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Presencia de Agente Patdgeno viral Miembro de la Familia
Caliciviridae, en Conejos con Signologia Entérica, Pertenecientes a la
Zona Sur-Oriente del Estado de México

M en C. Gabriela Lopez Aguado Almazan?, Dra. Linda Bautista Gomez", Dr. José S. Martinez Castafieda?, Dr.
Salvador Fonseca Coronado®

Resumen—El estado de México es una entidad lider en produccién cunicola, sin embargo las explotaciones se ven afectadas por
diversas enfermedades siendo las de origen entérico, las principales patologias relacionadas a mortalidad y pérdidas econémicas,
también se ha descrito que son multifactoriales, actuando en concomitancia virus, bacterias y parasitos. Norovirus es un virus
perteneciente a la familia Caliciviridae, agente viral comun presente en cuadros diarreicos en diversas especies mamiferas. Este
articulo sugiere la presencia de norovirus en esta especie. Objetivo: Identificar norovirus en muestras de tejido intestinal.
Métodos: Se analizaron 106 muestras de tejido duodenal de conejos, mediante la técnica de RT-PCR. Resultados: Un total de 5
muestras fueron amplificadas a una altura de 300 pb que corresponde a la region de RdRp, evidenciando la posible presencia de
este virus. Conclusion: se sugiere que Norovirus esta presente en el 8.5% de las muestras procedentes de conejos con signologia
entérica.

Palabras clave—norovirus, cunicultura, sinologia entérica, RT-PCR.
Introduccion

La cunicultura en México es una actividad que ha presentado un crecimiento importante en los Gltimos afios,
demostrando un incremento de la produccién promedio de 1.5 millones anuales reflejados del afio 2014 al 2016 de
acuerdo al Servicio de Informacion Agroalimentario y Pesquero (2016). El Estado de México se encuentra
posicionado como uno de los principales productores de carne y subproductos (CNSPC, 2021). Dentro de las
producciones suelen presentarse enfermedades de diversos tipos, entre ellas: la Enfermedad Hemorrégica del conejo
causada por un virus del género Lagovirus perteneciente a la familia Caliciviridae, de reciente rebrote en México y
de reporte obligatorio (SAGARPA, 2021 y ICTV, 2021), las de tipo respiratorio y con mayor frecuencia las
gastroentéricas (Deeb y DiGiacomo, 2000). Las patologias de origen digestivo suelen ser multifactoriales asociadas
a virus, bacterias y paréasitos (Garcia et al. 2017). Los virus mayormente reportados asociados a enteritis en esta
especie son: rotavirus (Reynoso et al. 2019), astrovirus (Martella et al. 2011) y coronavirus (Osterhaus et al. 1982).

Norovirus (NoV) es un virus que pertenece a la familia Caliciviridae, al igual que Lagovirus, Nebovirus y
Vesivirus (ICTV, 2021), su genoma mide de 7.5 Kb a 7.7 Kb de RNA monocatenario (Thorne y Goodfellow, 2014),
cuenta con tres marcos de lectura abiertos denominados ORF’s (Open Reading Frame), el primero es denominado
ORF 1 y sintetiza 6 proteinas no estructurales relacionadas a la sintesis viral que van de la NS1 a la NS7, o pueden
ser mencionadas por el nombre de la misma, por ejemplo la proteina NS3 es NTPasa o la NS7 es RdRp (RNA
dependiente de RNA polimerasa). El marco de lectura abierto ORF 2 codifica una proteina llamada VP10 proteina
mayor de la capside que se divide en dos dominios: S (Shell) y P (Protruding). EI dominio P se subdivide en dos
subdominios P1 y P2, este Gltimo ase une a antigenos del grupo histo-sanguineo (HBGA), que son carbohidratos
polimérficos que se sintetizan mediante monosacaridos especificos, que se encuentra en células del epitelio intestinal
de los mamiferos y en conejos este tipo de receptor lo posee en la superficie del duodeno y en otras areas, como la
traquea y los conductos biliares; cabe mencionar que Lagovirus, virus de la enfermedad hemorragica tiene afinidad
por este tipo de receptor en los conejos y se ha demostrado un mecanismo similar a Norovirus humanos del
genogrupo Gll que es el méas prevalente a nivel mundial, proponiendo a este especie como modelo estudio de
Norovirus humano. ORF 3 sintetiza la proteina VP2 o proteina menor de la capside cuenta con una longitud de 1000
pb (Cotten et al. 2014 y Leuthold et al. 2014).
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La clasificacion de Norovirus se puede realizar mediante la amplificacion de una region parcial de la
proteina RdRp asignando grupos P y tipos P o por amplificacion de una region de la capside VP1 o genoma
completo, clasificandolos por genogrupos, genotipos y especies: genogrupo Gl (humanos), GIl (humanos y
porcinos), GllI (ovinos y bovinos), GIV (caninos, felinos y humanos), GV ( murino), GVI y GVII (caninos), GVIII
y GIX (humanos), GX (murciélago) y GNA1-GNA2 (Marsopa del puerto y leén marino). La generacion de
mutaciones puntuales que posee Norovirus localizadas en ORF1 y ORF2 en VP1, da como resultado la gran
diversidad genética de las cepas de este virus, aunado a que la gran mayoria de mamiferos posee receptores HBGA y
estos también pueden presentar variabilidad, hacen de Norovirus un virus potencial para desarrollarse en diversas
especies (Chhabra et al. 2019 y Parra, 2019). Lo anteriormente descrito sustenta la posibilidad de que los conejos con
signologia entérica, podria estar desarrollando infecciones por Norovirus que se pueden encontrar en muestras de
tejido duodenal o heces y estar afectando la produccion cunicola.

Descripcion del Método

Obtencion de la muestra

Se realiz6 un muestreo de tipo no probabilistico, recolectando un total de 106 muestras, de granjas
productoras ubicadas en los municipios de Amecameca, Tenango del Aire y Juchitepec. Los animales eran de
diversas edades, a partir de los 21 dias edad, asi como hembras y machos reproductores, que presentaran signologia
entérica principalmente diarrea y distencién abdominal, ademés de no recibir ninguna clase de medicacion.
Posteriormente en el anfiteatro del Centro Universitario UAEM Amecameca fueron evaluados medicamente y
sacrificados de forma humanitaria de acuerdo a lo que establece la Norma Oficial Mexicana NOM-033-SAG/ZOO0-
2014: Métodos para dar muerte a los animales domésticos y silvestres, subsiguiente a ello se obtuvieron muestras de
tejido intestinal de duodeno y contenido intestinal, se almacenaron a -20°c hasta su procesamiento.

Procesamiento de la muestra

La extraccion del RNA viral se realiz6 mediante el Kit de extraccion de ADN y ARN viral de marca Thermo
Scientific, de acuerdo a instrucciones del fabricante y ya obtenido el material genético se llevé a cabo la RT con el
Kit Improm Il RT Systems de marca PROMEGA de acuerdo a instrucciones del fabricante.

Para la RT-PCR se utilizaron los cebadores reportados por Mesquita et al (2012) con secuencias (For 5
TGG GAY TCSACM CAR CAG AG 3)y (Rev3 GTG GAS ACG ATY TCA TCA TCA CC3") para la obtencién
de fragmentos de 300pb, dirigidos a una region parcial del RdRp y condiciones previamente estandarizadas. Los
productos obtenidos fueron visualizados en geles de agarosa 3x tefiidos con bromuro de etidio.

Comentarios Finales

Resumen de resultados

Los conejos que se obtuvieron durante el muestreo presentaron en un 100% de los casos diarrea, seguido de
otros signos como: distencion abdominal y caquexia. En la tabla 1 se muestran los 3 conejos con casos mas Severos.

Identificacion de la muestra Lugar de procedencia (municipio) Signos

2 Ame 6C Amecameca Enteritis
Distencion abdominal
Diarrea mucoide

4 Ame 8C Amecameca Distencion abdominal
Diarrea mucoide
5 Ten Ai 5C Tenango del Aire Enteritis
Diarrea mucoide
Caquexia

Tabla 1. Asociacion de muestras positivas a NoV con signologia de los casos mas representativos

De las 106 muestras de tejido intestinal perteneciente al duodeno de conejos con signologia entérica, se
obtuvo un total de 9 muestras con amplicones a 300pb, que coincide con lo reportado por Mesquita et al (2012)
representado un total de 8.5% de conejos sugerentes positivos a Norovirus.
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Resumen de discusion

En relacion a la signologia presentada en los conejos productores de carne de la zona sur-oriente del Estado
de México, con un total de 106 muestras analizadas y 8.5% de muestras positivas y de ese Gltimo porcentaje todos
los conejos presentaron diarrea, coincide de forma similar con lo reportado por Mesquita et al (2010), donde en este
estudio se analizé un total de 105 muestras de caninos y obtuvo un 9% de muestras positivas con animales que
presentaron diarrea, sin embargo en el porcentaje total difiere en un 40% para muestras positivas en perros con y sin
signologia entérica y en comparacion con otro estudio realizado por Zimsek et al (2010) donde se analizaron un total
de 108 muestras de bovinos similar al nimero de muestra de este estudio se obtuvo un porcentaje mas bajo con un
total de positivos del 1.9% incluyendo muestras de asintomaticos lo cual puede influir en la diferencia de
porcentajes, como se observa en ambos estudios para caninos y bovinos.

Respecto al mecanismo de similitud que presenta Norovirus humano genotipo Gll y la enfermedad
hemorragica de los conejos relacionado a los receptores HBGA (Leuthold et al. 2014), demuestra una amplia
posibilidad que los conejos puedan desarrollar una infeccion por NoV propia, en el caso de los cerdos que también
poseen receptores similares a los humanos genotipo Gll y se encuentra en el mismo genogrupo, esta especie se ha
utilizado como modelo de estudio para NoV humano, sin embargo se ha reportado que por la misma similitud y
presencia de recombinaciones en su genoma ha logrado rebasar la barrera interespecie, planteando la posibilidad de
eventos de zoonosis y antropozoonosis, para el genogrupo Gll como lo reporta Hong et al (2005), de acuerdo a lo
descrito anteriormente NoV de conejos puede ser una posibilidad real por gque esta especie presenta los receptores de
unién al virus similar al genogrupo Gll de humanos o desarrollar eventos de zoonosis 0 viceversa como se ha
demostrado en cerdos por la cercania de genogrupo. Otras especies con este tipo de receptores como son los bovinos
(Zakhour et al. 2009) y felinos (Di Martino, 2015).

Conclusion

Se ha aportado evidencia de que la presencia de NoV en conejos de la zona sur-oriente del Estado de
México, mediante técnicas moleculares y sustento bibliografico puede ser posible, sin embargo es importante
desarrollar mas estudios que aporten una mayor informacion relacionado a este tema y su comportamiento genético.
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Apéndice

¢Por qué las enteritis en conejos se consideran de origen multifactorial?
Mencione al menos dos virus relacionados a patologias entéricas de los conejos
Nombre al menos tres virus pertenecientes a la familia Caliciviridae

¢ Cuanto mide el genoma de Norovirus?

¢ Cudles son los marcos de lectura que posee Norovirus?

¢En cuantos subdominios se divide el dominio P de NoV?

¢Cudl es la longitud en pares de base del marco de lectura ORF3?

¢En qué especies puede estar presente Norovirus?

¢En cuéntos genogrupos puede ser clasificado y a que especies pertenecen?

lO ¢ Cudles son los receptores para Norovirus?
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