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RESUMEN

La cunicultura es la actividad de reproduccion, cria y engorde de conejos,
encaminada a obtener el maximo beneficio en la venta de sus productos vy
subproductos. En la actualidad México se destaca entre los primeros diez paises
con la mayor cantidad de inventario en la produccion de carne de conejo a nivel
global, sin embargo, la cunicultura se ha caracterizado por la falta de diagnéstico en
problemas sanitarios, los cuales se estima que generan importantes pérdidas
econdmicas y afectan el desarrollo de esta actividad pecuaria de gran potencial
financiero. Uno de los principales patdgenos que desarrollan enfermedades
entéricas son los NoV, este tipo de virus al igual que Rotavirus y Astrovirus son
reportados durante los ultimos afos con potencial zoonético, sin embargo, se
desconoce la relacion del reservorio y su asociacion con otros patdégenos entéricos.
Es por ello por lo que el objetivo de esta investigacion fue identificar mediante
técnicas moleculares y microscopicas la presencia de patdgenos entéricos en
conejos y asociar su presencia con variables dependientes y de riesgo en unidades

de produccién cunicola de la region sur oriente del Estado de México.



ABSTRACT

Rabbit farming is the activity of reproducing, raising and fattening rabbits, aimed at
obtaining the maximum profit from the sale of its products and by-products.
Currently, Mexico stands out among the first ten countries with the largest amount
of inventory in rabbit meat production globally, however, rabbit farming has been
characterized by the lack of diagnosis of health problems, which are estimated to be
They generate significant economic losses and affect the development of this
livestock activity with great financial potential. One of the main pathogens that
develop enteric diseases are NoV. This type of virus, like Rotavirus and Astrovirus,
has been reported in recent years with zoonotic potential; however, the relationship
of the reservoir and its association with other enteric pathogens is unknown. That is
why the objective of this research was to identify, using molecular and microscopic
techniques, the presence of enteric pathogens in rabbits and associate their
presence with dependent and risk variables in rabbit production units in the

southeastern region of the State of Mexico.
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1. Introduccion

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion FAO, desde
1982 recomienda que se reconozca e implemente la cunicultura en los paises en desarrollo

como estrategia para erradicar el hambre y la pobreza.

La cunicultura es una actividad ganadera que consiste en la reproduccion, cria y engorde de
conejos, encaminada a obtener el maximo beneficio en la venta de sus subproductos y
productos. Esta actividad requiere poca inversion inicial, tiene ciclos de produccion cortos y
un potencial grande en mercado para la exportacion de carne. Esta actividad pecuaria no es

tradicional, pero es muy importante desde el punto de vista productivo-econémico.

La produccién cunicola cada dia se posiciona en uno de los mejores recursos para la
obtencion de carne de buena calidad en la mayor parte del mundo (Abdel-baki y Al-quraishy,

2013).

Por lo antes mencionado, la carne de conejos es una alternativa excelente, pues constituye
una alta fuente de proteinas de gran calidad, ademds también la piel y el pelo representan
subproductos de alto valor para la industria artesanal y textil, respectivamente siendo este
pequefio animal es uno de los pocos mamiferos que es reproducido en grandes proporciones
para ser utilizado como animal de laboratorio y recientemente también como mascota de

compaiiia (Martinez, 2004).

En la actualidad Mexico se situa entre los primeros diez paises con el mayor inventario de
produccion de carne de conejo a nivel mundial, sin embargo, la cunicultura se ha
caracterizado por el desconocimiento y la falta de diagnostico en problemas que podrian
resumirse en: calidad genética incierta, manejo inadecuado, trastornos sanitarios Yy

fisiologicos frecuentes (Indesol, 2016).

La presencia de enfermedades que se presentan comunmente en los conejos corresponde
principalmente a sindromes multifactoriales y no a patologias especificas. Por ello es
importante conocer el panorama de los patdogenos que infectan y afectan la produccion

cunicola en México.



De las enfermedades mas frecuentes que se identifican en la cunicultura destacan las
enfermedades de tipo digestivo, generando importantes pérdidas econdmicas y retrasando el

crecimiento del sector cunicola.

Durante la ultima década gracias a la implementacion de técnicas moleculares se ha
identificado que los norovirus (NoV’s) se encuentran entre la amplia gama de los patdégenos

entéricos que infectan al conejo domestico (Oryctulagus cuniculus) (Lopez-Aguado et al.,

2017).

Los NoV’s ademas son considerados la causa mas comun de gastroenteritis no bacteriana en
todo el mundo. Y debido a la creciente implementacion de técnicas moleculares se ha logrado
identificar una amplia diversidad, actualmente se clasifican en 10 genogrupos, que a su vez

se clasifican en mas de 40 genotipos.

Los NoV’s infectan al humano y a una amplia gama de huéspedes, incluidos el ganado, las

mascotas y los animales salvajes, por ejemplo, mamiferos marinos y murciélagos.



2. Revision de la literatura

2.1 Cunicultura

La cunicultura es definida como una actividad pecuaria econdémicamente redituable donde se

obtiene un buen rendimiento con un minimo de inversion (SADER, 2016).
La produccion con mayor importancia se divide en tres aspectos (Campos, 2008).

1. Produccion de carne blanca para consumo alimenticio, la cual favorece al cuerpo
humano mediante la ingestion con alta cantidad de proteinas, vitaminas y minerales
y bajo contenido de calorias y colesterol.

2. Produccion de pelo, el cual sirve de materia prima en la elaboracion de fieltro.

3. Produccién de pieles, las cuales son usadas en la elaboracion de abrigos, calzado,

guantes y adornos.
2.2 Situacion cunicola en Mexico

A nivel mundial Mexico ocupa el 9° lugar en inventario contando con 1.11 millones de

cabezas y una produccion de 18,297 toneladas de carne de conejo (SISS-SENASICA, 2020).

La cunicultura en Mexico se divide en tres grupos de produccion tecnificada, semitecnificada
y de traspatio donde esta ultima se caracteriza por tener deficientes medidas sanitarias
(ANCUM,2010). Esta actividad pecuaria ha sido empleada como una de las principales
alternativas al desabasto de alimentos y a la falta de empleo principalmente en zonas rurales

del pais y cuya finalidad es mitigar la pobreza (SADER, 2016).

En el 2020 en nuestro pais se realizd un censo en el que se establece que existen 11, 560
unidades de produccion (UP) en las que existen 108, 350 conejos domésticos. Resaltando
que el Estado de Mexico destaca como principal productor, contando con un inventario de

3885 UP y un total de 293,332 animales (SENASICA, 2020).

La situacion de la cunicultura en Mexico es delicada ya que recientemente enfrenta crisis
asociadas a la pandemia por Covid-19 en el que varios productores tuvieron un descenso en

las ventas asociadas principalmente al confinamiento, y ademas de este suceso se identifico
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un rebrote de la Enfermedad Hemorragica Viral de los Conejos (EHVC) enfermedad que se

presento en 1988 y que en 1993 fue erradicada del pais.
2.3 Importancia de la cunicultura

La cria de conejos se estd convirtiendo en una actividad importante debido a la rapida tasa
de crecimiento, la capacidad productiva superior y la carne de conejos facilmente digerible

y saludable (Cullere y Dalle, 2018).

La cria y reproduccion del conejo es una actividad que cumple perfectamente los requisitos
de sostenibilidad necesarios para todo tipo de proyecto de desarrollo, por lo cual la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion (FAO) apoya firmemente su

desarrollo sobre todo en paises en vias de desarrollo como México (FAO, 1980).

La cunicultura tiene ventajas que estdn estrechamente relacionadas al comportamiento
alimentario y productivo del conejo, asi como a su facil integracion sociocultural y a su

rentabilidad economica.

e El conejo es un animal herbivoro monogastrico, que practica la cecotrofia y digiere
una amplia gama de alimentos fibrosos.

e Posee elevada productividad en relacion con niimero de animales kg/afio/madre,
ligada a ovulacion permanente inducida por cubricion, elevada prolificidad, corto
periodo de gestacion y de lactancia.

e El valor nutricional carnico es elevado, bajo contenido de colesterol y grasa.

e Reducido costo de mano de obra ya que al ser animales de talla pequefia representa
una actividad de facil manejo para cualquier persona empleando mujeres, nifios,
ancianos e incluso personas con alguna discapacidad.

e Inversion minima de infraestructura y equipo ya que estos pueden ser facilmente

fabricados y requieren de poco espacio.

Se estima que la poblacion humana supere mas de 9 000 millones para el 2025 por lo que
habra desabastos considerables de los recursos naturales disponibles, y con ello un aumento
en la demanda de productos de origen animal, en consecuencia, debera aumentar también la
eficiencia alimentaria e implementar la cunicultura como una alternativa potencial

(Branckaert, 1996).



2.4 Factores que afectan el desarrollo de la cunicultura

Segun el World Rabbit Science Association (2018), la cunicultura enfrenta problemas que

afectan y limitan su desarrollo, entre los mas importantes son:

e Factores socioecondmicos y culturales, tales como la aceptacion de la carne, asi como
las facilidades de comercializacion.

e Escaso conocimiento y/o asesorias del aprovechamiento de los recursos disponibles
que permitan la formulacion de dietas alimentarias econdmicas y equilibradas.

e Presencia de enfermedades donde prevalecen generalmente sindromes

multifactoriales.
2.5 Enfermedades de los conejos

La enfermedad se define como la disminucion del funcionamiento normal de cualquier
organo y/o sistema del organismo donde se presentan un conjunto de signos particulares. La
mayoria de los agentes que causan una enfermedad estan presentes en el habitad del conejo,
sin embargo, la manifestacion de la enfermedad en algunos conejos puede deberse a la

resistencia genética que poseen frente a diversas enfermedades (El Tayeb et al., 2004).

La cunicultura se presenta como una importante alternativa pecuaria para el desarrollo

econdmico de Mexico, su principal objetivo la cria de animales sanos (SNPC,2012).

Las enfermedades del aparato digestivo del conejo son las de mayor prevalencia las cuales

generan importantes pérdidas econdmicas al sector cunicola (Lebas ef al., 2002).

2.5.1 Enfermedades bacterianas

2.5.1.1 Pasteurelosis

Es causada por Pasteurella multocida, un bacilo de tincién Gram negativo y es un patdégeno
zoondtico en humanos. La pasteureolosis es una enfermedad importante en el conejo.
Histoéricamente, los aislados del serogrupo A se han asociado con pasteurelosis neumonica y
septicémica en conejos de laboratorio; sin embargo, el capsular tipo A también se aisla de
conejos que parecen clinicamente sanos (Confer et al., 2001, El Tayeb et al., 2004). Hasta la
fecha, la pasteurelosis en conejos estd causada principalmente por el serogrupo A y, en menor

medida, por las cepas del serogrupo D y F (Jekl, 2021).
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Los signos clinicos que se observan frecuentemente incluyen rinitis cronica, otitis media,
neumonia, infecciones del tracto genital, abscesos, conjuntivitis y septicemia. La mayoria de

los problemas ocurren durante la primavera y el otofio (Zhu et al., 2020).

También pueden ocurrir infecciones con Bordetella bronchiseptica; sin embargo, se
considera a P. multocida es el patdgeno principal. Entre los factores predisponentes se asocia
con el aumento de amoniaco atmosférico, gestacion, enfermedades concomitantes y estrés

ambiental (Confer et al., 2001,Manning, 1982).

Al igual que los gatos y los perros, los conejos pueden transmitir la infeccion por P. multocida

a los humanos (Per et al., 2010, Silberfein et al., 2006).

2.5.1.2 Estafilococosis

Es causada por Staphylococcus aureus son cocos gran positivos generalmente cepas
hemoliticas, coagulosa positiva, en su mayoria cepas de tipo C infectan al conejo. Se
caracteriza por la presencia de abscesos cutaneos, mastitis y septicemia. La colonizacién e
infeccion de animales por S. aureus no solo es importante desde la perspectiva del bienestar
animal y el impacto econdmico, sino que también puede conducir a la infeccidon zoondtica de

los humanos (Harrison et al., 2013).

La transmision es por contacto directo principalmente aerosoles. Los portadores pueden
llegar albergar el organismo en el tracto respiratorio superior. Los posibles sitios de entrada

incluyen vasos umbilicales y abrasiones cutaneas (Harcourt-Brown 2001).

2.5.1.3 Enfermedad de Tyzzer

Es causada por Clostridium piliforme, bacteria gran negativa, movil, pleomorfica, bacilo
formador de esporas (Pritt et al., 2010). En general es una enfermedad aguda caracterizada
por un brote repentino de diarrea acuosa, de alta mortalidad para los animales infectados. Los
factores predisponentes incluyen mala higiene, stress y terapia con sulfonamidas. Los
principales signos son diarrea acuosa con anorexia, deshidratacion y muerte (Carman y

Borriello, 1982).



2.5.1.4 Listeriosis

Enfermedad causada por Listeria monocytogenes un cocobacilo Gram positivo, movil,
formador de esporas. la infeccion ocurre esporadicamente como una epizootia en las
unidades de produccién y es caracterizada principalmente por signos como fiebre, abortos y
muerte subita de conejas al final de la gestacion. Los gazapos recién nacidos infectados
pueden presentar enfermedad sistémica, crecimiento atrofiado y/o desarrollar

meningoencefalitis (Johansson y Freitag, 2019).

2.5.1.5 Treponematosis

Treponema paraluiscuniculi es una especie no cultivable que infecta a conejos y causa
espiroquetosis venérea o treponematosis (también conocida como sifilis de conejo,
enfermedad de ventilacion o cuniculosis) (Smajs et al., 2011). La infecciéon ocurre por
trasmision sexual. Se caracteriza por la presencia de edema y eritema en vulva, prepucio,

region anal, hocico y area peri orbitaria. No infecta a los humanos (Cunliffe-Beamer y Fox,

1981).

2.5.1.6 Bordatelosis

Enfermedad causada por Bordetella bronchiseptica con signologia clinica respiratoria, de
transmision directa por aeosoles. Esta presente el tracto respiratorio superior e inferior de
animales sanos. La enfermedad se desarrolla cuando hay coinfeccion con P. multocida (Deeb

et al., 1990).

2.5.1.7 Salmonelosis

Enfermedad causada por Salmonella typhymurium y salmonella enteriditis, poco frecuente
en conejos, es un bacilo Gram negativo, no formadores de esporas. en general causa
septicemia, diarrea, aborto y la muerte. La via de contagio es fecal-oral. (Borrelli et al., 2011).
S. Typhimurium se aisla de animales y alimentos de origen animal (incluido el conejo) y

representa el serovar prevalente aislado de la salmonelosis humana (Graziani et al., 2008)

La infeccion por S. typhimurium en conejo suele causar una alta mortalidad y morbilidad
tanto en hembras como en animales de engorde, especialmente antes y durante el destete

(Camarda et al., 2013).



2.5.1.8 Yersiniosis

Causada por Yersenia pseudotuberculosis, cocobacilos Gram negativos, pleomoérfico movil.
Produce una infecciéon aguda necrosis caseosa en bazo, higado, intestinos, pulmones y
riflones. La via de contagio es mediante contacto directo ingestion de agua y/o alimentos

contaminados (Mantle et al., 1989).

2.5.1.9 Estreptococosis
Es una enfermedad poco frecuente y es originada por Streptococcus sp. Causa Sindrome
septicémico agudo; absceso y osteomielitis; sindrome de dificultad respiratoria aguda,

convulsiones y fiebre (S. agalactiae) principalmente en animales jovenes (Ren ef al., 2014).

2.5.1.10 Klebsiella

Es un agente ocasional que causa bronconeumonia en los conejos, miembro de la familia
Enterobacteriaceae, incluye bacterias ubicuas que se encuentran tanto en el medio ambiente

como en los animales (Murray et al., 2003).

El conocimiento sobre la importancia de las infecciones por especies de Klebsiella en conejos
domésticos es limitado, aunque se ha informado que Klebsiella pneumoniae esta asociada
con enteritis hemorragica y septicemia en Italia y Francia (Boucher y Nouaille 2002, Coletti

etal., 2001).

2.5.1.11 Clostridiosis o enterotoxemia

Es una enfermedad ocasionada por Clostridium perfinges, C. diffifile y C. spiroforme. Todos
bacilos anaerobios Gram positivos. En general clostridium spiroforme es el mas comun
asociado a complejo de enteritis. Los signos mas comunes son anorexia, distencion

abdominal, emaciacion y diarrea intermitente durante varios dias (Peeters et al., 1986).

2.5.1.12 Colibacilosis

Es causada por cepas enteropatogenas de Escherichia coli. Es una de las principales causas
de enteritis en conejos, el microorganismo no esta presente normalmente o si lo esta se
encuentra en pequefias cantidades dentro de tracto gastrointestinal de conejos lactantes y
destetados (Cantey y Blake,1977). Cuando ocurre un cambio en el pH intestinal hay una

rapida proliferacion de bacterias (Kaper et al., 2004).



Los signos clinicos de un brote son diarrea sanguinolenta y muerte stbita en conejos (Garcia

et al., 2002).

Las cepas patogenas animales y humanas estan estrechamente relacionadas y tienen genes de
virulencia en comun, por lo tanto, es importante determinar qué patotipos de E. coli estan
asociados con la enfermedad en conejos para caracterizar nuevas enfermedades y o
diagnosticar, prevenir, controlar y tratar con mayor precision la afeccion, para las futuras

investigaciones epidemiologicas (Clermont et al., 2011).

2.5.1.13 Enteropatia proliferativa
Lawsonia intracellularis es una bacteria intracelular obligada Gram negativa, curvada a en
forma de espiral, que causa enteropatia proliferativa en conejos y otras especies de animales

(Sait et al., 2013). Que provoca diarrea con alta mortalidad en los conejos lactantes destetados

y adultos (Horiuchi et al., 2008).

2.5.1.14 Otras enfermedades bacterianas

Pseudomonas aeroginosa produce dermatitis exudativa humedad, abscesos, septicemia

neumonia y diarrea (O'Donoghue y Whatley 1971).

Corynebacterium pyogenes 'y fusobacterium necrophorum son causantes de lesiones

supurativas y ulcerativas (Arseculeratne y Navaratnam, 1975)

2.5.1.15 Complejo de enteritis

Es una enfermedad multifactorial donde un conjunto de patdogenos como bacterias, virus y
parasitos actiian sinérgicamente para ocasionar dafio al intestino de los conejos. Se describe
que en este proceso también pueden actuar toxinas asociadas a una mala dieta y/o
obstruccion. Es una de las principales causas de enfermedad en animales jovenes, tiene
presentacion aguda, frecuentemente es mortal y se caracteriza por heces diarreicas a

gelatinosas (Huybens et al., 2010).

La sobrecarga de carbohidratos puede originar la proliferacion de bacterias como E. coli,
clostridium perfinges o psiforme. Produciendo toxinas bacterianas que durante el proceso de
fermentacion pueden dafiar la superficie de la mucosa y provocar diarrea y deshidratacion

seguida de la muerte (Licois et al., 2005).



2.5.2 Enfermedades por protozoos

2.5.2.1 Eimeriosis
Es causada por parésitos protozoarios intracelulares obligados, del género
apicomplejo Eimeria, es una de las enfermedades parasitarias mas comunes y daiiinas, lo que

lleva a enormes pérdidas econémicas en la industria del conejo cada afo (Chapman et al.,

2013).

Se describen 12 especies del género Eimeria, que infectan al conejo y estas especies varian
considerablemente en términos de morfologia y patogenicidad (Pakandl, 2009, Cui et al.,
2017).). Los conejos de todas las edades pueden infectarse, especialmente las poblaciones
jovenes entre uno y cuatro meses de edad, con una morbilidad y mortalidad del 90% y 60%,
respectivamente (Fang ef al., 2019; Lui, 2019). Las investigaciones de campo muestran que
la tasa de infeccion por Eimeria en conejos es de hasta el 100%, generalmente con

presentacion de infecciones mixtas (Duszynski y Couch, 2013; Jing et al., 2016).

Los signos clinicos de eimeriosis en conejos son diarrea, pérdida de apetito, pérdida de peso,
deshidratacion, sepsis secundaria y muerte. Sin embargo, es comun que los conejos presenten
eimeriosis subclinica, caracterizada por una ingesta reducida de alimento y una menor tasa

de conversion alimenticia (Coudert, 1976, Bhat et al., 1996).

Las doce especies de Eimeria infectan conejos (Oryctolagus cuniculus): E. coecicola, E.
flavescens, E. intestinalis, E. irresidua, E. exigua, E. magna, E. media, E. perforans, E.
piriformis, E. stiedai y E. vejdovskyi (Pakandl, 2009) y recientemente descrita E. kongi (Cui
et al., 2017). Entre las especies, solo E. stiedae exhibe eimeriosis hepatica como una
caracteristica Uinica. Se desarrolla en el epitelio de los conductos biliares en el higado y causa
dafio hepatico extenso y mayor virulencia, mientras que las otras 11 especies parasitan en los

intestinos del huésped (Pakandl 2009, Jing et al., 2016, Wei et al., 2020).

La identificacion de las especies de Eimeria se realiza cominmente mediante analisis
morfologico y morfométrico de ooquistes, esporocistos y esporozoitos (Ming-Hsien ef al.,
2010, El-Shahawi ef al., 2012). Sin embargo, el diagnodstico microscopico requiere mucho

tiempo y la superposicion de datos morfoldgicos y morfométricos entre diferentes especies
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dificulta la identificacion precisa de las especies de Eimeria solo por microscopia (Long y

Joyner, 1984).

2.5.2.1.1 Ciclo de vida de Eimeria

Los ooquistes no esporulados se liberan en las heces de un animal infectado y persisten en el
medio ambiente durante largos periodos. Cuando se exponen al aire, la humedad y el calor,
los ooquistes pasan por un proceso de desarrollo llamado esporulacion que dura de 1 a 4 dias
(Shirley et al., 2005).) La transmision se produce a través de la via fecal-oral. Los conejos se
infectan al ingerir ooquistes esporulados de alimentos o agua contaminados con heces, el
ooquiste esporulado liberara esporocistos a medida que estos pasan al intestino delgado
gracias a la digestion enzimatica libera los esporozoitos, que migran a su sitio preferido de
desarrollo para iniciar la invasion celular (Jeurissen et al., 1996). El ciclo de desarrollo en la
célula huésped comienza con dos o tres rondas de replicacion asexual conocida como
esquizogonia. Este proceso involucra multiples divisiones nucleares para producir una gran
c¢lula multinuclear llamada esquizonte, a partir de la cual se forman merozoitos. Después de
varias generaciones de produccion de Merozoitos, el desarrollo del parésito procede con una
sola ronda de replicacion sexual conocida como gametogonia, formando las etapas di
morficas de macrogameto y microgameto. Finalmente, la fertilizacion de
macrogametos/microgametos ocurre para formar un cigoto (Ferguson et al., 2003). El cigoto
se convertird entonces en un ooquiste, que, después de liberarse en las heces, madura en un

ooquiste esporulado infeccioso (Shirley et al., 2005).
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Figura 1. Ciclo de Eimeria spp.

El ciclo de Eimeria spp. inicia en la fase de (1) Esporulacién de ooquistes en el medio
ambiente e ingestion oral de los conejos. (2) Liberacion de esporocistos y esporozoitos a lo
largo del transito en el sistema digestivo del conejo. (3) Invasion activa de esporozoitos en el
epitelio intestinal y formacion del trofozoito intracelular dentro de la vacuola parasitofora.
(4) Primera ronda de esquizogonia y liberacion de merozoitos de primera generacion. (5)
Segunda y tercera ronda de esquizogonia y liberacion de merozoitos de segunda y tercera
generacion, respectivamente. (6) Desarrollo de microgametos y macrogametos
(gametogonia) y fecundacion. (7) Cigoto, desarrollo del ooquiste y liberacion al medio

ambiente como ooquiste no esporulado.

Dadas las limitaciones del diagndstico microscopico especifico de la especie, se han
desarrollado técnicas moleculares como método para la deteccion e identificacion especifica

de especies de Eimeria spp. en conejos (Oliveira ef al., 2011, Yan et al., 2013).
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La eimeriosis es un problema comun y generalizado en las unidades de produccion cunicola,
es una enfermedad econdmicamente importante y complicada, se describe que estos
patoégenos pueden actuar como copatogenos en otras infecciones al igual que con otras causas
de enteritis los factores asociados a la infeccion son relacionados con la alimentacion y

manejo sanitario de las instalaciones (El-shahawy et al., 2016, Pilarczyk et al., 2020).

2.5.2.2 Criptosporidiosis

Cryptosporidium parvum es un parasito protozoario intracelular que causa enteritis grave en
humanos y animales (Lacharme et al., 2004). C. parvum se ha identificado en intestino
delgado de los conejos, la infeccion ocurre en la mucosa epitelial intestinal y puede causar

malabsorcion y diarrea severa. Suele identificarse como accidental (Robinson et al., 2010).

2.5.3 Enfermedades helminticas

2.5.3.1 Oxuriososis

Passalurus ambiguus, conocido como oxiuro del conejo, pertenece a la familia Oxyuroidea
y es uno de los nematodos de conejo y liebre mas comunes con una distribuciéon mundial
(Taylor et al., 2015). El principal signo que presenta es la diarrea. Los conejos arrojan huevos
pegajosos, embrionados con sus heces blandas o duras (Boag et al., 2001) son
inmediatamente infecciosos. Los huevos de P. ambiguus son ovoides, tienen un color marrén
claro y paredes delgadas de doble céscara, que son asimétricas y marginalmente planas en un
lado (Varga, 2013). Los conejos se infectan después de ingerir huevos infecciosos,
generalmente cuando se acicalan, comen sus heces o a través de alimentos, agua y otros
materiales contaminados (Abdel-Gaber ef al., 2019). Los oxiuros adultos suelen parasitar el
ciego y el colon de los conejos (Taylor ef al., 2015). El periodo prepatente puede oscilar entre

55 y 60 dias y el periodo de incubacion suele ser de 18 dias (Mehlhorn, 2016).

2.5.3.2 Cestodiosis

Los lagomorfos son huéspedes intermedios de dos especies de tenias caninas, Taenia
pisiformis y Taenia serialis. Ambos cestodos son facilmente identificables en su etapa
larvaria ya que los huevos de T. pisiformis desarrollan un cisticerco, que consiste en una sola

vejiga con un escoélex, en el higado y la cavidad peritoneal de su huésped intermediario y 7.
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serialis un cenuro, que consiste en una sola vejiga con muchos escolices, en las visceras o

tejidos subcutaneos (Bowman, 2014).

Estos parasitos tienen un ciclo de vida indirecto que involucra a los lagomorfos como
huéspedes intermediarios y a los canidos como huéspedes definitivos. Sin embargo, los
roedores y primates han demostrado actuar como huéspedes intermediarios de 7. serialis, y

T. pisiformis también se ha detectado en especies de félidos (Arias-Hernandez et al., 2020).

El huésped intermediario se infecta al comer huevos del parasito excretados con las heces de
los canidos. Los huevos tragados eclosionan en el intestino delgado de este huésped. Las
oncosferas liberadas pasan a través de la pared intestinal y el sistema portal hacia el higado.
Después de 2 a 4 semanas, las etapas juveniles cruzan el parénquima hepético a la cavidad
abdominal, donde se desarrollan en la etapa de metacestodo (cisticerco) unida a la pared del
mesenterio y el epiplon. Los quistes estan llenos de liquido, con una forma globular a

ovalada. El tamafio de los quistes es de 5-7 x 5-12 mm (Loos-Frank, 2000).

En el caso de infecciones masivas, pueden llenar toda la cavidad del cuerpo. El huésped
definitivo se infecta al consumir los 6rganos internos de un huésped intermediario infectado
con metacestodos de 7. pisiformis. En el intestino delgado de los canidos, las etapas larvales
del parasito se convierten en gusanos adultos, que maduran después de alrededor de 6-8
semanas y comienzan a producir huevos. Las progldotides con huevos se liberan al medio
ambiente con los excrementos del huésped. La infeccion suele ser asintomatica tanto en el
huésped definitivo como en el intermediario. Sin embargo, las infecciones graves pueden
provocar dafio hepatico en el huésped intermediario y, como consecuencia, pueden ocurrir

hepatitis y cirrosis (Taylor ef al., 2015).

Aunque la cisticercosis suele ser asintomatica en lagomorfos, estudios previos mostraron que
la infeccion por Cysticercus pisiformis, la etapa larvaria de 7. pisiformis, puede causar
granulomas en el higado de conejos (Pritt et al., 2012), y también se ha asociado con una
pérdida de prolificidad (Hallal-Calleros et al., 2016), cambios de comportamiento y

disminucion de la condicidn fisica en esta especie (Betancourt-Alonso et al., 2011).
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2.5.4 Enfermedades virales

2.5.4.1 Rotavirus

Los rotavirus (RV) son una causa importante de gastroenteritis aguda en nifios pequefos y
en una amplia variedad de animales (Sarah et al., 2021). Los rotavirus se descubrieron por
primera vez en hisopos rectales de monos y biopsias de tejido del epitelio intestinal de ratones
mediante microscopia electronica en las décadas de 1950 y 1960, respectivamente (Bishop
et al., 1973). Pertenecen a la familia Sedoreoviridae y tienen un genoma que consta de 11
segmentos de dsSRNA que codifican seis proteinas estructurales (VP1-VP4, VP6 y VP7) y
seis proteinas no estructurales (NSP1-NSP6) (Fortunate et al., 2020). Las cepas de RVA se
clasifican en genotipos G y P en funcion de sus genes VP7 y VP4, que codifican las dos
proteinas de la capside externa que inducen respuestas de anticuerpos. El Grupo de Trabajo
de Clasificacion de Rotavirus ha reconocido 58 genotipos P y 42 genotipos G (RCWG, 2023).
Como resultado del reordenamiento del segmento dsRNA, los virus pueden evolucionar y
potencialmente adaptarse a los humanos como un nuevo huésped lo que puede conducir
potencialmente a la aparicion de una cepa pandémica (Iturriza-Gémara et al., 2001, Martella

et al., 2009).

2.54.1.1 Epidemiologia
El genotipo G3 se ha descrito en muchas especies huésped, incluidos humanos y conejos

(Bonica et al., 2015).

En los animales, la infeccion por rotavirus puede provocar pérdidas econdmicas colosales

debido a la disminucion de la productividad del ganado (Tate et al., 2012).

RV se transmite a través de la transmision fecal-oral y la transmision por aerosol. Los sitios
de infeccion en el huésped son las células vellosas maduras y las células endocrinas
intestinales (células cromafines intestinales) en la parte media superior del intestino delgado.
Las infecciones causan la destruccion de enterocitos (pérdida de absorcion de células
epiteliales) y la activacion del sistema nervioso entérico (ENS) por enterotoxina NSP4
(Lundgren et al., 2000). Y la replicacion viral también se encontrd recientemente en las

células epiteliales ductales de las glandulas salivales (Ghosh et al., 2022).
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La gravedad de la enfermedad en los brotes naturales ha sido variable. En brotes severos, los
animales afectados presentan anorexia, deshidratacion y diarrea acuosa a mucoide y la

mortalidad puede ser bastante alta (Thouless et al., 1988, Kerr y Donnelly, 2013).

Las infecciones por rotavirus de conejos domésticos son comunes, el rotavirus se puede aislar
facilmente de las heces de conejo. En las colonias infectadas endémicamente, los anticuerpos
maternos contra los rotavirus se transmiten por via transplacentaria y disminuyen alrededor

del momento del destete (Brabb y Di Giacomo, 2012).

Los conejos muy jovenes parecen estar protegidos de la infeccion por rotavirus por
inmunidad pasiva, cuando estan presentes, pero son bastante susceptibles cuando no los hay.
Este es también el momento en que es mas probable que estén sujetos a cambios en la dieta

que pueden contribuir a un cambio en la flora microbiana (Schoeb et al., 1986).
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Figura 1. Ciclo de replicacion del Rotavirus. (Jiang et al., 2023).
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La etapa de la replicacion del rotavirus es compleja. 1). El primer paso en la infeccion es el
reconocimiento del rotavirus y las moléculas de la superficie del huésped, incluido el 4cido
sidlico, a2P1 y los antigenos del grupo histosanguineo (HBGA). El rotavirus invade las
células a través de dos vias de endocitosis diferentes (dependiente de la clatrina o dependiente
de la dinamina, dependiendo de la cepa) y un modo de penetracion directa. VP5* contiene
un dominio estructural hidrofobo que promueve la penetracion del rotavirus en las células.
2). Las particulas de triple capa (TLP) que entran en el citoplasma entran en el endosoma y
migran de endosomas tempranos (EE) a endosomas maduros (ME) y endosomas tardios (LE)
con transformacion Rab5/7. Los EM existen en Rab5 y Rab7. Como el Ca2+ El nivel
disminuye, la capside externa viral se desintegra y las particulas de doble capa (DLP) se
liberan en el citoplasma, lo que desencadena la traduccién y replicacion viral. 3). El
viroplasma es el sitio principal de replicacion y empaquetamiento del genoma del rotavirus.
La interaccion de NSP2/NSP5 con gotitas de lipidos (LD) es el primer paso en la formacion
de plasmidos virales. 4). Los DLP precursores del virus completan el ensamblaje de la
capside externa en el reticulo endoplasmico (RE). 5). Las particulas virales maduras se
liberan por lisis celular en células polarizadas como las células de rinén embrionario de mono
MA-104. En contraste, las particulas virales maduras se liberan por gemacion en células no
polarizadas como las células intestinales humanas Caco-2 que no escinden las células

huésped.

2.5.4.2 Astrovirus

Los astrovirus son virus, de ARN monocatenario pequefios, sin envoltura y de sentido
positivo pertenecen a la familia de Astroviridae, son una de las principales causas de diarrea

en nifios, ancianos y personas inmunocomprometidas (Mitchell ez al., 1999).

Los genomas de los astrovirus varian aproximadamente en tamafio de 6000 a 7700
nucledtidos de longitud y contienen de 3 a 4 marcos de lectura abiertos denominados por sus
siglas en ingles donde ORF1a es un polipéptido que codifica una proteasa y otras proteinas
no estructurales (Cortez et al., 2017). Una secuencia resbaladiza entre ORFla y ORF1b
permite el cambio de marco ribosdémico y la posterior traduccién de ORF1b, que codifica la
ARN polimerasa dependiente de ARN. ORF2 codifica las proteinas estructurales que

componen la capside viral. Algunos astrovirus también contienen un pequeiio marco de
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lectura abierto adicional, ORFX, que codifica una viroporina (Lulla y Firth, 2020). Durante
el ciclo de replicacion de los astrovirus, una cadena de ARN subgenomica que engloba a
ORF?2 se transcribe a través de una secuencia promotora altamente conservada y es un posible
mecanismo por el cual los astrovirus regulan al alza la traduccion de las proteinas de la

capside viral (Cortez et al., 2017).

En la actualidad, los determinantes genéticos que afectan a los tropismos tisulares de los
astrovirus son desconocidos tanto desde la perspectiva del huésped como del virus. Los
receptores del huésped por los que los astrovirus ingresan a la célula no estan definidos, por
lo que no se puede estudiar el espectro de células potencialmente infectables en funcion de

la expresion del receptor (Wohlgemuth ef al., 2019).

Algunos astrovirus, incluidos los astrovirus humanos clasicos, requieren incubacion con
tripsina para su propagacion en cultivos celulares, lo cual sugiere que podria haber proteasas
del huésped que son esenciales para completar el ciclo de vida viral (Lee y Kurtz, 1981). La
tripsina se produce en mayor cantidad en el tracto gastrointestinal, y esto proporcionaria una
explicacion plausible de por qué la mayoria de las infecciones humanas debidas a astrovirus

humanos clésicos ocurren en ese 6rgano (Koshikawa et al., 1998).

2.5.4.2.1 Ciclo de replicacion de Astrovirus

El primer paso en el ciclo de replicacion del virus es la union de la capside del virus a un
receptor en la superficie celular (Figura 3f). Sin embargo, no se conoce la identidad del
receptor y tampoco se sabe si diferentes Astrovirus comparten un receptor comun o si hay
multiples receptores para diferentes serotipos. Ademas, no se ha determinado si existen
interacciones post-adhesion entre el virion y los correceptores celulares que son necesarias

para la internalizacién del virus (Lopez y Arias, 2004).
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Figura 3. Ciclo de replicacion de Astrovirus. (Arias y DuBois, 2017).

a) Sintesis de la proteina de la capside de los astrovirus humanos (HAstV) de 90 kDa (VP90)
a partir de ARN subgendmico viral (ARNsg); b) Ensamblaje de proteinas VP90 (180 copias)
con ARN genomico viral en particulas HAstV; c) Escision mediada por caspasas de VP90
C-terminal para formar VP70 y posterior liberacion de particulas inmaduras de HAstV; d)
Escision de la proteasa extracelular de particulas inmaduras de HAstV para formar particulas
de HAstV maduras e infecciosas. En cultivos celulares, la tripsina se utiliza para producir
particulas HAstV maduras e infecciosas; e) Las particulas extracelulares de HAstV inducen
la produccién de anticuerpos del huésped e inhiben la activacién del complemento del
huésped; f) Adhesion y endocitosis dependiente de clatrina de particulas de HAstV; g)
Descubrimiento del genoma del virus en el endosoma tardio. La quinasa regulada por sefales
extracelulares (ERK1/2) y la fosfoinositida 3-quinasa (PI3K) se activan durante la unién o

entrada en la célula de HAstV.
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2.54.2.2 Epidemiologia

Desde el descubrimiento inicial de Astrovirus en humanos en 1975 (Appleton y Higgins,
1975), se han descrito y reportado astrovirus en humanos, asi como en animales domésticos
y salvajes (Martella et al., 2011). Los astrovirus, agentes causantes de enfermedades
diarreicas en aves y mamiferos, son de creciente importancia para la salud publica. Sin
embargo, siguen estando entre los virus de ARN entérico menos estudiados y existe una
creciente evidencia del potencial zoondtico de los astrovirus, y esto justifica una

investigacion mas amplia (Cortez ef al., 2017).

Al igual que los humanos, muchos de los animales infectados con astrovirus presentan diarrea
(McNulty et al., 1980; Yamaguchi et al., 1979; Woode y Bridger, 1978; Snodgrass y Gray,
1977). Sin embargo, hay un subconjunto de animales que son asintomaticos como los gatos
y cerdos (Hoshino et al., 1981; Bridger, 1980). Al igual que los astrovirus humanos, el
impacto de la infeccion asintomatica en la epidemiologia y la transmision en astrovirus

animales sigue sin estar claro.

El astrovirus del pollo se ha asociado con la condicion de "pollito blanco" que causa una
disminucién en la tasa de eclosion y un aumento en la mortalidad y debilidad de los pollitos
(Sajewicz-Krukowska et al., 2016). Junto con esto, hay evidencia de encefalitis y meningitis
asociadas a astrovirus en visones y vacas (Li ef al., 2013) y enfermedad respiratoria en
terneros (Ng et al., 2015). Al igual que con los virus humanos, las técnicas moleculares
mejoradas conducirian a una mejor comprension de la prevalencia y la enfermedad especifica

del genotipo (Johnson et al., 2017).

Se ha demostrado que, a diferencia de otros virus gastrointestinales, el astrovirus no causa
diarrea al danar el epitelio intestinal y/o provocar una respuesta inflamatoria (Koci et al.,
2003). Mas bien, la infeccion puede provocar diarrea al inducir la malabsorcion de sodio y

posiblemente al alterar la barrera epitelial intestinal (Meliopoulos et al., 2016).
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2.5.4.2.3 Diversidad genética

En la actualidad se reconocen dos géneros de astrovirus los cuales son avastrovirus (virus de
las aves) y mamastravirus (virus de los mamiferos)(ICTV, 2023), sin embargo, también se
han identificado genomas de astrovirus en muchos otros vertebrados incluidos los reptiles
(Shi et al., 2018), anfibios y peces (Geoghegan ef al., 2021). También se han identificado
genomas similares a los astrovirus en las plantas, por lo cual es probable que se reclasifique

a estos virus como miembros de la familia Astroviridae debido a la gran similitud genémica

(Lauber et al., 2019).

Astrovirus
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Astrovirus de mamiferos Astrovirus de peces

Astrovirus de invertebrados

Astrovirus de plantas
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Figura 4. Relaciones filogenéticas de secuencias representativas de astrovirus ORF2.

(Janowski, 2021).

Los astrovirus son virus de ARN que poseen la capacidad de evolucionar rapidamente y
generar variabilidad genética para adaptarse rapidamente a nuevos nichos, su alta tasa de
mutacion, la capacidad de sus genomas para sufrir recombinacion y la trasmision entre
especies contribuyen una alta diversidad genética de las poblaciones de astrovirus. La
seleccion positiva de mutaciones y la evolucion de estas poblaciones puede ser el resultado

de la de la presion inmune sobre los epitopos (especialmente en la cépside) (Strain et al.,
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2008) para igualar la mejor composicion de nucleotidos del huésped y el uso de codones

después de eventos de trasmision entre especies (De Benedictis et al., 2011).

Los virus de ARN tienen enzimas RdRp propensas a errores que carecen de la funcion de
correccion que se observa en la mayoria de las ADN polimerasa (Holland et al., 1982).
Ademés de las mutaciones de nucleotidos, los genomas de las cepas de astrovirus
estrechamente relacionadas pueden sufrir recombinacion para generar variacion gendmica
(Babkin et al., 2012). En consecuencia, los virus de ARN suelen acumular 10 hasta 10
sustituciones por sitio de un nucleodtido por ano (Duffy et al., 2008), Los astrovirus tienen
una tasa de mutacion de (3,7+-0,1) x 107 sustituciones por sitio por afio con (2.8+-0.1) x10-

3 sustituciones por sitio por afio para cambios sinénimos (Babkin et al., 2014).

2.5.4.2.4 Transmision entre especies

Se han detectado Astrovirus en mas de 80 especies de huéspedes, y cada cepa de astrovirus
puede infectar solo a una o unas pocas especies estrechamente relacionadas (Mendenhall et
al., 2015). Sin embargo, una especie huésped determinada a menudo puede ser infectada por
una amplia gama de cepas. Entre las especies permisibles a la infeccion por astrovirus, se
encuentran los humanos, los animales domésticos como perros, gatos, cerdos, pollos y vacas
y los animales salvajes como ciervos, ratones, ratas, guepardos, leones marinos, delfines,
murciélagos y pikas (De Benedictis ef al., 2011). Los animales de granja menos tradicionales,
como los pavos, los ratones y los visones, se ven particularmente afectados por los astrovirus

(De Benedictis ef al., 2011).

Debido a su alta estabilidad ambiental y a su prevalencia en numerosas especies animales,
las oportunidades de contagio son abundantes. Los animales coprofagos, como los cerdos y
los jabalies, pueden infectarse directamente a través de la ingestion de heces de otra especie
infectada (Soave y Brand, 1991). Ademas, los murciélagos que se posan en graneros y otras
viviendas agricolas pueden defecar e infectar al ganado, especialmente al ganado vacuno y
porcino El agua utilizada para la recreacion humana o para beber podria contaminarse por

escorrentia agricola o por animales silvestres infectados (Fischer et al., 2017).

El aumento de la RT-PCR y la secuenciaciéon de los astrovirus han proporcionado
informacion sobre su alta diversidad genética, multiples mecanismos de generacién de

diversidad e identificacion de la amplia gama de especies que infectan. Entre los astrovirus
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humanos identificados mas recientemente se encuentran especies estrechamente relacionadas
con los astrovirus animales que se asocian con enfermedades extraintestinales graves y con

posible transmisién zoonotica (Wohlgemuth et al., 2019).

2.5.4.3 Norovirus

Los Norovirus (NoV) es uno de los 11 géneros de calicivirus, se han identificado en multiples
especies de mamiferos, incluidos los humanos (Seir et al., 2023). Su nombre se deriva de la
ciudad de Norwalk, Ohio, donde un brote agudo de gastroenteritis fue causado por el virus
prototipico de Norwalk en 1968 (Kapikian et al., 1972). Los NoV son virus de ARN,
icosaédricos y de sentido positivo sin envoltura, de importancia mundial para la salud
humana son la principal causa de gastroenteritis aguda epidémica, no bacteriana, sin vacuna
aprobada o agente antiviral disponible (Mills ef al., 2023). En la actualidad la prevencion es
una forma efectiva para evitar las infecciones por NoV, consiste en lavado de manos y uso
de desinfectantes, ademads, evitar el consumo de agua y alimentos contaminados en los

restaurantes (Yuan et al., 2021).

El genoma de NoV tiene ~ 7.5 kb de longitud y se divide en tres marcos de lectura abiertos
(ORF1-3). Al entrar en las células susceptibles, la ORF1 se traduce inmediatamente como
una poliproteina que es procesada co- y post-traduccionalmente por la proteasa viral para
producir seis proteinas no estructurales (NS) necesarias para la replicacion viral: NS1/2 (N-
término), NS3 (helicasa), NS4 (3A-like), NS5 (VPg), NS6 (proteasa) y NS7 (ARN
polimerasa dependiente de ARN, RdRp). ORF2, que codifica la proteina VP1 de la capside
principal, y ORF3, que codifica la proteina VP2 de la capside menor, se traducen del ARN
subgendémico. La cépside viral presenta una estructura icosaédrica T = 3 constituida por 90

dimeros VP1 y una cantidad indeterminada de VP2 (Thorne et al., 2014).

2.5.4.3.1 Ciclo replicativo del NoV
Como paso inicial del ciclo replicativo del NoV y determinante temprano del tropismo
celular, el rango de huéspedes y la patogénesis del proceso multifasico de la entrada viral

comienza a través de la unidn del virion a la superficie celular (Ogunsakin et al., 2022).

El paradigma de que los virus sin envoltura deben lisar sus células diana para que los viriones
de la progenie se liberen extracelularmente ha sido desafiado por el descubrimiento de que,

entre otros virus entéricos, los NoV pueden secretarse a partir de células cultivadas dentro de
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vesiculas unidas a la membrana extracelular y que se eliminan en heces dentro de vesiculas
de origen exosomal o de membrana plasmatica que presentan unidades altamente virulentas
de transmision fecal-oral (Santiana et al., 2018). Un esquema de todo el ciclo de replicacion

del NoV se proporciona en Figura 5.
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Figura 5. Esquema del ciclo de replicacion del NoV. (Ludwig-Begall ef al., 2021).

Los NoV humanos y murinos (hexdgonos turquesas) se adhieren a la superficie celular
utilizando factores de uniéon y cofactores de carbohidratos (1). Para mediar la entrada, se
requiere la union a un receptor de proteina (2). Después de la entrada (3) y el descubrimiento
(4), el genoma viral entrante se traduce a través de interacciones con la proteina VPg ligada

al genoma (proteina no estructural NS5, tridngulo rojo) en el extremo 5' del genoma y la

24



maquinaria de traduccion celular (5). La poliproteina 1 de marco de lectura abierta es
escindida de forma cotraduccional y postraduccional por la proteasa viral (NS6, destello azul)
(6). El complejo de replicacion se forma por el reclutamiento de membranas celulares a la
region perinuclear de la célula, a través de interacciones con NS1/2 (forma de rosa) y NS4
(forma amarilla) (7). La replicacion del genoma se produce a través de un intermediario de
cadena negativa (linea discontinua) (8), y el ARN gendémico y subgenomico (lineas
ininterrumpidas) son generados por la ARN polimerasa dependiente del ARN viral (NS7,
circulo dentado verde), utilizando mecanismos de novo y dependientes de VPg o promotores
internos (9). Los genomas replicados se traducen o empaquetan en la capside (en el caso de
los genomas de longitud completa), compuesta principalmente por la proteina viral 1 (VP1),

para el ensamblaje del virion (10) y la salida (11).

2.5.4.3.2 Diversidad genética

NoV actualmente se clasifica en 10 genogrupos (GI a GX) y casi 50 genotipos basados en la
agrupacion filogenética (Chhabra et al., 2019; Vinje et al., 2019). Los NoV’ s humanos
pertenecen principalmente a los genogrupos GI, GII y GIV se subdividen en 9, 27 y 3
genotipos, respectivamente y causan gastroenteritis aguda (Chhabra et al., 2019). Los
cambios seriados en la proteina estructural principal del NoV (VP1) para algunos genotipos
(por ejemplo, GII.4) dan lugar a la evolucién molecular (deriva antigénica), evasion de la
inmunidad en humanos y epidemias globales resultantes (Parra ef al., 2017). El creciente
nimero de estudios epidemioldgicos ha demostrado claramente que NoV GII.4 son con
mucho, los mas predominantes en todo el mundo (Siebenga et al., 2009; Vega et al., 2014;
Van Beek et al., 2018; Palit et al., 2022), cada 2-4 afios, emergen y circulan nuevas cepas a
nivel mundial parcialmente ayudadas por su rapida tasa de mutacion con respecto a las
secuencias para VP1 los NoVs (1,21x10-2 hasta 1,41 x10—2 sustituciones por sitio por ano)
(Victoria et al., 2009; Debbink et al., 2013), lo que indica que la capside viral esta
aparentemente bajo presion evolutiva y es responsable de la aparicion de las nuevas variantes
antigénicamente distintas (Debbink et al. 2013; Donaldson et al., 2010). Aunque
periddicamente surgen otros genotipos, esta diversidad genética tiene implicaciones para la
salud publica, ya que ciertos genotipos se han asociado con diferentes modos de transmision
y gravedad de la enfermedad (Blanton et al., 2006). Por ejemplo, la cepa GIL4, esta

fuertemente asociada con la transmision de persona a persona y las epidemias (Green ef al.,
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2002) mientras que GIL.6 y GII.12 son cepas mas frecuentemente transmitidas por los
alimentos (Verhoef ef al., 2015). La aparicion de estas nuevas cepas GII.4 coincide con un

aumento de la actividad de los brotes de NoV (Siebenga et al., 2010).

A pesar de la falta de un modelo invitro para el estudio de los NoV humanos el sistema NoV
en murinos ha sido importante para resaltar como incluso los cambios genéticos menores
pueden asociarse con cambios fenotipicos dramaticos. Por ejemplo, una sola sustitucion de
aminoacidos en la proteina de la capside NoV murino es suficiente para conferir letalidad en
Stat]—/— ratones (Bailey, Thackray y Goodfellow 2008; Wobus et al., 2004). Otro ejemplo
importante es el hallazgo de que un solo cambio de aminoacido en NS1/2 permitird que
persista una cepa viral aguda (Borin et al., 2014). Debido a que los cambios menores en el
genoma del NoV pueden alterar drasticamente la patogénesis, se necesita urgentemente el
desarrollo de tratamientos antivirales y de vacunacion eficaces para limitar la persistencia y

transmision del NoV, ademas, prevenir la aparicion de nuevas variantes patogénicas.

Figura 6.
Clasificacion de los NoV en funcion de la filogenia de la proteina principal de la capside
(VP1). Los genogrupos se basan en el agrupamiento filogenético y las diferencias de

aminoacidos (Modificado de Parra, 2019).
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2.5.4.3.3 Epidemiologia

La carga de morbilidad por NoV es sustancial y afecta a todos los grupos de edad. Sin
embargo, los estudios epidemioldgicos han demostrado que los nifios pequefios y los
ancianos tienen mayor riesgo de infeccion (Banyai et al., 2018). En los Estados Unidos, los
casos esporadicos y relacionados con brotes de NoV causan aproximadamente 20 millones
de enfermedades al afio y en todo el mundo, se estima que 684 millones de enfermedades y

212,000 muertes ocurren cada afio debido al NoV (Kirk ez al., 2015).

Con la dramatica disminucion de la gastroenteritis por rotavirus después de la introducciéon
de las vacunas contra el rotavirus a mediados de la década de 2000, el NoV se ha convertido
en la principal causa de Enfermedades Gastrointestinales Aguadas (AGE) pediatricas graves
en los paises que han introducido la vacuna contra el rotavirus (McAtee et al., 2016). La
enfermedad por NoV en nifios menores de 5 afios le cuesta a la sociedad $ 39.8 mil millones,
casi el doble del costo para todos los demés grupos de edad combinados. Durante la ultima
década se estimaron costos directos de salud asociados a gastroenteritis por Nov en alrededor
de $4.2 mil millones, mientras que los costos sociales son de alrededor de $60 mil millones

(Bartsch et al., 2016).

Una baja dosis infecciosa de 18 particulas (Teunis et al., 2008) y el alto nimero de viriones
en las heces y/o el vomito 1,6 x 1012 (Atmar et al., 2008), combinado con una alta estabilidad
ambiental ya que puede permanecer infeccioso después de la incubacion a temperaturas
elevadas (estable durante al menos 30 minutos a 60 ° C), exposicion a pH bajo, solucion de
éter y ciclos repetidos de congelacion y descongelacion (Park et al., 2010), también es
resistente a desinfectantes de uso comun, a base de etanol, triclosan y clorhexidina son
algunas de las caracteristicas que hacen que el NoV sea altamente transmisible y contagioso,

con muchos desafios para el control de infecciones (Richards et al., 2012).

La transmision puede ocurrir de persona a persona, ya sea a través de los alimentos o del
agua. De persona a persona, la propagacion puede ocurrir directamente a través de la ruta
fecal-oral, ingestion de aerosoles vomito, o indirectamente a través del contacto con
superficies ambientales contaminadas. Después de un corto periodo de incubaciéon de 12 a
48 horas, las personas infectadas con NoV con frecuencia desarrollan sintomas agudos de

gastroenteritis como nduseas, vomitos y diarrea, y ocasionalmente sintomas sistémicos como
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fiebre baja, anorexia y malestar general (Atmar et al., 2008). En adultos sanos, el NoV causa
una enfermedad autolimitada aguda que dura de 1 a 3 dias, pero, en nifos, ancianos y
pacientes inmunocomprometidos causa una infeccion de larga duracion. Los NoV’s son una
causa importante de morbilidad y mortalidad en pacientes inmunocomprometidos, como los
receptores de trasplantes (Boillat et al., 2011; Schwartz et al., 2011). Las infecciones por
norovirus en bebés pueden provocar convulsiones (Medici ef al., 2010) y se han relacionado
con enterocolitis necrosante (Turcios-Ruiz et al., 2008). En adultos, la infeccion puede
exacerbar la enfermedad inflamatoria intestinal (Khan et al., 2009). Los sintomas
neurologicos son poco comunes, sin embargo, se ha reportado, dolor de cabeza, rigidez en el
cuello, fotofobia y obnubilacion junto con sintomas gastrointestinales (CDC, 2002). Se
estima que el 30% de los infectados por norovirus pueden desarrollar infeccion asintomatica
o subclinica (Atmar et al., 2014). La diseminacion del virus que generalmente dura entre 2 y

8 semanas en las heces (Atmar et al., 2008).

La rehidratacion oral sigue siendo el tratamiento de primera linea para la enfermedad no
complicada y los liquidos intravenosos para los vomitos y la deshidratacion graves (Glaas et
al., 2009). Los adultos mayores con signos de hipovolemia tienen un mayor riesgo de
complicaciones y tienen mas probabilidades de requerir hospitalizacién. El tratamiento
sintomatico con analgésicos, antimotilidad, antiemético y agentes antisecretores se puede
utilizar como complemento, dependiendo del tipo y la gravedad de los sintomas y la

necesidad de un rendimiento continuo, como el trabajo y los viajes (Steinhoff ez al., 1980).

La reaccion en cadena de la polimerasa y el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas son

métodos utiles para diagnosticar la infeccion por NoV (Switaj et al., 2015).

2.5.4.3.4 Receptores HBGA favorecen la infeccion por NoV

Los virus interactiian con los receptores en la superficie celular para iniciar y coordinar la
infeccion. La distribucion de los receptores en las células huésped puede ser determinante
clave del tropismo viral y la infeccion del huésped y de fundamental importancia para
comprender la patogénesis viral. (Mills ef al., 2023). NoV infecta el epitelio intestinal, las
células dendriticas, los macrofagos y las células T de personas inmunocomprometidas
(Karandikar et al., 2016) y modelos animales (Bok et al., 2011; Seo et al., 2017), asi como
las células B (Jones et al., 2014).
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La infeccion de NoV requiere de la union a los antigenos del grupo sanguineo (HBGA) a
través de la proteina VP1 de la cépside principal como paso primario, las capsides de NoV
infeccioso consisten en 180 copias de la proteina VP1 de la capside principal dispuestas como
90 dimeros en simetria icosaédrica. La esfera mas externa de la capside viral comprende el
dominio sobresaliente (dominio P) de VP1, mientras que la esfera subyacente estd hecha del
dominio de shell (dominio S). La fijacién a HBGA esta mediada principalmente en la interfaz
apical de dos dominios P que forman el dimero (dimero P) y contiene determinantes para la

union celular, la antigenicidad y/o introduccion en la célula (Peters et al., 2022).

Los antigenos histosanguineos denominados HBGA son una familia de estructuras de
carbohidratos fucosilados expresados en la superficie de la mayoria de las células epiteliales
y son los determinantes de los sistemas de grupos sanguineos ABO y Lewis (Ravn y
Dabelsteen, 2000). Estos carbohidratos se generan a partir de precursores de disacaridos que
luego reciben la adicion gradual de monosacaridos con diferentes glicosiltransferasas en

lugares especificos que determinan los diferentes tipos de HBGA (Marionneau et al., 2002).

Se encuentran en azucares centrales como glicoesfingolipidos (glucosa [Glc]) y
glicoproteinas O de tipo mucina o mucinas (N-acetilgalactosamina [GalNAc]). Las primeras
estan restringidas en gran medida a la membrana plasmatica, mientras que las glicoproteinas
O de tipo mucina pueden estar atadas o secretadas por membrana y, por lo tanto, desempefian

un papel bastante antagonico en las infecciones por virus (Tan y Jiang, 2005).

Mientras que los HBGA expuestos a la membrana sirven como sefiuelos para la entrada del
virus en las células, las mucinas solubles forman capas de gel viscoelastico en las superficies
epiteliales y se afirma que desempeiian un papel esencial en la defensa por atrapamiento

fisico y quimico de los patdgenos (Tan y Jiang, 2005)

Los grupos sanguineos se derivan de las cadenas de lactosamina tipo 1 o tipo 2 mediante la
adicion secuencial de fucosa de tipo H (al-2 unida a Gal) o fucosa de tipo Lewis (al-3/4
unida a GIcNAc). Las estructuras tipo H y Lewisb/y los glicanos sirven como sustratos para
las glicosiltransferasas, anadiendo a3-GalNAc (grupo sanguineo A) o a3-Gal (grupo
sanguineo B). Por lo tanto, los HBGA, como variaciones principalmente periféricas de
glicanos ligados al O, en realidad representan una subfraccion de la familia compleja con

numerosos isomeros estructurales en varios cientos de variantes con longitudes de hasta 20
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unidades de monosacaridos. El grupo sanguineo O/H y LewisA/X Los tipos se distinguen

por las diferentes conexiones de una fraccion fucosa (Tan y Jiang, 2005).

La expresion de residuos de fucosa ligados a al,2 en las células epiteliales superficiales del
intestino y en los fluidos corporales (de ahi el término secretor) depende de la actividad de la
enzima FUT2, que cataliza la sintesis del antigeno H. FUT2 es una de las dos al,2-

fucosiltransferasas humanas activas, la otra es FUT1, codificada por el gen FUTI.

El gen FUT2 se expresa predominantemente en los tejidos epiteliales (mucosas), mientras
que el gen FUT1 se expresa tipicamente en las células progenitoras eritropoyéticas. Los
HBGA humanos controlados por FUT2 estan, por lo tanto, presentes principalmente en el
epitelio de la mucosa de los tractos respiratorio, genitourinario y digestivo y como
oligosacaridos libres en fluidos corporales como sangre, saliva y leche (Marionneau et al.,

2002).

El gen FUT3 codifica una al,4-fucosiltransferasa que convierte el antigeno H tipo 1 en Lewis
B mediante la adicion de fucosa. Del mismo modo, las enzimas A o B, codificadas por los
alelos A y B del gen ABO, respectivamente. Los individuos con un FUT2 no funcional se
denominan no secretores, debido a la ausencia de grupos ABO (H) en la saliva y la mucosa.
Por lo tanto, un no secretor que tenga grupo sanguineo A (en los eritrocitos) no expresara el
antigeno A en los tejidos de la mucosa. Estos individuos expresan Lewis A si tienen una
enzima FUT3 funcional que cataliza la adicion de un residuo de fucosa ligado a al,4 al
precursor H tipo 1. Por lo tanto, los portadores homocigoticos inactivos del gen FUT3

carecen de estructuras de Lewis A - B y se denominan Lewis negativas.

El sistema HBGA humano es también altamente polimoérfico y estd controlado por multiples
familias de genes con alelos silenciosos. Como se menciond anteriormente la presencia de
moléculas diversificadas en las superficies celulares indica un posible mecanismo de defensa
del huésped en contra de patdogenos que se replican en el tracto intestinal, a pesar de ello, los
NoV han desarrollado estrategias para superar el sistema de defensa del anfitrion. Y ha sido
demostrado por genéticamente, lo que explica por qué las infecciones asociadas a NoV son

comunes y se han extendido en todas las poblaciones del mundo (Tan y Jiang, 2005).
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La asociacion de HBGA con NoV se debid parcialmente a estudios epidemioldgicos que
sugirieron donde se identifica que los pacientes con sangre tipo O (antigeno H) son mas
susceptibles a la infeccion por el virus GI.1 (la cepa prototipo) (Hutson et al., 2002), mientras

que con el tipo B eran resistentes a las infecciones (Rockx et al., 2005).

La diversidad genética o fenotipica de los HBGA humanos depende en gran medida del
origen étnico. La expresion diferencial de los HBGA esta asociada con muchas enfermedades
infecciosas (Le Pendu et al., 2006), con el potencial de ser un fuerte impulsor evolutivo del
alto nivel de diversidad genética entre diferentes grupos de poblacion. En poblaciones
mesoamericanas la prevalencia de secretores puede ser tan alta como 95% (Lopman et al.,

2014).

Los receptores HBGA son los mas estudiados, sin embargo, también se ha identificado la
presencia de sustancias similares a HBGA que interactian con el NoV y son denominadas
sustancias polimericas extrecelulares PSE y lipopolisacaridos LPS de bacterias entéricas
humanas presentes también en ambientes acudticos, células gastrointestinales, branquias y
palpos de mariscos, paredes celulares de hojas y venas de la lechuga (Amarasiri y Sano,

2019).

Las bacterias Enterobacter spp., incluidas E. cloacae, expresan sustancias similares al
HBGA y los NoV se asocian con E. cloacae que expresa HBGA (Miura et al., 2013). Los
NoV también pueden asociarse con varias especies bacterianas que se encuentran en las heces
humanas (Almand et al., 2017), aunque no se sabe si las sustancias similares al HBGA son
necesarias para las interacciones con todas las especies bacterianas. El agotamiento de la
microbiota intestinal afecta la infeccion en los intestinos, pero no afecta la replicacion en
sitios secundarios de infeccion (Baldridge ef al., 2015). Estos datos sugieren que los glicanos
producidos por bacterias entéricas son necesarios para la infeccion eficiente por NoV de las
células en los intestinos, pero no para la diseminacién a sitios secundarios. Al menos en
humanos, la susceptibilidad al NoV depende de una mezcla de genética del huésped,
especialmente aquellas que involucran a la fucosiltransferasa 2 (FUT2) (Lindesmith ef al.,
2003) y la composicion de la microbiota intestinal (Rodriguez-Diaz et al., 2017). FUT2
transfiere fucosa a precursores de HBGA y los individuos con FUT2 no funcional son

secretores negativos de HBGA (Lindesmith ef al., 2003). En humanos, la presencia de
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Faecalibacterium y Ruminococcus spp. en el intestino se correlaciona negativamente con la

infectividad de NoV en humanos (Rodriguez-Diaz et al., 2017).

Si bien las bacterias afectan aspectos similares de la biologia del virus (por ejemplo, una
mayor estabilidad), también pueden tener efectos multifactoriales en los virus. las bacterias
entéricas afectan directamente a la infeccion viral, el microbiota del huésped también afecta
el resultado de la infeccion a través de su modulacion de las respuestas inmunes del huésped

a la infeccion (Baldridge et al., 2015; Baldridge et al., 2017).

2.5.4.3.5 NoV humanos encontrados en animales

Nuevas variantes, genotipos y recombinantes surgen con frecuencia en la poblaciéon humana,
sin embargo, su origen es desconocido. Se supone que estos virus surgen de una poblacion
no muestreada (por ejemplo, pacientes asintomaticos o inmunocomprometidos o regiones
demograficas de las que faltan datos de vigilancia) o de un reservorio animal (Villabruna et
al.,2019); Sin embargo, se han propuesto animales como una fuente potencial, ya que se han
detectado NoV humanos en especies animales. Se sabe que los genogrupos GI, GII, GIV.1,
GVIII y GIX infectan a los seres humanos, mientras que se han encontrado virus de otros
genogrupos en una variedad de animales: cerdos (GII.11, GII.18 y GII.19), ganado bovino
(GIIL.1 y GIIL.2), ovino (GIIL.3), roedores (GV.1 y GV.2), gatos (GIV.2, GVIL.1 y GVI.2),
leones (GIV.2), perros (GVI.1, GVI.2 y GVII), marsopas comunes (GNA1), leones marinos
(GNA2) y murciélagos (GX). (Villabruna et al., 2021).

Sobre la base de toda la proteina de la cipside VP1, los NoV de diferentes genogrupos
comparten <50% de identidad de aminoacidos, mientras que los genotipos dentro del mismo
genogrupo comparten >60% de identidad de aminoacidos (Kroneman et al., 2013; Chhabra
et al., 2019). Por lo tanto, los genotipos porcinos y felinos/caninos son de especial interés
con respecto a su potencial zoonoético, ya que comparten ~70% de identidad de aminoacidos

con genotipos humanos (Vinje et al., 2019: Villabruna ef al., 2021).

2.5.4.3.6 Identificacion NoV en México
Un estudio seroepidemiolédgico realizado en los 90’s por Jiang et al. (1995) donde se
identifico una alta prevalencia (85%) de NoV en bebes mexicanos de 2 afos, lo que indica

una exposicion temprana generalizada al NoV en México. Los autores mencionan que la
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temprana exposicion podria resultar en el desarrollo de inmunidad protectora contra la

enfermedad sintomatica mas adelante.

En la ciudad de México se realiz6 la deteccion de NoV en 48 (56%) muestras de heces NoV
positivas, 27 fueron positivas para NoV GII y dos nifios fueron positivos para ambas cepas
GI y GII en la misma muestra. En total, se observaron nueve genotipos diferentes. Los
genotipos identificados incluyen cinco genotipos GI (GI 1, GI 3, GI 5, GI 7 y GI 14) y cuatro
genotipos GII (GII 1, GII 2, GII 7 y GII 17) (12). Las cepas de NoV GII se detect6é durante
todo el periodo de 3 meses y también fue la mas frecuentemente identificada en muestras de
heces. El 30% de las muestras de heces recolectadas de nifios asintomaticos estaban
infectadas con NoV. Y el 49,2% de los nifios asintomaticos tuvieron al menos una deposicion

positiva para NoV durante el verano (Garcia et al., 2006).

El genogrupo II del NoV se detecté en muestras recogidas de aguas residuales, la presencia
de norovirus se relacion6 con diarrea aguda viral en nifios menores de cinco afios, que
habitaban las 4reas muestreadas. Esto puede indicar que el agua contaminada fue
potencialmente un factor de riesgo para los brotes diarreicos regionales (Delgado-Gardea et

al., 2017).

En México existen areas que carecen de tratamiento de agua potable y en algunas existen
deficiencias en el tratamiento, por ello beber agua contaminada puede representar una
amenaza para la salud publica. Ademas de los virus, existen bacterias y parasitos
enteropatdogenos, la contaminacion fecal en ambientes acudticos se asocia con la transmision
de virus entéricos y otros agentes causales de enfermedades infecciosas (Albinana et al.,

2009).

Otro de los trabajos realizados sobre la identificacion de los NoV reportados se realizo en
Monterrey en pacientes hospitalizados con presencia de diarrea aguda donde los autores
reportan que NoV fue el patdogeno encontrado con mayor frecuencia (28,6%), seguido de
bacterias (11,7%) y parasitos (8,3%). De las muestras positivas para norovirus, 17/49 (34,7%)
pertenecen a pacientes cuyo diagnostico primario estaba relacionado con problemas
gastrointestinales (diarrea, CUCI, enfermedad ulcerosa o colitis). El genogrupo GII fue
encontrado con mayor frecuencia (49/182, 26,9%), mientras que el GI se detectd en solo

4/182 (2,2%) pacientes. NoV GI se detecto solo en mujeres, una del grupo de 0 a 10 afios,
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otra del grupo de 21 a 30 afos y dos del grupo de 41 a 50 afos, y en todos los casos los
pacientes fueron hospitalizados con un diagndstico de diarrea. No se detectaron
coinfecciones con este genogrupo. El NoV se detect6 principalmente en nifios de 0 a 10 afios
(9/15, 60%).en este estudio también se identificaron coinfecciones entre los NoV, donde el
genogrupo GII y la asociacion con bacterias estuvieron presentes en so6lo dos casos (2/49,
4,1%), un caso con Aeromonas y otro con C. difficile. Se detectd coinfeccion del genogrupo
GII parésito-norovirus en 12,2% (6/49) de las muestras analizadas; E. histolytica fue el
parésito encontrado con mayor frecuencia junto con NoV (3/49, 6,1%), seguido de E. coli
(2/49, 4,1%) y Cryptosporidium (1/49, 2,0%). En los pacientes de 0 a 20 afios no presentaron

coinfecciones (Casillas-Vega et al., 2020).
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3. Planteamiento del problema

Norovirus se reporta en humanos y animales como la primera causa de enfermedades

entéricas de origen virico a nivel mundial (Mounts et al., 2000).

Se estima que, norovirus causa aproximadamente 23 millones de gastroenteritis agudas en
los Estados Unidos de America y mas del 90% de las gastroenteritis de tipo no bacteriana en
el mundo. La patogenicidad de norovirus se asocia a varios factores que lo clasifican como
potencialmente patdgeno debido a las bajas dosis de infeccion, resistencia natural, diversidad

ambiental y la gran diversidad de especies que infecta (Qui y Wang, 2006).

En los ultimos afios se describe que NoV también infecta a los conejos (Lopez-Aguado et al.,
2017). La infeccion se produce en esta especie debido a que comparte algunas peculiaridades
con las células epiteliales de humanos provocando enfermedad entérica en conejos (Thorne

y Goodfellow, 2014).

La diarrea viral es uno de los problemas de salud que afecta a humanos y animales en igual
proporcion a paises industrializados y no industrializados (Blomstrom, Ley y Jacobson,

2014).

En México y en el mundo la ganaderia cunicola se enfrenta crisis asociadas a la actual
pandemia por COVID19, y también al rebrote surgido de Fiebre Viral hemorragica del

conejo, lo cual ha generado importantes pérdidas econdmicas estimadas en millones de pesos.
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4. Justificacion

El fomento para la produccién de proteina animal en México tiene como primordial reto
desarrollar la eficacia productiva de las especies y fortalecer la produccion intensiva de
animales domésticos cuyas particularidades permitan una rdpida y gran produccion. La
cunicultura es una de las activades ganaderas que cumple con las especificaciones antes
mencionadas, debido a que el conejo doméstico, es una especie que presenta grandes ventajas
para su realizacion es ya que es una actividad de facil manejo y de baja inversion (SADER,

2020).

La cunicultura requiere fortalecimiento en varios sectores, entre los cuales desataca el sector
salud, el cual es muy importante debido a las altas pérdidas econdmicas asociadas
principalmente con la disminuciéon de crecimiento, reduccion en la tasa de conversion
alimenticia y la alta mortalidad, especificamente las enfermedades de origen digestivo son

las de mayor frecuencia en las UP.

Uno de los principales patogenos que desarrollan enfermedades entéricas son los NoV, este
tipo de tipo de virus al igual que Rotavirus y Astrovirus son reportados durante los tltimos
afios con potencial zoonoético, sin embargo, se desconoce la relacion del reservorio y su

asociacion con otros patdogenos entéricos.

Los NoV tienen afinidad a los grupos HGBA denominados antigenos H tipo dos. Estos
antigenos estan presentes en las células epiteliales del intestino de los conejos, lo cual

favorece la infeccion por NoV (Abrantes ef al., 2012, Lopez-Aguado et al., 2020).

El Estado de México destaca por ser una region lider en cuanto a la produccion y consumo
de carne de conejo, lo cual, nos brinda la oportunidad de conocer el panorama zoosanitario
real de la produccidon cunicola y con ello apoyar el desarrollo y fortalecimiento de la

cunicultura en Mexico.

36



. 14 .
5. Hipotesis
Norovirus se encuentran en asociacion con otros virus, bacterias y parasitos que causan
signologia entérica en las unidades de produccion cunicola de la region sur oriente del Estado

de México.
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6. Objetivos

Objetivo General

Analizar la asociacion de Norovirus con otros patdogenos que causan signologia
entérica en las unidades de produccion cunicola de la region sur oriente del Estado de

México.

Objetivos Especificos

Localizar las unidades de produccion que presenten enfermedades entéricas en los
conejos.

Identificar a Norovirus en muestras de conejos con signologia entérica por medio de
RT-PCR.

Detectar la presencia de virus, bacterias y parasitos mediante técnicas especificas.
Determinar los factores de riesgo asociados a la presencia de virus, bacterias y
parasitos.

Asociar las muestras positivas a Norovirus con los patégenos identificados.
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7. Material y métodos

Tipo de Estudio: Descriptivo de corte transversal, comparativo, observacional y no

experimental.

Tipo de muestreo: No probabilistico, a conveniencia debido a que este tipo de muestreo puede

ser utilizado cuando se quiere demostrar que existe un rasgo determinado en una poblacion.

Poblacion de Estudio: conejos con signologia entérica 30-75 dias de edad, todas las razas y
de ambos sexos pertenecientes a granjas cunicolas de la zona suroriente del Estado de
México, siendo los municipios de estudio: Valle de Chalco, Chalco, Temamatla, Cocotitlan,
Tlalmanalco, Juchitepec, Tenango del Aire, Ayapango, Amecameca, Atlautla, Ozumba,

Tepetlixpa y Ecatzingo.
Periodo del estudio de campo: diciembre 2021 — mayo 2023.
Muestra de estudio: heces de conejos de granjas cunicolas del Estado de México.

Recoleccion de informacion: la informacion fue obtenida a través de una entrevista realizada
a los propietarios de granjas cunicolas utilizando un cuestionario donde se registraron los

datos epidemioldgicos de interés.

Los conejos con signologia entérica fueron remitidos al Laboratorio de Biotecnologia,
Biologia Molecular y Genética del C.U UAEM Amecameca donde a los animales vivos se
les realiz6 una evaluacion sinologica antemortem y posteriormente se realizo el sacrificio
humanitario de acuerdo con la norma mexicana NOM-033-SAG-Z00-2014, mediante el
aturdimiento mecanico por concusion para insensibilizar antes de causarles la muerte. Este
método consiste en golpear de forma fuerte y certera la region occipital del conejo y
posteriormente, se procedié a desangrar inmediatamente incidiendo en las yugulares y

car6tidas, provocando asi la muerte del animal.

Después se procedi6é a tomar muestras para los diferentes microorganismos patogenos. Se
tomo primeramente muestra para cultivo bacteriano en condiciones de esterilidad y
posteriormente se colectaron las muestras de tejido (duodeno) para el analisis de virus y heces

para el andlisis de parésitos del género Eimeria spp.
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Las muestras colectadas para parasitos y virus fueron almacenadas en congelacion a -15 C

para su procesamiento, analisis y almacenamiento.

7.1 Aislamiento e identificacion de bacterias

La identificacidon bacteriana se realizé a través de métodos convencionales basados en las
caracteristicas fenotipicas observables como morfologia, desarrollo y propiedades

bioquimicas y metabdlicas.

Se realizo la toma de muestras directamente de tejido de duodeno durante la necropsia (se
utilizaron mecheros Bunsen para mantener un ambiente estéril y evitar la contaminacion

cruzada).

Se realizaron siembras por estria en cuadrante medio en agar madre donde se utilizd Agar
Sangre y Agar Cerebro- Corazon, se mantuvieron en una estufa bacterioldgica a 37°C por 16

horas, con la finalidad de favorecer el crecimiento bacteriano.

Transcurrido el periodo de incubacion se aislaron las colonias en base a sus caracteristicas
morfoldgicas, posteriormente se realizaron tinciones de Gram para su diferenciacion positiva

0 negativa.

Las bacterias que a la tinciéon Gram fueron positivas se procedian a sembrar en cajas de Agar
estafilococos. Y las bacterias Gram negativas se sembraron en cajas de agar Hektoen en casos
de que las colonias fueran verdes y/o rosas se procedid a sembrar en Agar salmonella-

shigella.

Posteriormente se procedié a realizar pruebas bioquimicas para diferenciar indicadores de
movilidad, utilizacion de citrato, fermentacion de lactosa, produccion de indol, produccion

de 4cido sulthidrico, descarboxilacion de lisina y ornitina (Ramirez et al., 2018).

Una vez clasificadas las colonias se sembraron en medios selectivos para su aislamiento, y
finalmente se realizaron pruebas bioquimicas y una vez obtenidas las caracteristicas
metabolicas y morfologicas se realizd la interpretacion de resultados de cada una de las

bacterias aisladas.
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7.2 Identificacion de parasitos
Identificacion de Eimeria spp.

Se realizo la identificacion de parasitos del género Eimeria spp. utilizando la técnica de Mc

Master como se describe a continuacion.
Técnica de Mc Master (INIFAP, 2010).

Se utilizdo para detectar cualitativa y cuantitativamente, los ooquistes de FEimeria spp.
existentes en la muestra y los resultados obtenidos se expresaron en ooquistes por gramo de

heces (OPG).

Procedimiento

1.- Se pesaron 2 g de las heces de diferentes partes de la muestra.

2.- Se agrego solucion salina saturada de NaCl hasta obtener un volumen de 30 ml.
3.- Se agito y mezclo la muestra con la solucion saturada de NaCl.

4.- Se homogenizo utilizando un agitador.

5.- Se tomo con el gotero una muestra del sobrenadante y se colocd en la camara de Mc

Master evitando la formacion de burbujas de aire.

6.- Se dejo reposando durante cinco minutos, para que los ooquistes flotaran hacia la parte

superior y se pegaran al cubreobjetos de la camara.
7.- Se observaron al microscopio con el objetivo 10X.
Conteo del nimero de ooquistes

8- Se procedi6 a contar en zigzag, siguiendo los espacios que vienen dibujados en la cAmara

de Mc Master.

- El namero total de los ooquistes contados en los dos compartimentos, se dividi6 entre dos

y se los multiplico por 100 y asi se obtuvo el nimero de ooquistes por gramo de heces (OPG).
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7.31dentificacion molecular de Virus

7.3.1Norovirus

Se realizo la extraccion de RNA viral a partir de tejido intestinal (duodeno, yeyuno e ileon)

con la técnica fenol-cloroformo con Trizol de invitrogen bajo las indicaciones del fabricante.

Posteriormente se realizo la sintesis de ADNc con el kit comercial ImProm-II™ sistema de

transcripcion inversa siguiendo las instrucciones del fabricante.

La identificacion de Norovirus en conejos se realizd6 por PCR con los oligoiniciadores
reportados por Kojima et al., (2002) dirigidos a la regiéon de la céapside, para la

genotipificacion de NoV donde se obtiene un fragmento de 300 pares de bases (pb).

Tabla 1. Oligoiniciadores empleados para la identificacion de NoV en conejos.

Genotipo GI Genotipo GII

GISKF CTGCCCGAATTYGTAAATGA | G2SKF CNTGGGAGGGCGATCGCAA

GISKR CCAACCCARCCATTRTACA G2SKR CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes; desnaturalizacion inicial 94°C por 5
minutos * 40 ciclos: desnaturalizacion 94°C por 30 segundos, alineamiento 50° C por 30
segundos y extension de 72°C por 40 segundos, con una extension final de 72°C de 5
minutos. Los productos de PCR se separaron en geles de agarosa al 3%, utilizando una
electroforesis a 100 Volts durante 30 minutos, posteriormente los geles se tifieron con

bromuro de etidio para ser visualizados en transiluminador UV.

7.3.2Rotavirus
Se realizo la extraccion de RNA viral a partir de tejido intestinal (duodeno, yeyuno e ileon)

con la técnica fenol-cloroformo con Trizol de invitrogen bajo las indicaciones del fabricante.

Posteriormente se realizo la sintesis de ADNc con el kit comercial ImProm-II™ sistema de

transcripcion inversa siguiendo las instrucciones del fabricante.
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La identificacion de Rotavirus en conejos se realizd6 por PCR con los oligoiniciadores
reportados por Nemoto et al., (2015).dirigidos a la region NSP3 con amplicones de PCR del
tamafio esperado (73 pb).

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes; desnaturalizacion inicial 96°C por 5
minutos ¢ 40 ciclos: desnaturalizacién 96°C por 30 segundos, alineamiento 50° C por 30
segundos y extension de 72°C por 45 segundos, con una extension final de 72°C de 10
minutos. Los productos de PCR se separaron en geles de agarosa al 4%, utilizando una
electroforesis a 100 Volts durante 30 minutos, posteriormente los geles se tifieron con

bromuro de etidio para ser visualizados en transiluminador UV.

7.3.3Astrovirus

Se realizo la extraccion de RNA viral a partir de tejido intestinal (duodeno, yeyuno e ileon)

con la técnica fenol-cloroformo con Trizol de invitrogen bajo las indicaciones del fabricante.

Posteriormente se realizo la sintesis de ADNc con el kit comercial ImProm-1I™ sistema de

transcripcion inversa siguiendo las instrucciones del fabricante.

La identificacion de Astrovirus en conejos se realizd por PCR con los oligoiniciadores
reportados por Martella et al., (2011) dirigidos a la region ORF1b con amplicones de PCR
del tamano esperado (409 pb).

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes; desnaturalizacion inicial 94°C por 10
minutos * 35 ciclos: desnaturalizacion 94°C por 30 segundos, alineamiento 50° C por 30
segundos y extension de 72°C por 40 segundos, con una extension final de 72°C de 5
minutos. Los productos de PCR se separaron en geles de agarosa al 3%, utilizando una
electroforesis a 100 Volts durante 30 minutos, posteriormente los geles se tifieron con

bromuro de etidio para ser visualizados en transiluminador UV.

7.4Analisis descriptivo de la asociacion de Norovirus con otros patogenos y

otros relacionados.

Se realizo un analisis por medio de formulas basicas de estadistica descriptiva mediante una
base de datos en Excel y también se realizd un anélisis estadistico en el programa Stata ® a

fin de relacionar y/o asociar los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion.
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8. Resultados

Los resultados de esta investigacion se encuentran en:

Capitulo de libro publicado en por la Academia Internacional IAPAS cuenta con registro

RENIECYT 1800606 ¢ ISBN 978-607-98268-6-4.
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11. Discusion

En los ultimos afios, un namero creciente de estudios metagendémicos han llevado al
descubrimiento de NoV’s en nuevos huéspedes animales y parece evidente que carecemos
de comprension de la diversidad completa de norovirus y su rango de huéspedes (Hu et al.,

2017, Shi et al., 2018).

La etiologia de las afecciones intestinales sigue siendo dificil de establecer porque las causas
suelen ser multiples y los sintomas, los signos clinicos y las lesiones intestinales suelen ser

comparables (Licois, 2004).

La signologia clinica que predomino en los conejos que fueron positivos a NoV fue la diarrea
que coindice con lo reportado para otras especies animales de granja (Wolf et al., 2009, Shen
et al., 2012, Di Felice et al., 2016) de compania (Mesquita et al., 2012, Pinto et al., 2012,
Takano et al., 2015) y silvestres (Martella et al., 2007, De Graaf et al., 2017).

La presencia de diarrea no se atribuye a una etiologia precisa tal como lo siguieren Cerioli y

Lavazza (2006).

Se identifico a NoV en un 22% de conejos con presencia de cuadros entéricos, este porcentaje
corresponde a NoV del genogrupo GI que estd identificado en humano lo cual es muy
probable que sea una mas de las evidencias de norovirus humanos en animales, lo que sugiere
que el norovirus humano podria ser una zoonosis inversa, con la identificacion de ARN de
norovirus humano en muestras de heces de conejos como se evidencia esta investigacion y
como se ha identificado en otras especies animales como mascotas (Mesquita et al., 2012;
Castro et al., 2015), roedores (Smith et al., 2012), cerdos (Wang et al., 2005; Scheuer et al.,
2013) y ganado (Smiley et al., 2003; Menon ef al.,2013).

La asociacion de NoV se identifico con hasta cuatro patdgenos diferentes a este proceso se
le conoce como una enfermedad entérica multifactorial, la cual es caracterizada por una
variedad de sintomas asociados a varios microorganismos que actlan en sinergia y con
factores ambientales que alteran o influyen en la fisiologia, el metabolismo y la respuesta

inmune del conejo (Cocchi ef al., 2008, Martella et al., 2011, Garcia-Rubio et al., 2017).

Los resultados de esta investigacion difieren con lo reportado por autores como Thouless ef

al., 1988 y Martella et al., 2005 quienes sugieren que el Rotavirus podria ser la principal
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causa de enfermedad entérica en conejos y también estar implicado como agente etioldgico
de brotes entéricos graves. Debido a que los resultados demuestran que en las unidades de
produccion cunicola los principales agentes patdogenos asociados a estas patologias digestivas
son de origen parasitario prevaleciendo la infeccion por Eimeria spp. tal como lo describe

Garcia-Rubio et al., desde 2017.

Se entiende que las coinfecciones parasitarias principalmente aumentaron la gravedad de la
enteritis y desencadenaron efectos sinérgicos. Y en menor porcentaje las asociaciones
bacterianas principalmente Escherichia coli coincidiendo con lo reportado por Bennegadi et
al., (2000). También en 2017 Garcia-Rubio ef al., hace mencién sobre la baja cantidad de
bacterias aisladas en conejos que cursan procesos entéricos y el cual se sigue manteniendo
bajo, ademés coincidimos en que su presencia indica que coexisten en las infecciones

entéricas de los conejos en la region sur oriente del Estado de Mexico.

En cuanto a variables relacionadas estadisticamente se identifica a Eimeria spp y NoV
presentaron diarrea lo que comprueba la capacidad de estos patdogenos de contribuir

significativamente a la presencia de diarrea (Cho ef al., 2013).

Otra variable significativa es la identificacion de mucosas isquémicas en las infecciones
ocasionadas por Astrovirus, sin embargo, no hay reportes sobre estas lesiones en conejos o
en otra especie animal, al igual que en humanos las lesiones originadas por virus como
SARS-CoV-2 las lesiones cutdneas en pacientes con infeccion por son extremadamente
variables y su importancia como marcador de la infeccion viral y del prondstico de la
enfermedad es ain objeto de debate (Ahouach et al., 2020). Las lesiones mucosas estan
marcadamente menos estudiadas, pero existen reportes de cambios en la mucosa oral y
lesiones oculares conjuntivales o corneales en pacientes diagnosticados con COVID-19, ya
sea como hallazgos solitarios o en asociacion con manifestaciones cutdneas, con mecanismos

patogénicos poco claros, hasta la fecha (Rochefort y Chaux, 2021).

En las infecciones virales por Norovirus, Rotavirus y Astrovirus la presencia de nifios <5
afios fue significativa y eso coincide con lo reportado (Mladenova et al., 2010, Banyai et al.,
2018), ademads para las infecciones por NoV la presencia de personas >65 afios también es

significativa al ser huéspedes susceptibles (Mitchell et al., 1999).
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Factores predisponentes como la ausencia de filtros y de cuarentenas es significativo ya que
como mencionan varios autores las medidas de prevencion son necesarias para evitar el

contagio y la diseminacion de enfermedades virales y parasitarias (Varga, 2013).

Se sabe que los murciélagos, los roedores silvestres y las aves albergan con frecuencia
patdgenos que pueden causar enfermedades (Villabruna ez al., 2019), en el andlisis estadistico
realizado en este estudio si es una variable significativa para las infecciones por NoV y

Rotavirus.

En consecuencia de que la produccidon nacional de carne de conejo es en su mayoria de
traspatio (ANCUM, 2010) destacan caracteristicas deficientes de infraestructura y manejo,
en donde diversas especies animales se encuentran en continuo contacto, pudiendo favorecer
la transmision inter-especies de distintas enfermedades, asi como la presentacion de eventos
zoondticos tal como lo menciona Reynoso et al. en 2019 y lo cual se comprueba

estadisticamente para las infecciones de tipo viral en este estudio.

El tipo de alimentacion combinado con forrajes es significativo para Eimeria spp. debido a
que estos pueden estar contaminados con ooquistes esporulados debido al mal manejo de

almacenamiento de los alimentos y al uso de fertilizantes orgénicos de los campos (Pakandl,

2009).

12. Conclusiones

La implementacion de técnicas moleculares nuevas y sensibles para el diagndstico de
enfermedades infecciosas reconoce a los NoV’s como la principal causa de gastroenteritis

epidémica no bacteriana en todo el mundo (Green et al., 2002, Villabruna et al., 2019).

Las infecciones por NoV son una infeccion comun en los conejos debido a que desde 2017
se ha monitoreado e identificado la infeccion por NoV en los conejos del Estado de Mexico,
existen reportes de nuevas cepas de NoV humano y de animales que filogenéticamente se
encuentran relacionadas, sin embargo, aun queda mucho por estudiar y descubrir sobre los
reservorios animales de norovirus y el potencial zoonoético de estos virus (Villabruna et al.,

2019).
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Estos resultados proporcionan evidencia epidemioldgica de sinergia entre Eimeria spp.,
Rotavirus, Norovirus, Astrovirus y E. coli. que, al estar presentes simultaneamente en los

procesos infecciosos entéricos, estos pueden aumentar su potencial patogénico.

Se deben tomar las medidas necesarias para mejorar los métodos disponibles para estudiar
los virus en los conejos con la finalidad de aumentar el conocimiento sobre este virus y
permitir actividades de seguimiento adecuadas de su circulacion y evolucion en la poblacion

cunicola desde una perspectiva de una sola salud.

Es el primer estudio que se realiza sobre factores de riesgo relacionados en conejos

domésticos con signologia entérica en Mexico.
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Recomendaciones

La concentracion de organismos patdgenos esta relacionada principalmente con la higiene, como
con la alta densidad poblacional de los conejos, en las unidades de produccion cunicola donde
las enfermedades tienen a aumentar proporcionalmente con el aumento del nimero en un

espacio determinado.

La ventilacion es muy importante debido que a menor ventilacion mayor serd el nimero de

organismos patogenos dispersos en un area especifica.

La higiene quimica y fisica de las instalaciones es una forma eficiente para reducir los organismos

patogenos de las conejeras.

Es importante realizar la remocion de los excrementos de las jaulas, realizar la desinfeccion de jaulas,

remocion de pelo y limpieza continua de pisos, techos y paredes.

La implementacion de cuarentenas de al menos 15 dias es recomendable para todos los animales que
han esido expuestos a enfermedades contagiosas, asi como también al introducir un nuevo
ejemplar en las unidades de produccion y también aquellos animales que han sido exhibido

en ferias o plazas.

En el caso de la actividad humana, se deben implementar medidas de higiene periddicas después de

manipular o trabajar con animales, como lavarse las manos y cambiarse de ropa.
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