(Decaro et al., 2010).

Aungue no existe mucha informacion respecto a la variabilidad genética del
VGET, tradicionalmente, los aislados se clasifican en dos subgrupos, identificados como
Miller y Purdue. En el afio 2017 se identific un aislado del VGET particularmente
virulento originado por la recombinacion natural entre las cepas Miller M6 y Purdue 115,
denominado JS2012 (Zhang et al., 2017). Este VGET recombinante fue descrito en una
granja de cerdos en la provincia de Jiangsu, en China, y se asoci6 a una letalidad del 100

% en los lechones en los primeros dias de vida (Guo et al., 2020).
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Figura 7: Brotes de GET declarados a la OMSA en Asia entre enero de 2005 y diciembre de 2021 (tomada de OMSA, 2022).
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4.3.2 Fuentes de infeccidon y mecanismos de transmision

Los cerdos infectados excretan el VGET por las heces y, en menor medida, por
via respiratoria y mamaria. La duracion de esta eliminacion es variable, habiéndose
descrito periodos superiores a los 100 dias o incluso hasta 18 meses en un estudio, aunque
no se ha podido demostrar la excrecion de virus viable en estos individuos portadores
cronicos (Woods y Wesley, 1998).

La transmision directa se produce por el contacto estrecho con las heces y también
por via aerdgena en distancias inferiores a 1 metro. Por su parte, la transmision indirecta
implica la exposicion al virus presente en diferentes vehiculos o vectores. Al igual que
ocurria para el VDEP, los vehiculos de transporte contaminados, el alimento, el agua y
todo tipo de fomites pueden participar en esta transmision indirecta, favorecidos por la
resistencia ambiental del virus en condiciones de baja temperatura. Adicionalmente, se ha
podido demostrar la transmisién a partir de otros hospedadores, habiéndose comprobado
que los perros, gatos o zorros infectados excretan el VGET en sus heces durante periodos
de 1 0 2 semanas y en ausencia de signos clinicos de diarrea (Prieto Suérez et al., 2017).
Por su parte, diferentes aves o insectos pueden participar en la transmision mecanica del
virus. La resistencia del VGET a las bajas temperaturas favorece que los brotes de la
enfermedad tengan una marcada presentacion estacional, siendo tipicos de los meses mas
frios del afo.

Al igual que ocurria con los brotes de DEP, la GET puede presentarse de forma
epidémica, cuando el virus entra en una explotacion negativa, o en forma de brotes
endémicos, cuando el virus persiste en una explotacion afectando a los animales que
pierden la inmunidad materna o a los animales que se incorporan. La forma epidémica se
produce cuando la mayoria de los animales de la explotacion son seronegativos al VGET
y al CVRP vy, por tanto, son receptivos a la infeccion por el VGET. Tras la entrada del
virus, la enfermedad se extiende rapidamente a los cerdos de todas las edades,
especialmente durante el invierno.

La GET endémica se refiere a la persistencia del virus y de la enfermedad en una
explotacion por la existencia de cerdos receptivos. La GET endémica es una secuela
comdn de un brote epidémico y ocurre en granjas seropositivas que tienen partos
frecuentes (Vlasova et al., 2020), afectando a los lechones destetados cuando pierden la
inmunidad maternal. También se produce en granjas en las que existen entradas

frecuentes de animales receptivos entre los cuales puede circular el VGET. En esta
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situacion, la circulacion viral es mucho mas lenta y se producen cuadros clinicos mas
leves. El sistema de gestion de la granja y el grado de inmunidad pasiva transferida
afectaran a esta presentacion. La GET endémica en cerdos lactantes o recién destetados
puede ser dificil de diagnosticar y debe diferenciarse de la enfermedad entérica causada
por otros patogenos entéricos que afectan a lechones, como los RV, ETEC, EPEC o C.

perfringens.

4.3.3 Patogenicidad, cuadro clinico v lesional

Al igual que ocurria en la DEP, los enterocitos maduros de las vellosidades
intestinales del yeyuno e ileon son las principales células diana. La multiplicacion del
VGET en el citoplasma de estas células produce su lisis, el acortamiento notable de las
vellosidades y un cuadro clinico de diarrea, causada principalmente por mala digestion y
malabsorcion (Moon, 1978). El cuadro clinico y las lesiones de la GET son indistinguibles
de los de la DEP, con vomitos y una diarrea profusa que afecta a animales de todas las
edades y que evoluciona hacia deshidratacion en los lechones de menos de 2 semanas de
edad. En las presentaciones epidémicas, la enfermedad progresa con gran rapidez dentro
de la explotacion, la morbilidad es muy elevada y la letalidad en los lechones de menos
de 1 semana de edad puede alcanzar el 100 %. La mayoria de los animales presentan
inapetencia, vomitos o diarrea. Los cerdos lactantes se deshidratan rapidamente y la
letalidad es muy elevada en las dos primeras semanas de vida. Las cerdas en lactacion
suelen presentar anorexia y agalactia, con una reduccion de la produccion de leche, hecho
que contribuye aun mas a la mortalidad de los lechones (Zimmerman et al., 2019). Por el
contrario, en las presentaciones endémicas los signos clinicos son menos graves, la
morbilidad es moderada y casi todos los afectados superan el proceso, con letalidades
inferiores al 10-20 % en los cerdos desde los 6 dias de edad y hasta aproximadamente las
2 semanas posteriores al destete. El acortamiento intenso de las vellosidades intestinales
en el yeyuno e ileon es la principal lesién (Zimmerman et al., 2019).

Los macrofagos alveolares en los pulmones y el tejido de la glandula mamaria son
lugares de replicacion extraintestinal reconocidos en la infeccion por el VGET (Kemeny
et al., 1975). Se ha descrito que la infeccién oronasal de los cerdos con el VGET puede
causar un cuadro de neumonia (Underdahl et al., 1975) mientras que la importancia
clinica de la infeccion de la glandula mamaria no ha sido determinada. En este sentido,

cabe mencionar que, como hemos indicado, la agalactia es un signo clinico que se observa
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con frecuencia en las cerdas infectadas por el VGET y que se propaga rapidamente en la

poblacion.

Por su parte, el CVRP tiene tropismo por el tracto respiratorio y se multiplica en
las células epiteliales de la nariz, trdquea, bronquios, bronquiolos, alvéolos y, en
ocasiones, en los macréfagos alveolares. La multiplicacion del virus induce necrosis en
las células infectadas, pero las lesiones se resuelven con rapidez sin que, habitualmente,
se manifiesten signos clinicos. En determinadas condiciones, el CVRP puede
multiplicarse en los enterocitos, aunque la eliminacion fecal de este virus es siempre de

muy baja intensidad (Prieto Suarez et al., 2017).

4.4 Coronavirus entérico porcino (SeCoV)

4.4.1 Origen v distribucion mundial

El Coronavirus entérico porcino (SeCoV) es un virus quimérico producido por la
recombinacion del VGET o el CVRP y el VDEP. Su genoma esta constituido por el del
VGET estando substituido el gen de la proteina S de este virus por el gen de la proteina
S del VDEP y supone un importante reto para el diagnoéstico puesto que da lugar a
identificacion erronea cuando se emplean técnicas dirigidas a la deteccion de uno solo de
estos dos virus o si las dianas empleadas para la identificacion no son las adecuadas
(Boniotti et al., 2016; de Nova et al., 2020). Asi, si se emplean dos técnicas basadas en la
deteccidn de la proteina o el gen S del VDEP y el VGET, el diagnéstico sera de DEP
mientras que si se emplean dos técnicas basadas en la deteccion de la proteina o el gen M
o N, el diagndstico sera de GET. Es necesario combinar técnicas especificas para ambos
virus y dirigidas a diferentes dianas, proteina o gen S del VDEP y proteina N 0 M del
VGET, para detectar la circulaciéon del SeCoV (de Nova et al., 2020).

Este virus recombinante ha sido descrito en diversos paises europeos, aunque no
fuera de Europa. La primera descripcion se realizo en Italia en el afio 2016, en muestras
correspondientes a brotes de enfermedad entérica del periodo 2009-2012 (Boniotti et al.,
2016). A partir de esta primera identificacion, este virus quimérico ha sido detectado en
una granja porcina con un cuadro clinico compatible con DEP en Alemania en 2012
(Akimkin et al., 2016) o en Eslovaquia en 2015 (Belsham et al., 2016). Un trabajo
retrospectivo realizado por nuestro grupo de investigacion demostré que el SeCoV circuld

en Espafia entre 1993 y 2014, causando brotes de diarrea que fueron diagnosticados
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erroneamente como DEP (de Nova et al., 2020). El SeCoV se ha detectado nuevamente
en 2019 en un brote de enfermedad entérica en Italia (Papetti et al., 2022), aunque los
estudios mas recientes en Europa no han demostrado circulacion de este virus (Antas
etal., 2021).

La infeccion simultanea en una misma célula del hospedador porcino por los dos
virus progenitores, el VGET o el CVRP y el VDEP, esta, evidentemente, en el origen de
este virus. Respecto a la ubicacion geografica y temporal de este evento de
recombinacion, los limitados datos disponibles permiten sugerir que probablemente este

virus aparecio en Europa y coincidiendo una circulacion importante de ambos virus.

4.4.2 Fuentes de infeccidon y mecanismos de transmision

Existen muy pocos datos en lo que respecta a las caracteristicas epidemiolégicas
de la infeccion por el SeCoV. En un estudio realizado en Eslovaquia en 2015, en una
granja de ciclo cerrado (Mandelik et al., 2018), se demostr6 que la infeccion lleg6 a la
explotacion con dos machos reproductores procedentes de Noruega. Estos animales
presentaron claros signos clinicos de enfermedad del TGI caracterizada por pérdida de
apetito y diarrea. El proceso se extendié rapidamente por la granja, probablemente por la
ruta fecal-oral y también con la participacion del personal al cuidado de los animales
(botas, ropas...). Estos dos animales no compartian espacio fisico con otros animales de
la granja, pero si tenian contacto a través de los barrotes con las reproductoras gestantes.
Asi, los siguientes animales afectados fueron las cerdas antes del parto y, a continuacion,
todos los lechones en tres salas de parto. También existié una propagacion réapida de la
infeccion hacia y entre los cerdos de engorde, infectandose la granja por completo en dos
semanas. En el plazo de 3-4 semanas, el brote se extendi6 a otra granja de cerdos con un
propietario diferente, pero situada a sélo 100 m de la granja anterior, presentando una

dindmica de infeccion similar.

4.4.3 Patogenicidad, cuadro clinico v lesional

Por el momento se desconoce el efecto de esta recombinacién en la virulencia, el
tropismo por diferentes 6rganos o la inmunidad, siendo necesarios estudios que permitan

obtener esta informacion.

En las granjas afectadas no se describen bajas a partir del destete y la letalidad en

los lechones lactantes oscila entre el 30 y el 35 % (Mandelik et al., 2018). Ademas, se
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han descrito abortos y repeticiones de celo en las cerdas en granjas infectadas, pero igual
que sefialamos anteriormente para el VDEP, este hecho podria estar relacionado con las
estrategias de “feedback” empleadas para minimizar el impacto de la infeccion en los

lechones.

4.5 Deltacoronavirus porcino (PDCoV)

4.5.1 Origen vy distribucion mundial

El Deltacoronavirus porcino (PDCoV) es un coronavirus enteropatégeno
emergente del cerdo que causa diarrea aguda, vomitos, deshidratacion y mortalidad en

lechones neonatos.

En enero de 2014, coincidiendo con el brote epidémico de DEP en los EE.UU., la
aplicacion de técnicas de diagndstico molecular en casos de diarrea permitié identificar
la presencia de un nuevo CoV, en este caso un DeltaCoV, como causa de algunos de estos
brotes (Wang et al., 2014). Este nuevo virus, denominado Deltacoronavirus porcino
(PDCoV), habia sido descrito previamente, en 2012 (Woo et al., 2012), en muestras de
origen porcino en Hong Kong, sin vincularse inicialmente a enfermedad entérica. Los
estudios de desafio experimental confirmaron la patogenicidad del PDCoV, asociandose
con un cuadro clinico indistinguible del de la DEP o la GET en lechones durante las

primeras semanas de vida (Chen et al., 2015).

No existen hipotesis relativas a la introduccion del PDCoV en los EE.UU., aunque
las pruebas seroldgicas han demostrado que este virus circulaba en las granjas de cerdos
del pais desde 2010, habiendo pasado desapercibido durante 4 afios (Sinha et al., 2015).
Los estudios retrospectivos realizados en China han demostrado, de forma similar, que el
PDCoV circulé sin ser detectado en este pais asiatico desde 2004 (Dong et al., 2015).
Hasta el momento actual, el PDCoV se ha detectado en Hong Kong, EE.UU., Canada,
Corea del Sur, China, Tailandia, Vietnam, Laos, Taiwan, Japon, Meéxico, Haiti y Perd
(Marthaler, Raymond, et al., 2014; He et al., 2020; Kong et al., 2022; More-Bayona et al.,
2022). Es importante destacar que, por el momento, el PDCoV nunca ha sido detectado

en Europa.

Respecto al origen del PDCoV, los trabajos mas recientes sugieren que este CoV
se origind, probablemente, en el sudeste de Asia en los afios 90 (Ye et al., 2020). Se han

descrito virus muy similares en otros mamiferos de vida libre, tanto mustélidos (tejon
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turon chino o Melogale moschata) como felinos (gato de Bengala o Prionailurus
bengalensis), en Asia, habiéndose propuesto que los DeltaCoV detectados en mamiferos
derivan, directa o indirectamente, de CoV aviares. Se desconoce exactamente el papel
que estos pequeiios mamiferos de vida silvestre han jugado en la aparicion del PDCoV,
siendo posible que se trate de hospedadores intermediarios a partir de los cuales el virus
pudo alcanzar a los cerdos o, por el contrario, haber sido infectados a partir de la
circulacion del virus en la poblacion porcina (Kong et al., 2022). En cualquier caso, los
estudios filogenéticos y el analisis de recombinacion sugieren que el PDCoV puede ser
fruto de uno o méas eventos de recombinacion entre DeltaCoV de diferentes aves,
incluidos los virus HKU17 o ISU73347 aislados de loros y el virus HKU30 recuperado
de codornices y perdices (Kong et al., 2022).

4.5.2 Fuentes de infeccidon y mecanismos de transmision

El principal mecanismo de transmisién del PDCoV es la via fecal-oral. Las heces,
el vomito y todo tipo de fomites contaminados son las principales fuentes de infeccion.
La eliminacion del ARN viral en las heces tras el desafio experimental se prolonga entre
19 y 28 dias (Hu et al., 2016; Ma et al., 2015), siendo destacable que esta eliminacion
supera ampliamente la duracion del cuadro clinico. Este hecho permite proponer que los
portadores convalecientes junto con los cerdos con infeccidn subclinica pueden jugar un
papel relevante en el mantenimiento y transmision de esta infeccion, tal y como ocurre
con el VDEP o el VGET.

Sin embargo, la excrecién del PDCoV en las heces es claramente menor a la
observada en las infecciones por el VDEP o el VGET, un hecho que puede ser indicativo
de su adaptacién incompleta o parcial al hospedador porcino. Este hecho contribuye a una
propagacion mas lenta y a una menor letalidad de la infeccion en los lechones lactantes
(Jung, Hu, et al., 2015).

El PDCoV tiene capacidad para replicar en hospedadores diferentes del cerdo.
Asi, en 2019 se demostré su capacidad para infectar gallinas y pavos y también mamiferos
como roedores y bovinos (Jung et al., 2017; Liang et al., 2019; Boley et al., 2020).
Ademas, un estudio reciente describe la deteccién del PDCoV en muestras de plasma de
tres nifios haitianos con una enfermedad febril aguda asociada a sintomas respiratorios
y/o entéricos (Lednicky et al., 2021). Se ha propuesto que este amplio rango de

hospedadores estaria relacionado con la aminopeptidasa N (APN), que ha sido
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identificada como un receptor de entrada primario del PDCoV. Esta APN es muy similar
entre diferentes hospedadores, asi como en distintos tipos celulares. En este sentido, se
ha demostrado que el PDCoV infecta in vitro células porcinas, humanas y de pollo a
través de la APN (Li et al., 2018; Wang et al., 2018).

4.5.3 Patogenicidad, cuadro clinico v lesional

El PDCoV replica en los enterocitos del epitelio del intestino delgado y grueso,
causando unas lesiones y un cuadro clinico similares a los observados en las infecciones
por el VGET o el VDEP, aunque por lo general mas leves (Chen et al., 2015; Jung, Hu,
et al., 2015; Ma et al., 2015; Hu et al., 2016).

El cuadro clinico se caracteriza por una diarrea aguda y acuosa debida a la
malabsorcion inducida por la pérdida masiva de enterocitos. Otros signos adicionales
incluyen vémitos, deshidratacion, pérdida de peso, letargia y muerte. Los cerdos
seronegativos son receptivos a la infeccion por PDCoV a cualquier edad, alcanzandose
morbilidades del 100 % en los lechones méas jovenes. La infeccion en las explotaciones
de cria es autolimitada y se detiene cuando las cerdas gestantes desarrollan una inmunidad
lactogénica que permite proteger adecuadamente a sus camadas (Zimmerman et al.,
2019).

Cabe destacar que en una proporcion significativa de las granjas infectadas por
PDCoV existe co-infeccidon con el VDEP o el VGET. Por lo general, en aquellos casos
en los que se identifica como Unico agente etiologico del cuadro de diarrea, tanto la
morbilidad como la letalidad son notablemente inferiores a las observadas en los casos de
GET o DEP, hecho que permite sugerir una menor virulencia del PDCoV (Chen et al.,
2015; Jung, Hu, et al., 2015).

Las lesiones macroscopicas incluyen el adelgazamiento de la pared intestinal,
desde el yeyuno y hasta el colon, y la acumulacion de liquido amarillo con gas en la luz
intestinal. A menudo el estdbmago se encuentra dilatado y contiene leche cuajada. Los
hallazgos histologicos incluyen una enteritis atrofica de moderada a intensa, de multifocal
a difusa, en el yeyuno y el ileon, a la que en ocasiones se une una vacuolizacion leve de
las células del epitelio en el ciego y el colon (Jung, Hu, et al., 2015). De forma similar a
lo que ocurre en la DEP o la GET, la necrosis de los enterocitos infectados por el PDCoV
(Jung et al., 2016a) causa atrofia de las vellosidades localizada en el yeyuno y el ileon,

pero no en el duodeno o el intestino grueso, lo que coincide con un menor nimero de
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células epiteliales infectadas en estos tramos del TGI (Chen et al., 2015; Jung, Hu, et al.,
2015).

De forma similar a lo descrito para el VDEP, se detectan concentraciones bajas
de ARN del PDCoV en muestras de suero en la fase aguda de la infeccion (Chen et al.,
2015; Hu et al., 2016). Tras la recuperacion de los cerdos de la enfermedad clinica, se
detectan concentraciones elevadas de antigenos del PDCoV en los tejidos linfaticos del
intestino (Hu et al., 2016), asi como concentraciones moderadas o bajas de ARN viral,

aunque no de antigenos, en multiples 6rganos (Chen et al., 2015; Ma et al., 2015).

4.6 Coronavirus del sindrome de diarrea aguda (SADS-CoV)

4.6.1 Origen vy distribucion mundial

El Coronavirus del sindrome de diarrea aguda (SADS-CoV) es un nuevo
miembro del género AlphaCoV, detectado por primera vez en un devastador brote de
enfermedad entérica ocurrido en 2017 en el sur de China, y que causé la muerte de
aproximadamente 24.500 lechones y grandes pérdidas econémicas (Gong et al., 2017;
Pan et al., 2017; Zhou et al., 2018). Este mismo virus reaparecié en enero de 2019 en
granjas de cerdos en Guangdong, en China (Zhou et al., 2019) y una investigacién
retrospectiva demostrd que ha estado presente en granjas de cerdos en China desde, al
menos, agosto de 2016 (Zhou et al., 2019). Este nuevo CoV no se ha notificado, hasta el
momento, fuera de China y dentro de este pais, tan solo se ha detectado en granjas

porcinas de las provincias de Guangdong y Fujian (Yang et al., 2020).

La secuenciacion y el andlisis filogenético han demostrado que la secuencia del
genoma de SADS-CoV es muy similar, homologia superior al 95 %, a la de un CoV de
murciélagos denominado HKUZ2, aislado del murciélago de herradura o Rhinolophus
ferrumequinum, en Hong Kong y Guangdong en 2013-2016 (Gong et al., 2017; Pan et al.,
2017; Yang et al., 2020). Se ha propuesto que este nuevo CoV porcino corresponde a un

salto de especie directo, del murciélago al hospedador porcino.

4.6.2 Fuentes de infeccion y mecanismos de transmision

Todos los CoV entéricos porcinos (VDEP, VGET, SeCoV, PDCoV y SADS-
CoV) tienen rutas y vias de transmision similares. Las heces de los animales infectados

son la principal fuente de infeccion y la ruta fecal-oral el principal mecanismo de
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transmision (Niederwerder y Hesse, 2018). Aunque no existen estudios especificos para

el caso del SADS-CoV, estos serén, a priori, los principales mecanismos.

El receptor funcional de SADS-CoV también es motivo de preocupacion. El gen
de la proteina S presenta, en comparacion con HKU2-CoV, numerosas inserciones y
deleciones que generan cambios relevantes (75 aminoacidos sustituidos y 2 aminoécidos
insertados). Este hecho podria estar relacionado con el proceso de transformacién de su
espectro de hospedadores (Pan et al., 2017). Ademas, este virus es capaz de replicar con
relativa facilidad in vitro sobre lineas celulares de diferentes especies, incluidas células
humanas (Yang et al., 2019; Edwards et al., 2020).

4.6.3 Patogenicidad, cuadro clinico vy lesional

Los signos clinicos de la enfermedad asociada a la infeccion por SADS-CoV son
muy similares a los causados por otros CoV entéricos incluyendo anorexia, diarrea y
vomitos, que pueden conducir a deshidratacion, pérdida de peso, letargia y muerte. Estos
signos clinicos no suelen durar mas de 10 dias. La enfermedad es mas grave y a menudo
letal en los lechones neonatos, especialmente en los nacidos de cerdas seronegativas. En
los cerdos de més edad, como los destetados y las cerdas, la morbilidad es alta pero la
letalidad baja (Liu y Wang, 2021).

Las lesiones son similares a las de otros CoV entéricos porcinos y se localizan,
principalmente, en el intestino delgado, especialmente en el yeyuno y el ileon.
Macroscéopicamente existe adelgazamiento evidente de la pared intestinal y un contenido
acuoso amarillo en el lumen intestinal (Pan et al., 2017; Zhou et al., 2018). A nivel
microscopico la lesion caracteristica es el acortamiento de las vellosidades y la
destruccion de los capilares y del conducto central quiloso, que provocan la pérdida de la

funcién intestinal

En un estudio reciente, Xu y colaboradores comprobaron que el SADS-CoV
infectaba principalmente el intestino, causando una letalidad del 100 % y 50 % en
lechones convencionales a los 5 y 7 dias de edad, respectivamente (Xu et al., 2018). Se
ha detectado ARN de SADS-CoV en el corazon, el higado, el bazo, los rifiones, el
estdmago y los pulmones, pero no en la sangre de los lechones eutanasiados a los 7 dias

de vida, cuando los cerdos aun presentaban un cuadro clinico de diarrea grave.
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4.7 Rotavirus

Los rotavirus (RV) son una de las principales causas de gastroenteritis aguda en
nifios pequefios y en animales, incluidos los lechones lactantes y destetados (Zimmerman
et al.,, 2019). Este género de virus esta incluido en el orden Reovirales y familia
Sedoreoviridae. Se trata de virus de ARN de doble cadena, sin envoltura, icosaédricos,
con una capside de aproximadamente 75 nm de didmetro compuesta por una triple capa
de proteinas y con un genoma de 11 segmentos que codifican seis proteinas virales
estructurales (VP1-VP4, VP6 y VP7) y cinco proteinas no estructurales (NSP1-NSP5)
(Vlasova et al., 2017). Las proteinas VP1, VP2 y VP3 forman la cépside interna del
virion. La capa intermedia de la capside esta formada por la proteina VVP6, mientras que
la cépside externa estd compuesta por las proteinas VP7 y VP4. Esta proteina VP4 se
escinde proteoliticamente en las proteinas VP5 y VP8, permitiendo la adhesion y entrada

en la célula del hospedador (Estes y Kapikian, 2007).

VP8 VPS5 VP7

e NSP2

VP6 VP2

Figura 8: Estructura bdsica del virion y el genoma de un rotavirus (adaptada de Hulo et al., 2011).

Los RV son virus altamente variables a consecuencia de la elevada frecuencia de
los fendmenos de reordenamiento propios de los virus con genoma ARN segmentado.
Gracias a este mecanismo se pueden mezclar segmentos génicos de diferentes RV que
infectan simultaneamente una misma célula. Esta elevada variabilidad genética tiene
importantes repercusiones en la frecuencia y en la distribucion de las infecciones por estos
virus ya que la inmunidad desarrollada tras la infeccion es especifica de grupo y tipo y no
protege de forma parcial frente a RV diferentes (Vlasova et al., 2017).
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Histéricamente, los RV se agrupaban en base a los patrones de bandas del ARNd
en un electroferograma y a su capacidad de neutralizacién cruzada en ensayos de
reduccion de placas en cultivos celulares (Estes y Kapikian, 2007). Hoy en dia, las
especies de RV se clasifican sobre la base de la secuenciacion del gen de la proteina VP6,
utilizando un valor de corte de identidad de nucleotidos del 53 % (Matthijnssens et al.,
2012). Actualmente hay 9 grupos o especies reconocidas, A-D y F-J. El grupo E de los
RV fue identificado una Unica vez, en Inglaterra (Chasey et al., 1986) en cerdos con
diarrea, pero el ICTV decidio en 2019 abolir esta especie ante la falta de aparicion de mas

cepas de la misma.

Los RVA, RVB, RVC, RVH, RVI y RVJ se han detectado en infecciones, tanto
esporadicas como endémicas 0 epidémicas, en varias especies de mamiferos (Vlasova
et al., 2017), mientras que los RVD, RVF y RVG infectan aves de corral como pollos y
pavos (Martella et al., 2010). En el hospedador porcino se ha descrito la infeccién por RV
de los grupos A, B, C y H (Zimmerman et al., 2019). Aunque histéricamente se
consideraba que RVA era el mas prevalente y patogeno en los cerdos, en la actualidad se
ha identificado RVC como una causa importante de enteritis en lechones neonatos y se
han asociado los RVB con infecciones en animales mas adultos. Por el momento se
desconoce si RVH es un patogeno significativo en este hospedador (Zimmerman et al.,
2019).

Las proteinas de la cépside externa, VP7 y VP4, inducen anticuerpos
neutralizantes y son fundamentales desde el punto de la inmunidad frente a las infecciones
por RV, constituyendo la base del sistema de tipificacion dual G y P (Estes y Kapikian,
2007), con gran relevancia desde el punto de vista de la proteccion cruzada. Hasta la
fecha, se han descrito 27 genotipos G y 37 genotipos P diferentes de RVA, tanto en
humanos como en animales (Matthijnssens et al., 2011). Para las cepas de RVA, este
sistema de tipificacion dual G/P se amplié en 2008 a un sistema de clasificacion basado
en la secuencia del genoma completo, con valores de corte de identidad porcentual de
nucledtidos establecidos para los 11 segmentos de genes, con las notaciones G[x]-P[X]-
I[x]-R[X]-C[x]-M[x]-A[x]-N[x]-T[x]-E[x]-H[X] para los genes que codifican VP7-VP4-
VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5, respectivamente (Matthijnssens
et al., 2008). El Grupo de Trabajo de Clasificacion de Rotavirus (GTCR) constituido en
2016 trata de establecer las directrices y desarrollar el sistema de clasificacion de los RV

36




Capitulo 1: Introduccion

(Matthijnssens et al., 2011), aunque, por el momento, solo ha abordado la clasificacion

de los RVA y no la de otras especies de este grupo de virus.

Como ya hemos indicado, los cerdos se infectan por una gran diversidad de
serotipos 0 genotipos diferentes de RV, habiéndose demostrado que los tipos mas
prevalentes varian en funcion de la localizacion geogréfica y también a lo largo del tiempo
para una misma localizacion (Vlasova et al., 2017). La distribucién de los principales
genotipos G y P de RVA detectados en los cerdos de diferentes regiones del mundo se
muestran en la Figura 9. EI conocimiento actualizado de esta distribucion es fundamental

para el disefio de estrategias de inmunoprofilaxis frente a los RV porcinos.

4.7.1 Origen vy distribucion mundial

Los RV son virus de distribucion mundial, tanto en los cerdos como en otros
hospedadores, y son endémicos en la gran mayoria de las granjas de cerdos. La gran
variabilidad de estos virus y la limitada proteccién cruzada entre diferentes RV hace que
en las explotaciones podamos ver el efecto de RV endémicos, que infectan a los animales
que no han desarrollado inmunidad propia o animales que pierden la inmunidad maternal,
o de nuevos RV que entren en la granja dando lugar a brotes de caracteristicas epidémicas

al no existir inmunidad especifica previa.

El RV bovino fue el primer RVA aislado en cultivo celular y confirmado como
causa de diarrea en terneros en 1969 (Rodger et al., 1982). EI RV humano fue descubierto
poco después, en 1973, por Bishop y colaboradores (1973). Los estudios posteriores
demostraron la elevada prevalencia de las infecciones por RVA en animales jovenes de
diferentes especies de mamiferos, incluidos los cerdos, y su asociacion con cuadros

clinicos de diarrea en animales de menos de un mes de edad (Vlasova et al., 2017).

Por su parte, los RVC se aislaron por primera vez en lechones en 1980 (Saif et al.,
1980) y posteriormente se identificaron en otros animales y en el hombre (Estes y
Kapikian, 2007). EI RVB también se describié por primera vez en un cerdo con diarrea
en la década de los 80 (Theil et al., 1985). Ademaés de en la especie porcina, también se
han detectado cepas de RVB en bovinos, corderos y ratas (Zimmerman et al., 2019). En
el caso del hombre, las infecciones por RVA y RVC se han identificado en todo el mundo,
pero las infecciones por RVB tienen una distribucion mas limitada y s6lo se han descrito

en China, India y Bangladesh (Vlasova et al., 2017).
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flechas rosas) (tomada de Vlasova et al., 2017).
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En lo que respecta a los RVH se han identificado en cerdos en Japon, Brasil,
EE.UU., Sudafrica y Vietnam (Vlasova et al., 2017).

Las infecciones por RVA, RVB y RVC en los cerdos son causa de cuadros
entéricos, de retraso del crecimiento y de pérdidas econémicas (Vlasova et al., 2017).
Midgley y colaboradores (2012) analizaron un total de 1.101 muestras de heces recogidas
en 134 explotaciones porcinas de cuatro paises europeos (Dinamarca, Hungria, Eslovenia
y Espafa) entre 2003-2007. Los resultados demostraron que la prevalencia de RVA en
los cerdos daneses con diarrea era sélo del 10 %, mientras que en Eslovenia y en Espafia
fue del 20 y 27 %, respectivamente. Otro estudio mas reciente, describio una prevalencia
del 51,2 % en cerdos con diarrea en Alemania (Otto et al., 2015). Con respecto a RVC,
se han descrito prevalencias del 4,4 % en Irlanda (Collins et al., 2008), 4,6 % en Republica
Checa (Smitalova et al., 2009), 29 % en Bélgica (Theuns et al., 2016) y 31% en Alemania
(Otto et al., 2015). Cabe destacar que los dos primeros estudios (Collins et al., 2008;
Smitalova et al., 2009) se realizaron en cerdos de 4-5 semanas de vida, hecho que podria
explicar las bajas prevalencias puesto que la deteccion de estos RV es mas comun en
animales neonatos (1-5 dias de vida). La informacion disponible en lo que respecta a la
prevalencia y las caracteristicas genéticas de los RVB porcinos en Europa es muy
limitada. Las investigaciones realizadas en Alemania y Republica Checa detectaron
menos del 1 % de muestras positivas a RVB en cerdos de hasta 3 semanas de edad con
diarrea (Smitalova et al., 2009; Otto et al., 2015).

En Norteamérica, se ha descrito que la identificacion de RV de los grupos A, By
C en muestras de lechones con diarrea es muy frecuente (82,1 %, 79,7 % y 73,3 %,
respectivamente en EE.UU., Canada y México) (Marthaler, Homwong, et al., 2014;
Homwong et al., 2016). La prevalencia de RVA (59,5-62,0 %) fue ligeramente superior
alade RVC (51,1-53,0 %) y mayor que la de RVB (31,8-33,0 %). Otro estudio realizado
en EE.UU. (Marthaler, Rossow, et al., 2014) demostrd una prevalencia de RVH del
15,0 % mientras que las investigaciones de Molinari y colaboradores (2016) identificaron
al RVC como el grupo mas prevalente en los cerdos (78 %), seguido por el RVA (46 %),
el RVB (32 %) y el RVH (18 %) en Brasil.

Existen numerosos estudios de prevalencia de las infecciones por RV porcinos del
grupo A en paises asiaticos, habiéndose descrito valores entre el 19,8 y el 32,7 % (Vlasova
et al., 2017). Sin embargo, se dispone de muy poca informacion sobre la prevalencia de
las infecciones por RVB y RVC porcinos en la mayoria de los paises asiaticos. Los
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resultados de un estudio realizado en China parecen indicar una circulacion de RVC
importante, con un 16,7 % de positivos entre los lechones con diarrea (Peng et al., 2013).
Un estudio realizado en Japén detectd mas del 28 % de positivos a RVB porcino entre los
cerdos con diarrea (Kuga et al., 2009). Finalmente, aunque se han descrito casos de
infeccion por RVH en algunos paises asiaticos (Wakuda et al., 2011; Suzuki y Inoue,
2018), no existen datos sobre la prevalencia de esta infeccion en las explotaciones
porcinas de la region.

La presencia de RV porcinos de los grupos A, B, C y H también ha sido
confirmada en varios paises africanos (Vlasova et al., 2017). La prevalencia de RV
porcinos en Kenia y Uganda fue del 26,2 % para RVA y del 8,3 % para RVC (Amimo
et al., 2015). Existen ademas algunos datos limitados sobre la prevalencia de RVB en
cerdos de Africa (Geyer et al., 1996), pero, en general, la ausencia de programas de
vigilancia y de instalaciones y/o herramientas de diagndstico adecuadas hace que los
datos sobre la prevalencia y la variabilidad genética de los RV en el ganado porcino

africano sean limitados.

En Oceania, aparte de varios informes sobre la circulacion de RV de los afios 90
(Huang et al., 1993), Roczo y colaboradores (2021) identificaron la presencia de RV en
el 57 % de las granjas con brotes de diarrea, con una prevalencia de RVA del 19 % y de
RVC del 38 %.

4.7.2 Fuentes de infeccidon y mecanismos de transmision

Los RV son ubicuos y la préactica totalidad de los cerdos son infectados por estos
virus a lo largo de su vida, muy frecuentemente varias veces (Estes y Kapikian, 2007).
Ademas, se producen infecciones mixtas por diferentes RV, mas frecuentemente en los
animales adultos (Homwong et al., 2016).

La edad de los animales es uno de los determinantes mas relevantes en la
prevalencia de la infeccion y la gravedad de la enfermedad asociada. Los lechones que
no han recibido inmunidad pasiva especifica de la cerda y los cerdos mas jovenes que han
perdido esta inmunidad pasiva pero todavia no han desarrollado su propia respuesta
inmunitaria son mas receptivos a las infecciones por RV. La elevada receptividad de los
neonatos combinada con el hecho de que las cerdas eliminan RV en los dias proximos al

parto, aumenta el riesgo de infeccion en los lechones jovenes (Zimmerman et al., 2019).

40




Capitulo 1: Introduccion

Los RV se eliminan en las heces de los animales infectados en elevadas
concentraciones, habiéndose estimado que cada gramo de materia fecal contiene 1x10%°
particulas infecciosas de RV. Ademas, los RV son altamente infecciosos y se ha
demostrado la dosis infectante es baja, proxima a 107 viriones (Zimmerman et al., 2019).
La transmision se produce por la ruta fecal-oral, bien directa o a través de todo tipo de
material contaminado con RV, dando lugar a una répida propagacion dentro de las
explotaciones porcinas. Los cerdos infectados excretan RV por las heces durante un
periodo que oscila entre unos pocos dias y dos semanas, contaminando el ambiente. La
elevada supervivencia de los rotavirus en el medio externo unida a la baja dosis infectante
favorece la transmision en las explotaciones porcinas (Prieto Suarez et al., 2017).
Ademaés, como hemos indicado, las propias reproductoras son una importante fuente de
infeccion, habiéndose demostrado que una proporcion considerable de estos animales
excreta RV en los dias inmediatamente anteriores y posteriores al parto y en ausencia de

signos clinicos de diarrea.

En el caso de RVA, la infeccion se detecta con mas frecuencia en cerdos jovenes,
con edades comprendidas entre los 7 y los 60 dias, y particularmente entre las semanas
de vida 3 y 5. En este sentido, un trabajo reciente en EE.UU. demostré que la deteccion
de RVA es més comun en cerdos entre los 21 y 55 dias de edad, siendo menos frecuente
la infeccion neonatal (Homwong et al., 2016). Por su parte, los estudios mas recientes
sefialan que los RVC son particularmente prevalentes en lechones durante la primera

semana de vida.

En lo que respecta al rango de hospedadores, como hemos indicado, los RVA
infectan a un amplio rango de hospedadores, incluyendo el hombre, mamiferos
domeésticos, mamiferos salvajes y multitud de aves (Zimmerman et al., 2019). Ademas
de en la especie porcina, los RVB se han detectado en el hombre, rumiantes y ratas
(Zimmerman et al., 2019) y los RVC en el hombre, en vacas (Soma et al. 2013) y en
carnivoros domésticos (Zimmerman et al., 2019). Por su parte, las infecciones por RVH

han sido descritas en el hombre, en murciélagos y en cerdos (Suzuki y Inoue, 2018).

Se han descrito diferentes factores de riesgo para la infeccion por RV en las
granjas porcinas, incluyendo la elevada densidad de animales, el destete precoz o los
sistemas de produccion "todo dentro/todo fuera” (Estes y Kapikian, 2007). En este

sentido, se ha propuesto que las explotaciones de flujo continuo tienen una menor
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incidencia de la infeccion por RVA debido a que las cerdas estan mas expuestas y, por

tanto, transfieren mayores niveles de inmunidad pasiva a sus lechones.

4.7.3 Patogenicidad, cuadro clinico v lesional

La escision de la proteina de la capside externa VP4 en las subunidades VP5 y
VP8 permite la entrada del virus en el citoplasma de las células mediante la interaccion
con el &cido sialico o acido N-acetil-neuraminico (Zimmerman et al., 2019). Los RV
replican, principalmente, en los enterocitos del yeyuno e ileon y mas concretamente en la
mitad superior o0 zona apical de las vellosidades intestinales, dando lugar a un
acortamiento y atrofia de las mismas. Adicionalmente, se detectan antigenos de RV
transitoriamente en otros tejidos como el pulmon, el higado, el bazo o el plexo coroideo
(Zimmerman et al., 2019), pero no hay evidencia de replicacion extraintestinal.

El mecanismo ampliamente aceptado de la diarrea inducida por los RV es el
acortamiento de las vellosidades, que conduce a una deficiencia en la absorcion de
liquidos y la subsiguiente diarrea por malabsorcion (Prieto Suarez et al., 2017).
Adicionalmente, en la replicacion de los rotavirus se produce una glucoproteina no
estructural, la proteina NSP4. Se trata de una enterotoxina que experimentalmente induce
un cuadro clinico de diarrea, alterando la permeabilidad de la membrana plasmatica del
enterocito. También se ha propuesto que la activacion del sistema nervioso entérico o la
isquemia en las vellosidades intestinales asociada a la destruccion celular pueden tener

un cierto papel en la patogenia de estas infecciones.

Desde el punto de vista clinico, la infeccion por RV se caracteriza por una
enfermedad entre subclinica y clinica, en funcion de la cepa de RV, de la edad del cerdo,
del estado inmunitario, de la salud general y/o estatus sanitario de la granja y de la
presencia de infecciones bacterianas o virales concomitantes o secundarias (Estes y
Kapikian, 2007). El periodo de incubacion es de 18-36 horas en lechones gnotobidticos y
de 1-3 dias en lechones convencionales. Los signos clinicos incluyen diarrea acuosa
profusa, letargia, vomitos y anorexia, acompafiados de una rapida pérdida de peso. Las
heces adquieren un color mas claro o amarillo y en la necropsia puede verse leche sin
digerir en el estomago (Prieto Suarez et al., 2017). Los estudios realizados con lechones
de explotaciones convencionales describen morbilidades inferiores al 20 % y letalidades
inferiores al 15 %, siendo capaces la mayoria de los animales de superar el proceso. La

diarrea en los cerdos de menos de 5 dias de edad dura entre 1 y 10 dias y los cerdos que
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se recuperan suelen volver rapidamente a su peso corporal normal. En los lechones de
mas de 5 dias de edad se observan generalmente signos clinicos menos graves y una
duracién mas corta de la enfermedad. La muerte también es mucho menos frecuente en
estos lechones de mas edad (Zimmerman et al., 2019). También existen infecciones

subclinicas por RV, especialmente en cerdos de méas de 55 dias (Amimo et al., 2015).

La gravedad de los signos clinicos puede verse exacerbada por varios factores,
como la dieta y la co-infeccion con otros patdégenos entéricos. La desnutricion se
correlaciona con periodos mas largos de diarrea y con una restauracion mas lenta del
epitelio intestinal (Zimmerman et al., 2019). Ademas, la vitamina A se considera un
determinante importante en la recuperacion de la infeccion por RV; los cerdos con
deficiencia de vitamina A experimentan episodios de diarrea méas largos y mas graves,
con titulos virales mas elevados en las heces y mayor dafio intestinal en comparacion con
los cerdos con niveles adecuados de esta vitamina (Vlasova et al., 2017). Por altimo, las
co-infecciones con otros patdgenos entéricos como ETEC o C. perfringens tipo A pueden

agravar el cuadro clinico de diarrea en los lechones (Prieto Suérez et al., 2017).

Las lesiones asociadas a las infecciones por RVA, RVB y RVC son similares. El
intestino delgado y grueso de los cerdos afectados suele estar dilatado, con un contenido
excesivo, acuoso y de coloracion amarilla o gris. Las paredes del intestino delgado estan
adelgazadas en comparacion con las de los individuos no afectados y el estbmago puede
contener leche no digerida (Carvajal et al., 2018). ElI examen histoldgico muestra
tumefaccion de las células del epitelio del yeyuno e ileon al inicio del curso clinico que
se hace mas pronunciada a medida que progresa la infeccion. A partir de
aproximadamente 24 horas tras la infeccion, estas células epiteliales se desprenden hacia
la luz intestinal, lo que da lugar a vellosidades mas finas y cortas. El acortamiento de las
vellosidades va acompafiado de criptas intestinales alargadas y con hiperplasia celular. A
los 2-5 dias de la infeccidn, la morfologia intestinal empieza a recuperarse y las

vellosidades recuperan su longitud normal (Zimmerman et al., 2019).
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4.8 Astrovirus

Los astrovirus (AstV) estan incluidos en el orden Stellavirales y familia
Astroviridae y son virus de ARN monocatenario de sentido positivo, sin envoltura, con
un diametro proximo a los 30 nm y un genoma que varia entre 6,4 y 7,9 kb con tres marcos
de lectura abiertos, ORFla, ORF1b y ORF2 (Zimmerman et al., 2019). Las regiones
ORFlay ORF1b codifican proteinas no estructurales, una proteasa de serina y una ARN
polimerasa dependiente de ARN (RdRp), mientras que el ORF2 codifica la proteina de la
capside viral que finalmente se escinde en las proteinas estructurales VP34, VP27 y VP25
(Figura 10). La relacion de especies animales receptivas a la infeccion por AstV se ha
ampliado en la tltima década, detectandose en una gran variedad de mamiferos y de aves,
relacionandose con enfermedades hepaéticas, renales, gastroentéricas y/o neurolégicas (De
Benedictis et al., 2011). Los estudios gendmicos, basados principalmente en el ORF2
(proteina de la capside), han demostrado que los AstV de diferentes especies animales se
clasifican en diferentes grupos (Zimmerman et al., 2019), aunque también han permitido
identificar multiples linajes de AstV dentro de una misma especie hospedadora. Hasta el
momento, el ICTV ha reconocido en esta familia de virus dos géneros, Avastrovirus y
Mamastrovirus, que incluyen, respectivamente, 3 especies de AstV de aves y 19 especies

de AstV de mamiferos (Mamastrovirus 1 a 19). Algunos AstV aun no han sido

reconocidos en esta clasificacion.

gL Rl | ORF2 wy

S

. Subgenomic RNA
l 'ngi‘ VP90 Y

E‘M_EII;:

Iz

e e

Figura 10: Estructura bdsica del virion y el genoma de un astrovirus (adaptada de Hulo et al., 2011)

Las propiedades fisicoquimicas y biologicas de los AstV no han sido
completamente caracterizadas. EI PAstV1 es un virus citopatico que se aisld a partir de
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muestras de heces de cerdos con diarrea en lineas celulares de rifion porcino incorporando
tripsina al medio (Indik et al., 2006). Es estable al tratamiento con disolventes lipidicos y
resiste el calentamiento a 56 °C durante 30 minutos, pero es sensible al tratamiento con

acidos a pH 3,0 durante 3 horas.

4.8.1 Origen vy distribucion mundial

Los PAstV fueron identificados por primera vez hace 40 afios en cerdos con
diarrea (Bridger, 1980), caracterizdndose a nivel molecular en 2001 (Jonassen et al.,
2001). Hasta el momento se han identificado cinco linajes distintos de PAstV, PAstV1 a
PAsV5 (Luo et al., 2011), aunque de todos ellos, tan solo el PAstV1 se ha clasificado
dentro de la especie Mamastrovirus 3. No han sido clasificados oficialmente los PAstV2
a PAstV5.

Los PAstV han sido identificados en las heces de cerdos en diferentes paises y
regiones del mundo, en Reino Unido, Japdn, Sudéafrica, Republica Checa v,
recientemente, en 12 paises mas, indicando una distribucion mundial (De Benedictis
et al., 2011; Zimmerman et al., 2019). La prevalencia de la infeccion por PAstV es muy
variable con valores que van desde el 95,4 % de cerdos infectados en Grecia (Stamelou
et al., 2022), el 93,2 % en Eslovaquia (Salamunova et al., 2018), el 77 % en Canada
(Nantel-Fortier et al., 2022), el 75 % en Dinamarca (Goecke et al., 2017) o el 64 % en
EE.UU. (Xiao et al., 2013) hasta el 8,6 % en Francia (Capai et al., 2022), el 8,4 % en
Tailandia (Kumthip et al., 2018) o el 7,5 % en Hungria (Valkd, Marosi, et al., 2019). Se
han descrito co-infecciones en un mismo animal con dos o mas PAstV, més frecuentes en
las fases de transicion y engorde (Xiao et al., 2013; Zhou et al., 2016; Salamunova et al.,
2018; Valkd, Marosi, et al., 2019). Diferentes estudios han demostrado que los linajes
PAstV4 y PAstV2 son los mas prevalentes en el ganado porcino de Europa (Dufkova
et al., 2013; Zhou et al., 2016; Salamunova et al., 2018), América del Norte (Mor et al.,
2012) y Asia (Lee et al., 2013; Cai et al., 2016; Kumthip et al., 2018).

En lo que respecta al origen de estos virus, los estudios genéticos y evolutivos
apoyan la hipétesis de que la transmision entre especies y la recombinacion natural entre
AstV de diferentes hospedadores, incluidos el hombre y los cerdos, asi como el paso a
través de hospedadores intermedios desconocidos, puede haber ocurrido en el pasado y

ser el origen de la variabilidad mostrada por estos virus (Zimmerman et al., 2019).
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4.8.2 Fuentes de infeccidon y mecanismos de transmision

Aunque se presupone que la transmision es principalmente fecal-oral, es
importante mencionar que los PAstV también se detectan en hisopos nasales
(Padmanabhan y Hause, 2016) y en muestras de sangre (Brni¢ et al., 2013), sin que por

el momento se conozca la relevancia de estas detecciones en su transmision.

La elevada resistencia ambiental y su importante prevalencia en numerosas
especies animales favorecen la propagacion de los AstV. Se ha propuesto que, a diferencia
de otros virus que también infectan a diversos hospedadores, los AstV no parecen tener

un reservorio comun (Wohlgemuth et al., 2019).

4.8.3 Patogenicidad, cuadro clinico vy lesional

En la mayoria de las especies de mamiferos, las infecciones por AstV estan
asociadas a gastroenteritis. En el hombre, los AstV son la tercera o cuarta causa mas
comun de diarrea viral en nifios pequefios en todo el mundo. En los cerdos, los AstV se
han asociado a diarreas graves en infecciones naturales, pero siempre en presencia de
otros patdgenos entéricos conocidos (Zhou et al., 2013; Kumthip et al., 2018; Su et al.,
2020; Nantel-Fortier et al., 2022).

Experimentalmente se ha demostrado que la inoculacion oral con un aislado
adaptado a cultivo celular de PAstV1 causa diarrea leve en cerdos de 4 dias de edad
(Shimizu et al., 1990). El cuadro clinico de diarrea comenzo6 al dia siguiente de la
inoculacion y continud durante 5-6 dias. De forma similar, se observo una diarrea leve
inducida por PAstV en lechones gnotobidticos de 7 dias de edad en un estudio de
inoculacion experimental por via oral (Indik et al., 2006). Finalmente, un estudio
experimental realizado por Ulloa y colaboradores (2019) sobre lechones convencionales
de 28 dias recién destetados y desafiados por via oral con una cepa de PAstV1 demostro
el desarrollo de diarrea leve en el tercer dia postinoculacion asi como la eliminacién de
PAstV en las heces, sin que se observara pérdida de peso ni otros signos clinicos como

letargia, depresion, fiebre o vomitos.

Este altimo estudio caracterizo las lesiones asociadas a la infeccion (Ulloa et al.,
2019). La inmunohistoquimica demostr6 la replicacién viral en el citoplasma de los
enterocitos del yeyuno, el ileon y el colon asociada a una yeyunitis necrotizante con

desprendimiento de enterocitos. Otros hallazgos microscépicos en el intestino delgado de
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los animales infectados por PAstV incluyeron lesiones moderadas de atrofia y fusion de
las vellosidades, hiperplasia epitelial, hiperemia y edema intersticial grave. Ademas, se
observaron lesiones en el intestino grueso, con una colitis de moderada a necrotizante con

predominio linfoplasmocitico.

Algunas investigaciones recientes han propuesto otros signos clinicos
potencialmente asociados a replicaciones extraintestinales de algunos PAstV. Como
hemos sefialado anteriormente, se ha detectado ARN viral en sangre (Brni¢ et al., 2013)
asi como en hisopos nasales recogidos de cerdos jovenes con una enfermedad respiratoria
aguda de etiologia desconocida (Padmanabhan y Hause, 2016) y también en tejidos
cerebrales de lechones con temblor congeénito (Blomstrom et al., 2014). Mas
recientemente, se ha notificado una enfermedad neuroldgica asociada a PAstV3 en
granjas porcinas de Hungria y EE.UU., caracterizada por meningoencefalomielitis,
debilidad y pardlisis (Arruda et al., 2017; Boros et al., 2017).Todos estos hallazgos
sugieren que los PAstV podrian tener una patogenicidad mas compleja y que podrian

implicarse en enfermedades graves afectando a diversos sistemas (Reuter et al., 2018).

4.9 Kobuvirus

El género Kobuvirus (KoV), orden Picornavirales, familia Picornaviridae y
subfamilia Kodimesavirinae, incluye virus pequefios, sin envoltura y con un ARN de
sentido positivo y de cadena simple (Reuter et al., 2009). El genoma de 8,2 kb de los KoV
codifica una Unica poliproteina que consta de una proteina lider, tres proteinas
estructurales de la capside (VPO, VP3y VP1) y siete proteinas no estructurales (2A a 2C
y 3A a 3D) (Figura 11) (Reuter et al., 2009). Este género de virus se divide en seis
especies oficialmente reconocidas: Aichivirus A (antes Aichivirus), Aichivirus B (antes
Kobuvirus bovino), Aichivirus C (Kobuvirus porcino), Aichivirus D (Kagovirus 1),
Aichivirus E (Picornavirus del conejo) y Aichivirus F (Kobuvirus del murciélago) (Lu et
al., 2018). El Aichivirus C es la Unica especie de KoV que se ha descrito en cerdos,

reconociéndose también como Kobuvirus porcino o PKoV (Khamrin et al., 2014).
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Figura 11: Estructura bdsica del virion y el genoma de un kobuvirus (adaptada de Hulo et al., 2011).

Segun el informe del ICTV, los miembros de cada especie del género Aichivirus
deben compartir mas del 70 % de identidad de aminoacidos en la poliproteina, 70 % en
las proteinas estructurales de la capside (VPO, VP3y VP1) y 80 % en las regiones 2C, 3C
y 3D que codifican proteinas no estructurales (Adams et al., 2016). La cepa prototipo de
Aichivirus A (A846/88) es citopatica en lineas celulares epiteliales de rifion de mono verde
africano, como BS-C-1 y Vero. Sin embargo, Aichivirus B y PKoV no han podido ser

propagados en cultivos celulares.

4.9.1 Origen vy distribucion mundial

Los PKoV se identificaron por primera vez en 2008, en Hungria, a partir de
muestras recogidas en una explotacién porcina (Reuter et al., 2009) y, desde entonces, se
ha demostrado que estan ampliamente distribuidos en todo el mundo, incluyendo paises
de Asia, Europa, Africa y América (Khamrin et al., 2009; Verma et al., 2013; Amimo
et al., 2014; Zhou et al., 2016; Akagami et al., 2017; Jackova et al., 2017; Nantel-Fortier
et al., 2019; Garcia-Hernandez et al., 2021). La frecuencia de deteccion de PKoV varia
mucho en diferentes estudios, desde un 13,1 % de muestras positivas descrito en Kenia
(Amimo et al., 2014) hasta un 99 % en Tailandia (Khamrin et al., 2009). Los pocos
estudios que han incluido cerdos de diferentes edades describen que la prevalencia de esta
infeccion disminuye con la edad (Zhou et al., 2016; Jackova et al., 2017; Valko, Marosi,
et al., 2019; Nantel-Fortier et al., 2022; Werid et al., 2022).
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4.9.2 Fuentes de infeccidon y mecanismos de transmision

Se considera que la ruta fecal-oral, ya sea directamente a través del contacto con
heces o indirectamente a través de los alimentos, agua o fomites contaminados, es el
principal mecanismo implicado en la transmision de estos virus, de forma similar a lo que
ocurre con otros picornavirus y otros virus entéricos (Reuter et al., 2011). Se ha
comprobado que el PKoV se elimina, habitualmente, en las heces, pero recientemente se
ha detectado material gendmico de este virus en la sangre de los cerdos infectados. Se ha
sugerido que este hallazgo podria indicar la capacidad del PKoV y, posiblemente, de los
KoV en general para escapar del TGI hacia el sistema circulatorio en animales
inmunocompetentes. Sin embargo, se desconoce si esta deteccidn en sangre tiene alguna

relevancia desde el punto de vista de la transmision (Reuter et al., 2010).

En lo que respecta al rango de hospedadores cabe destacar que se ha descrito una
elevada prevalencia de la infeccion por PKoV en jabalies en Hungria (Reuter et al., 2013),
habiéndose propuesto que estos suidos silvestres podrian ser un reservorio para estos

Virus.

Recientemente se han descrito evidencias que sugieren una transmision
interespecifica de KoV (Khamrin et al., 2014); un estudio realizado en Japon demostro
que un cerdo de 6 meses de edad y positivo a KoV por RT-PCR estaba infectado con una
cepa del virus estrechamente relacionada con el Kobuvirus bovino, indicando que esta
transmision interespecifica de bovinos a cerdos o viceversa podria darse en la naturaleza
(Khamrin et al., 2009). Aunque no se conocen los factores que promueven esta
transmision interespecifica, es probable que un contacto estrecho entre estas especies
animales aumente las posibilidades de que se produzca el salto de especie. Son necesarios
mas estudios para investigar estas transmisiones interespecificas y el potencial zoondtico

de estos virus.

4.9.3 Patogenicidad, cuadro clinico v lesional

La relevancia clinica de los KoV es desconocida. En cerdos, se detectan tanto en
animales con diarrea como en sanos (Khamrin et al., 2009; Akagami et al., 2017; Jackova
et al., 2017; Nantel-Fortier et al., 2019; Valko, Marosi, et al., 2019). No obstante, existen
estudios en los que el PKoV ha sido el unico patdgeno entérico detectado en algunos
brotes de diarrea (Park et al., 2010; Almeida et al., 2018), lo que subraya la necesidad de

seguir investigando para poder dilucidar este aspecto.
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La eliminacion fecal implica que estos virus replican en el intestino, aunque no se
conocen las células diana ni los receptores especificos. Sasaki y colaboradores (2003)
demostraron que una estructura de bucle en el extremo 5’ del genoma y la proteina lider
desempefian un papel esencial en la replicacion y en la formacion de nuevos viriones.
Ademas, se ha descrito que la interaccion de las regiones que codifican para las proteinas
no estructurales 3A, 3B y 3C con la region terminal 5° del genoma estd implicada en la

sintesis del ARN genémico (Nagashima et al., 2008).

No existen en la bibliografia ensayos experimentales en cerdos gnotobioticos ni
en cerdos convencionales que describan el cuadro clinico o las lesiones macroscopicas y

microscopicas asociadas a la infeccion por PKoV.

4.10 Torovirus

Los virus del género Torovirus (ToV), familia Tobaniviridae y orden Nidovirales,
causan infecciones entéricas y cuadros clinicos de gastroenteritis en distintos animales y
en el hombre (Zimmerman et al., 2019). En la actualidad, hay tres especies reconocidas
en el subgénero Renitovirus, Torovirus porcino (PToV), Torovirus bovino (BToV) y
Torovirus equino (EToV) (Hu et al., 2019).

Son virus con envoltura y su genoma consiste en ARN monocatenario y de sentido
positivo, poliadenilado, con tamafio de 25-30 kb y una organizacién similar a la de los
CoV (Zimmerman et al., 2019). Este genoma contiene dos grandes ORFs superpuestos,
identificados como ORF1la y ORF1b, conectados por un desplazamiento del marco de
lectura, y que codifican dos poliproteinas replicasas. A continuacion, hay cuatro ORFs
mas pequefios que codifican las proteinas estructurales S, M, HE y N (Figura 12). Los
viriones tienen una morfologia alargada en muestras frescas, con una longitud de unos
120 nm y una anchura de 55 nm, pero tras la congelacién y descongelacion repetidas,
toman multiples formas, incluyendo particulas redondas, en forma de rifion y de toro
(Kroneman et al., 1998). La nucleocépside esta formada por la proteina N y el ARN viral
y se rodea por la envoltura que contiene la proteina de membrana (M). En la superficie
de las particulas se han identificado dos tipos de proyecciones: unas protuberancias mas
largas, de unos 19 nm, con forma de baqueta o pétalo, constituidas por la proteina S, y
otras mas cortas, con una longitud aproximada de 6 nm, constituidas por la hemaglutinina-
esterasa (HE) (Hu et al., 2019).
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Figura 12: Estructura bdsica del virion y el genoma de un torovirus (adaptada de Hulo et al., 2011).

El EToV, también llamado virus de Berna, fue el primer ToV descubierto y es la
especie prototipo del género. Se aislé por primera vez en 1972 (aungue no se notificd
hasta 1983) en Berna, Suiza, a partir de un hisopo rectal tomado de un caballo con enteritis
pseudomembranosa y granulomas miliares y necrosis en el higado (Weiss et al., 1983).
El BToV, también denominado virus de Breda, fue descubierto en 1982 en terneros con
diarrea en Breda, lowa, comprobandose que este aislado era capaz de infectar a terneros
gnotobioticos y convencionales cuando se inoculaba por via oral (Woode et al., 1982).
Finalmente, en 1998 se detectd y caracterizd por primera vez el PToV en muestras de
heces de lechones en los Paises Bajos (Kroneman et al., 1998). La primera secuencia
gendmica del PToV corresponde con un aislado recuperado de cerdos en Shanghai, China
(cepa SH1; nimero de acceso al GenBank JQ860350) y tenia una longitud de 28.301 pb
y una identidad de secuencia del 79 % con BToV (Sun et al., 2014).

4.10.1 Origen y distribucion mundial

Se ha demostrado la distribucion mundial del PToV y una elevada prevalencia de
esta infeccion en los cerdos. Sin embargo, debido a las limitaciones de las técnicas de
diagnostico y a la existencia de infecciones asintomaticas (Matiz et al., 2002), existe muy
poca informacion sobre la distribucion de estos virus. En 1998, Kroneman y
colaboradores realizaron un ensayo de neutralizacion y demostraron que el 81,4 % de los

cerdos presentaban anticuerpos neutralizantes del virus equino (EToV) en las granjas de
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los Paises Bajos. Empleando una técnica de deteccion molecular se comprobd que el
39,6 % de los lechones de una granja del noreste de Espafia eliminaban PToV en las heces
(Pignatelli et al., 2009). También en Espafia, un estudio longitudinal que detectaba
anticuerpos especificos en suero mediante un ELISA basado en la proteina N y excrecién
fecal mediante RT-gPCR basada en el gen N determind una seroprevalencia de la
infeccion en lechones de 1, 3, 7, 11 y 15 semanas de edad del 92, 58, 91, 100 y 100 %,
respectivamente. Todas las reproductoras presentaron anticuerpos especificos y se
demostro que el 92 % de los lechones eliminaban PToV en algin momento del
seguimiento longitudinal (Pignatelli et al., 2010). Estos resultados fueron confirmados
por un nuevo estudio epidemioldgico en 100 granjas espafiolas que mostré una
seroprevalencia global del 95,7 %, variando entre el 59,4 y el 99,6 % en funcién de la
edad. La menor prevalencia de anticuerpos especificos se detectd en los lechones de 3

semanas de edad (Alonso et al., 2014).

Existen, ademas, estudios de prevalencia de esta infeccion en animales con diarrea
gue muestran proporciones variables de cerdos positivos, entre el 6,4 y el 36 % en Corea
(Hosmillo et al., 2010; Shin et al., 2010) o0 38 %-45 % en China (Zhou et al., 2013, 2014).
En muchos de estos casos, se describen infecciones mixtas con otros virus porcinos,
incluyendo VDEP, PKoV, RVA, VGET, PAstV 0 MRV (Zhou et al., 2013, 2014). Los
lechones de 1 a 3 semanas de edad presentaron la frecuencia mas alta de deteccion directa
de PToV (Zhou et al., 2014).

4.10.2 Fuentes de infeccion y mecanismos de transmisiéon

Como ocurre con otros virus entéricos, la infeccion por PToV se propaga,
probablemente, a través del contacto fecal-oral directo e indirecto. Aunque no existen
estudios especificos en cerdos, los estudios realizados en terneros desafiados
experimentalmente con BToV demuestran titulos de hasta 10° dosis infectantes cultivo
celular 50 % o DICCso/mL en heces que permiten una rapida propagacion de la infeccion
en presencia de hospedadores receptivos (Koopmans y Horzinek, 1994). Ademas, no se
puede ignorar la posibilidad de infecciones por la via aerdgena, habiéndose aislado BToV

de tejidos del tracto respiratorio (Koopmans y Horzinek, 1994).

Aungue a priori los virus con envoltura son relativamente inestables en el medio,

se ha descrito que los ToV son estables en un amplio rango de pH (2,5 a 10) y que resisten
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la accion de la fosfolipasa C o del desoxicolato, mostrando una adaptacion clara al transito

por el TGI (Koopmans y Horzinek, 1994).

4.10.3 Patogenicidad, cuadro clinico vy lesional

El potencial patdgeno de los PToV como agentes etioldgicos de diarrea en los
cerdos no esté claramente establecido, como tampoco lo esté su potencial zoonotico. La
falta de un sistema para el cultivo in vitro del PToV dificulta en gran medida los estudios
experimentales que permitan investigar su biologia y patogenicidad en el hospedador

porcino.

4.11 Orthoreovirus

El género Orthoreovirus estd incluido en el Orden Reovirales, familia
Spinareoviridae. Se trata de virus sin envoltura, icosaédricos, con una capside de
aproximadamente 75 nm de didmetro, compuesta por una doble capa de proteinas, y con
un genoma constituido por diez segmentos de ARN de doble cadena. Estos segmentos de
ARN viral incluyen, seglin su movilidad electroforética, tres segmentos grandes (L1, L2
y L3), tres medianos (M1, M2 y M3) y cuatro pequefios (S1, S2, S3 y S4), que codifican
ocho proteinas estructurales (A1, A2, A3, pl, pu2, ol, 02, 63) y cuatro proteinas no
estructurales (uNS, uNSC, oNS, ols) (Schiff et al., 2007) (Figura 13). La cépside interna
del virion esta formada por las proteinas A-1 y 6-2, mientras que la capside externa esta
compuesta por las proteinas A-2, p-1, 6-3 y o-1. La proteina -1 de la capside externa del
virion esta codificada en el segmento génico S1 vy facilita la hemaglutinacion, la adhesién
del virus a los receptores celulares del hospedador y la neutralizacion especifica del
serotipo (Singh et al., 2022). Como ya indicamos en el caso de los RV, el genoma
segmentado permite fendmenos de reordenacion y favorece la variabilidad de este género
de virus (Lelli et al., 2015).
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Figura 13: Estructura bdsica del virion y el genoma de un orthoreovirus (adaptada de Hulo et al., 2011).

En la actualidad se reconocen diez especies diferentes dentro del género
Orthoreovirus, siendo el Orthoreovirus de los mamiferos (MRV) la especie que infecta a
multiples mamiferos, incluyendo cerdos, perros, vacas, ovejas, caballos, gatos, ratones,
humanos y primates no humanos (Zimmerman et al., 2019). Ademas, se conocen cuatro
serotipos del MRV en funcion de su secuencia y de la antigenicidad de la proteina c-1.
Estos serotipos incluyen la cepa prototipo tipo 1 (Lang, T1L), el tipo 2 (Jones, T2J), el
tipo 3 (Dearing, T3D) y el tipo 4 (Ndelle, T4N) (Day, 2009). Basandose en la filogenia

del segmento S1, las cepas MRV tipo 3 pueden clasificarse en cuatro linajes.

Son virus estables en condiciones acidas (pH 3,0) y resistentes a desinfectantes
como el éter o el cloro, asi como a la tripsina. Por el contrario, se inactivan con
temperaturas de 50 °C durante 1 hora y por la exposicion al desoxicolato de sodio al
0,1 %. También son resistentes a condiciones ambientales extremas, sobreviviendo en
aguas residuales durante largos periodos de tiempo, aunque son inactivados por la
exposicién prolongada a luz ultravioleta (Zimmerman et al., 2019).

4.11.1 Origen y distribucion mundial

Se han aislado MRV de una amplia gama de especies de mamiferos, incluyendo
murciélagos, vacas, visones, cerdos, perros y el hombre (Zimmerman et al., 2019),

existiendo controversia en lo que respecta a su potencial zoonético (Steyer et al., 2013).

En los cerdos, estos virus comenzaron a despertar atencién tras identificarse en
2007 como causa de diarreas en lechones neonatos en China (Zhang et al., 2011).
Actualmente, estos virus se han identificado en cerdos de Asia (China y Corea del sur),
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del continente americano (EE.UU.) o de Europa (Italia) y un estudio realizado en el afio
2012 en Corea detect6 un 19 % de eliminadores fecales de MRV en 78 granjas de cerdos
(Kwon et al., 2012). Ademas, en los cerdos se han detectado MRV de los serotipos 1, 2
y 3. Recientemente se han descrito aislados de MRV?2 originados, probablemente, por el
reordenamiento entre cepas de MRV de murciélagos, de cerdos y/o de humanos, que se
han asociado con diarrea, gastroenteritis aguda y encefalopatia necrotizante en cerdos
(Wang, Fu, et al., 2015). Este hallazgo sugiere que la transmision interespecifica de MRV

puede ocurrir, al menos entre murciélagos y cerdos (Yang et al., 2015).

4.11.2 Fuentes de infeccion y mecanismos de transmision

La transmision de los MRV en circunstancias naturales implica aerosoles y
secreciones respiratorias que se unen a la transmisién fecal-oral. En ratones se ha
demostrado una excelente correlacion entre la capacidad de los MRV para replicarse en
el intestino, la cantidad de virus que se elimina en las heces y la eficacia con la que un
animal infectado transmite la enfermedad a sus compafieros no infectados. ElI segmento
L2 que codifica la proteina A-2 es el principal determinante de la eficiencia de la
transmision viral tras la inoculacion por via oral. Tanto este segmento L2 (A-2) como el
segmento S1 que codifica la proteina o-1 influyen en la replicacion y la supervivencia

viral en el tejido intestinal (Clarke y Tyler, 2008).

La transmision también se ve influida por la capacidad del virus para sobrevivir
en el medio externo. La mayoria de los MRV son estables a temperaturas bajas, existiendo
diferencias entre las cepas en cuanto a su termoestabilidad a temperaturas mas altas. Por
ejemplo, el MRV 1 tiene una vida media de 19 horas a 37°C, en comparacion con las 2,6
horas del MRV3. Los MRV también son estables en los aerosoles, especialmente en
presencia de una elevada humedad relativa. Las proteinas de la capside externa del virus
parecen ser los principales determinantes de la estabilidad del virion (Clarke y Tyler,
2008).

4.11.3 Patogenicidad, cuadro clinico vy lesional

Los MRV replican en los sistemas respiratorio e intestinal, aunque se desconocen
muchos detalles sobre la patogenia de estas infecciones. En un principio, la adhesion y la
entrada en las células del epitelio respiratorio se atribuian, tnicamente, a la glicoproteina
o-1. Sin embargo, un estudio reciente ha sugerido que o-1 puede no ser necesaria para

esta entrada, desempefiando, en cambio, un papel relevante en la diseminacion sistémica
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del virus y la viremia. Una vez que el cerdo se infecta a través de la via respiratoria, el
virus puede alcanzar células de la serie blanca, el TGI o el sistema nervioso central
(Boehme et al., 2013). La eliminacion viral en secreciones nasales y heces comienza a
partir de las 24 horas de la inoculacion y puede mantenerse durante 6 a 14 dias mientras
que los anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion pueden detectarse a los 7 dias de

la inoculacion y alcanzan su maximo a los 11-21 dias (Zimmerman et al., 2019).

Aunque estos virus se asociaban clasicamente a infecciones respiratorias y
entéricas leves o asintomaticas (Schiff et al., 2007), recientemente se ha descubierto que
los MRV se asocian a enfermedades en el hombre y otras especies de mamiferos. Los
casos clinicos de enteritis, infecciones respiratorias agudas o encefalitis en el hombre
debidos a cepas de MRV han aumentado en todo el mundo y se ha propuesto que las
cepas de MRV implicadas son consecuencia de reordenamientos entre distintos MRV y

que se mantienen en reservorios animales (Steyer et al., 2013).

La asociacion de los MRV con enfermedad en los cerdos no esta claramente
establecida. EI MRV3, solo o combinado con otros patégenos, se ha identificado en
cerdos con enfermedad entérica en Asia, Norteameérica y Europa (Zhang et al., 2011,
Kwon et al., 2012; Thimmasandra Narayanappa et al., 2015; Lelli et al., 2016; Qin et al.,
2017), aunque otras investigaciones han detectado infecciones por MRV1, MRV2 o
MRV3 en los sistemas respiratorio, gastrointestinal y nervioso de cerdos tanto sanos
como enfermos (Zimmerman et al., 2019). Los estudios de desafio experimental también
ofrecen resultados contradictorios (Thimmasandra Narayanappa et al., 2015; Qin et al.,
2017). El desafio experimental de lechones de dos dias de edad con un aislado de MRV3
de origen americano se asocid a signos clinicos graves desde el dia 1 postinoculacién
(Thimmasandra Narayanappa et al., 2015), mientras que un aislado de MRV3 de origen
chino solo indujo un cuadro leve en lechones de la misma edad, sin diarrea ni vomitos
(Qin et al., 2017). En este mismo sentido, un trabajo para determinar la eficacia de una
vacuna frente a MRV 3 en cerdas, disefiada para inducir proteccion pasiva en los lechones,
comprobo que los signos clinicos asociados al desafio experimental con un aislado de
MRV3 americano eran leves en los lechones del grupo control (cerdas no vacunadas)
(Cao et al., 2018).

También se ha propuesto desde hace afios la participacion de estos virus en
trastornos de la reproduccion ya que se han detectado MRV en fetos porcinos abortados
(Kirkbride y McAdaragh, 1978). La inoculacion intravenosa o intramuscular de cerdas
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gestantes con MRV entre el dia 40 y 85 de la gestacion se asocié a abortos con cerdos
momificados, nacidos muertos, camadas con nacidos vivos débiles y camadas normales
(Robl et al., 1971).

No se suelen observar lesiones macroscopicas asociadas a las infecciones por
MRV en cerdos. Microscopicamente, las lesiones descritas en el intestino delgado
incluyen acortamiento y fusion de las vellosidades, necrosis multifocal del epitelio y
granulos en el citoplasma y vacuolizacion en los enterocitos del epitelio de las
vellosidades intestinales. La inoculacion por via respiratoria con MRV1 en cerdos libres
de patdgenos especificos (SPF) de 4 semanas de edad produjo infiltracion de linfocitos y
macrdofagos en el parénquima pulmonar y una leve hiperplasia linfocitica nodular
peribronquiolar (Baskerville et al., 1971). Por su parte, la inoculacién intranasal de un
MRV 3 aislado del tracto respiratorio en cerdos SPF de 70 kg de peso produjo enfisema,
atelectasia lobular e hiperplasia linfocitica nodular peribronquiolar, con intensidad
variable entre los I6bulos (Zimmerman et al., 2019).

4.12 Adenovirus

Los adenovirus (AdV) se clasifican en el género Mastadenovirus de la familia
Adenoviridae, orden Rowavirales e incluyen virus que pueden infectar tanto al hombre
como a una gran variedad de animales. Son virus icosaédricos, sin envoltura, con un
diametro de unos 70-100 nm y un genoma de ADN lineal de doble cadena que varia entre
26 y 45 kb dependiendo de la especie. Este genoma codifica 40 proteinas diferentes
gracias a un complejo mecanismo de empalme de ARN (Zimmerman et al., 2019) (Figura
14).

Los AdV tienden a ser especificos de hospedador y los cerdos son la Gnica especie
hospedadora conocida para los Mastadenovirus porcinos (PAdV), habiéndose
identificado tres especies diferentes en los cerdos, denominadas como Mastadenovirus
porcino A (PAdV A), Mastadenovirus porcino B (PAdV B) y Mastadenovirus porcino C
(PAdV C) y hasta cinco serotipos diferentes. Los PAdV A incluyen los serotipos 1, 2 'y
3, los PAdV B el serotipo 4, el mas cominmente aislado, y los PAdV C el serotipo 5
(Zimmerman et al., 2019). El serotipo 1 se aislé de un hisopo rectal de un cerdo con
diarrea (Haig et al., 1964), los tipos 2 y 3 se aislaron de las heces de cerdos sanos (Sharpe
y Jessett, 1967), el 4 del cerebro de un cerdo con signos neurolégicos y enteritis (Kasza,
1966) y el 5 de secreciones nasales de cerdos con enfermedad respiratoria (Hirahara et al.,
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1990) y del cerebro de un lechon recién nacido (Kadoi et al., 1995). Recientemente, se ha
identificado un nuevo serotipo del PAdV, denominado W1, a partir del agua de lavado en
una instalacion porcina (Sibley et al., 2011) y otro, SVN1, en cultivos primarios de células
uroteliales de la vejiga urinaria preparados a partir de muestras de vejiga de cerdos sanos.
La infeccion de estas células uroteliales porcinas con el PAdV no se habia descrito
anteriormente y el tejido empleado para el cultivo primario no mostraba ninguna lesion

evidente (Jerman et al., 2014).

E1A E1B-15%

E18-55k IX

-

Figura 14: Estructura bdsica del virion y el genoma de un adenovirus (adaptada de Hulo et al., 2011).

Los viriones son relativamente estables en el medio externo; se mantienen viables
a temperatura ambiente durante 10 dias, aunque se inactivan facilmente con lejia,

formaldehido, alcohol o compuestos fendlicos (Zimmerman et al., 2019).

4.12.1 Origen vy distribucion mundial

Hay poca informacion sobre la distribucion y prevalencia de la infeccion por estos
AdV en general y por PAdV en particular. Los estudios seroldgicos realizados en
Inglaterra y Cuba demostraron una prevalencia de la infeccion por PAdV entre el 15 y el
60 % en los cerdos domésticos (Darbyshire, 1967; Elazhary et al., 1985). Los estudios de

vigilancia mas recientes describen prevalencias en cerdos sanos del 70 % en Espafa (de
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Motes et al., 2004) y del 25 % en Irlanda (Gunn et al., 2015), mientras que en los estudios
realizados en Hungria y Tailandia sobre muestras de heces de cerdos con diarrea la
proporcion de positivos fue del 8 y 24 %, respectivamente (Kumthip et al., 2019; Valka,
Marosi, et al., 2019). Ademas, se han detectado PAdV en aguas residuales en Brasil,
Nueva Zelanda y Serbia (Wolf et al., 2010; Garcia et al., 2012; Lazi¢ et al., 2015).

4.12.2 Fuentes de infeccion y mecanismos de transmisiéon

La transmision de los PAdV se produce por la via fecal-oral, con eliminacion del
virus en las heces durante varias semanas que favorece el mantenimiento de infecciones
endémicas en las granjas de cerdos. La deteccion de antigenos de PAdV en los enterocitos
por técnicas de inmunofluorescencia hasta 45 dias tras de la infeccion sugiere que puede
existir una prolongada eliminacion fecal (Zimmerman et al., 2019).

No se ha implicado a ningln vector en la propagacion del virus, pero la estabilidad
de los PAdV en el medio ambiente hace posible la transmision a través de diferentes
vehiculos, incluyendo todo tipo de fomites como botas, ropa, vehiculos de transporte o

utensilios empleados para la alimentacion (Zimmerman et al., 2019).

Aunque los PAdV no infectan al hombre, se ha descrito que los cerdos pueden ser
infectados experimentalmente con AdV de origen humano (Betts et al., 1962). Son

necesarios mas estudios para investigar el potencial zoon6tico de estos virus.

4.12.3 Patogenicidad, cuadro clinico v lesional

Los PAdV se han asociado frecuentemente con enfermedad gastrointestinal en los
cerdos, generalmente en los lechones entre la semana 1 y 4 de vida (Darbyshire, 1967;
Sanford y Hoover, 1983). Esta enfermedad entérica suele ser leve, caracterizandose por
diarrea acuosa, deshidratacién, depresion y vomitos. Ocasionalmente, se han descrito
signos respiratorios (Hirahara et al., 1990), reproductivos (Dee, 1995) o neuroldgicos
(Kasza, 1966) asociados a esta infeccion, aunque los PAdV rara vez se han sefialado como

el principal patégeno implicado en estas presentaciones clinicas.

La entrada del virus se produce por ingestion y/o inhalacion. Existe una
replicacion primaria en las amigdalas seguida de multiplicacion en los enterocitos de las
vellosidades y en el tejido linfoide del intestino delgado distal (Zimmerman et al., 2019).

En todos los estudios experimentales, independientemente de la via de inoculacion, se
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demuestra replicacion del virus en el epitelio que recubre y esta proximo a las placas de

Peyer en el ileon.

El desafio experimental de lechones por via oral con PAdV del serotipo 4 se
asocio con una diarrea acuosa a los 3-4 dias de la inoculacion que se mantuvo durante 3
a 6 dias. La eliminacion viral comenzo en el dia 9 postinoculacion aunque se detecto
antigeno viral en las células epiteliales de las vellosidades del yeyuno distal y del ileon
ya a las 24 horas y durante al menos 15 dias tras la inoculacion. En un cerdo, la infeccién
entérica se detectd hasta el dia 45 postinoculacion (Ducatelle et al., 1982). En otro
estudio, la infeccion reprodujo un cuadro de diarrea en lechones gnotobi6ticos de 8 dias
de edad que comenz6 en las 48 horas posteriores a la inoculacion (McAdaragh et al.,
1980).

Las lesiones histoldgicas en el TGI asociadas a la infeccion por PAdV incluyen el
acortamiento de las vellosidades y la presencia de cuerpos de inclusion basofilos
intranucleares en los enterocitos del yeyuno distal y el ileon (Ducatelle et al., 1982).
Como hemos indicado, los enterocitos de las vellosidades en las proximidades a las placas
de Peyer son diana de la replicacion viral y muestran en su nicleo grandes cuerpos de

inclusion entre eosindfilos y anfofilos (Sanford y Hoover, 1983).

También se han descrito signos clinicos, lesiones y replicacion viral en otros
organos diferentes al TGI. Asi, se ha descrito una nefritis intersticial en un cerdo infectado
naturalmente por PAdV, con inflamacion y cuerpos de inclusién intranucleares en las
células que recubren los tabulos de la médula asociados a la replicacion viral (Nietfeld y
Leslie-Steen, 1993). Un estudio en cerdos privados de calostro describi6 lesiones de
neumonia, asi como lesiones en rifién, tiroides y ganglios linfaticos (Shadduck et al.,
1967) tras el desafio experimental. También se ha demostrado la replicacion de estos
PAdV en tejidos fetales y la induccion de aborto tras la inoculacion de cerdas gestantes
(Dee, 1995) o de encefalitis tras la inoculacion por via intracerebral (Shadduck et al.,
1967). Se han descrito cuerpos de inclusién intranucleares en las células de 6rganos como
el pulmon, el rifidn o el cerebro, asi como el aislamiento del virus de estos tejidos durante

varias semanas.
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Capitulo 2: Objetivos

El adecuado manejo del complejo entérico en las granjas porcinas requiere de un
completo diagnostico etiolégico, incluyendo tanto enteropatdgenos bacterianos como
viricos. El objetivo de esta Tesis Doctoral es profundizar en el conocimiento de las
infecciones de etiologia virica implicadas en este complejo entérico en las explotaciones

porcinas de Espafia.

Este objetivo general se abordara a través de la consecucion de los siguientes

objetivos especificos:

1. Determinacién de la importancia de diferentes agentes viricos en la etiologia de

procesos entéricos en las explotaciones porcinas de Espafia.

2. Determinacion de la diversidad genética de las cepas del VDEP circulantes en las
explotaciones porcinas de Espafia y de sus posibles recombinantes, asi como de otros

agentes viricos relevantes como causa de brotes de diarrea neonatal.

3. Desarrollo de nuevas herramientas diagnosticas para el control de las infecciones
entéricas de etiologia virica en las explotaciones porcinas.
4. Caracterizacion de la infeccion y la proteccion cruzada entre las variantes de

VDEP méas comunmente detectadas en Espafia.
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Abstract
Background

The aim of this work was to study the prevalence and distribution and characterize
genetically the strains of Porcine astrovirus (PAstV), Porcine kobuvirus (PKoV), Porcine
torovirus (PToV), Mammalian orthoreovirus (MRV) and Porcine mastadenovirus
(PAdV) detected in diarrhoea outbreaks from Spanish swine farms, as well as on their
association with widely recognized virus that cause diarrhoea, such as coronavirus and

rotavirus.

Results

PAstV, PKoV, PToV, MRV and PAdV were frequently detected. Particularly,
PAstV and PKoV were detected in almost 50% and 30% of the investigated farms,
respectively, with an age-dependent distribution: PAstV was mainly detected in
postweaning and fattening pigs, while PKoV was more frequent in sucking piglets.
Among the virus studied, viral coinfections were detected in almost half of the outbreaks,

with a maximum of 5 different viral species reported in three investigated farms.

Using a next generation sequencing approach, we obtained a total of 24 ARN viral
genomes (>90% genome sequence obtained), characterizing for first time the full genome
of circulating strains of PAstV2, PAstV4, PAstV5 and PToV in Spanish farms.
Phylogenetic studies showed that PAstV, PKoV and PToV from Spanish swine farms
clustered together with isolates of the same viral species from neighboring pig producing

countries.

Conclusions

Although further studies to evaluate the role of these enteric viruses in diarrhoea
outbreaks are required, their wide distribution and frequent association with co-infections
cannot be disregard. Hence, their inclusion into routine diagnostic panels for diarrhoea in

swine should be considered.

Keywords
Swine, multiplex RT-PCR, phylogenetic analysis, Porcine astrovirus, Porcine

kobuvirus, Porcine torovirus, Mammalian orthoreovirus, Porcine mastadenovirus
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Capitulo 8: Discusion general

Las enfermedades entéricas tienen un impacto importante en la produccion
porcina, generando significativas pérdidas econdmicas, tanto directas como indirectas,
afectando negativamente al bienestar de los animales y siendo uno de los principales
motivos para el uso de antibidticos en las granjas de cerdos. En la etiologia de estos
procesos entéricos juegan papel tanto agentes bacterianos como virus o incluso algunos
parésitos, con distinta relevancia en funcion de la etapa o fase de la produccion. Aunque
los mayores esfuerzos en lo que respecta al diagndstico y el control de estos procesos
entéricos se han centrado, en los Gltimos 20-25 afios, en las infecciones causadas por
bacterias como ETEC, Lawsonia intracelularis o especies del género Brachyspira, la
emergencia del VDEP en América en 2013 y su reemergencia en Europa, unido al
descubrimiento de nuevos virus potencialmente implicados en la etiologia de brotes de
diarrea en la Gltima década ha incrementado de forma notable el interés por las

infecciones entéricas de etiologia virica en la produccion porcina.

En esta Tesis Doctoral hemos tratado de abordar, en el ambito especifico de la
produccidn porcina espafola, aspectos relativos a la importancia, distribucion y caracteristicas
mas relevantes de las principales infecciones por virus entéricos en los cerdos, todo ello con el
objetivo final de aportar conocimientos que permitan mejorar el diagndstico y el control del

complejo entérico porcino.

1. Prevalencia de diferentes agentes viricos en brotes de diarrea

en las explotaciones porcinas de Espafia

La presente Tesis Doctoral aporta datos de prevalencia de CoV y RV en las
explotaciones porcinas de Espafia, principales agentes viricos asociados a diarrea en los
cerdos, asi como de otros virus entéricos potencialmente patdgenos, PAstV, PKoV,
PToV, MRV o PAdV, cuyo papel en la etiologia de cuadros clinicos de diarrea esta ain

por esclarecer.

Se obtuvo un resultado positivo a al menos uno de los virus analizados en el
77,6 % de los 206 brotes investigados, un resultado similar al descrito en estudios previos
realizados en paises europeos 0 asiaticos (Zhang et al., 2013; Zhou et al., 2013, 2016;
Valko, Marosi, et al., 2019; Capai et al., 2022). En concordancia con descripciones

previas en granjas europeas (Valkd, Marosi, et al., 2019; Capai et al., 2022), se detectaron
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dos 0 mas virus en casi el 40 % de los brotes, habiéndose descrito una mayor proporcién
de coinfecciones, cercana al 70 %, en las explotaciones porcinas de Asia (Zhang et al.,
2013; Zhou et al., 2013).

El VDEP fue el Gnico CoV entérico detectado en los 206 brotes de diarrea
investigados entre 2017 y 2020, identificandose en cerca del 20 % de las granjas y
confirmandose su reemergencia en Espafia, tal y como se ha descrito en varios paises
europeos (Choudhury et al., 2016), tras su aparicion en 2013 en Estados Unidos. La
prevalencia de brotes positivos a VDEP fue claramente superior al 2,3-3,7 % observada
en dos estudios en granjas espafiolas, practicamente simultaneos a nuestra investigacion,
pero centrados en brotes de diarrea en lechones lactantes (Mesonero-Escuredo et al.,
2018; Vidal et al., 2019). En este sentido, es importante destacar que la mayoria de los
brotes de DEP identificados en nuestro estudio ocurrieron en las fases de crecimiento y
engorde, probablemente a consecuencia de una cierta inmunidad en las cerdas
reproductoras que protegeria a los lechones en las primeras semanas de vida o de un
mayor nivel de bioseguridad y limpieza/desinfeccién en las instalaciones de partos en

comparacion con las instalaciones que albergan otras fases de la produccion.

En contraposicion, no se detectd en ninguno de los brotes investigados la infeccion
por el VGET, el SeCoV, el PDCoV o el SADS-CoV. Aunque este resultado no nos
permite asegurar que estos virus no circulan en la poblacién porcina de nuestro pais, si
que podemos concluir que su prevalencia, en caso de estar presentes, serd muy baja,
inferior al 1,4 %, en las granjas con brotes de enfermedad entérica. En el caso de la GET,
nuestro resultado corrobora los datos de declaracion oficial de esta enfermedad a la
OMSA, con un Unico brote declarado en Espafia, en el primer semestre del afio 2011,
durante los ultimos 15 afios. Por otro lado, los resultados obtenidos nos permiten sugerir
que la reemergencia del VDEP en Espafia en el afio 2014 desplaz6, probablemente, al
virus recombinante SeCoV, que habia sido detectado en infecciones esporadicas en el
periodo 1993-2014 (de Nova et al., 2020). Finalmente, debemos destacar que esta
investigacion constituye la primera vigilancia activa del PDCoV y del SADS-CoV en
explotaciones porcinas europeas. Mientras que el SADS-CoV tiene una distribucion
geografica limitada y s6lo se ha detectado en explotaciones porcinas de China (Gong
et al., 2017; Xu et al., 2018), el PDCoV se ha identificado en diferentes paises del
continente americano (Estados Unidos, Canada, México o Peru), en Corea del Sur, en
Tailandia y en China (Zhang, 2016; He et al., 2020; Kong et al., 2022; More-Bayona
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et al., 2022). Aunque el origen geogréafico y las rutas de transmision de este virus no se
han dilucidado completamente, el andlisis de las secuencias disponibles demuestra que
los PDCoV identificados en EE.UU. en 2014 son muy similares a los descritos
anteriormente en China (Dong et al., 2015; Wang, Yue, et al., 2015). Ademas, se ha
propuesto que el PDCoV identificado en Corea fue introducido desde EE.UU. (Zhang,
2016). Todo ello nos permite concluir la capacidad de propagacion internacional de este
CoV y hace necesaria una vigilancia activa, tanto en los intercambios comerciales como
en los brotes de enfermedad entérica, para evitar y limitar su propagacion en nuevos

ambitos geograficos.

Se identificaron RV en 51 de los 206 brotes investigados (24,7 %),
correspondiendo la mayor prevalencia a RVA (13,6 %), seguido de RVC (6,3 %) y RVB
(5,3 %), valores similares a los descritos en estudios realizados en otros paises europeos
(Zhou et al., 2016; Jackova et al., 2017; Valko, Marosi, et al., 2019). La distribucién por
edades de estos RV fue claramente diferente; asi, en nuestro estudio los RVC se
detectaron exclusivamente en brotes de diarrea neonatal mientras que los RVA
incrementaron su prevalencia tras el destete. Este resultado coincide con lo propuesto por
varios investigadores, que describen una mayor prevalencia de RVC en lechones en
lactacion (Vlasova et al., 2017) y un incremento de la prevalencia de RVA y RVB tras el
destete, por encima de las 4-5 semanas de vida, asociada a la pérdida de los anticuerpos
maternos y a la mezcla de animales (Zimmerman et al., 2019). En contraposicion, los
resultados de dos investigaciones realizadas de forma coetanea a nuestro estudio y
enfocadas al estudio etioldgico de brotes de diarrea neonatal en nuestro pais mostraron
prevalencias claramente superiores de RVA, detectandose en el 43,1 y el 80,6 % de estos
brotes, respectivamente (Mesonero-Escuredo et al., 2018; Vidal et al., 2019). Este hecho
podria estar relacionado con la entrada de una nueva cepa de RVA, probablemente en los
primeros meses de 2017, que generé un incremento del nimero de brotes de diarrea
neonatal en las granjas del noreste espariol (Vidal et al., 2018). Seria de gran interés el
poder conocer cual ha sido la evolucion de estos datos de prevalencia de RVA en el
tiempo y en diferentes &mbitos geograficos, con el fin de determinar si esta nueva cepa
de RVA se extendio a otras regiones del pais y si continda estando implicada en brotes

de diarrea en los animales mas jovenes.

Ademas, se identificaron RVH en un total de 9 explotaciones (4,3 %), siendo esta

la primera descripcion de esta especie de RV en explotaciones porcinas europeas. Los
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RVH han sido detectados, hasta el momento, en explotaciones porcinas de Japon
(Wakuda et al., 2011; Suzuki y Inoue, 2018), EE.UU. (Marthaler, Rossow, et al., 2014),
Brasil (Molinari et al., 2014), Sudéafrica (Nyaga et al., 2016) y Vietnam (Phan et al.,
2016). En coincidencia con los resultados de un estudio realizado en EE.UU. (Marthaler,
Rossow, et al., 2014), la mayoria de los casos se detectaron en la etapa de crecimiento o
en engorde y tan solo identificamos RVH en un brote de enfermedad entérica en lactacion.
Aunque nuestro estudio no permitio investigar el papel de estos virus en la etiologia del
cuadro clinico de diarrea observado, podemos destacar que RVH fue el Unico agente
virico identificado en dos de los brotes detectados, ocurridos en la etapa de engorde,

asociandose en el resto de las granjas con otros RV o con el VDEP.

Ademas, es importante destacar que las infecciones concomitantes que implican
a dos 0 mas especies de RV fue un fendmeno relativamente comun en nuestro estudio,
detectandose en una de cuatro explotaciones positivas a este género de virus, un hallazgo
que coincide con los resultados publicados por otros investigadores (Marthaler,
Homwong, et al., 2014; Vidal et al., 2019).

La prevalencia y posible implicacion en la etiologia de enfermedad entérica de
PAstV, PKoV, PToV, MRV o PAdV ha sido objeto de estudio en diversas
investigaciones, tanto en Europa como en América 0 en Asia (Zhou et al., 2016;
Chuchaona et al., 2017; Kumthip et al., 2018; Salamunova et al., 2018; Valkd, Marosi,
et al., 2019; Werid et al., 2022). En nuestro estudio, el PAstV fue el virus entérico
detectado con mayor frecuencia, identificandose en practicamente la mitad de los brotes
investigados. Las descripciones previas de prevalencia de esta infeccion muestran una
gran variabilidad, con valores entre el 95,4 % en Grecia (Stamelou et al., 2022), el 93,2 %
en Eslovaquia (Salamunova et al., 2018), el 77 % en Canada (Nantel-Fortier et al., 2022)
0 el 75 % en Dinamarca (Goecke et al., 2017) en el rango superior y el 8,6 % en Francia
(Capai et al., 2022), el 8,4 % en Tailandia (Kumthip et al., 2018) o el 7,5 % en Hungria
(Valko, Marosi, et al., 2019) en el rango inferior. Detectamos el PKoV en el 27,2 % de
los brotes, un valor muy similar al 24,7 % descrito en muestras de cerdos con diarrea en
Hungria (Valko, Marosi, et al., 2019) y confirmando investigaciones previas en Europa,
Asia y América que describen la identificacion relativamente frecuente de esos virus en
explotaciones porcinas (Zhou et al., 2016; Chuchaona et al., 2017; Goecke et al., 2017,
Jackova et al., 2017; Nantel-Fortier et al., 2019; Garcia-Hernandez et al., 2021). Los
PToV y PAdV se identificaron en el 11,2 % y el 14,1 % de los brotes investigados,

154




Capitulo 8: Discusion general

respectivamente, valores proximos a los descritos anteriormente en otros paises y
regiones productoras de cerdos. Asi, nuestro resultado en el caso del PToV es similar al
observado en dos estudios en Corea (6,4-8,1 %) (Hosmillo et al., 2010; Shin et al., 2010)
aunque inferior al descrito en China (28,6-45 %) (Zhou et al., 2013, 2014; Liu et al.,
2016). Por su parte, la prevalencia del PAdV fue ligeramente superior al 8,4 % obtenido
por Valké y colaboradores (2019) en Hungria, pero inferior al 24,2 % descrito en
Tailandia por Kumthip y colaboradores (2019). Por altimo, el MRV fue el virus menos
detectado, identificandose en el 4,4 % de los brotes investigados. Es importante destacar
gue no nos constan investigaciones previas, siendo esta la primera aproximacion a la
prevalencia de MRV en las explotaciones porcinas europeas. Los escasos estudios que
aportan informacion sobre la frecuencia de esta infeccidn en explotaciones porcinas de
otras regiones muestran valores de prevalencia mas elevados, con un 14 % en China (Luo
et al., 2020), un 19 % en Corea (Kwon et al., 2012) o un 20 % en Zambia (Harima et al.,
2020).

La distribucion por edades de estos virus mostré diferentes patrones. Los PKoV,
al igual que ocurria con los RVC, fueron més prevalentes en los brotes de diarrea en
lactacion, confirmando los resultados obtenidos previamente en explotaciones porcinas
de China (Capai et al., 2022; Werid et al., 2022), Canada (Nantel-Fortier et al., 2022) y
de algunos paises europeos (Zhou et al., 2016; Jackova et al., 2017; Valkd, Marosi, et al.,
2019). Por el contrario, los PAstV incrementaron su prevalencia en el destete, de forma
similar a lo observado con los RVA y los RVB, una tendencia previamente descrita para
estos virus en estudios realizados en explotaciones porcinas europeas (Zhou et al., 2016;
Salamunova et al., 2018; Valkd, Marosi, et al., 2019) y que podria tener relacion con la
pérdida de la inmunidad maternal o con las condiciones de menor higiene y mezclas de
animales tras el destete. Finalmente, los PToV, MRV y PAdV aumentaron su prevalencia
en los brotes de enfermedad entérica de la etapa de engorde, de forma similar a lo
observado para el VDEP o los RVH. Este aumento de la deteccién con la edad de los
animales ha sido propuesto previamente para los PToV o los PAdV (Pignatelli et al.,
2010; Marthaler, Rossow, et al., 2014; Valko, Marosi, et al., 2019), pero no para los
MRV.

Las coinfecciones implicando a dos 0 mas agentes viricos diferentes, tanto virus
clasicamente reconocidos como causa de diarrea como virus potencialmente

enteropatdgenos, fueron un hallazgo muy comdn en nuestro estudio. En concordancia con
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estudios previos realizados en Europa (Valko, Marosi, et al., 2019), Asia (Zhang et al.,
2013; Werid et al., 2022) o América (Nantel-Fortier et al., 2022) observamos una clara
asociacion entre el nimero de especies diferentes de virus identificadas y la edad o la fase
productiva de los cerdos afectados por el brote. Asi, las infecciones que implicaron un
unico agente virico fueron mas comunes en los lechones lactantes, mientras que se
observaron coinfecciones con hasta cinco virus diferentes en las etapas de destete-
crecimiento y en el engorde. Factores asociados al destete como los cambios en la dieta,
el alojamiento en un entorno nuevo y mas contaminado, la mezcla de animales de
diferentes camadas o incluso de diferentes origenes o la pérdida de inmunidad maternal
pueden, sin lugar a dudas, favorecer la circulacion de varios virus entéricos en esta etapa
de produccion. Ademas, se ha propuesto que la maduraciéon del sistema inmunitario
asociado al intestino tras el destete puede minimizar el impacto clinico de las infecciones
causadas por un unico agente en aquellos virus con una enteropatogenicidad moderada
(Bauer et al., 2006).

Se demostro una clara distribucion estacional de las infecciones, detectandose la
mayoria de los brotes investigados y la mayoria de los brotes con deteccion viral positiva
en los primeros meses del afio (enero-marzo), coincidiendo con las épocas de
temperaturas mas bajas. Sin embargo, esta distribucion estacional solo se pudo demostrar
anivel individual para los brotes causados por el VDEP. Las bajas temperaturas favorecen
la supervivencia de este CoV en el ambiente y facilitan su transmision indirecta,
explicando la estacionalidad del VDEP (Carvajal et al., 2015; Dortmans et al., 2018).
Ademas, se ha propuesto que las bajas temperaturas pueden potenciar la replicacién del
VDEP a traves de la sobreexpresion del gen de la proteina de choque térmico Hsp70 en
el intestino del cerdo, contribuyendo a su estacionalidad (Kong et al., 2020). Por el
contrario, el efecto estacional puede diluirse cuando otros virus como los RV participan
en la etiologia, ya que, a priori, estos virus no presentan ningun patrén estacional en los
cerdos (Vlasova et al., 2017).

En resumen y de acuerdo a nuestros resultados, es necesario implementar y
mantener programas de monitorizacion y vigilancia de los diferentes virus entéricos
porcinos. En el caso de los CoV, su capacidad para emerger y reemerger y para propagarse
internacionalmente junto con el mas que probable estatus seronegativo de la poblacién
porcina europea para los nuevos CoV como el PDCoV o el SADS-CoV hacen necesarias

estrictas medidas de bioseguridad que frenen su entrada y programas de vigilancia que

156




Capitulo 8: Discusion general

limiten su propagacion en caso de una eventual aparicion. En el caso de los RV también
resulta fundamental una vigilancia que permita conocer las especies y también los
genotipos circulantes en las explotaciones porcinas de cada region. Finalmente y aunque
el disefio de nuestro estudio no permite evaluar el papel de los RVH ni de los PAstV,
PKoV, PToV, MRV y PAdV en la etiologia del complejo entérico porcino, hemos
demostrado una prevalencia importante de estos virus en los brotes de diarrea en
explotaciones porcinas espafolas, particularmente para los PAstV y PKoV. Son
necesarios mas estudios que permitan evaluar su potencial patdégeno, tanto en infecciones
experimentales como naturales, y teniendo en cuenta esa informacion se debera

considerar su inclusion en el diagndstico diferencial del complejo entérico porcino.

2. Diversidad genética del VDEP y de otros virus entéricos
potencialmente implicados en la etiologia de brotes de diarrea

en las explotaciones porcinas de Espana

El espectacular desarrollo de las herramientas de secuenciacion en los afios mas
recientes ha extendido y generalizado su empleo para la caracterizacion molecular y los
estudios filogenéticos en las infecciones virales. En el caso del VDEP estas herramientas
resultaron fundamentales para investigar el origen de los aislados que dieron lugar a la
explosiva emergencia de este virus en el continente americano. Asi, se pudo demostrar
que en la primavera de 2013 se produjo la entrada en EE.UU., practicamente simultanea,
de dos genogrupos de este virus, los denominados aislados INDEL 2 o G1b y aislados
No-INDEL o G2b (Lee, 2015). Para ambos se ha demostrado su relacién filogenética con
aislados del VDEP circulantes en China, siendo este el origen méas probable de la
emergencia de este virus en los EE.UU. (Lee, 2015).

Posteriormente, ya en Europa, la reemergencia de este CoV en el invierno 2013-
2014 también se acompafié de estudios de caracterizacion molecular que permitieron
determinar que, con la Unica excepcion de un aislado detectado en un brote en Ucrania
(Dastjerdi et al., 2015), los aislados del VDEP que circulaban en Europa eran aislados
INDEL 2 o0 G1b (Grasland et al., 2015; Hanke et al., 2015; Theuns et al., 2015; de Nova
et al., 2020). Nuestro grupo de investigacion caracterizo, mediante secuenciacion del
genoma completo, un total de 23 aislados del VDEP recuperados en brotes de diarrea
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ocurridos en Espafia entre 2014 y 2019 (de Nova et al., 2020), demostrando que todos
ellos eran aislados INDEL 2 o G1b, muy similares a los detectados en otros paises
europeos. Dentro de este genogrupo, los aislados espafioles se agruparon en 4 subgrupos,
identificados como SP1 a SP4. Los aislados mas recientes, recuperados entre 2017 y
2019, se incluyeron en el subgrupo SP4 que mostrd una elevada homologia con aislados
descritos en Centroeuropa y que se caracterizo por presentar un fragmento recombinante
de 392 pares de bases del genoma del SeCoV en el extremo 5’ del gen S (Valko et al.,
2017; Boniotti et al., 2018; Valkd, Albert, et al., 2019; de Nova et al., 2020). En este
trabajo de Tesis Doctoral decidimos ampliar esta caracterizacion molecular, identificando
las variantes del VDEP que circulaban en las granjas porcinas espafiolas en el periodo
2017-2020.

La experiencia previa en los estudios de caracterizacion molecular del VDEP ha
demostrado que la secuenciacion del gen de la proteina S, méas concretamente de la regién
S1, aporta, generalmente, una informacion practicamente idéntica a la de la secuenciacion
del genoma completo (Song y Park, 2012; Song et al., 2015) vy, por ello, decidimos
obtener mediante secuenciacion Sanger las secuencias completas de este gen S para el
total de los 41 aislados del VDEP identificados en el estudio etiolgico de brotes de
diarrea. Estas secuencias fueron comparadas con una seleccion representativa de 44

secuencias del genoma del VDEP de Europa, Asia y América disponibles en GenBank.

Nuestros resultados confirmaron que Unicamente se detecta circulacion de
aislados del genogrupo INDEL 2 o G1b, en concordancia con los resultados de otros
paises europeos (Grasland et al., 2015; Hanke et al., 2015; Theuns et al., 2015; Dortmans
et al., 2018; Antas et al., 2021). Se ha demostrado que el cuadro clinico asociado a este
genogrupo es mas leve que el causado por los aislados del genogrupo no INDEL o G2b
(Vlasova et al., 2020), hecho que podria explicar el limitado impacto econdmico de la
reemergencia del VDEP en Espafia y, en general, en Europa en comparacion con sus
dramaticas consecuencias en el continente Americano o en distintos paises de Asia
(Alvarez et al., 2015).

El andlisis filogenético nos permitié clasificar los aislados espafioles recientes del
VDEP en tres subgrupos o clados, con algunas relaciones geogréaficas. Dos de estos
clados, identificados como INDEL 2.1 y 2.2, mostraron una distribucion geografica
limitada, estando el primero restringido a dos aislados recuperados de dos granjas del
noreste del pais, de Catalufia, e incluyendo el segundo varios aislados de granjas situadas
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en una unica provincia del noroeste y pertenecientes a la misma empresa productora de
cerdos. Por el contrario, el tercer subgrupo o clado, identificado como INDEL 2.3, mostro
una amplia distribucion geografica y se asocio a aislados descritos en Hungria, Eslovenia,
Italia 0 Espania (Valko et al., 2017; Boniotti et al., 2018; Valko, Albert, et al., 2019; de
Nova et al., 2020) y mas recientemente en Holanda, Alemania o Francia (Dortmans et al.,
2018; Bigault et al., 2020; Karte et al., 2020). Todos ellos se caracterizan por albergar un
fragmento recombinante de casi 400 nucleotidos en el extremo 5 del gen S, siendo el
VDEP vy el SeCoV los progenitores principal y menor, respectivamente. Asi pues,
nuestros resultados confirman que esta variante recombinante se ha convertido en la mas
extendida en Espafia entre 2017 y 2020, tal y como habia sugerido la investigacion previa
de nuestro grupo con un numero limitado de aislados recientes del VDEP (de Nova et al.,
2020). Un resultado similar ha sido descrito en Italia y en Polonia, desplazando este
subgrupo recombinante VDEP-SeCoV a otros subgrupos del VDEP (Boniotti et al., 2018;
Antas et al., 2021). Dado que la proteina S es la diana principal para los anticuerpos
neutralizantes del VDEP, se ha propuesto que este evento de recombinacion podria
proporcionar algunas ventajas frente a otros aislados de este virus (Li et al., 2017; Boniotti
et al., 2018).

Adicionalmente, se extendio este trabajo de caracterizacion a otros virus entéricos
detectados en las explotaciones porcinas espafiolas, empleando técnicas de secuenciacién
masiva 0 NGS sobre una seleccion de muestras. Asi, a partir de un total de 14 muestras
de heces y empleando un protocolo especifico para la secuenciacion de virus ARN
desarrollado por el Dr. Marti Cortey en la Universidad Auténoma de Barcelona, se
obtuvieron un total de 28 secuencias del genoma completo o casi completo (>90%),
incluyendo PAstV (16), PKoV (3), PToV (1), VDEP (4) y RVH (4).

Se detectaron cuatro especies de PAstV, PAstV2 a PAstV5, en los brotes de
enfermedad entérica investigados en las explotaciones espafiolas. El anélisis filogenético
identificd la mayoria de las cepas como PAstV 4 (50 %) y PAstV 2 (31,2 %), siendo estas
dos especies de PAstV las mas prevalentes en el ganado porcino con diarrea en Espafia,
en coincidencia con lo descrito en varios paises europeos (Dufkova et al., 2013; Zhou
et al., 2016; Salamunova et al., 2018), en América del Norte (Mor et al., 2012) o en Asia
(Lee et al., 2013; Cai et al., 2016; Kumthip et al., 2018). El andlisis filogenético de los
PKoV revel6 que todas las secuencias completas correspondientes a aislados recuperados

en granjas porcinas espafolas, incluidas las tres identificadas en nuestro estudio, estan
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incluidas en un tnico clado local junto con una cepa hdngara y bien diferenciadas de otros
aislados europeos (Jackova et al., 2017). Por su parte, la Gnica secuencia completa de
PToV obtenida en nuestra investigacion se agrup0 junto con otros aislados de PToV de
Europa, América o Asia, de forma similar a descripciones previas (Hu et al., 2019; Fuijii
et al., 2020).

También obtuvimos la secuencia completa de todos los segmentos genémicos de
4 cepas espariolas de RVH. Los andlisis filogenéticos demostraron que estas cepas de
RVH recuperadas en brotes de enfermedad entérica en granjas espafiolas estan
estrechamente relacionadas con cepas de RVH de origen porcino de Japon, EE.UU.,
Brasil, Sudéafrica o Vietnam. Por el contrario, su relacion fue mucho més distante con las
cepas de RVH recuperadas de humanos en Bangladesh y en China o con una cepa de
RVH de murciélago identificada en Cameran. A pesar de que el nimero de secuencias
disponibles es limitado, estos resultados permiten sugerir la ausencia de eventos recientes
de reordenamiento entre estos virus (Nyaga et al., 2016; Phan et al., 2016; Suzuki y Inoue,
2018). En concordancia con nuestros resultados, los segmentos NSP5, NSP2 y VP1, que
codifican proteinas directamente relacionadas con la replicacion y el ensamblaje virales
(fosfoproteina, NTPasa y RdRp, respectivamente), se han propuesto como regiones
altamente conservadas entre los RVH. Por su parte, los segmentos VP3 y NSP4 que
codifican la guaniltransferasa y la enterotoxina, respectivamente, tienen una mayor
diversidad (Estes y Kapikian, 2007). Recientemente, se ha propuesto un nuevo sistema
de genotipado para los RVH basado en la secuencia completa y con valores de identidad
nucleotidica entre genotipos que oscilan entre el 67 % y el 89 % (Suzuki y Inoue, 2018).
Sobre la base de los valores de corte propuestos, las cepas de RVH porcinas espafiolas se
clasificaron en uno o dos genotipos diferentes para cada segmento genémico. Dos cepas
superaron los valores de corte propuestos para el segmento VP7 (86 %), permitiéndonos
proponer la identificacion de un nuevo genotipo de RVH para este segmento. Sin
embargo, este resultado debe tomarse con precaucion debido al limitado numero de

secuencias de RVH disponibles.

En base a la bibliografia consultada, nuestros resultados incluyen las primeras
secuencias completas de PAstV2, PAstV4, PAstV5, PToV y RVH en Espafia. En el caso
del RVH se trata, ademas, de las primeras cepas identificadas en Europa. El riesgo de
aparicion de nuevos virus o nuevas variantes, bien por su llegada desde otras regiones o

por eventos de mutacion, recombinacion o reordenamiento, hace que la vigilancia de los
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virus entéricos porcinos sea fundamental para prevenir su propagacion y permitir la
actualizacién de las herramientas de diagnostico o incluso de control. Ademas, la
secuenciacion completa del genoma demostr6 su utilidad en la caracterizacion molecular
de los aislados, permitiendo el estudio de las relaciones entre virus de muy diversos

ambitos geogréaficos y origenes.

3. Nuevas herramientas diagnésticas para el control de las
infecciones entéricas de etiologia virica en las explotaciones

porcinas: PCR de viabilidad

La propagacion internacional del VDEP o del PDCoV vy la capacidad de estos
virus para involucrarse en presentaciones epidémicas de gran magnitud en areas sin
exposicion previa ha renovado el interés por el estudio de las principales fuentes de
infeccion y mecanismos implicados en su transmision. Para este estudio, mas alla de las
técnicas de deteccion, resultan necesarias herramientas analiticas que proporcionen
informacion sobre la infectividad viral y que puedan ser empleadas para la monitorizacion
de potenciales fuentes o vias de contaminacion incluyendo otros hospedadores, vectores,
ambiente, aire o alimentos. El aislamiento en cultivo celular es la técnica de referencia o
“gold-estandar” en el estudio de la infectividad viral, pero presenta limitaciones asociadas
a las dificultades para adaptar estos virus al cultivo in vitro, a la contaminacién por otros
microorganismos en las muestras de partida, asi como a su baja sensibilidad (Oka et al.,
2014; Jung et al., 2016b). En este sentido, se han descrito en los afios mas recientes
técnicas moleculares de deteccion de virus viables o PCR de viabilidad (vVPCR) basadas
en el empleo de moléculas que se intercalan en los &cidos nucleicos, inhibiendo la
amplificacion en el caso de que existan dafios en la envoltura o cépside viral (Elizaquivel
etal., 2014).

En el caso concreto del VDEP se ha descrito que la transmision indirecta se ve
facilitada por la resistencia del virus en el ambiente cuando las temperaturas son bajas
(Carvajal et al., 2015) y los piensos e ingredientes de piensos contaminados con heces
han sido identificados como fuentes de infeccion en brotes tanto locales como
transfronterizos. Entre estas materias primas empleadas para formular la dieta han

generado particular preocupacion los derivados de sangre de cerdo como el plasma

161




Héctor Puente Fernandez

porcino atomizado (SDPP) que se emplea en la alimentacion de lechones, por poder estar
asociados a una contaminacion intrinseca a consecuencia de una potencial viremia (Pasick
et al., 2014). En este sentido es importante mencionar que, aungue no se ha demostrado
la presencia de virus viable en la sangre de cerdos infectados, la deteccion de ARN viral
en bajas concentraciones en el suero es un hallazgo frecuente en los cerdos infectados por
el VDEP (Jung, Annamalai, et al., 2015).

Una investigacion llevada a cabo por las autoridades canadienses demostro que la
inoculacion oral de lechones con un SDPP en el que se detectaba ARN del VDEP por
PCR era capaz de reproducir la infeccion (Pasick et al., 2014). En contraposicion, un
estudio similar Ilevado a cabo por las autoridades de EE.UU. no logré reproducir la
infeccion tras la administracion de elevadas dosis de SDPP positivo al VDEP por via oral
y tanto este estudio como el de las autoridades canadienses fueron incapaces de reproducir
la infeccion experimental tras la administracion de piensos suplementados con SDPP
positivo por técnicas moleculares (Opriessnig et al., 2014; Pasick et al., 2014).
Adicionalmente y en condiciones experimentales se ha comprobado que la combinacién
de temperatura y tiempo utilizada habitualmente durante el proceso de fabricacion del
SDPP junto con su almacenamiento durante al menos dos semanas a 20°C antes del
empleo en alimentacion animal garantizan la inactivacion del VDEP, en caso de que este
virus pudiera estar presente (Gerber et al., 2014; Pujols y Segalés, 2014; Hulst et al.,
2019). A pesar de todo ello, la deteccion de este CoV por técnicas moleculares en las
materias primeras de los piensos y particularmente en el SDPP continta siendo un
problema pendiente de resolver en la industria porcina. Ademas, variaciones en los
procesos empleados durante la produccién del SDPP podrian limitar la eficacia de este
procesado en la inactivacion del VDEP (EFSA, 2014).

En nuestro estudio hemos desarrollado una RT-qPCR de viabilidad o vVRT-qPCR
capaz de discriminar el VDEP viable del inactivado térmicamente, tanto en suspensiones
virales obtenidas del sobrenadante de cultivos celulares infectados como en muestras de
suero. Valoramos diferentes marcadores de viabilidad, obteniéndose los mejores
resultados tras el pretratamiento de las muestras con un marcador fotoactivable, propidio
de monoazida (PMAxx™). Los resultados obtenidos empleando este marcador mostraron
una mejor correlacién con las observaciones realizadas en cultivo celular en comparacion
con el cloruro de platino (1) (PtCls) o el dicloruro de cis-diamina-platino (11) (CDDP).
Ademas, valoramos la posible utilidad de esta VRT-qPCR en muestras de una matriz
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compleja como es el suero porcino, comprobando que la adicion de Triton X-100 en el
pretratamiento de las muestras con PMAxx™, PtCls y CDDP mejoraba el rendimiento de
la técnica, de forma similar a lo descrito para otros virus entéricos como los norovirus
humano y murino o el virus de la hepatitis A (Coudray-Meunier et al., 2013; Moreno
et al., 2015; Randazzo et al., 2016).

La cinética de inactivacion térmica demostrada para el VDEP en nuestra
investigacion coincide con los resultados de Zentkovich y colaboradores (2016) que no
recuperaron VDEP viable tras un tratamiento de diez 0 mas segundos a 76°C. De forma
similar se ha descrito que el VDEP inoculado en el pienso reduce su titulo en casi cuatro
unidades logaritmicas cuando se calienta a 90°C durante 30 minutos (Trudeau et al.,
2016). Asumiendo que la inactivacion térmica del VDEP se ajusta a la distribucion de
Weibull se ha estimado que es necesario un tratamiento térmico a 60°C durante seis
minutos 0 menos en diferentes matrices relacionadas con el alimento, incluido el SDPP,

para lograr la reduccion de un logaritmo decimal del VDEP viable (Trudeau et al., 2016).

Ademas, en nuestro estudio valoramos dos ensayos moleculares, un ensayo
desarrollado por Zhou y colaboradores (2017) que emplea como diana el gen de la
proteina M y una técnica comercial, ya que la longitud del amplicon y/o la riqueza de
estructuras secundarias del ARN diana pueden afectar a la eficacia de la VRT-qPCR
(Fittipaldi et al., 2012). Aunque los marcadores de viabilidad se comportaron de forma
similar con independencia de la técnica, existieron diferencias en la sensibilidad analitica,
siendo mas sensible la técnica de Zhou y colaboradores que, por tanto, podria ajustarse
mejor al empleo en muestras ambientales con concentraciones virales previsiblemente
bajas. Ademas, esta técnica se basa en la amplificacion de una secuencia altamente
conservada del gen de la proteina M del VDEP, permitiendo inferir resultados de
viabilidad en cepas de diferentes variantes o genotipos (Zhou et al., 2017).

En conclusion, la vVRT-qPCR es una herramienta analitica rapida y econémica que
permite inferir la viabilidad del VDEP en muestras de diversos origenes. Su utilidad para
discriminar entre virus viable y no viable fue valorada recientemente, en el marco de un
trabajo fin de grado, en un nimero limitado de muestras de SDPP positivas al VDEP por
técnicas moleculares, demostrandose que en todos los casos se trataba de una deteccion
no asociada a viriones integros. Asi pues, esta técnica tiene una aplicacion clara en la
monitorizacion de piensos e ingredientes de piensos asi como en el muestreo ambiental
en programas de prevencion y control.
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4, Caracterizacion de la infeccion y la inmunidad cruzada
asociada a las variantes del VDEP mas frecuentemente

detectadas en las explotaciones porcinas de Espafa

En coincidencia con otras investigaciones, nuestros estudios han demostrado que
el VDEP presenta una amplia diversidad genética, bien sea a través de mutaciones o de
recombinaciones (Wang et al., 2019). Asimismo, se han descrito diferencias clinicas y
epidemioldgicas, en términos de virulencia y transmisibilidad, entre las cepas de los
genogrupos G1b y G2b de este CoV (Chen et al., 2016; Gallien et al., 2018). Sin embargo,
no se han caracterizado las posibles diferencias en los signos clinicos, la excrecion viral,
las lesiones o la intensidad de la inmunidad inducida por diferentes variantes del
genogrupo G1b del VDEP. En el caso del CoV quimerico entre el VGET y el VDEP, el
SeCoV, existen estudios que describen su deteccion en granjas con brotes de enfermedad
entérica indistinguible de la DEP o la GET en diferentes paises europeos (Akimkin et al.,
2016; Belsham et al., 2016; Boniotti et al., 2016; de Nova et al., 2020; Papetti et al.,

2022), pero su virulencia no ha sido evaluada experimentalmente.

Por otro lado, existe muy limitada informacion respecto a la duracion de la
proteccion tras la infeccion y la inmunidad cruzada entre diferentes aislados del VDEP.
En el marco del proyecto coordinado que ha financiado esta Tesis Doctoral se llevé a
cabo, por parte del grupo de investigacion del Dr. Ivan Diaz del Centro de Investigacién
en Sanidad Animal IRTA-CReSA de Barcelona, un estudio que demostr6 que la
inmunidad desarrollada tras el desafio con un aislado del VDEP no protegia frente a la
reinfeccién homologa cinco meses después de la primoexposicion (Diaz et al., 2021).
Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, el ultimo estudio de esta Tesis Doctoral
tuvo como objetivo la caracterizacion de la infeccién experimental por un aislado de
SeCoV y dos aislados G1b del VDEP, incluyendo un aislado recombinante VDEP-SeCoV
(rVDEP-SeCoV) que en los estudios mas recientes se ha descrito como el clado del VDEP
predominante en Europa (Antas et al., 2021; Puente et al., 2021), asi como la
determinacion del grado de proteccidn cruzada proporcionada por estas variantes del
VDEP o el SeCoV frente a la reinfeccion por el aislado recombinante rVDEP-SeCoV

(reinfeccion homologa y heter6loga) en un corto periodo de tiempo.

En lo que respecta al cuadro clinico y de acuerdo con descripciones anteriores en

cerdos destetados desafiados con aislados G1b (Gallien et al., 2018; Diaz et al., 2021) o
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G2b (Madson et al., 2014; Crawford et al., 2015; Jung, Annamalai, et al., 2015; Gerber
et al., 2016; Krishna et al., 2020), la enfermedad clinica tras la primoinfeccion fue leve o
moderada, a pesar de la elevada dosis empleada para el desafio, y afecté de forma
significativa al crecimiento de los animales durante la primera semana tras la exposicion.
No se observaron diferencias en la duracién e intensidad de la diarrea, principal signo
clinico, entre los dos aislados del VDEP investigados, pero la duracion de la enfermedad
clinica en los lechones infectados por el SeCoV fue ligeramente mayor, presentando

diarrea desde el dia 1 tras el desafio y hasta el dia 11.

La excrecion viral en las heces comenz6 a las 24 horas del desafio y se mantuvo
en al menos un animal en los dos grupos experimentales expuestos al VDEP hasta el dia
15 y en ausencia de signos clinicos, siendo relevante el papel que estos cerdos portadores
convalecientes pueden tener en el mantenimiento y la transmision de la infeccion en las
explotaciones porcinas. Esta eliminacién prolongada fue alin mas evidente en los
animales infectados por SeCoV que mostraron una clara reactivaciéon de la excrecion
viral, alcanzando un 100 % de cerdos eliminadores entre los dias 13 y 15 tras el desafio.
Un perfil de excrecion similar, con dos olas o picos, ha sido descrito en lechones
infectados por el VDEP a los 3-4 dias de edad (Lin et al., 2015) o al destete (Madson
etal., 2014; Thomas et al., 2015) y se ha asociado con una segunda ola de replicacion del
VDEP en los enterocitos regenerados (Lin et al., 2015). Ademas, tanto el pico o maximo
de excrecion como la eliminacion viral total fueron significativamente mayores en los
cerdos infectados con SeCoV, hecho que sugiere una mayor capacidad de replicacion de
este virus quimérico en los enterocitos de las vellosidades intestinales en comparacion
con el VDEP.

Las lesiones microscépicas caracterizadas por la atrofia y la fusion de las
vellosidades fueron idénticas en los tres grupos experimentales desafiados con VDEP o
SeCoV. Se empled la ratio entre la altura de las vellosidades y la profundidad de las
criptas para evaluar el grado de estas lesiones microscopicas, tal como se ha descrito
anteriormente (Madson et al., 2014; Jung, Annamalai, et al., 2015; Thomas et al., 2015).
Aunque esta relacion puede variar dependiendo de factores como la genética o la dieta,
normalmente se aproxima al valor 3:1 en lechones destetados (Moon, 1971). En nuestro
trabajo, esta relacién varié entre 1,58 y 2,71 en los cerdos del grupo testigo, pero se redujo
significativamente en los cerdos desafiados por el VDEP o el SeCoV (rango 0,88-1,19).

Tanto la ubicacion de las lesiones en el intestino delgado como el grado de acortamiento
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de las vellosidades fueron similares a las descritas previamente en cerdos destetados
expuestos a aislados del genogrupo G2b del VDEP (Madson et al., 2014; Jung,
Annamalai, et al., 2015), siendo nuestra investigacion pionera en la caracterizacion de las
lesiones asociadas a aislados del genogrupo G1b del VDEP y al SeCoV en lechones
destetados.

Se detectaron anticuerpos 1gG e IgA especificos contra el VDEP en el suero de
los cerdos expuestos al SeCoV utilizando un ELISA comercial basado en la proteina S,
confirmando que los métodos de diagnostico indirecto basados en esta proteina producen
una identificacién errénea del SeCoV, tal y como ocurre con la deteccion directa (de Nova
et al., 2020). En concordancia con estudios previos (Lin et al., 2015; Thomas et al., 2015;
Gerber et al., 2016; Krishna et al., 2020; Diaz et al., 2021), la mayoria de los cerdos
infectados mostraron anticuerpos especificos en el dia 14 tras el desafio. Ademas y a pesar
de que demostramos la existencia de varias sustituciones de aminoacidos en los
principales epitopos de reconocimiento de anticuerpos neutralizantes entre el SeCoV y
los dos aislados del VDEP empleados, todos los cerdos desafiados, con independencia de
la cepa empleada, presentaron anticuerpos neutralizantes especificos frente al rVDEP-
SeCoV a los 20 dias del desafio. El titulo medio de estos anticuerpos neutralizantes fue
significativamente mayor, como cabria esperar, en los cerdos infectados con el aislado
rVDEP-SeCoV en comparacion con los cerdos desafiados con un aislado diferente del
VDEP o con el SeCoV.

El grado y la duracion de la proteccion cruzada contra las reinfecciones,
especialmente las heter6logas, son aspectos de gran interés practico para disefiar
estrategias de control del VDEP (Gerdts y Zakhartchouk, 2017). Asi, se ha descrito una
proteccidn total contra la enfermedad y una inmunidad esterilizante a corto plazo (pocas
semanas después de la primoinfeccion), tanto para desafios homologos (Crawford et al.,
2015; Gerber et al., 2016) como heterdlogos (Krishna et al., 2020). Por el contrario, sélo
se ha descrito una proteccion parcial a largo plazo en el desafio homdlogo (Diaz et al.,
2021). En nuestro estudio, como cabia esperar, los lechones sometidos a un desafio
homologo tres semanas despues de la primoinfeccion no mostraron ningun signo clinico
0 lesion y s6lo un animal excretd una baja cantidad de virus (1,37 logio DICCso/g) en las
heces en los dias 2 y 3 tras la reinfeccion. Por el contrario, el desafio heter6logo con
rVDEP-SeCoV en animales primoinfectados con un aislado diferente del VDEP se asocid

a excrecion fecal en el 66 % de los lechones durante 4 dias, aungue en ausencia de
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enfermedad clinica o lesiones. Teniendo en cuenta la dosis infecciosa minima propuesta
para el VDEP (Thomas et al., 2015), estos animales con reinfeccion heter6loga podrian,
potencialmente, ser transmisores de la misma, mientras que el Unico animal que excreto
el VDEP tras el desafio homologo seria, muy probablemente, incapaz de esta transmision.
Por ultimo, se observo cierto grado de diarrea, acortamiento de las vellosidades y
reduccion de la ganancia de peso diaria en los lechones primoinfectados con SeCoV y
reinfectados con rVDEP-SeCoV tres semanas después, sugiriendo un menor grado de
proteccion. Entre estos lechones, el 100 % eliminé el rVDEP-SeCoV tras el desafio en
concentraciones superiores a la dosis infecciosa minima, aunque los titulos virales se
redujeron hasta en dos unidades logaritmicas en comparacion con los de los animales del
grupo control (primoinfeccion). En conjunto, nuestros resultados sugieren que la
reinfeccidn heter6loga solo genera una proteccion cruzada parcial. Desde un punto de
vista practico, podran producirse infecciones recurrentes por el VDEP en las granjas,
incluso si la entrada de una nueva cepa viral tiene lugar con pocas semanas de diferencia,
hecho que subraya la necesidad de mantener altos niveles de bioseguridad externa en las

explotaciones porcinas.

A pesar de las diferencias observadas en la proteccion alcanzada, los niveles
séricos de anticuerpos IgG e IgA contra la proteina S del VDEP fueron similares
inmediatamente antes del segundo desafio en los tres grupos expuestos, resultado que
sugiere una falta de correlacion con la proteccion. Por el contrario, existio una clara
correlacion entre la proteccidn y los titulos séricos de anticuerpos neutralizantes. Asi, los
lechones expuestos inicialmente al rVDEP-SeCoV mostraron inmediatamente antes de la
reinfeccién un titulo de anticuerpos neutralizantes mas elevado que los otros grupos
experimentales y tras la reexposicion una menor eliminacion viral. Se ha descrito que un
titulo elevado de estos anticuerpos neutralizantes en el intestino delgado puede limitar la
replicacion viral en los enterocitos (Krishna et al., 2020), asociandose, ademas, a una
menor estimulacion de la respuesta de memoria. Asi, en concordancia con estudios
anteriores (Gerber et al., 2016; Krishna et al., 2020), los niveles séricos de 1gG, IgA o
anticuerpos neutralizantes no mostraron aumento significativo tras la reexposicion

homologa en un corto periodo de tiempo.

En resumen, la infeccion experimental de cerdos destetados con dos variantes G1b
del VDEP y una cepa del SeCoV indujo un cuadro clinico y lesional indistinguible, con

diarrea y lesiones de acortamiento de las vellosidades en el intestino delgado y una
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excrecion viral en heces que superd la duracion del cuadro clinico. Por su parte, la
proteccion frente a la reinfeccion depende de la cepa implicada y esta correlacionada con
el titulo de anticuerpos neutralizantes especifico. La diversidad de los aislados del VDEP
unida a las limitaciones observadas en la proteccion cruzada frente a esta infeccion debe
ser tenida en cuenta en la inmunizacion de los cerdos frente a este virus y hace necesario

un seguimiento continuo de las nuevas variantes que puedan surgir a nivel local o global.
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PRIMERA. La prevalencia de los virus entéricos investigados en las en las granjas de
cerdos de Espafia fue elevada. Asi, en casi el 80 % de los 206 brotes de enfermedad
entérica estudiados se detectd al menos uno de estos virus y en el 40 % se detectaron co-
infecciones implicando simultdneamente a dos o mas virus. La mayor prevalencia se
observo para los PAstV, seguidos de PKoV, VDEP, PAdV, RVA, PToV, RVC, RVB,
RVH y MRV. Estos resultados ponen de manifiesto la relevancia de los agentes viricos
en el complejo entérico porcino y la necesidad de profundizar en el estudio de estas

infecciones.

SEGUNDA. EI VDEP fue el Gnico coronavirus entérico detectado en las explotaciones
porcinas espafolas en el periodo 2017-2020 estando implicado en la etiologia de hasta el
40 % de los brotes en los que se sospechd, por parte de los veterinarios clinicos, una
etiologia viral. La gran mayoria de los brotes de enfermedad entérica asociados a este
coronavirus ocurrieron en la etapa de engorde, probablemente a consecuencia de un cierto
nivel de proteccion en las primeras semanas de vida a través de anticuerpos maternales o
de una mayor bioseguridad en las etapas iniciales de la produccién porcina. La
caracterizacion mediante la secuenciacion completa del gen de la proteina S demostro
que solo circula el genogrupo de G1b o INDEL 2, siendo una variante recombinante que
incluye un fragmento de 392 nucleétidos del SeCoV en este gen S la més extendida.

TERCERA. Los rotavirus se detectaron en uno de cada cuatro brotes investigados,
siendo los RVC la especie identificada en los brotes de diarrea neonatal y los RVAy RVB
mas comunes en destete y engorde. Se detectd por primera vez en Europa la presencia de
RVH, en cerca del 10 % de los brotes de enfermedad entérica investigados en granjas de
cerdos, principalmente a partir del destete. La caracterizacion molecular demostré que los
aislados de RVH recuperados de diferentes hospedadores (porcino, humano y
murciélago) se agrupan en clados bien diferenciados, lo que sugiere la ausencia de

eventos de salto de especie recientes.
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CUARTA. La secuenciacion completa del genoma empleando técnicas de NGS
demostré gran utilidad en la caracterizacion molecular de virus entéricos, permitiendo el
estudio de las relaciones entre aislados de muy diversos origenes. Estas herramientas son
de gran utilidad en la monitorizacion de brotes de enfermedad entérica, permitiendo
detectar de forma temprana la aparicion de nuevos virus o de nuevas variantes, bien por
su llegada desde otras regiones o por eventos de mutacion, recombinacion o

reordenamiento.

QUINTA. La PCR de viabilidad permitié discriminar entre el VDEP infeccioso y el
VDEP inactivado por tratamiento térmico, confirmando la potencial utilidad de este
método para inferir de forma rapida el caracter viable de los virus detectados en muestras
de origen animal o ambiental. Esta herramienta es potencialmente uatil en la
monitorizacién de piensos e ingredientes de piensos para la industria porcina, asi como
en muestreos ambientales en programas de prevencion y control, permitiendo una mayor

precision en las investigaciones epidemioldgicas relativas al origen de brotes.

SEXTA. La infeccion experimental de cerdos destetados con dos variantes G1b del
VDEP y una cepa del SeCoV indujo una enfermedad clinica caracterizada por diarrea,
entre leve y moderada, y lesiones microscopicas de acortamiento y fusion de las
vellosidades, siendo ambos, signos clinicos y lesiones, indistinguibles entre los diferentes
virus. Ademas, para los tres aislados investigados la eliminacion viral en heces se
prolongd mas alla del periodo de enfermedad clinica, hecho que puede favorecer su

mantenimiento y diseminacion en las granjas de cerdos.

SEPTIMA. La proteccién contra la enfermedad clinica y la excrecién viral tras la
reexposicion al cabo de un corto periodo de tiempo de la primoinfeccion dependi6 de la
cepa. Ademas, comprobamos que el titulo de anticuerpos neutralizantes en suero es un
buen indicador del nivel de proteccion mientras que, por el contrario, los niveles séricos
de IgG e IgA no correlacionan con esta proteccion. La limitada proteccién cruzada en la
infeccion por diferentes aislados debe tenerse en cuenta al abordar el control de la
infeccion por el VDEP empleando herramientas de inmunoprofilaxis y hace necesario un
seguimiento continuo de las nuevas variantes de este coronavirus que puedan emerger a

nivel local o global.
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FIRST. The prevalence of enteric viruses on pig farms in Spain was high. Thus, at least
one of the investigated viruses was detected in almost 80% of the 206 diarrhoea outbreaks
analysed, and co-infections, simultaneous detection of two or more viruses, occurred in
40% of the farms evaluated. The highest prevalence was observed for PAstV, followed
by PKoV, PEDV, PAdV, RVA, PToV, RVC, RVB, RVH and MRV. These results
highlight the relevance of viral agents in swine enteric disease and encourage further

research on this topic.

SECOND. No other coronaviruses apart from PEDV were detected on Spanish swine
farms in the period 2017-2020. This pathogen was identified in almost 40% of the
outbreaks in which a viral aetiology was suspected by practitioners. Most of the outbreaks
in which PEDV was detected occurred at the fattening stage, probably as a consequence
of protection during the first weeks of life by maternal antibodies or better biosecurity in
the early stages of swine production. Characterization by complete sequencing of the
protein S gene showed that only the G1b or INDEL 2 genogroup of " PEDV was detected,
with a recombinant variant that includes a 392-nucleotide fragment of SeCoV in this S
gene as the most widespread.

THIRD. Rotaviruses were detected in one of each four investigated outbreaks. RVC was
the species identified in neonatal diarrhoea outbreaks while RVA and RVB were the most
common species circulating in weaning and fattening stages. RVH were detected for the
first time in Europe and this virus was present in 10% of the investigated farms, mainly
from weaning onwards. RVH phylogenetic analyses revealed the association of RVH
isolates from swine origin which were clustered apart from RVH isolates from other hosts

(human and bat), suggesting the absence of recent spill-over events.

FOURTH. Whole-genome sequencing of a set of selected samples allowed to assemble
different species genomes, analyse their phylogenetic relatedness and demonstrated the
usefulness of this NGS technique in the monitoring of enteric disease outbreaks,
supporting an early detection of new viruses or new viral variants spread from other

regions or arisen from mutation, recombination or reassortment events.
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FIFTH. The development of a viability PCR assay allowed to differentiate infectious
from heat-inactivated PEDV, confirming the potential suitability of this method for a
rapid and accurate screening of viable viruses in samples of animal or environmental
origin. This tool can be used in feed and feed ingredients monitoring for the swine
industry as well as in environmental sampling for prevention and control programs,
allowing greater precision in epidemiological investigations searching for the source of

infection.

SIXTH. The challenge of weaned pigs with two G1b variants of PEDV and a strain of
SeCoV caused a clinical disease characterized by mild to moderate diarrhoea and
microscopic lesions of shortening and fusion of the villi. Clinical signs and lesions were
indistinguishable regardless of the infecting virus. In addition, a prolonged viral shedding
in faeces, beyond clinical disease, was observed regardless of the inoculum, a fact that

may favour the maintenance and dissemination of PEDV and SeCoV on swine farms.

SEVENTH. Protection against clinical disease and viral shedding after re-exposure
within a short period of time after primo-infection was strain-dependent. Furthermore, we
found that the serum neutralizing antibody titer is a good indicator of the level of
protection while, on the contrary, serum 1gG and IgA levels do not correlate with this
protection. The limited cross-protection found in our research should be taken into
account when using immunoprophylaxis for the control of PEDV infection and requires
continuous monitoring of new variants of this coronavirus that may emerge locally or

globally.
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Suplementary data 1. Comparison of S1 amino acid sequences of PEDV isolates from this
study with those of reference strains (GenBank accesion nos. AF353511, KJ399978 and

KY019623). Amino acid sequence variations in three major epitope regions (aa 220-233, aa
770-776, and aa 784-792) in the S1 genes of 41 Spanish PEDV strains.

23220 to aa233 2a770 to aa776 2a784 to aa792
INDEL1  PEDV_Belgium_1977_(AF353511) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQYGQVKI
INDEL2  PEDV_USA_2014_(KJ399978) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL2  PEDV_Slovenia_2015_(KY019623) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL2.1 PEDV_SP-VC55_Spain_2018_(MW251355) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.1 PEDV_SP-VC87_Spain_2019_(MW251363) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQFGQVKI
INDEL 2.2 PEDV_SP-VC27_Spain_2017_(MW251348) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.2 PEDV_SP-VC29_Spain_2017_(MW251349) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL2.2 PEDV_SP-VC51_Spain_2018_(MN692788) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.2 PEDV_SP-VC52_Spain_2018_(MW251351) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL2.2 PEDV_SP-VC77_Spain_2018_(MW251361) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL2.2 PEDV_SP-VC81_Spain_2018_(MW251362) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL2.2 PEDV_SP-VC89_Spain_2019_(MW251367) FAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL2.2 PEDV_SP-VC90_Spain_2019_(MW251368) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL2.2 PEDV_SP-VC92_Spain_2019_(MW251369) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.2 PEDV_SP-VC94_Spain_2019_(MW251371) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL2.2 PEDV_SP-VC97_Spain_2019_(MW251374) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL2.2 PEDV_SP-VC96_Spain_2019_(MW251373) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.2 PEDV_SP-VC98_Spain_2019_(MW251375) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL2.2 PEDV_SP-VC99_Spain_2019_(MW251376) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL2.2 PEDV_SP-VC100_Spain_2019_(MN692791) CAMQYVYTPTYYML SNICVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.2 PEDV_SP-VC101_Spain_2019_(MW251377) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.3 PEDV_SP-VC2_Spain_2017_(MN692784) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.3 PEDV_SP-VC3_Spain_2017_(MW251343) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.3 PEDV_SP-VC4_Spain_2017_(MW251344) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.3 PEDV_SP-VC16_Spain_2017_(MW251345) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.3 PEDV_SP-VC19_Spain_2017_(MW251347) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.3 PEDV_SP-VC18_Spain_2017_(MW251346) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.3 PEDV_SP-VC46_Spain_2018_(MW251350) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.3 PEDV_SP-VC53_Spain_2018_(MW251352) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.3 PEDV_SP-VC54_Spain_2018_(MW251354) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.3 PEDV_SP-VC57_Spain_2018_(MN692789) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.3 PEDV_SP-VC61_Spain_2018_(MW251356) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.3 PEDV_SP-VC62_Spain_2018_(MN692790) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.3 PEDV_SP-VC63_Spain_2018_(MW251357) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.3 PEDV_SP-VC66_Spain_2018_(MW251358) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.3 PEDV_SP-VC68_Spain_2018_(MW251359) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK LSQSGQVKI
INDEL 2.3 PEDV_SP-VC75_Spain_2018_(MW251360) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.3 PEDV_SP-VC93_Spain_2019_(MW251370) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.3 PEDV_SP-VC95_Spain_2019_(MW251372) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.3 PEDV_POR-VC102_Portugal_2019_(MW251378) ~ CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.3 PEDV_SP-VT13_Spain_2018_(MW251353) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.3 PEDV_SP-VT86_Spain_2018_(MW251364) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.3 PEDV_SP-VT87_Spain_2019_(MW251365) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
INDEL 2.3 PEDV_SP-VT108_Spain_2019_(MW251366) CAMQYVYTPTYYML SNIGVCK PSQSGQVKI
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APPENDIX A: Nucleotide identities of different RVH genotypes for each genomic segments.

VP7

RVH-SP-
VC18
RVH-SP-
VC1SH
RVH-SP-
VC29H
RVH-SP-
VC36
AB57662
7.1
DQ11390
51
DQ16803
4.1
KM35948
51
KM35948
21
KM35948
7.1
KT962032
1
KU25458
3.2
MH23012
4.1
LC348470
1
LC416263
1
KX362553
1
KX362542
1
LC348463
1
LC348466
1
LC416274
1
LC416254
s
LC348469
1
MG69316
21

Genotype
(86%)

G3
G3
GX
GX
61
G2
G2
G3
G3
G4
G4
G5
G5
G5
G5
G6
G6
G7
G8
G9
G9
G10

G?

RVH-SP-
VC18

0,974

0,820

0,834

0,778

0,491

0,487

0,880

0,878

0,751

0,780

0,834

0,822

0,831

0,828

0,768

0,768

0,768

0,744

0,752

0,723

0,786

0,226

RVH-SP-
VC19H

0,825

0,821

0,781

0,439

0,438

0,877

0,875

0,733

0,765

0,834

0,817

0,818

0,798

0,739

0,744

0,755

0,732

0,742

0,694

0,754

0,159

RVH-SP-
VC29H

0,882

0,824

0,539

0,541

0,806

0,804

0,828

0,844

0,847

0,826

0,850

0,824

0,780

0,785

0,797

0,721

0,797

0,783

0,768

0,167

RVH-SP-
VC36

0,802

0,486

0,498

0,818

0,817

0,810

0,842

0,832

0,805

0,832

0,801

0,797

0,793

0,801

0,710

0,799

0,792

0,756

0,180

AB5766
27.1

0,508

0,500

0,786

0,775

0,856

0,845

0,792

0,786

0,788

0,780

0,822

0,825

0,857

0,708

0,828

0,808

0,756

0,210

DQ1139
05.1

0,939

0,517

0,505

0,493

0,499

0,512

0,495

0,495

0,506

0,476

0,483

0,467

0,477

0,502

0,491

0,459

0,193

DQ1680
341

0,517

0,505

0,501

0,494

0,520

0,501

0,506

0,519

0,502

0,503

0,478

0,468

0,500

0,491

0,462

0,135

KM3594
85.1

0,792

0,793

0,801

0,801

0,799

0,806

0,770

0,783

0,775

0,758

0,785

0,778

0,772

0,206

KM3594
82.1

0,783

0,789

0,798

0,798

0,799

0,803

0,763

0,776

0,776

0,754

0,782

0,777

0,772

0,190

KM3594
87.1

0,870

0,785

0,779

0,784

0,769

0,802

0,807

0,827

0,738

0,815

0,803

0,733

0,192

KT9620
321

0,801

0,786

0,801

0,809

0,814

0,816

0,849

0,758

0,823

0,817

0,777

0,227

KU2545
83.2

0,935

0,925

0,911

0,785

0,783

0,778

0,731

0,776

0,756

0,821

0,242

MH2301
24.1

0,912

0,903

0,771

0,773

0,765

0,719

0,759

0,744

0,815

0,246

LC3484
70.1

0,914

0,771

0,772

0,779

0,744

0,771

0,764

0,809

0,213

LC4162
63.1

0,772

0,764

0,764

0,723

0,751

0,741

0,800

0,223

KX3625
53.1

0,968

0,808

0,733

0,813

0,816

0,747

0,199

KX3625
42.1

0,804

0,737

0,809

0,808

0,743

0,216

LC3484
63.1

0,713

0,823

0,808

0,755

0,151

LC3484
66.1

0,714

0,721

0,711

0,172

LC4162
74.1

0,961

0,728

0,164

LCa162
54.1

0,703

0,160

LC3484
69.1

0,171

MG6931
62.1
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VP4

RVH-
VC18H
RVH-
VC19H

RVH-VC29

RVH-VC36
MH23011
9.1
AB576625.
1
KU254590.
2
KM359488
1
KM359491
1
EF453358.
1
DQ113899
1
KT962030.
1
KX362516.
1
KX362540.
1
LC416252.
1
LC416272.
1
KX362551.
1
LC348479.
1
LC348481.
1
MG69316
0.1
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Genotype
(86%)

P1
P1
P3
P3
P1
P1
P1
P1
P1
P2
P2
P3
P4
P4
P5
P5
P5
P6
P6

P?

RVH-
VC18H

0,951

0,834

0,832

0,827

0,822

0,868

0,826

0,827

0,534

0,525

0,837

0,803

0,807

0,780

0,790

0,789

0,803

0,815

0,349

RVH-
VC19H

0,840

0,857

0,836

0,823

0,873

0,828

0,829

0,544

0,525

0,845

0,814

0,817

0,782

0,792

0,793

0,793

0,806

0,354

RVH-
VC29

0,895

0,817

0,841

0,829

0,833

0,832

0,557

0,553

0,886

0,833

0,840

0,792

0,809

0,802

0,828

0,833

0,314

RVH-
VC36

0,832

0,817

0,829

0,824

0,824

0,553

0,540

0,884

0,831

0,838

0,804

0,814

0,808

0,822

0,838

0,317

MH23011
9.1

0,854

0,909

0,874

0,874

0,518

0,501

0,832

0,805

0,811

0,781

0,795

0,789

0,800

0,810

0,338

AB57662
5.1

0,861

0,873

0,872

0,49

0,480

0,840

0,817

0,818

0,781

0,811

0,791

0,805

0,819

0,333

KU25459
0.2

0,878

0,878

0,516

0,498

0,830

0,811

0,814

0,776

0,786

0,786

0,799

0,814

0,345

KM35948
8.1

0,511

0,502

0,840

0,808

0,812

0,787

0,800

0,793

0,818

0,837

0,336

KM3594
91

0,510

0,501

0,840

0,807

0,811

0,787

0,799

0,792

0,818

0,837

0,337

EF453358
1

0,914

0,529

0,506

0,516

0,522

0,526

0,524

0,502

0,520

0,544

DQ11389
9.1

0,512

0,497

0,513

0,508

0,514

0,505

0,488

0,509

0,524

KT962030
1

0,854

0,854

0,797

0,819

0,814

0,829

0,842

0,348

KX36251
6.1

0,970

0,784

0,800

0,796

0,799

0,812

0,351

KX36254
0.1

0,787

0,799

0,794

0,800

0,817

0,349

LC416252
1

0,953

0,915

0,790

0,804

0,378

LC416272
1

0,912

0,805

0,816

0,370

KX36255
11

0,800

0,801

0,373

LC348479
1

0,922

0,337

LC348481
1

0,353

MG69316
0.1
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VP6

RVH-
VC18H
RVH-
VC19H
RVH-
VC29
RVH-
VC36
MH2301
211
LC41625
31
LC41627
3.1
AB57662
6.1
KU25458
7.2
DQ1139
02.1
AY63208
0.1
DQ1680
331
KT96203
11
KF02161
9.1
KM3594
79.1
KX36251
7.1
KX36254
11
LC34847
4.1
LC34847
11
KX36255
2.
KX36252
8.1
LC34847
8.1
MG6931
61.1

Genotipo
(87%)

RVH-
VC18H

0,896

0,874

0,861

0,863

0,828

0,846

0,842

0,868

0,640

0,640

0,630

0,876

0,872

0,872

0,857

0,860

0,858

0,857

0,864

0,864

0,851

0,459

RVH-
VC19H

0,881

0,865

0,866

0,855

0,857

0,863

0,874

0,652

0,652

0,639

0,882

0,883

0,883

0,846

0,854

0,874

0,869

0,885

0,883

0,861

0,481

RVH-
VC29

0,910

0,841

0,823

0,832

0,829

0,841

0,634

0,634

0,634

0,861

0,865

0,866

0,839

0,848

0,848

0,845

0,852

0,848

0,855

0,471

RVH-
VC36

0,834

0,824

0,830

0,828

0,835

0,617

0,617

0,623

0,861

0,862

0,862

0,815

0,832

0,842

0,841

0,837

0,839

0,840

0,465

MH2301
21.1

0,881

0,891

0,911

0,953

0,640

0,638

0,644

0,859

0,841

0,842

0,827

0,831

0,849

0,846

0,855

0,848

0,838

0,491

LC4162
53.1

0,899

0,896

0,881

0,626

0,626

0,627

0,841

0,834

0,833

0,830

0,827

0,840

0,835

0,825

0,821

0,845

0,475

LC4162
731

0,909

0,897

0,639

0,636

0,640

0,856

0,839

0,839

0,830

0,835

0,833

0,832

0,843

0,837

0,827

0,475

AB5766
26.1

0,916

0,662

0,659

0,649

0,854

0,835

0,836

0,833

0,839

0,845

0,844

0,853

0,848

0,842

0,491

KU2545
87.2

0,652

0,649

0,652

0,860

0,837

0,837

0,835

0,843

0,844

0,847

0,856

0,852

0,844

0,491

DQ1139
02.1

0,998

0,937

0,654

0,632

0,631

0,628

0,643

0,652

0,657

0,659

0,653

0,618

0,527

AY6320
80.1

0,937

0,652

0,632

0,631

0,626

0,641

0,652

0,657

0,656

0,652

0,618

0,523

DQ1680
331

0,638

0,630

0,630

0,628

0,638

0,643

0,647

0,652

0,648

0,619

0,528

KT9620
311

0,938

0,937

0,855

0,858

0,872

0,864

0,870

0,864

0,848

0,477

KFO216
19.1

0,835

0,835

0,841

0,853

0,851

0,861

0,859

0,837

0,449

KM3594
79.1

0,835

0,840

0,852

0,850

0,860

0,858

0,836

0,451

KX3625
17.1

0,964

0,844

0,840

0,860

0,857

0,840

0,464

KX3625
41.1

0,839

0,841

0,862

0,861

0,844

0,490

LC3484
74.1

0,978

0,933

0,930

0,853

0,479

LC3484
711

0,932

0,929

0,854

0,475

KX3625
52.1

0,995

0,850

0,480

KX3625
28.1

0,845

0,474

LC3484
78.1

0,467

MG6931
61.1
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VP1 Genotipo (85%) RVH-VC18H RVH-VC19H RVH-VC29 RVH-VC36 MH230116.1 LC416249.1 LC416269.1 AB576629.1 KU254592.2 EF453355.1 DQ113897.1 KT962027.1 KX362548.1 KX362537.1 MG693157.1
RVH-VC18H R1
RVH-VC19H R1 0,954
RVH-VC29 R3 0,900 0,870
RVH-VC36 R3 0,904 0,874 0,936
MH230116.1 R1 0,862 0,868 0,858 0,855
1C416249.1 R1 0,829 0,825 0,833 0,827 0,864
1C416269.1 R1 0,849 0,847 0,852 0,845 0,881 0,844
AB576629.1 R1 0,856 0,855 0,847 0,843 0,897 0,859 0,874
KU254592.2 R1 0,896 0,897 0,851 0,855 0,882 0,842 0,859 0,868
EF453355.1 R2 0,647 0,646 0,650 0,645 0,651 0,640 0,655 0,643 0,640
DQ113897.1 R2 0,632 0,634 0,637 0,633 0,648 0,631 0,649 0,642 0,632 0,927
KT962027.1 R3 0,861 0,862 0,867 0,868 0,869 0,827 0,844 0,847 0,849 0,647 0,648
KX362548.1 R3 0,850 0,847 0,853 0,845 0,856 0,823 0,838 0,836 0,842 0,648 0,643 0,870
KX362537.1 R3 0,848 0,850 0,850 0,847 0,858 0,819 0,841 0,839 0,845 0,639 0,641 0,874 0,944
MG693157.1 R? 0,626 0,627 0,627 0,623 0,631 0,618 0,629 0,626 0,621 0,604 0,609 0,624 0,621 0,621
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VP2 Genotipo Pig_RVH- Pig_RVH- Pig_RVH-  Pig_RVH-  MH23011 LC41624 LCA1624 AB57663 KU25459 DQ11389  EF45335  LC41623  LCA1624  KT96202  KX36254  KX36253  LCA1626  LC41627  MG69315
(87%) VC18H VC19H vC29 VC36 7.1 11 3.1 0.1 12 8.1 6.1 9.1 21 8.1 9.1 8.1 0.1 0.1 8.1

Pig_RVH-

VC18H a

Pig_RVH-

VC19H c 0,889

Pig_RVH-

V(29 a 0,862 0,847

Pig_RVH-

VC36 c 0,844 0,844 0,856

MH230117.1 c1 0,850 0,862 0,851 0,868

1LC416241.1 c1 0,846 0,851 0,846 0,866 0,896

1C416243.1 c1 0,844 0,853 0,840 0,859 0,938 0,874

AB576630.1 c1 0,858 0,857 0,856 0,855 0,893 0,872 0,878

KU254591.2 c1 0,860 0,874 0,852 0,873 0,933 0,890 0,911 0,889

DQ113898.1 [~} 0,663 0,713 0,657 0,664 0,666 0,683 0,665 0,658 0,668

EF453356.1 2 0,655 0,708 0,661 0,664 0,672 0,675 0,664 0,658 0,671 0,930

1C416239.1 a 0,865 0,838 0,840 0,826 0,836 0,837 0,824 0,836 0,830 0,659 0,654

1C416242.1 a 0,870 0,844 0,847 0,828 0,842 0,837 0,831 0,840 0,838 0,659 0,657 0,967

KT962028.1 a 0,885 0,853 0,864 0,846 0,856 0,852 0,837 0,856 0,853 0,651 0,650 0,873 0,879

KX362549.1 [} 0,889 0,853 0,871 0,848 0,854 0,860 0,840 0,860 0,855 0,702 0,700 0,929 0,934 0,894

KX362538.1 a 0,851 0,842 0,847 0,839 0,842 0,838 0,829 0,846 0,844 0,694 0,687 0,851 0,852 0,880 0,870

1C416260.1 ca 0,835 0,839 0,834 0,842 0,866 0,864 0,854 0,864 0,867 0,673 0,666 0,819 0,822 0,832 0,848 0,833

1C416270.1 ca 0,834 0,837 0,833 0,841 0,865 0,862 0,852 0,863 0,863 0,669 0,661 0,816 0,819 0,829 0,845 0,831 0,997

MG693158.1 c? 0,649 0,680 0,653 0,656 0,648 0,651 0,630 0,645 0,653 0,636 0,643 0,644 0,642 0,639 0,674 0,657 0,642 0,640
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VP3 Genotipo (86%) RVH-VC18H RVH-VCI9H RVH-VC29 RVH-VC36 MH230118.1 AB576631.1 KU254588.2 DQ113900.1 EF453357.1 KT962029.1 KX362550.1 KX362539.1 KX362515.1 LC416240.1 LC416261.1 LC416271.1 MG693159.1
RVH-VC18H M1
RVH-VC19H M1 0,901
RVH-VC29 M3 0,826 0,868
RVH-VC36 M3 0,816 0,870 0,884
MH230118.1 M1 0,893 0,856 0,815 0,806
AB576631.1 M1 0,865 0,849 0,811 0,805 0,892
KU254588.2 M1 0,937 0,885 0,823 0,815 0,941 0,893
DQ113900.1 M2 0,513 0,572 0,526 0,505 0,527 0,512 0,515
EF453357.1 M2 0,650 0,661 0,653 0,632 0,679 0,662 0,653 0,910
KT962029.1 M3 0,822 0,853 0,858 0,859 0,816 0,819 0,820 0,532 0,669
KX362550.1 M4 0,800 0,868 0,830 0,827 0,812 0,792 0,804 0,525 0,661 0,827
KX362539.1 M4 0,781 0,845 0,808 0,805 0,795 0,778 0,782 0,514 0,658 0,804 0,976
KX362515.1 M5 0,808 0,850 0,829 0,827 0,814 0,803 0,809 0,511 0,657 0,846 0,819 0,800
1C416240.1 M6 0,819 0,841 0,835 0,810 0,798 0,805 0,809 0,494 0,634 0,818 0,854 0,834 0,813
1C416261.1 M7 0,836 0,856 0,808 0,800 0,850 0,848 0,857 0,525 0,661 0,808 0,793 0,779 0,796 0,809
1C416271.1 M7 0,839 0,855 0,808 0,801 0,851 0,850 0,861 0,522 0,667 0,807 0,791 0,777 0,796 0,809 0,995
MG693159.1 m? 0,540 0,582 0,524 0,510 0,533 0,523 0,533 0,527 0,602 0,528 0,551 0,541 0,547 0,520 0,545 0,542
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NSP1

RVH-
VC18H
RVH-
VC19H

RVH-VC29

RVH-VC36
MH23012
0.1
AB576632
1
AY632079
1
DQ11390
11
DQ16803
21
KX362519
1
LC348482
1
LC348483
1
KX362531
1
KX362554
1
LC348488
1
LC348489
1
KU25458
9.2
LC416255
1
LC416264
1
KT962033
1
MG69316
3.1

Genotipo RVH- RVH- PRVH-
(84%) VC18H VC19H VvC29
A6

A6 0,935

A6 0,875 0,887

A5 0,841 0,853 0,839
A5 0,849 0,859 0,849
Al 0,838 0,842 0,831
A2 0,369 0,403 0,371
A2 0,369 0,403 0,371
A2 0,377 0,394 0,365
A3 0,799 0,819 0,800
A4 0,793 0,788 0,786
A4 0,795 0,787 0,782
A4 0,819 0,823 0,793
A4 0,814 0,818 0,787
A5 0,844 0,848 0,839
A5 0,844 0,850 0,842
A5 0,858 0,867 0,855
A6 0,872 0,886 0,860
A6 0,871 0,885 0,861
A6 0,877 0,890 0,884
A? 0,208 0,221 0,196

RVH-
VC36

0,868

0,836

0,410

0,410

0,404

0,830

0,829

0,828

0,848

0,844

0,866

0,869

0,871

0,828

0,827

0,830

0,219

MH23012

0.1

0,847

0,408

0,408

0,398

0,839

0,826

0,824

0,845

0,831

0,942

0,946

0,932

0,845

0,844

0,840

0,239

AB57663

2.1

0,436

0,436

0,434

0,820

0,798

0,797

0,830

0,815

0,839

0,841

0,848

0,838

0,839

0,849

0,236

AY63207

9.1

0,918

0,395

0,397

0,396

0,415

0,417

0,403

0,403

0,434

0,408

0,411

0,396

0,206

DQ11390

11

0,918

0,395

0,397

0,39

0,415

0,417

0,403

0,403

0,434

0,408

0,411

0,396

0,206

DQ16803

2.1

0,417

0,383

0,381

0,402

0,403

0,403

0,399

0,420

0,397

0,400

0,408

0,209

KX36251

9.1

0,790

0,791

0,824

0,810

0,822

0,823

0,845

0,823

0,822

0,825

0,171

LC34848

2.1

0,994

0,931

0,930

0,810

0,812

0,827

0,809

0,807

0,803

0,234

LC34848

3.1

0,932

0,930

0,809

0,811

0,826

0,807

0,806

0,804

0,231

KX36253

11

0,998

0,826

0,828

0,846

0,837

0,836

0,836

0,240

KX36255

4.1

0,818

0,822

0,835

0,827

0,826

0,828

0,226

LC34848

8.1

0,994

0,927

0,819

0,818

0,826

0,237

LC34848

9.1

0,928

0,821

0,820

0,826

0,230

KU25458

9.2

0,842

0,841

0,836

0,234

LC41625

5.1

0,998

0,912

0,202

LC41626

4.1

0,914

0,199

KT96203

3.1

0,228

MG69316

3.1
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NSP2 Genotipo (67%)  RVH-VC18H RVH-VC19H RVH-VC29 RVH-VC36  AB576633.1 1C348499.1 LC416256.1 LC416265.1 KU254586.2 MH230123.1 KT962034.1 KX362555.1 KX362544.1 DQ168035.1 DQ113903.1 MG693164.1
RVH-VC18H N1
RVH-VC19H N1 0,963
RVH-VC29 N1 0,911 0,910
RVH-VC36 N1 0,914 0,924 0,911
AB576633.1 N1 0,902 0,906 0,887 0,889
1C348499.1 N1 0,878 0,893 0,888 0,873 0,884
LC416256.1 N1 0,901 0,911 0,890 0,899 0,914 0,883
1C416265.1 N1 0,903 0,914 0,890 0,902 0,916 0,885 0,997
KU254586.2 N1 0,898 0,910 0,891 0,886 0,911 0,891 0,900 0,903
MH230123.1 N1 0,896 0,907 0,894 0,900 0,915 0,893 0,902 0,904 0,927
KT962034.1 N1 0,879 0,889 0,870 0,865 0,865 0,871 0,881 0,883 0,873 0,881
KX362555.1 N1 0,893 0,907 0,888 0,884 0,887 0,884 0,895 0,899 0,903 0,911 0,875
KX362544.1 N1 0,872 0,880 0,864 0,869 0,880 0,883 0,880 0,883 0,893 0,880 0,861 0,879
DQ168035.1 N2 0,641 0,653 0,653 0,643 0,648 0,648 0,644 0,642 0,649 0,656 0,640 0,640 0,635
DQ113903.1 N2 0,641 0,649 0,673 0,667 0,654 0,660 0,662 0,658 0,662 0,679 0,658 0,656 0,648 0,917
MG693164.1 N? 0,584 0,590 0,598 0,608 0,605 0,604 0,608 0,606 0,604 0,608 0,594 0,578 0,593 0,563 0,572
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NSP3

RVH-
VC18H
RVH-
VC19H

RVH-VC29

RVH-VC36
MH23012
21
AB576634.
1
LC348503.
1
LC416246.
1

KU254582.

2
KT962035.
1
DQ113904
1
DQ168036
1
AY632081.
1
KX362545.
1
KX362534.
1
LC348500.
1
LC348501.
1
LC416266.
1
LC416257.
1
MG69316
5.1

Genotipo
(87

T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T2
T2
T2
T3
T3
T3
T3
T4
T4

™

RVH-
VC18H

0,961

0,901

0,835

0,863

0,852

0,865

0,867

0,896

0,853

0,544

0,546

0,544

0,863

0,854

0,815

0,820

0,867

0,865

0,463

RVH-
VC19H

0,921

0,837

0,862

0,853

0,859

0,847

0,889

0,840

0,565

0,569

0,565

0,841

0,838

0,798

0,807

0,853

0,849

0,532

RVH-
VvC29

0,847

0,879

0,865

0,881

0,871

0,881

0,858

0,572

0,595

0,572

0,840

0,835

0,807

0,824

0,871

0,870

0,475

RVH-
VC36

0,871

0,861

0,862

0,856

0,881

0,833

0,558

0,550

0,558

0,854

0,868

0,830

0,841

0,864

0,862

0,451

MH23012
21

0,906

0,911

0,902

0,909

0,898

0,533

0,527

0,543

0,864

0,864

0,765

0,763

0,912

0,912

0,427

AB57663
4.1

0,897

0,891

0,894

0,886

0,498

0,500

0,503

0,837

0,851

0,773

0,773

0,898

0,893

0,428

LC348503
1

0,930

0,891

0,875

0,526

0,553

0,528

0,860

0,863

0,771

0,769

0,942

0,944

0,401

LC416246
1

0,888

0,883

0,549

0,556

0,551

0,860

0,856

0,781

0,786

0,939

0,942

0,405

KU25458
2.2

0,882

0,526

0,544

0,532

0,870

0,875

0,778

0,773

0,895

0,895

0,407

KT96203
5.1

0,520

0,506

0,524

0,830

0,841

0,748

0,742

0,897

0,892

0,396

DQ11390
4.1

0,871

0,999

0,567

0,581

0,427

0,447

0,527

0,523

0,379

DQ16803
6.1

0,865

0,541

0,570

0,425

0,433

0,543

0,539

0,399

AY63208
11

0,567

0,581

0,429

0,449

0,529

0,525

0,377

KX36254
5.1

0,961

0,886

0,898

0,862

0,862

0,410

KX36253
4.1

0,892

0,897

0,866

0,861

0,454

LC348500
1

0,952

0,772

0,769

0,203

LC348501
1

0,770

0,767

0,206

LC416266
1

0,993

0,398

LC416257
1

0,387

MG69316
5.1
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NSP4

RVH-
VC18H
RVH-
VC19H

RVH-VC29

RVH-VC36
MH23012
51
LC348512.
1
AB576628.
1
DQ113906
1
EF453359.
1
KT962036.
1
KM359494
1
KM359497
1
KU254585
2
KX362535.
1
KX362546.
1
LC348511.
1
LC416258.
1
KX362556.
1
KX362522.
1
MG69316
6.1

228

Genotipo
(83%)

E4

E4

E3

E4

E1l

E1l

E1l

E2

E2

E3

E3

E3

E4

E5

E5

E6

E6

E6

E6

E?

RVH-
VC18H

0,964

0,815

0,836

0,787

0,744

0,762

0,473

0,351

0,811

0,807

0,807

0,850

0,750

0,752

0,788

0,809

0,791

0,780

0,199

RVH-
VC19H

0,819

0,841

0,786

0,750

0,763

0,386

0,329

0,827

0,819

0,819

0,859

0,757

0,759

0,786

0,807

0,793

0,785

0,195

RVH-
VvC29

0,848

0,784

0,766

0,777

0,418

0,313

0,850

0,819

0,819

0,825

0,812

0,814

0,809

0,817

0,811

0,809

0,238

RVH-
VC36

0,785

0,764

0,796

0,491

0,340

0,841

0,836

0,836

0,845

0,801

0,808

0,798

0,811

0,806

0,807

0,231

MH23012

5.1

0,883

0,876

0,473

0,418

0,835

0,802

0,800

0,841

0,798

0,787

0,767

0,792

0,801

0,782

0,222

LC34851

2.1

0,861

0,483

0,339

0,818

0,769

0,767

0,820

0,779

0,776

0,782

0,790

0,792

0,782

0,233

AB57662

8.1

0,442

0,413

0,794

0,777

0,775

0,839

0,770

0,754

0,764

0,795

0,786

0,762

0,219

DQ11390

6.1

0,900

0,449

0,511

0,511

0,483

0,512

0,502

0,501

0,470

0,538

0,530

-0,040

EF45335

9.1

0,380

0,386

0,385

0,389

0,372

0,353

0,424

0,427

0,446

0,420

0,136

KT96203

6.1

0,919

0,919

0,831

0,860

0,844

0,817

0,828

0,843

0,840

0,235

KM35949

4.1

1,000

0,823

0,843

0,841

0,819

0,829

0,830

0,835

0,238

KM35949

7.1

0,821

0,842

0,840

0,818

0,828

0,829

0,834

0,238

KU25458

5.2

0,804

0,793

0,796

0,820

0,812

0,795

0,234

KX36253

5.1

0,979

0,791

0,807

0,806

0,814

0,232

KX36254

6.1

0,788

0,796

0,788

0,805

0,232

LC34851

11

0,964

0,912

0,927

0,229

LC41625

8.1

0,906

0,919

0,235

KX36255

6.1

0,910

0,203

KX36252

2.1

0,218

MG69316
6.1
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NSP5

RVH-
VC18H
RVH-
VC19H

RVH-VC29

RVH-VC36
MH230126
1
AB576635.
1
LC416259.
1
LC416268.
1
KU254584.
2
KT962037.
1
KX362547.
1
KX362523.
1
EF453360.
1
DQ113907.
1
LC348513.
1
LC348514.
1
KX362557.
1
KX362568.
1
MG693167
1

Genotipo
(89%)

H3
H3
H3
H3
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H1
H2
H2
H3
H3
H3
H3

H?

RVH-
VC18H

0,936

0,923

0,952

0,895

0,868

0,870

0,863

0,888

0,879

0,889

0,864

0,567

0,587

0,910

0,914

0,915

0,925

0,392

RVH-
VC19H

0,925

0,946

0,890

0,884

0,875

0,868

0,895

0,883

0,889

0,869

0,549

0,581

0,908

0,908

0,907

0,918

0,402

RVH-
VC29

0,940

0,899

0,870

0,875

0,872

0,872

0,869

0,912

0,854

0,554

0,568

0,910

0,905

0,907

0,916

0,401

RVH-
VC36

0,915

0,884

0,882

0,875

0,902

0,890

0,917

0,878

0,571

0,585

0,925

0,925

0,926

0,936

0,417

MH230126
1

0,940

0,939

0,934

0,948

0,943

0,944

0,919

0,614

0,646

0,907

0,910

0,880

0,918

0,383

AB576635
1

0,920

0,914

0,935

0,946

0,935

0,911

0,609

0,652

0,895

0,895

0,867

0,900

0,426

LC416259.
1

0,995

0,918

0,940

0,939

0,891

0,585

0,622

0,887

0,892

0,864

0,893

0,349

LC416268.
1

0,913

0,935

0,939

0,885

0,588

0,625

0,883

0,887

0,855

0,887

0,323

KU254584
2

0,941

0,909

0,911

0,604

0,631

0,896

0,894

0,863

0,904

0,399

KT962037
1

0,934

0,905

0,619

0,656

0,890

0,897

0,865

0,902

0,408

KX362547
1

0,978

0,673

0,701

0,914

0,904

0,851

0,915

0,413

KX362523
1

0,602

0,643

0,882

0,881

0,845

0,888

0,371

EF453360.
1

0,933

0,630

0,624

0,513

0,619

0,356

DQ113907
1

0,643

0,645

0,554

0,649

0,365

LC348513.
1

0,980

0,941

0,960

0,377

LC348514.
1

0,943

0,965

0,384

KX362557
1

0,970

0,394

KX362568
1

0,408

MG693167
1
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APPENDIX B: Maximum-likelihood trees constructed with the Tamura-Nei model for the
NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5, VP1, VP2 and VP3 RVH segments. Numbers along the tree
represents the confidence value for a given internal branch based on 500 Bootstrap replicates,
only values larger than 70 are shown. The symbols (filled circles) above the strains indicate the
porcine Spanish RVH strains identified in this study. GenBank accession number, country and
year of collection of faecal sample are also shown below the strains. Scale bars indicate

nucleotide substitutions per site.

100 | Porcine RVH NGS-17 (LC416255 Japan 2013)

Porcine RVH NGS-18 (LC416264 Japan 2013)

Porcine RVH MRC-DPRU1575 (KT962033 South Africa 2007)
@ Porcine RVH SP-VC29 (MT644951 Spain 2017)

@ Porcine RVH SP-VC18 (MT644949 Spain 2017)

@ Porcine RVH SP-VC19 (MT644950 Spain 2017)

Porcine RVH SKA-1 (AB576632 Japan 1999)

Porcine RVH MN.9.65 (KU254589 USA 2008)

Porcine RVH OK 5.68 (MH230120 USA 2008)

Porcine RVH NGS-14 (LC348489 Japan 2014)

100 * Porcine RVH NGS-12 (LC348488 Japan 2013)

— —— @ Porcine RVH SP-VC36 (MT644952 Spain 2017)

100 Porcine RVH VNM/14176 (KX362554 Vietnam 2012)

gﬁ Porcine RVH VNM/12087 (KX362531 Vietnam 2012)

9 [ Porcine RVH NGS-5 (LC348483 Japan 2014)

100 * Porcine RVH NGS-3 (LC348482 Japan 2014)

Porcine RVH VNM/12089 (KX362519 Vietnam 2012)

Human RVH B219 (DQ168032 Bangladesh 2002)

100 Human RVH J19 (DQ113901 China 1997)

100 ' Human RVH ADRV-N (AY632079 China 1997)

Bat RVH CMR63 (MG693163 Cameroon 2014)

05 04 03 02 01 0.0 NSP1
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% — @ Porcine RVH SP-VC18 (MT644953 Spain 2017)
20| - @ Porcine RVH SP-VC19 (MT644954 Spain 2017)

—— @ Porcine RVH SP-VC29 (MT644955 Spain 2017)

1 L— @ Porcine RVH SP-VC36 (MT644956 Spain 2017)

Porcine RVH SKA-1 (AB576633 Japan 1999)

\ Porcine RVH NGS-18 (LC416265 Japan 2013)
93 ! Porcine RVH NGS-17 (LC416256 Japan 2013)

Porcine RVH MN9.65 (KU254586 USA 2008)

Porcine RVH OK.5.68 (MH230123 USA 2008)

Porcine RVH VNM/14176 (KX362555 Vietnam 2012)

Porcine RVH VNM/14250 (KX362544 Vietnam 2012)

Porcine RVH MRC-DPRU1575 (KT962034 South Africa 2007)

Porcine RVH NGS-16 (LC348499 Japan 2013)

Human RVH B219 (DQ168035 Bangladesh 2002)

100 — Human RVH J19 (DQ113903 China 1997)

Bat RVH CMR63 (MG693164 Cameroon 2014)

02 01 00 NSP2
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100 r Porcine RVH NGS-18 (LC416266 Japan 2013)

Porcine RVH NGS-17 (LC416257 Japan 2013)

Porcine RVH NGS-9 (LC416246 Japan 2015)

Porcine RVH NGS-8 LC348503 Japan 2015)

Porcine RVH SKA-1 (AB576634 Japan 1999)

Porcine RVH MRC-DPRU1575 (KT962035 South Africa 2007)
Porcine RVH OK 5.68 (MH230122 USA 2008)

@ Porcine RVH SP-VC36 (MT644960 Spain 2017)
100 — Porcine RVH NGS-5 (LC348501 Japan 2014)
L - I_— Porcine RVH NGS-3 (LC348500 Japan 2014)

97 _EPurcine RVH VNM/12087 (KX362534 Vietnam 2012)

" 88 Porcine RVH VNIN/14250 (KX362545 Vietnam 2012)
—— Porcine RVH MN.9.65 (KU254582 USA 2008)
@ Porcine RVH SP-VC18 (MT644957 Spain 2017)

%~ @ Porcine RVH SP-VC19 (MT644958 Spain 2017)

@ Porcine RVH SP-VC29 (MT644959 Spain 2017)

Human RVH B219 (DQ168036 Bangladesh 2002)

10 Human RVH J19 DQ113904 China 1997)
100 * Human RVH ADRV-N (AY632081 China 1997)

Bat RVH CMR63 (MG693165 Cameroon 2014)
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100 | Porcine RVH BR61 (KM359497 Brazil 2012)

Porcine RVH BR59 (KM359494 Brazil 2012)

& Porcine RVH MRC-DPRU1575 (KT962036 South Africa 2007)

Porcine RVH VNM/14250 (KX362546 Vietnam 2012)

100 ! Porcine RVH VNM/12087 (KX362535 Vietnam 2012)
Porcine RVH VNM/14176 (KX362556 Vietnam 2012)

Porcine RVH VNM/12089 (KX362522 Vietnam 2012)
— 78 Porcine RVH NGS-17 (LC416258 Japan 2013)
93 & Porcine RVH NGS-8 (LC348511 Japan 2015)

@ Porcine RVH SP-VC29 (MT644963 Spain 2017)

@ Porcine RVH SP-VC36 (MT644964 Spain 2017)
Porcine RVH MN.9.65 (KU254585 USA 2008)
@ Porcine RVH SP-VC18 (MT644961 Spain 2017)

100- @ Porcine RVH SP-VC19 (MT644962 Spain 2017)

Porcine RVH OK.5.68 (MH230125 USA 2008)
&7 Porcine RVH SKA-1 (AB576628 Japan 1999)

Porcine RVH NGS-14 (LC348512 Japan 2014)

— Human RVH J19 (DQ113906 China 1997)

100 L Human RVH B219 (EF453359 Bangladesh 2002)

Bat RVH CMR63 (MG693166 Cameroon 2014)

+ } } t { NSP4

04 03 02 01 00
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@ Porcine RVH SP-VC18 (MT644985 Spain 2017)
@ Porcine RVH SP-VC19 (MT644986 Spain 2017)
@ Porcine RVH SP-VC36 (MT644988 Spain 2017)
@ Porcine RVH SP-VC29 (MT644987 Spain 2017)
74 - Porcine RVH VNM/14254 (KX362568 Vietnam 2012)
Porcine RVH VNM/14176 (KX362557 Vietnam 2012)
97 Porcine RVH NGS-5 (LC348514 Japan 2014)
93 - Porcine RVH NGS-3 (LC348513 Japan 2014)
100 | Porcine RVH NGS-17 (LC416259 Japan 2013)

Porcine RVH NGS-18 (LC416268 Japan 2013)

%5 Porcine RVH OK.5.68 (MH230126 USA 2008)

Porcine RVH OK.5.68 (KU254584 USA 2008)
Porcine RVH MRC-DPRU1575 (KT962037 South Africa 2007)

Porcine RVH SKA-1 (AB576635 Japan 1999)

{ Porcine RVH VNM/12089 (KX362523 Vietnam 2012)

83 — Porcine RVH VNM/14250 (KX362547 Vietnam 2012)

Human RVH J19 (DQ113907 China 1997)

100 ——— Human RVH B219 (EF453360 Bangladesh 2002)

Bat RVH CMR63 (MG693167 Cameroon 2014)

0?4 0?3 012 Uf1 050 NSP5

234




Anexo IlI: Informacion adicional de la Publicacion Il

@ Porcine RVH SP-VC18 (MT644965 Spain 2017)

@ Porcine RVH SP-VC19 (MT644966 Spain 2017)
Porcine RVH MN.9.65 (KU254592 USA 2008)

@ Porcine RVH SP-VC29 (MT644967 Spain 2017)
@ FPorcine RVH SP-VC36 (MT644968 Spain 2017)

Porcine RVH MRC-DPRU1575 (KT962027 South Africa 2007)

100 0 . Porcine RVH VNM/14176 (KX362548 Vietnam 2012)

100 = Porcine RVH VNM/14250 (KX362537 Vietnam 2012)

Porcine RVH NGS-18 (LC416269 Japan 2013)
Porcine RVH OK 5.68 (MH230116 USA 2008)

Porcine RVH SKA-1 (AB576629 Japan 1999)

Porcine RVH NGS-9 (LC416249 Japan 2015)

[— Human RVH B219 (EF453355 Bangladesh 2002)

100 L. Human RVH J19 (DQ113897 China 1997)

Bat RVH CMR63 (MG693157 Cameroon 2014)

| | = VP1

02 01 00
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236

Porcine RVH OK.5.68 (MH230117 USA 2008)

Porcine RVH NGS-14 (LC416243 Japan 2014)
Porcine RVH MN.9.65 (KU254591 USA 2008)
Porcine RVH NGS-5 (LC416241 Japan 2014)
Porcine RVH SKA-1 (AB576630 Japan 1999)
Porcine RVH NGS-17 (LC416260 Japan 2013)
100 L Porcine RVH NGS-18 (LC416270 Japan 2013)

@ Porcine RVH SP-VC36 (MT644972 Spain 2017)

@ Porcine RVH SP-VC29 (MT644971 Spain 2017)

@ Porcine RVH SP-VC18 (MT644969 Spain 2017)

Porcine RVH MRC-DPRU1575 (KT962028 South Africa 2007)

Porcine RVH VNM/14250 (KX362538 Vietnam 2012)

— Porcine RVH VNM/14176 (KX362549 Vietnam 2012)
100 |: Porcine RVH NGS-7 (LC416242 Japan 2014)
100 Porcine RVH NGS-3 (LC416239 Japan 2014)

@ Porcine RVH SP-VC19 (MT644970 Spain 2017)

Human RVH J19 (DQ113898 China 1997
| ( )

100 L Human RVH B219 (EF453356 Bangladesh 2002)

Bat RVH CMR63 (MG693158 Cameroon 2014)

. : : i VP2
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90 - Porcine RVH MN.9.65 (KU254588 USA 2008)

@ Porcine RVH SP-VC18 (MT644989 Spain 2017)
Porcine RVH OK 5.68 (MH230118 USA 2008)

Porcine RVH SKA-1 (AB576631 Japan 1999)

Porcine RVH NGS-18 (LC416271 Japan 2013)

100 L Porcine RVH NGS-17 (LC416261 Japan 2013)

100 —— @ Porcine RVH SP-VC19 (MT644990 Spain 2017)

a3  Porcine RVH VNM/14176 (KX362550 Vietnam 2012)
80 I; Porcine RVH VNM/14250 (KX362539 Vietnam 2012)
2

L Porcine RVH NGS-3 (LC416240 Japan 2014)
Porcine RVH VNM/12089 (KX362515 Vietnam 2012)
N Porcine RVH MRC-DPRU1575 (KT962029 South Africa 2007)
@ Porcine RVH SP-VC29 (MT644991 Spain 2017)
s @ Porcine RVH SP-VC36 (MT644992 Spain 2017)

I_ Human RVH J19 (DQ113900 China 1997)

100 L Human RVH B219 (EF453357 Bangladesh 2002)

Bat RVH CMR63 (MG693159 Cameroon 2014)

04

t + t i VP3

03 02 01 00
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Anexo Il1: Informacion adicional de la Publicacion 11

Additional file 1: Summary of the results of next generation sequencing (NGS) in 14 selected faecal samples. C, consensus sequence (whole genome obtained

or near complete genome, >90%); P, partial sequence (less than 90% genome covered) and T, traces (less than 10% of the genome covered). N is the number

of viruses detected per sample. An asterisk indicates PEDV genomes that were already published [7].

ID Age PAstV2 PAstV3 PAstV4 PAstV5 PKoV PTov PEDV RVA RVC MRV N
VC4* Nursing P C C 3
VC9 Nursing C T C C T T 6
VC18 Nursing C T 2
VC19 Nursing C T P T 4
VC29 Postweaning C T C T T C T P T 9
VC35 Postweaning T T T T 4
VC36 Fattening C C C T C T 6
VC4l Nursing C T C T T P 6
VC46* Postweaning C P P P P P C 7
VC57* Nursing T T C T P C T 7
VC64 Postweaning T T T T T T T T 8
VC100* Fattening T T T C T T 4
VT9 Fattening T C C T 4
VT41 Postweaning C T P T 4
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