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Clostridioides difficile es una bacteria omnipresente en el medio
ambiente. A pesar de la baja tasa de supervivencia de la forma
vegetativa (anaerobia estricta) y de su alta sensibilidad a un
amplio abanico de desinfectantes, la cadena de transmision se
ve promovida por su capacidad de esporulacién. Las esporas de
C.difficile son resistentes al oxigeno y son muy resistentes a los
desinfectantes mas frecuentes. Los estudios han demostrado
que la mayoria de los cerdos neonatos quedan colonizados por C.
difficile enlas primeras horas deviday casiel 100 % de los lechones
se colonizan en las 48 horas siguientes al nacimiento (Hopman
N.E., et al., 2011). La prevalencia disminuye drasticamente y de
forma constante a medida que los cerdos envejecen, siendo de
entre el 3y el 9% en animales adultos.

Los signos clinicos suelen observarse en cerdos durante la primera
semana de vida, incluyendo letargo y diarrea, que pueden ir
seguidos de la muerte. Es importante sefialar que estos signos
clinicos son inespecificos y, por tanto, tienen que interpretarse
junto con otros resultados diagndsticos antes de realizar un
diagndstico final. La tasa de mortalidad varia considerablemente
en funcidn de otros factores de riesgo, tratamientos paliativos e
infecciones concomitantes.

LapatogénesisdeC. difficileestadirectamenteasociadaalosefectos
celulares de las toxinas A (TcdA) y B (TcdB) en el intestino grueso.
El ensayo de neutralizacién de la citotoxicidad en monocapas de
células de ovario de hamster se considera el método de referencia
para la deteccion de toxinas (Bartlett J. G., 2006); sin embargo,
este analisis requiere mucho tiempo, es relativamente costoso y
necesita de acceso a métodos de cultivo celular y experiencia con
dichos métodos. De forma alternativa, la presencia y cantidad
de TcdA y TcdB se pueden medir mediante inmunoanalisis
enzimaticos comerciales (ELISA) que se utilizan habitualmente en
laboratorios de diagndstico veterinario. No obstante, la mayoria
de los ensayos ELISA para C. difficile comercializados se han
desarrollado principalmente y se han evaluado ampliamente para
su uso en medicina humana. Hasta donde los autores han podido
saber, estos analisis no se han evaluado exhaustivamente para su
uso en cerdos. La bibliografia disponible indica una sensibilidad
y especificidad mucho menores en comparacion con el uso en
muestras humanas (Keessen E. C. et al., 2011b; Anderson M. A.,
Songer, J. G 2008). Se recomienda utilizar muestras refrigeradas
de material fecal y contenido colénico.

Las PCR disefiadas para detectar los genes TcdA y TcdB estan
empezandoaestarampliamentedisponibles;estosensayossuelen
ofrecerunamayorsensibilidad y especificidad en comparacién con

los métodos de cultivo bacteriano convencionales. El aislamiento
bacteriano no se utiliza de forma rutinaria para diagnosticar la
enfermedad por C. difficile en cerdos debido a la necesidad de
medios especiales y a la naturaleza anaerdbica de las bacterias.
El aislamiento bacteriano y/o la deteccion por PCR (genes de
toxinas) son excelentes instrumentos para la investigacion de la
enfermedad clinica; sin embargo, dada la naturaleza endémica
de estas bacterias en cerdos jovenes, la deteccién por si sola no
implica necesariamente una enfermedad clinica.

Las lesiones se localizan principalmente en el intestino grueso
y, aunque frecuentemente se observa edema de mesocolon en
cerdos con C. difficile (Figura 1,A), esta lesidén no es patognomanica
ni constituye un buen factor de prediccién de la presencia de
TcdA 'y TedB (Yaeger M. J. et al., 2007). La evaluacion histoldgica
puede determinar con mayor seguridad si C. difficile se asocia a
la enfermedad clinica. En los animales afectados, normalmente
se observan areas de ulceracion de multifocales a localmente
extensas en el intestino grueso, acompafadas de cantidades
moderadas de neutrdfilos y cantidades de moderadas a grandes
de fibrina y restos celulares (lesiones de tipo volcanico) (Figura 1,
B). Las lesiones histoldgicas pueden ser segmentarias y, por tanto,
se recomienda encarecidamente examinar varias secciones.
Se recomiendan secciones longitudinales del mesocolon
que abarquen mdltiples asas (Figura 1, A). Las muestras, de
aproximadamente 1 cm de grosor, se deben introducir en formol

al 10 % fijado inmediatamente después de la recogida.

Figura 1. A. Edema mesocoldnico observado en un cerdo de 7 dias de
edad con diagndstico de enfermedad asociada a C. difficile. Cantidades
de edema de moderados a grandes (flechas blancas dobles) que separan
las asas coldnicas. El rectangulo blanco ilustra una seccién longitudinal
del colon; se recomienda una seccién longitudinal del colon (de 1 cm de
grosor) fijada en formol para su exploracién histopatoldgica. B. Seccién
histopatoldgica del colon: * lesién clésica de tipo volcanico caracterizada
por ulceracién focal y reemplazo con cantidades de moderadas a
abundantes de residuos celulares, degeneracidn de neutréfilos y fibrina.



Problemas Soluciones

Seleccion de animales inadecuada
Envio de muestras de solo un cerdo
Incapacidad para identificar lesiones macroscopicas
Incapacidad para recoger tejidos adecuados

Conservacion inadecuada de muestras frescas

Conservacion inadecuada de muestras fijadas en formol

Evaluacion de la lesidn histoldgica a partir de una seccidn del
colon

Conclusiones basadas en una cantidad insuficiente de pruebas

Interpretacion de los resultados de diagndstico y adecuada
asignacion de relevancia para la piara

Cerdo neonato con diarrea acuosa aguda que ilustre con
exactitud el problema de la granja

Envio de muestras de al menos 3 cerdos con afeccion aguda
Formacion sobre identificacion de lesiones macroscépicas

Recogida de muestras frescas y fijadas de mesocolon

El material fecal/contenido colénico debe mantenerse
refrigerado antes de la prueba

Recogida de una seccién longitudinal de mesocolon (grosor de
1 cm) e introduccion inmediata en solucion de formol al 10 %

Evaluacion de varias secciones del colon, ya que las lesiones
pueden ser segmentarias

El diagndstico final debe basarse en una combinacion de
resultados diagndsticos mediante varias modalidades

Evaluacion de resultados diagndsticos en combinacion con
evaluacion clinica del veterinario de campo

Tabla 1. Problemas frecuentes asociados con el diagndstico de enfermedad asociada a C. difficile en cerdos

Los diagndsticos definitivos de enfermedad asociada a C. difficile
en cerdos deben basarse en una combinacion de informacion
clinica y herramientas diagndsticas:

1. Grupo de edad apropiado (menos de 2 semanas de edad)
2. Presencia de signos clinicos (diarrea acuosa amarilla)

3. Identificacién de lesiones macroscépicas (edema
mesocolonico)

4. Deteccion de TcdAy TedB (mediante PCR o métodos ELISA)

5. Presencia de lesiones histoldgicas (colitis ulcerosa)

Edema .
. ) mesocoldnico Cultivo
Diarrea previa bacteriano
al destete ogende
(contenido acuoso toxina
amarillo) mediante
PCR

Para ver la ilustracion de este proceso, consulte la Figura 2. Sin
embargo, el proceso de diagndstico es, en cierto modo, un ejercicio
de probabilidad en el que no necesariamente son necesarias
todas las lineas de evidencia en todo momento; el nivel deseado
de confianza en el diagndstico final determinara la cantidad de
pruebas necesarias en cada investigacion. En ultima instancia,
el proceso diagndstico no estd disefiado para lograr certeza, sino
para reducir el nivel de incertidumbre diagndstica suficiente para
permitir al veterinario tomar decisiones terapéuticas y de manejo
Optimas.

Histopatologia
Colitis ulcerosa purulenta

Deteccion de
toxinas mediante
ELISA

*Cuanto mas avance en esta direccién, mas seguro podra estar de su diagnéstico de enfermedad associada a C. difficile.

Figura 2. Esquema del proceso escalonado para el diagnéstico de enfermedad asociada a Clostridium difficile en cerdos.



Bibliografia:

1

Gateau C, Couturier J, Coia J, Barbut F. How to: diagnose
infection caused by Clostridium difficile. Clin Microbiol Infect,
2018; 5: 463-468.

Hopman NE, Keessen, EC, Harmanus, C, Sanders, IM,
van Leengoed, LA, Kuijper, EJ,Lipman, LJ. Acquisition of
Clostridium difficile by piglets. Vet Microbiol 2011; 149:186-
192.

Bartlett JG. Narrative review: the new epidemic of Clostridium
difficile associated enteric disease. Ann Intern Med, 2006;
10:758-764.

Keessen EC ,Gaastra W ,Lipman LJ. Clostridium difficile
infection in humans and animals, differences and similarities.
Vet Microbiol, 2011; 205-217

Anderson MA, Songer JG. Evaluation of two enzyme
immunoassays for detection of Clostridium difficile toxins A
and B in swine. Vet Microbiol, 2008; 1-2: 204-206

Yaeger MJ ,Kinyon JM ,Songer J.G. A prospective, case control
study evaluating the association between Clostridium
difficile toxins in the colon of neonatal swine and gross and
microscopic lesions. J Vet Diagn Invest, 2007; 1: 52-59.

Arruda, P. Clostridium difficile infection in neonatal piglets:
Pathogenesis, risk factors, and prevention. PhD thesis lowa
State University, 2014.

Zimmerman J, Karriker LA, Ramirez A, Schwartz KJ,
Stevenson GW, Zhang J. Diseases of Swine, edition 11th, 797
-799.






HIPRA

Hipra Headquarters. Avda. la Selva, 135 - 17170 Amer (Girona) - Espanya
Tel: (+34) 972 43 06 60 - Fax: (+34) 972 43 06 61 - hipra@hipra.com - www.hipra.com



