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RESUMEN 

El objetivo de este estudio fue detectar la presencia del Virus del Síndrome 

Reproductivo y Respiratorio Porcino tipo 2 (PRRSV2) y de Circovirus Porcino 

tipo 2 (PCV2) en los hatos porcinos de Baja California, México. Se obtuvieron 97 

muestras sanguíneas de cerdos en diferentes estadios de producción 

procedentes de 26 granjas distribuidas en las ciudades de Mexicali, Ensenada, 

Tecate y Tijuana, así como de los Valles de Mexicali y San Quintín. Los ácidos 

nucleicos fueron extraídos a partir de la capa leucoplaquetaria y mediante RT-

PCR se analizaron individualmente las muestras para diagnóstico de PRRSV2, 

en los cuales encontramos 9 (9.3%) muestras positivas. Para diagnóstico de 

PCV2 se hicieron grupos de 5 muestras y se analizaron mediante la técnica de 

PCR, resultando positivos 3 de los 20 (15.0%) grupos estudiados. Se encontró 

presencia de ambos virus en las muestras provenientes de Mexicali, Ensenada, 

Tecate, Tijuana y Valle de San Quintín. Este es el primer reporte de la presencia 

tanto del Virus del Síndrome Reproductivo y Respiratorio Porcino tipo 2, como 

de Circovirus Porcino tipo 2 en Baja California.  

Palabras clave: PRRS, PCV, detección, México.  
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ABSTRACT 

The objective of this study was to detect the presence of type 2 Porcine 

Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV2) and Porcine Circovirus 

type 2 (PCV2) within the porcine herds in Baja California, Mexico. We obtained 

97 blood samples from pigs in different productive stages, coming from 26 farms 

distributed in Mexicali, Ensenada, Tecate and Tijuana, as well as Mexicali and 

San Quintin Valleys. Nucleic acids were extracted from the buffy coat and they 

were individually analyzed by RT-PCR for PRRSV2 diagnosis, 9 (9.3%) samples 

resulted positive. For PCV2 diagnosis we did pools of 5 samples coming from the 

same geographic place and they were analyzed by PCR, obtaining 3 out of 20 

(15.0%) positive pools. We found the presence of both virus in the samples from 

Mexicali, Ensenada, Tecate, Tijuana and San Quintin Valley. This is the first 

report of the presence of both type 2 Porcine Reproductive and Respiratory 

Syndrome Virus and Porcine Circovirus type 2 in Baja California. 

Key words: PRRS, PCV, detection, Mexico. 
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1.1 Situación mundial en producción de carne 

Para mantener la salud y el buen desarrollo de los animales es necesario el 

consumo de una dieta balanceada. En el caso de los humanos una dieta 

saludable debe incluir entre 55-65% de carbohidratos, 7-20% de proteínas y 15-

30% de grasas (Lim, 2018). La carne es la fuente principal de proteína y grasa 

para las poblaciones a nivel mundial, además de contribuir con el aporte de gran 

cantidad de vitaminas y minerales tales como vitamina B, vitamina A, zinc y hierro 

(Boada et al., 2016), por razones como ésta, la carne es considerada como un 

componente muy importante dentro de la dieta humana a lo largo de su evolución 

(Wyness, 2016).  

Existen diferentes animales que son consumidos por el humano, sin embargo, 

la mayor cantidad de producción recae principalmente en cerdos, gallinas y 

bovinos (FAO, 2014). Mundialmente se producen en promedio 110’224,600 t de 

carne de cerdo, 87’914,200 t de carne de pollo y 60’573,000 t de carne de bovino 

lo cual se corresponde con el consumo mundial, donde encontramos unas cifras 

de consumo de 109’929,800 t para la carne de cerdo, 86’179,600 t de carne de 

pollo y 58’677,200 t de carne de bovino (FAS, 2017), sin embargo, en el consumo 

per cápita observamos que hay mayor consumo mundial de carne de pollo 

(13.460 kg), seguido de la carne de cerdo (12.520 kg) y muy por debajo 

encontramos el consumo per cápita de la carne de bovino (6.480 kg) (DIEES, 

2017).  

 

1.2 Porcicultura en México  

En México, en promedio se producen 1’236,000 t de carne de cerdo al año 

(SIAP, 2017), sin embargo, a nivel de población se consume un total de 

2’110,000 t (DIEES, 2017) e individualmente 18.6 kg per cápita (SIAP, 2017), de 

tal manera que es necesario importar casi 1’000,000 t de carne de cerdo, además 

de aproximadamente 25,000 animales en pie para engorda y pie de cría 

principalmente desde Estados Unidos de Norteamérica y Canadá (DIEES, 2017; 

FAS, 2017). Por otro lado, la calidad e inocuidad de la carne producida en México 

al ser de excelente calidad es consumida por mercados japoneses, norcoreanos 

y norteamericanos (DIEES, 2017).  
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Particularmente en Baja California, la producción de carne de cerdo (879,897 

kg) es muy baja comparada con el consumo de la misma, la cual se encuentra 

sobre los 64’000,000 kg con un consumo per cápita de 18.5 kg, razón por la cual 

se importan desde Norteamérica más de 56’000,000 kg y se introducen casi 

9’000,000 kg de carne (OEIDRUS, 2016), principalmente desde el estado de 

Sonora, además de algunos animales en pie para su engorda y reproducción 

(CEIR, 2015). 

Como puede observarse, la producción de carne de cerdo en el estado de 

Baja California, no es particularmente intensiva. Existen aproximadamente 214 

granjas productoras de carne de cerdo, de las cuales alrededor del 70% son de 

traspatio mientras que el otro 30% presentan cierto grado de tecnificación 

(SEFOA, 2017).  

 

1.3 Enfermedades reproductivas en cerdos  

El grado de intensificación en la producción de carne de cerdo se ha 

correlacionado con la emergencia de nuevas enfermedades (Opriessnig et al., 

2011), las cuales en ocasiones son endémicas y no producen signos clínicos 

muy notorios (Biernacka et al., 2016), sin embargo sí pueden producir pérdidas 

económicas importantes debido al manejo que se debe llevar a cabo para limitar 

/ erradicar una enfermedad, la repetición de celos, las momificaciones y 

mortinatos, el pobre crecimiento de lechones así como el nacimiento de camadas 

pequeñas y/o débiles (Basto et al., 2004). 

Existe una gran variedad de agentes infecciosos que afectan la productividad 

de la industria porcina a nivel mundial (CFSPH, 2018). Particularmente en el 

tracto reproductivo, las infecciones virales son las que producen mayor cantidad 

de pérdidas en la industria porcina, de los cuales, el Virus del Síndrome 

Reproductivo y Respiratorio Porcino tipo 2 (PRRSV2), el Circovirus Porcino tipo 

2 (PCV2) y el Parvovirus Porcino (PPV) son con gran diferencia, los más 

comunes en Norteamérica (Kirkwood et al., 2012).  

A partir del año 2005, la Organización Mundial de Sanidad Animal (OIE) 

elaboró un documento el cual es revisado periódicamente, donde se listan 
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enfermedades, infecciones e infestaciones de importancia a mundial, con el fin 

de estar en consonancia con la terminología utilizada por el Acuerdo sobre la 

Aplicación de Medidas Sanitarias y Fitosanitarias de la Organización Mundial del 

Comercio al clasificar las enfermedades como riesgos específicos y otorgar a 

todas las enfermedades que formen parte de la lista el mismo grado de 

importancia en el comercio internacional. En dicha lista encontramos al virus del 

síndrome reproductivo y respiratorio porcino (OIE, 2018). 

Por su parte, en México se publicó se publicó en el Diario Oficial de la 

Federación el 4 de mayo de 2016, un acuerdo mediante el cual se dan a conocer 

las enfermedades y plagas exóticas y endémicas de notificación obligatoria de 

los animales terrestres y acuáticos (SAGARPA, 2016). En dicho acuerdo se 

describen 3 grupos: 

1. Grupo 1. Enfermedades y plagas que no se encuentran en el territorio 

nacional o que han sido erradicadas; y que por su rápida diseminación y 

afectación al sector y riesgo para la salud pública, son consideradas de 

notificación inmediata. En este grupo se incluye el síndrome reproductivo 

y respiratorio porcino tipo 1 (Arterivirus tipo 1, cepa europea). 

2. Grupo 2: Enfermedades y plagas endémicas transmisibles que se 

encuentran en el territorio nacional; y que por sus efectos significativos en 

la producción pecuaria, comercio internacional, salud pública y por su 

importancia estratégica para las acciones de salud animal y sanidad 

acuícola en el país, son consideradas de notificación inmediata. En este 

grupo se incluyen el síndrome reproductivo y respiratorio porcino tipo 2 

(Arterivirus tipo 2, cepa americana) y el síndrome de emaciación 

multisistémico posdestete (Circovirus  tipo 2).  

3. Grupo 3: Enfermedades y plagas que se encuentran presentes en el 

territorio nacional y son consideradas endémicas; y que por representar 

un riesgo menor desde el punto de vista epidemiológico, económico, de 

salud pública y de comercio nacional e internacional, son consideradas de 

notificación mensual. En este grupo se incluye el Parvovirus porcino 

(Protoparvovirus).  
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Anteriormente, en el año de 2007, únicamente el Síndrome Reproductivo y 

Respiratorio Porcino estaba contemplado dentro el grupo 3 de este mismo 

acuerdo (SEGOB, 2007). 
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2.1 VIRUS DEL SÍNDROME REPRODUCTIVO Y 

RESPIRATORIO PORCINO 

2.1.1 Etiología 

El Virus del Síndrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRSV, Porcine 

Reproductive and Respiratory Syndrome Virus) pertenece al virus del orden 

Nidovirales, familia Arteriviridae, género Porartevirus (Adams et al., 2017). 

Presentan una cadena simple, positiva de ARN, de 15.1 kb (Han et al., 2017), 

protegida por un núcleo pleomórfico de 39 nm (Dokland, 2011) y una envoltura 

lipídica con 7 tipos de proteínas GP2-GP5, GP5a, E y M, a las cuales debemos 

sumar otra proteína estructural interna, la proteína N (Snijder et al., 2013) y al 

menos 16 proteínas no estructurales (nsp, non structural proteins) (Fang et al. 

2010). El genoma se muestra en la figura 1. 

 

 
Figura 1. Genoma del virus del Síndrome Reproductivo y Respiratorio Porcino. 
                Esquema tomado de: viralzone.expasy.org  

  
Desde finales de la década de 1980 se reconocen dos tipos distintos de 

PRRSV, el Tipo 1 (Europeo, EU) representado por el genotipo Lelystad (LV) y el 

tipo 2 (Norteamericano, NA), representado por el genotipo VR-2332 (Dea et al., 

1992), los cuales comparten 50-70% de nucleótidos y 50-80% de aminoácidos 

(Shi et al., 2010), sin embargo estructuralmente son similares (Murtaugh et al., 

1995). En 2007, Tian y colaboradores, reportaron el aislamiento en China de un 

virus parecido al tipo 2, el cual fue denominado cepa de alta patogenicidad dada 
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la severidad de los signos; dicho virus está representado por la cepa JXA1. En 

2017, Liu y colaboradores, compararon cada región del genoma completo de 4 

cepas de alta patogenicidad aisladas en 2015, las cuales tenían una homología 

de más del 96% con 10 cepas del PRRSV tipo 2 (PRRSV2) y el JXA1, pero 

únicamente de 60% con el LV, siendo el lugar con mayor heterología la región 

del marco de lectura abierto 1 (ORF 1, Open Reading Frame) que codifica para 

la nsp2. La variación principal de las cepas de alta patogenicidad consiste en 

una supresión no continua de 30 aminoácidos de la nsp2 (Li et al., 2012).   

 

2.1.2 Patogenia 

La vía de entrada puede ser vertical, por aerosoles, a través de fluidos 

corporales, fómites e incluso es capaz de atravesar mucosas y piel intacta (Pileri 

and Mateu, 2016). Experimentalmente se ha demostrado la transmisión hacia 

otros cerdos a través del consumo de carne contaminada (van der Linden et al., 

2003; Magar and Larochelle, 2004). En ambos genotipos la viremia se observa 

a las 12 horas post infección y el pico se encuentra a los 7-10 días post infección, 

una vez dentro el virus, éste llega a tejido linfoide infectando macrófagos 

sialoadhesina+ (Sn o CD169) y CD163+ (Mateusen et al., 2007) los cuales son 

receptores de membrana exclusivos de macrófagos de mamíferos (Van Gorp, 

2008). Los signos clínicos incluyen distrés respiratorio, neumonía, fiebre, 

anorexia, conjuntivitis y bajo crecimiento (Li, 2016). En hembras no gestantes 

puede ser asintomático, causar pérdida de apetito o fiebre (Rossow, 1998), sin 

embargo, durante la gestación es capaz de atravesar la placenta e infectar el 

feto en desarrollo, aumentando el riesgo de aborto, partos prematuros, 

mortinatos (Karniychuk, 2013) y momificaciones (Olanratmanee 2015). En la 

necropsia se puede apreciar hiperplasia folicular en el bazo, linfonodos y tonsilas, 

así como reducción linfoide en el timo (Morgan, 2016), pues el tejido linfoide son 

las células blanco. 

 

2.1.3 Epidemiología 

El síndrome reproductivo y respiratorio porcino es la enfermedad de mayor 

impacto económico en la industria porcina a nivel mundial, causando pérdidas 

mayores a los 664,000 millones de dólares en EUA (Holthkamp, 2013) y Europa 
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(Nieuwenhuis, 2012) ya que produce alta morbilidad y mortalidad en lechones 

(Lunney, 2010) además de las pérdidas que suponen la repetición de celos y la 

necesidad de hacer despoblaciones parciales o totales como medidas de control 

(Gonҫalves, 2016). El PRRSV se transmite por saliva, secreciones nasales, 

orina, semen, leche y calostro (Pileri y Mateu, 2016) puede migrar a través de la 

placenta de cerdas infectadas, particularmente en el último trimestre de 

gestación (Karniychuk et al., 2011) resultando en mortalidad fetal y aumentando 

la proporción de lechones nacidos muertos por camada (Zimmerman et al., 

2006). Cuando se introduce en hatos libres, puede alcanzar una mortalidad en 

lechones hasta del 69% (Young et al., 2010). El diagnóstico del PRRS es difícil 

debido a que los signos clínicos son comunes a diferentes enfermedades así 

como a la gran variabilidad genética de su genoma (Wang et al., 2017). Esta 

variabilidad genética es también la principal responsable del grado de protección 

desarrollado en animales vacunados contra el PRRSV, pues dicha protección 

está relacionada con el nivel de similitud genética y antigénica entre la cepa 

vacunal y la de campo (Kristensen et al., 2018). Los principales factores de riesgo 

que se han relacionado con el PRRS incluyen el tamaño del hato, la distancia 

entre hatos (Lambert et al., 2010), la introducción de animales reproductores 

(Martínez et al., 2002), la adquisición de semen, la falta de cuarentena (Jordá-

Cravioto et al., 2010) la densidad poblacional y el tipo de confinamiento 

(Velasova et al., 2012). Actualmente se trata de una enfermedad ampliamente 

distribuida en el mundo, siendo Sudáfrica, uno de los países donde más 

recientemente se ha reportado la infección por primera vez con este virus 

(Mokoele, 2015). Por otro lado, países como Nueva Zelanda (Cobb 2015), 

Australia (Brookes, 2015) y Brasil (Rech, 2017) son considerados libres.  

 

2.1.4 Diagnóstico  

Además del aislamiento viral y la inmunocromatografía (Yang, 2017), los 

métodos diagnósticos más comúnmente utilizados son el ensayo de 

inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA, Enzyme Linked Immunosorbent 

Assay) y la transcripción reversa de la reacción en cadena de la polimerasa (RT-

PCR, Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction) convencional, 

idealmente acompañados de la secuenciación (Fiebre, 2008). 
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El aislamiento viral se realiza en macrófagos alveolares porcinos (PAMs, 

Porcine Alveolar Macrophages), células que la mayoría de las cepas virales son 

capaces de infectar y en las que se pueden replicar (Wensvoort et al., 1993), a 

diferencia de las líneas celulares estándar de riñón de mono MA-104, en las que 

la infección es difícil (Kim et al., 1993).  

La inmunocromatografía ha comenzado a utilizarse en tiras reactivas, 

herramienta que brinda una detección sencilla y rápida sobre el terreno a partir 

de tejido o suero. Las muestras se mezclan con anticuerpos monoclonales 

marcados con oro dirigidos a proteínas del PRRSV específicas, y forman 

complejos proteína-anticuerpo que quedan atrapados en las tiras (Global PRRS 

Solutions).  

Para las pruebas de ELISA, existe comercialmente el kit de CIVTEST®SUIS 

PRRS E/S PLUS de Laboratorios HIPRA y el IDEXX PRRS OF Ab Test del 

laboratorio IDEXX, los cuales proporcionan una prueba indirecta de ELISA. Estos 

kits están diseñados para detectar anticuerpos contra PRRSV tipo 1 (CIVTEST) 

(HIPRA, 2018) y contra diversos tipos de cepas (IDEXX, 2018), ambos a partir 

de fluido oral y suero.  

Las técnicas de RT-PCR permiten realizar diagnóstico para cualquier cepa de 

PRRSV, dependiendo de los oligonucleótidos utilizados para la reacción. Los 

fragmentos utilizados con mayor frecuencia son los que forman parte de la 

nucleocápside, los cuales se encuentran contenidos en el ORF7, ya que ésta es 

la proteína viral más conservada en células de cerdo infectados con PRRSV 

(King et al., 2016). Para poder llevar a cabo esta prueba es necesario purificar el 

ARN a partir de los tejidos, para posteriormente, mediante la adición de una 

transcriptasa, convertir el ARN en una cadena de ADN complementario y así 

poder llevar a cabo la reacción en cadena de la polimerasa (Lorenz, 2012).  

Como se mencionó previamente, es deseable la secuenciación de las 

partículas virales encontradas. Actualmente el método de secuenciación más 

utilizado es la pirosecuenciación, pues es un método menos complejo y con un 

límite superior de detección que la degradación química desarrollada por Maxam 

y Gilbert así como por el método enzimático descrito por Sanger y colaboradores, 

ambas técnicas ampliamente utilizadas desde 1977. Durante la 
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pirosecuenciación se libera una molécula de pirofosfato al añadir un 

desoxirribonucleótido trifosfato al final de una cadena de ADN en formación, de 

esta manera conociendo la concentración y monitoreando ambas moléculas 

continuamente se puede determinar la secuencia (Harrington et al., 2013). En 

los últimos años se han desarrollado 4 técnicas llamadas de siguiente generación 

(NGS, Next Generation Sequencing), las cuales comprenden la Secuenciación 

Completa del Genoma (WGS, Whole Genome Sequencing), la Secuenciación 

Completa del Exoma (WES, Whole Exome Sequencing), la secuenciación del 

ARN (RNA-seq) y la secuenciación dirigida (Vera and Sharm, 2018). 

 

2.1.5 El Síndrome Reproductivo y Respiratorio Porcino en México 

En México el primer reporte de la presencia del virus del síndrome 

reproductivo y respiratorio porcino se realizó al encontrarse prevalencia 

serológica en cerdos importados desde EUA y Canadá (Milián et al., 1994), 

aunque el virus no fue aislado de granjas mexicanas sino hasta el año 2000 

(Sierra, et al., 2000). En 2004, López y colaboradores realizaron un metaanálisis 

de las enfermedades de importancia económica en el sureste de México, 

reportando que el estado con mayor prevalencia para el virus del PRRS tipo 2, 

era el estado de Chiapas, con una prevalencia de 38%. En 2006, Rivera y 

colaboradores buscaron la presencia del PRRSV2 mediante serología en 140 

unidades de producción porcina al sur de la ciudad de México, encontrando una 

prevalecía de 0.001%. Rovelo-Celorio y colaboradores, en 2008 encontraron una 

prevalencia de 36% de anticuerpos y 12% del antígeno viral en verracos de 

Yucatán. En 2013, se encontró una frecuencia viral de 16% en piaras del Estado 

de México, Guanajuato, Puebla y Veracruz (Carrera et al., 2013) así como 47% 

de antígeno de PRRS en órganos de cerdos con signos respiratorios en los 

estados de Hidalgo, Guanajuato, Puebla, Veracruz, Morelos, Jalisco, Michoacán, 

Estado de México, Oaxaca, Sonora, Yucatán, Ciudad de México, Guerrero, 

Coahuila y Tlaxcala (Galindo et al., 2013). En la actualidad el virus del PRRS tipo 

2 se encuentra ampliamente diseminado en territorio nacional (Martínez-Bautista 

et al., 2018), sin embargo, aún existen estados en los que nunca se ha reportado 

su presencia, como es el caso de Baja California. 
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2.1.6 MATERIAL Y MÉTODOS 

2.1.6.1 Tamaño y toma de muestra 

Se realizó un estudio transversal por conveniencia en 25 granjas de 6 

diferentes localidades del Estado de Baja California entre el verano de 2016 y el 

verano de 2017. Las granjas que decidieron participar se encuentran en las 

ciudades de Mexicali, Tecate, Tijuana y Ensenada, así como en los Valles de 

Mexicali y San Quintín.  

Para detectar, con un nivel de confianza del 95%, si en una población de 

10,315 cerdos (OEIDRUS, 2016) se encontraba al menos un animal infectado, 

asumiendo una prevalencia mínima esperada del 4.00%, se seleccionó una 

muestra con al menos 74 individuos (De Blas et al., 2006). La prevalencia 

esperada utilizada se eligió para obtener un tamaño de muestra de 

aproximadamente 100 muestras, dado que no hay estudios previos en el estado 

de Baja California para ninguna de las enfermedades evaluadas y hasta ahora 

es considerado libre de la presencia estos virus, sin embargo, aunque en el 

estado de Sonora se ha reportado una prevalencia de 95% para el PRRSV2 

(Batista et al., 2010), al haber utilizado dicha prevalencia, el tamaño de muestra 

hubiera resultado de menos de diez individuos.  

En total se colectaron aleatoriamente 97 muestras de sangre en tubos 

Vacutainer® con anticoagulante EDTA (BD, Franklin Lakes, NJ, USA) a partir de 

la vena yugular de hembras y machos clínicamente sanos en diferentes estadios 

de producción. Adicionalmente se aplicó un cuestionario epidemiológico en el 

cual se tomaban en cuenta factores de riesgo tales como la introducción de 

animales en su hato, programas de vacunación y desparasitación, medidas de 

higiene, etc., (cuadro 1).  

 

2.1.6.2 Procesamiento y almacenamiento de muestras de sangre  

Las muestras de sangre fueron almacenadas en refrigeración a 4°C durante 

un período de 24 horas para permitir la sedimentación de los componentes 

sanguíneos y la formación de la capa leucoplaquetaria de forma natural. 

Posteriormente, se separó el plasma con una pipeta de 1000 µL, se depositó 

individualmente en tubos Eppendorf que fueron almacenados en congelación a 
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-20 °C. La capa leucoplaquetaria se obtuvo aspirando suavemente el paquete 

leucocitario empleando una pipeta de 200 µL, colectando un volumen de 200-

300 µL para proceder inmediatamente a la extracción de ARN y, posteriormente 

realizar la prueba de RT-PCR en tiempo real para diagnóstico de PRRSV2. 

Cuadro 1. Cuestionario aplicado a los productores. 
 
NÚMERO CONSECUTIVO DE PRODUCTOR: _______  FECHA: __________ 
 
MUNICIPIO: ______________________________ 
 
De las siguientes preguntas, favor de responder la opción que corresponda con su tipo 
de granja:  
 
Mi granja es: 

a. Cerrada  b.    Abierta  c.    Semiabierta 
 
Cantidad de sementales: _____________________________________________________ 
Cantidad de vientres: ________________________________________________________ 
Utiliza vacunación contra: ____________________________________________________ 
¿Con qué desinfecta su material? ______________________________________________ 
¿Utiliza un área de cuarentena con enfermos? ____________________________________ 
¿Utiliza un área de cuarentena con animales nuevos? ______________________________ 
Da tratamiento profiláctico en cambios de estación ________________________________ 
¿Hace desparasitaciones profilácticas? _________________________________________ 
¿Con qué frecuencia? _______________________________________________________ 
¿Realiza control de roedores? _________________________________________________ 
 
Tipo de fecundación que realiza:  

a. I. artificial   b.    Monta natural  c.    Ambas 
 
Adquiere sementales / pajillas de semen en: 

a. México   b.    Extranjero  c.    Reemplazo propio  
 
En el último año: 
¿Ha notado bajo porcentaje de fecundación? _____________________________________ 
¿Ha disminuido el número de lechones vivos al nacimiento? _________________________ 
¿Presenta mortalidad mayor al 30% antes del destete? _____________________________ 
¿Ha notado disminución en la libido de verracos? _________________________________ 
¿Ha presentado más de 30% de abortos? _______________________________________ 
¿Ha presentado fetos momificados en más del 30% de los partos? ___________________ 
¿Ha notado una disminución en el tamaño de camadas en el último año? ______________ 
¿Ha visto poco / lento crecimiento en lechones? __________________________________ 
 
¿Qué tipo signos de enfermedad han sido más comunes?:  
   a. Respiratoria (    )      b. Digestiva (     )      c. Nerviosa (     )      d. Otra (     ) ___________ 
 
¿Qué tipo de signos de muerte  han sido más comunes?: 
   a. Respiratoria (    )      b. Digestiva (     )      c. Nerviosa (     )      d. Otra (     ) ___________ 
 
Comentarios adicionales: _____________________________________________________ 
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2.1.6.3 Extracción de ARN  

Se extrajo el ARN a partir de las capas leucoplaquetarias utilizando el 

AurumTM Total RNA Fatty and Fibrous Tissue Kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN fue reconstituido en un 

volumen final de 30 µL en solución de elución proporcionada. Posteriormente el 

ARN fue almacenado a -70ºC hasta la realización de las pruebas RT-PCR para 

diagnóstico de PRRSV2.  

 

2.1.6.4 Diseño de oligonucleótidos para PRRSV 

Se diseñaron oligonucleótidos para amplificar un fragmento de 87 pares de 

bases (pb) del gen de la nucleocápside, contenido en el ORF7 (Open Reading 

Frame 7) del PRRSV2 (GenBank AF94042.1) que es la proteína viral más 

conservada en células de cerdos infectadas con PRRSV (King et al., 2016). El 

diseño se realizó utilizando los programas en línea Primer3Plus versión 2.4, 

disponible en http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi y 

OligoCalc versión 3.2, disponible en  

http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.htm, así como el programa Genne 

Runner versión 6.1. A partir de estos programas se construyeron y seleccionaron 

oligonucleótidos que cumplen con las características recomendadas por el 

fabricante del termociclador BioRad CFX96 utilizado en este estudio. Dichas 

características incluyen longitud de oligonucleótidos de 20 nucleótidos con un 

contenido de GC entre 50 y 60%, manteniendo una temperatura de fusión entre 

50-65ºC, evitar repeticiones >3 nucleótidos G o C continuos, verificar que las 

secuencias positiva y negativa no produzcan complementariedad, evitar la 

formación de dímeros u otro tipo de estructuras secundarias aberrantes y obtener 

el tamaño óptimo de producto en un rango de 75 a 200 bases, ya que los 

productos más pequeños desarrollan mayor eficiencia. Los oligonucleótidos 

generados fueron: PRRS-USA-F 5’-CGA TCC AGA CTG CCT TTA AC-3’y 5’-

GCA AAC TAA ACT CCA CAG TG-3’. La amplificación con estos 

oligonucleótidos mediante RT- PCR genera un amplicon de 87 pares de bases. 

En el cuadro 2 se muestra el ORF 7, los oligonucleótidos sintetizados y el 

amplicon producido.  

 

http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.htm
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Cuadro 2. ORF7 de PRRSV2 completo resaltando el amplicon obtenido. 
Porcine reproductive and respiratory syndrome virus isolate P129, complete genome. 
GenBank: AF494042.1 
ORF7 “nucleocapsid protein” 14873…15244  Amplicon: 87 pb (15,055-15,141) 
NOTA: Aun cuando el número de GenBank muestra el genoma completo, debido a la 
extensión del mismo, aquí únicamente se muestra el ORF7, el cual es de 371 pb. 

GCCAGTCAATCAGCTGTGCCAGATGCTGGGTAAAATCATCGCCCAGCAAAACCAGTC

CAGAGGCAAGGGACCGGGCAAGAAAAGTAAGAAGAAAAACCCGGAGAAGCCCCATTT

TCCTCTAGCGACCGAAGATGACGTCAGGCATCACTTCACCCCTGGTGAGCGGCAATT

GTGTCTGTCGTCGATCCAGACTGCCTTTAACCAGGGCGCTGGAACTTGTACCCTGTC

AGATTCAGGGAGGATAAGTTACACTGTGGAGTTTAGTTTGCCGACGCATCATACTGT

GCGCCTGATCCGCGTCACAGCATCACCCTCAGCATGATGGGCTGGCATTCTTTAGGC

ACCTCAGTGTCAGAATTGGAAGAATGTGT 

Los oligonucleótidos fueron sintetizados por GenScript LTD (Piscataway, NJ, 

USA), empacados y enviados liofilizados. Cada uno fue reconstituido con agua 

grado biología molecular, centrifugándolos a máxima velocidad por 10 segundos; 

posteriormente, dentro de la campana de flujo laminar, se agregaron a cada tubo 

10 veces el valor de la concentración en nano moles referida por el fabricante 

para obtener una concentración estándar de 100 micro molar (µM). Los tubos 

fueron mezclados en vórtex por 30 segundos a máxima velocidad, incubados en 

refrigeración a 4°C por 60 minutos y mezclados nuevamente a máxima velocidad 

en vórtex. Para el RT-PCR, la concentración de trabajo de los oligonucleótidos 

fue establecida en 10 µM para lo cual se realizó una dilución de la mezcla de la 

concentración estándar 1:10 en agua grado biología molecular, produciendo 

cinco alícuotas de 200 µl cada una. Las soluciones estándar y de trabajo de 

oligonucleótidos fueron almacenadas en congelación a -20ºC hasta el momento 

de las pruebas. Las características de los oligonucleótidos se muestran en el 

cuadro 3. 

 
Cuadro 3. Secuencias y características de los oligonucleótidos diseñados a 
partir del ORF 7 del PRRSV2. 
 

Oligonucleótido: PRRS-USA-F Oligonucleótido: PRRS-USA-R 

5’-CGATCCAGACTGCCTTTAAC-3’ 5’-GCAAACTAAACTCCACAGTG-3’ 

Inicio: 182 Tm: 53.4°C Inicio: 269 Tm: 52.0°C 

Longitud: 20 b GC: 50% Longitud: 20 b GC: 45% 

Producto: 87 pb 
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2.1.6.5 Optimización del ensayo de RT-PCR 

Las condiciones del RT-PCR se optimizaron probando los oligonucleótidos por 

triplicado a 200 nM, 400 nM y 800 nM con 1 µL, 2 µL y 3 µL de plantilla de ARN 

en un volumen total de 10 µL empleando una mezcla maestra con EvaGreen 

(Biotium, Hayward, CA, USA). La mayor eficiencia se encontró al mezclar los 

oligonucleótidos a 800 nM con 2 µL de plantilla de ARN. La sensibilidad analítica 

se determinó generando una curva estándar a partir de una dilución de 1:10, 

resultando en una eficiencia (E) de 97.6%, un coeficiente de determinación (R2) 

de 0.996 y una pendiente entre resultados (slope) de 3.25 (Figura 2).  

 
Figura 2. Determinación de la curva estándar de los oligonucleótidos diseñados. 

 

2.1.6.6 RT-PCR 

El control positivo de ARN viral se extrajo de la vacuna Ingelvac PRRS® MLV 

(Boehringer Ingelheim), como control negativo se utilizaron la mezcla maestra 

sin ARN, agua grado molecular y aire. Todas las muestras y controles se 

probaron por duplicado. Las reacciones de RT-PCR se realizaron en un 

termociclador de tiempo real CFX96 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA); para cada 

reacción se utilizó 1 µl de ARN, 800 nM de cada oligonucleótido y mezcla 

maestra iScript One Step, RT-PCR con tinción EvaGreen (Biotium, Hayward, CA, 

USA) y agua grado molecular para un total de 10 μL por reacción (Cuadro 4). 

Las condiciones del termociclador se calcularon usando el software CFX y 
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resultaron en: un paso inicial a 50°C por 10 min para transcripción reversa, 95°C 

por 3 min para desnaturalización y 40 ciclos de 95°C por 15 s para 

desnaturalización, 53.7°C por 25 s para hibridación y 72°C por 20 s para 

extensión. Cada corrida incluyó el análisis de la curva de disociación para 

confirmar la temperatura de fusión del fragmento de ADN amplificado, calculada 

en 77.4°C a 78.9°C. Las muestras positivas fueron confirmadas mediante 

secuenciación en un laboratorio externo. 

Cuadro 4. Reactivos y volumen de reacción para el RT-PCR en tiempo real de 
PRRSV2. 
 

Reactivo 800 nM 

 1 reacción 60 reacciones 
Mezcla maestra 5 µL 300 µL 

ARN 2 µL 2 µL individual 
Transcriptasa reversa 0.125 µL 7.5 µL 

Forward 1.0 µL 60 µL 
Reverse 1.0 µL 60 µL 

Agua 1 µL 60 µL 
Volumen final 10 µL 487.5 µL (más el ADN 

individual) 

 

2.1.6.7 Interpretación de resultados de RT-PCR 

Los resultados de las pruebas por RT-PCR se consideraron como positivos 

cuando la muestra correspondiente alcanzó una señal fluorescente de 

amplificación por encima de la línea umbral del control negativo de referencia en 

un máximo de 40 ciclos (Walker, 2002) y dentro de la temperatura previamente 

calculada de 77.4-78.0°C. Los resultados fueron considerados negativos cuando 

la muestra correspondiente no logró desarrollar una señal fluorescente de 

amplificación por encima de la línea umbral del control negativo de referencia en 

un máximo de 40 ciclos. 

 

2.1.6.8 Comprobación de PRRSV2 mediante secuenciación 

Las muestras que resultaron positivas fueron enviadas a un laboratorio 

externo en EEUU. Los resultados fueron comparados con los genomas 

reportados en la base de datos BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del 

NCBI (National Center for Biotechnology Information) disponible en: 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Previo a su envío, se consultó la página oficial de USDA (United States 

Department of Agriculture) donde está publicada la “Guía para importación 

#1114 (Recombinant Microbes and their Products)”, en la cual se establece que 

solamente es necesario un permiso de importación para el material que suponga 

un riesgo de introducción de enfermedades con potencial epizoótico en ganado 

y que además, sean exóticas en los EEUU. Ninguna de las enfermedades 

revisadas en este estudio son exóticas para los EEUU, sin embargo, en la misma 

guía se menciona que es necesario un oficio, así como una carta anexa a la 

documentación de envío donde se exponga el nombre o descripción del 

producto, incluyendo su descripción genética y declarando que no incluye 

aditivos animales tales como albúmina. 

Una vez lista la documentación, se realizó una prueba de electroforesis en un 

gel de agarosa para asegurar que se formaba una sola banda, la cual confirma 

que el producto llevaría sólo una cadena de nucleótidos para su secuenciación, 

ya que los productos de RT-PCR obtenidos no fueron purificados en nuestro 

laboratorio, se enviaron 10 μL del producto de PCR a una concentración de 50 

ng/μL, contenidos en tubos para PCR sellados con papel parafilm con la finalidad 

de evitar derrames, evaporación y contaminación. Las muestras iban 

perfectamente etiquetadas tanto en los tubos como en la hoja de solicitud de 

Eurofins Genomics® (Chicago, IL, USA) y los oficios para el USDA. 

 

2.1.6.9 Análisis de factores de riesgo 

Los datos obtenidos mediante los cuestionarios fueron analizados con el 

software Statistix 9.0, con el cual se compararon las diferentes características 

entre las granjas y entre individuos. Posterior a ello se realizó la prueba de Chi 

cuadrada con corrección de Yates. 

 

2.1.7 RESULTADOS 

De las 97 muestras obtenidas, 9 de ellas resultaron positivas (9.3%) a 

PRRSV2, correspondiendo con 7/25 granjas en 4/6 regiones muestreadas, En 

Tijuana encontramos una prevalencia de 33%, en el Valle de San Quintín 16%, 
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en Mexicali 12% y en Ensenada 3%. En el cuadro 5 se detalla la cantidad de 

animales positivos a PRRSV2 en relación con las muestras obtenidas en cada 

una de las granjas de cada localidad.  

Cuadro 5. Relación de animales positivos y animales muestreados por granja en 
cada localidad. 

Localidad 
Granjas muestreadas 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Tijuana 2/3 0/3 - - - - - - - 
VSQ* 1/1 1/1 1/3 0/1 0/1 0/2 0/2 0/3 0/4 
Mexicali 2/5 1/5 0/2 0/3 0/4 0/8 - - - 
Ensenada 1/9 0/3 0/4 0/4 0/7 - - - - 
Tecate 0/6 0/7 - - - - - - - 
VM** 0/3 0/3 - - - - - - - 

*Valle de San Quintín 
**Valle de Mexicali 

  

En las figuras 3A y 3B se muestra gráficamente varios resultados de RT-PCR 

en tiempo real, donde se aprecia un conjunto de reacciones y se resalta la 

amplificación de una muestra positiva a PRRSV2 al amplificarse durante el ciclo 

26 (A) y con un pico máximo de fusión a los 78.0°C (B). 

A B 

Figura 3. Gráfica de una muestra positiva a PRRSV2 mediante RT-PCR en 

tiempo real. 

2.1.7.1 Estudio de secuenciación 

Todas las muestras secuenciadas fueron confirmadas comparando los 

nucelótidos obtenidos en la base de datos BLAST. En estas comparaciones se 

onservó una similitud del 100% con múltiples cepas reportadas de PRRSV2. En 

la figura 4 se muestra la captura de pantalla de un resultado comparativo entre 

un amplicon obtenido en nuestro estudio y la base de datos de BLAST, en éste 



20 
 

se aprecia la similitud del 100% con varias cepas del PRRSV2 en su región de 

la nucleocápside (ORF7). La secuencia particular de este amplicon utilizado fue: 

AAGTTACACTGTGGAGTTTAGTT. 

 

2.1.7.2 Análisis de factores de riesgo 

Luego de analizar los cuestionarios con la prueba de Chi cuadrada con 

corrección de Yates, todos los factores de riesgo evaluados obtuvieron un valor 

de p ˃ 0.05, lo cual indica que no son significativos estadísticamente, razón por 

la cual no se muestran los resultados de la razón de momios. Estos valores se 

muestran en el cuadro 6. 

 

Figura 4. Resultados de la comparación del amplicon obtenido donde se muestra 

el 100% de similitud con cepas del PRRSV2.   
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Cuadro 6. Valor p luego del análisis de factores de riesgo mediante prueba de 
Chi cuadrada con corrección de Yates.  
 

Factor de riesgo 
Valor de p 

comparando entre 
individuos 

Valor de p 
comparando entre 

granjas 

Granjas abiertas 0.0909 0.2969 

No vacuna 1.0000 1.0000 

No desinfecta material 0.9224 1.0000 

No utiliza área de cuarentena 1.0000 1.0000 

Insemina con semen externo 
(local) 

1.0000 1.0000 
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2.2 CIRCOVIRUS PORCINO 

2.2.1 Etiología 

El Circovirus Porcino (PCV, Porcine Circovirus) está clasificado dentro del 

Género Circovirus, en la Familia Circoviridae (Meng, 2013). Fue reportado por 

primera vez como contaminante de líneas celulares PK-15 de riñón de cerdo en 

1974 (Tischer et al., 1974). Fue hasta 1997 que este virus se aisló a partir de 

cerdos que presentaban una enfermedad debilitante, demostrándose su 

patogenicidad y dividiendo la especie en dos genotipos, PCV tipo 1 y tipo 2, de 

los cuales el PCV tipo 2 (PCV2) se ha reconocido como patógeno (Allan et al, 

1998). Posteriormente se han reconocido 3 genotipos del PCV2, denominados 

PCV2a, PCV2b y PCV2c (Guo et al., 2011). El PCV2 presenta una cadena simple 

de ADN circular de 1.7 kb dentro de una cápside, con un genoma que presenta 

2 ORF, de los cuales el ORF1 codifica para la proteína replicasa y el ORF2 para 

la cápside (Meng, 2013). En 2015, se detectó en EEUU mediante secuenciación 

metagenónima un Circovirus porcino nuevo, denominado PCV3 (Shen et al., 

2018), el cual fue asociado con el síndrome de dermatitis nefropatía porcino, falla 

reproductiva (Palinski et al., 2016), falla cardiaca e inflamación multisistémica 

(Phan et al., 2016). 

 

2.2.2 Patogenia 

La vía natural de transmisión para el PCV2 es la oronasal, aunque 

experimentalmente se ha infectado cerdos por vía intramuscular e intrauterina 

(Segalés, 2012), infectando todo el organismo y siendo excretado por 

secreciones orales, respiratorias, orina y heces fecales (Opriessnig et al., 2007). 

Al ingresar al organismo, el virus es introducido dentro de células dendríticas 

mediante fagocitosis o endocitosis, lo cual se manifiesta con una menor 

producción y secreción de citosinas que en animales no infectados, facilitando 

así su transmisión a todo el organismo (Wang et al., 2017). Hay evidencia de 

replicación tanto en células linfoides de sangre periférica como en linfonodos 

bronquiales de cerdos infectados, lo cual produce depleción de este tejido y su 

reemplazo por tejido histiocítico (Meng, 2013), hígado, riñones, o intestinos 

(Gillespie et al., 2009). Los signos clínicos más comunes son debilidad, aumento 
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de mortalidad o de signos respiratorios, lesiones histológicas en tejido linfoide 

así como depleción linfoide (Opriessnig y Halbur, 2013). 

 

2.2.3 Epidemiología 

Como se mencionó previamente, la infección por PCV2 ha sido vinculada con 

una enfermedad debilitante principalmente en lechones, a esta enferemedad se 

le llamó síndrome de emaciación multisisémico post destete (PMWS, Porcine 

Multisystemic Wasting Syndrome), sin embargo, al ser un signo clínico que 

incluye diferentes agentes infecciosos, ambientales, nutricionales y de manejo, 

actualmente se utiliza el término Enfermedad Sistémica por Circovirus Porcino 

(PCV-SD, Porcine Circovirus Systemic Disease) (Alpízar et al., 2018). A este 

virus también se le reconoce como un agente necesario para el desarrollo de un 

complejo de enfermedades llamadas Enfermedades Asociadas al Circovirus 

Porcino (PCVAD, Porcine Circovirus Associated Disease), aunque por sí solo no 

es capaz de producir infección (Anoopraj et al., 2015). Su transmisión se lleva a 

cabo mediante secreciones oronasales, heces fecales, orina, calostro, leche y 

semen (Patterson et al., 2011). Del mismo modo que el diagnóstico del PRRS, 

el diagnóstico de PCV2 es difícil puesto que los signos clínicos son comunes a 

diferentes enfermedades, además de la variabilidad genética de su genoma 

(Wang et al., 2017). Las vacunas se consideran la manera más efectiva de 

prevenir la enfermedad, ya que aunque no limitan la infección, sí disminuyen la 

diseminación y presencia de signos clínicos (Feng et al., 2014), de tal manera 

que la ausencia de vacunación, la alimentación con bazofia o el contacto con 

granjas vecinas son factores importantes en la diseminación del agente 

patógeno (Monger et al., 2014), así como el uso de corrales muy grandes en el 

área de destete y la coinfección con Parvovirus Porcino o PRRSV son 

considerados factores de riesgo en la detonación de la infección por PCV2 (Rose 

et al., 2003). En la actualidad, la presencia del Circovirus Porcino tipo 2 ha sido 

reportada prácticamente en todos los países productores de carne de cerdo 

(Afolabi et al., 2017).  
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2.2.4 Diagnóstico 

El diagnóstico debe realizarse tomando en cuanta tanto los signos clíncos 

como las “pruebas de oro” para el diagnóstico de PCV, siendo estas pruebas la 

detección del antígeno viral o del ácido nucleico ya sea mediante PCR, 

inmunohistoquímica o hibridación in situ (Opriessnig et al., 2007), sin embargo 

son de mucha utilidad los ensayos de tipo ELISA, inmunofluoresencia, 

inmunoperoxidasa de monocapa para IgM, ensayos de neutralización viral en 

suero, aislamiento viral y microscopía electrónica (Afolabi et al., 2017). 

 

2.2.5 El Circovirus Porcino en México 

El Circovirus Pocino tipo 2 fue aislado en Norteamérica en 1997 (Allan, 2000) 

y específicamente en México en 2004 (Ramírez et al., 2004) sin embargo, con 

ayuda de bancos de sueros porcinos, se encontró evidencia de anticuerpos en 

México contra PCV2 desde la década de los 1970’s (Ramírez-Mendoza et al., 

2009). A partir de entonces se han realizado estudios serológicos en diferentes 

estados de la República Mexicana, encontrando presencia de anticuerpos contra 

PCV2 en 98% de granjas de traspatio en la Ciudad de México (Ramírez-

Mendoza, 2007), y 22% de prevalencia en pulmones de cerdos colectados en 

rastros TIF (Tipo Inspección Federal) en el Estado de México (Montiel y 

Sahagún, 2008). Por su parte, Gutiérrez y colaboradores (2007a) reportaron una 

seropositividad del 100% en animales en finalización provenientes de Jalisco, 

Guanajuato y Michoacán, así como 97% de seropositividad en más de 1,200 

sueros provenientes de 11 estados de la República Mexicana (2007b). Para 

2012, Robles-González y colaboradores analizaron más de 3500 muestras de 

diferentes tejidos de cerdos provenientes de 10 de los estados con mayor 

producción de carne de cerdo mediante la técnica de PCR, encontrando 

presencia del virus en al menos el 90% de las zonas estudiadas. Actualmente se 

ha reportado la presencia de los genotipos PCV2a y PCV2b en granjas de 

Sonora, Jalisco, Veracruz, Estado de México e Hidalgo (Bedolla et al., 2018) sin 

embargo, aún no existen estdios que determinen la prevalencia del PCV2 a nivel 

nacional (Alpízar et al., 2018).  
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2.2.6 MATERIAL Y MÉTODOS 

2.2.6.1 Tamaño y toma de muestras 

Las características de tamaño y toma de muestra, así como el procesamiento 

y almacenamiento de las muestras de sangre son las mismas descritas 

previamente en el apartado de PRRS. 

 

2.2.6.2 Extracción de ADN 

La extracción de ADN se realizó utilizando los reactivos Wizard® Genomic 

DNA Purification Kit (Promega Corporation, Fitchburg, WI, USA), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. El ADN extraído se reconstituyó en un volumen final 

de 50 µL empleando la solución de rehidratación suministrada. El ADN de las 

muestras también fue congelado a -70°C para el posterior diagnóstico de PCV2. 

 

2.2.6.3 Oligonucleótidos para PCV2 

Los oligonucleótidos utilizados para el diagnóstico de PCV2 fueron los 

reportados por Larochelle y colaboradores (1999) a partir del ORF2: PCV2F 5’-

TAG GTT AGG GCT GTG GCC TT-3’ y PV2R: 5’-CCG CAC CTT CGG ATA TAC 

TG-3’, los cuales producen un amplicon de 264 pares de bases. Estos 

oligonucleótidos fueron ordenados a ADN Sintético SA PI de CV (Guanajuato, 

México), siendo reconstituidos y conservados de la misma manera descrita para 

los oligonucleótidos para el diagnóstico de PRRSV. En el cuadro 7 se muestra el 

genoma completo del PCV2, resaltando el amplicon obtenido con los 

oligonucleótidos utilizados. 

 

2.2.6.4 PCR en punto final para diagnóstico de PCV2 

Las muestras se concentraron en 17 grupos de 5 individuos. La reacción de 

PCR se llevó a cabo en una mezcla de 20 µL que contenía 75 mM Tris-HCl (pH 

8.8), 20 mM de sulfato de amonio, 0.01% Tween 20, 1.5 mM de cloruro de 

magnesio, 200 µM de dNTPs, 7.5% de DMSO, 1.25 unidades de ADN 

polimerasa, 5 pmol de oligonucleótidos y 1 ng del extracto viral. La amplificación 

se realizó en un termociclador S1000TM de BIO-RAD con 30 ciclos de 94°C por 
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1 minuto, 60°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto. Al terminar la reacción se llevó 

a cabo un paso final de extensión de 7 minutos a 72°C. Finalmente se 

comprobaron los productos del PCR mediante electroforesis utilizando alícuotas 

de 10 µL a través de un gel de agarosa al 3% en 0.5 x TAE, considerándose 

como positivas los grupos donde se evidenciaba un fragmento amplificado de 

264 pb.  

Cuadro 7. Genoma completo de PCV2 resaltando el amplicon obtenido. 
Porcine Circovirus 2 strain pmws PCV, complete genome.  
GenBank: AF027217.1  
ORF2 “capside protein” 1322…1586  Amplicon: 264 pb (1322-1586) 

ACCAGCGCACTTCGGCAGCGGCAGCACCTCGGCAGCACCTCAGCAGCAACATGCCCA

GCAAGAAGAATGGAAGAAGCGGACCCCAACCACATAAAAGGTGGGTGTTCACGCTGA

ATAATCCTTCCGAAGACGAGCGCAAGAAAATACGGGAGCTCCCAATCTCCCTATTTG

ATTATTTTATTGTTGGCGAGGAGGGTAATGAGGAAGGACGAACACCTCACCTCCAGG

GGTTCGCTAATTTTGTGAAGAAGCAAACTTTTAATAAAGTGAAGTGGTATTTGGGTG

CCCGCTGCTACATCGAGAAAGCCAAAGGAACTGATCAGCAGAATAAAGAATATTGCA

GTAAAGAAGGCAACTTACTTATTGAATGTGGAGCTCCTCGATCTCAAGGACAACGGA

GTGACCTGTCTACTGCTGTGAGTACCTTGTTGGAGAGCGGGAGTCTGGTGACCGTTG

CAGAGCAGCACCCTGTAACGTTTGTCAGAAATTTCCGCGGGCTGGCTGAACTTTTGA

AAGTGAGCGGGAAAATGCAGAAGCGTGATTGGAAGACCAATGTACACGTCATTGTGG

GGCCACCTGGGTGTGGTAAAAGCAAATGGGCTGCTAATTTTGCAGACCCGGAAACCA

CATACTGGAAACCACCTAGAAACAAGTGGTGGGATGGTTACCATGGTGAAGAAGTGG

TTGTTATTGATGACTTTTATGGCTGGCTGCCGTGGGATGATCTACTGAGACTGTGTG

ATCGATATCCATTGACTGTAGAGACTAAAGGTGGAACTGTACCTTTTTTGGCCCGCA

GTATTCTGATTACCAGCAATCAGACCCCGTTGGAATGGTACTCCTCAACTGCTGTCC

CAGCTGTAGAAGCTCTCTATCGGAGGATTACTTCCTTGGTATTTTGGAAGAATGCTA

CAGAACAATCCACGGAGGAAGGGGGCCAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTG

AATTTCCATATGAAATAAATTACTGAGTCTTTTTTATCACTTCGTAATGGTTTTTAT

TTTTCATTTAGGGTTTAAGTGGGGGGTCTTTAAGATTAAATTCTCTGAATTGTACAT

ACATGGTTACACGGATATTGTAGTCCTGGTCGTATATACTGTTTTCGAACGCAGTGC

CGAGGCCTACGTGGTCCACATTTCTAGAGGTTTGTAGCCTCAGCCAAAGCTGAGTCC

TTTTGTTATTTGGTTGGAAGTAATCAATAGTGGAGTCAAGAACAGGTTTGGGTGTGA

AGTAACGGGAGTGGTAGGAGAAGGGTTGGGGGATTGTATGGCGGGAGGAGTAGTTTA

CATATGGGTCATAGGTTAGGGCTGTGGCCTTTGTTACAAAGTTATCATCTAGAATAA

CAGCAGTGGAGCCCACTCCCCTATCACCCTGGGTGATGGGGGAGCAGGGCCAGAATT

CAACCTTAACCTTTCTTATTCTGTAGTATTCAAAGGGTATAGAGATTTTGTTGGTCC

CCCCTCCCGGGGGAACAAAGTCGTCAATATTAAATCTCATCATGTCCACCGCCCAGG

AGGGCGTTCTGACTGTGGTAGCCTTGACAGTATATCCGAAGGTGCGGGAGAGGCGGG

TGTTGAAGATGCCATTTTTCCTTCTCCAACGGTAGCGGTGGCGGGGGTGGACGAGCC

AGGGGCGGCGGCGGAGGATCTGGCCAAGATGGCTGCGGGGGCGGTGTCTTCTTCTGC

GGTAACGCCTCCTTGGATACGTCATAGCTGAAAACGAAAGAAGTGCGCTGTAAGTAT

T 
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2.2.7 RESULTADOS 

Tres de los 17 grupos evaluados mostraron amplificación con los 

oligonucleótidos utilizados. En los 3 grupos positivos se encontraban muestras 

de las ciudades de Mexicali, Ensenada, Tecate y Tijuana, así como del Valle de 

San Quintín. El único lugar de muestreo que no estuvo presente en ninguna 

reacción positiva fue el Valle de Mexicali. En la figura 5 se muestra la fotografía 

de un gel de agarosa luego de la PCR y electroforesis, evidenciando una banda 

de 246 pb, lo cual es indicativo de una muestra positiva a PCV2. 
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3.1 Artículos derivados del trabajo de tesis 

 

Artículo en revisión como reporte de caso en: 

Austral Journal of Veterinary Sciences 

3.1.1 First detection of porcine reproductive and respiratory syndrome in 

porcine herds from Baja California, Mexico. 

Sergio D. Gómez, Francisco J. Monge, Gilberto López1*, Enrique Trasviña, 

José C. Herrera, Kattya Moreno, Gerardo E. Medina. 

 

ABSTRACT. The objective of this study was to detect the presence of type 2 

PRRSV in Baja California. Samples from pig farms of six locations were tested 

by real-time-PCR. The 9.27% (9/97) resulted positive in all the locations excluding 

Tecate and Mexicali valley. This is the first report of PRRSV in Baja California.  

Keywords: type 2 PRRS virus, Mexico, real-time-PCR. 

 

Two types of Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV) 

designated as genotype 1 (European) and genotype 2 (North American) are 

currently recognized worldwide (Nan et al 2017). Since 1994 it was reported type 

2 PRRSV (PRRSV2) serological prevalence in Mexico (Milián et al 1994). The 

presence of multiple genetic variants of PRRSV2 has been documented in pig 

farms all over the neighbouring state of Sonora since 2002 (Batista et al 2004, 

Burgara-Estrella et al 2013). In Baja California (Baja), despite the pork industry is 

small (OEIDRUS 2016), the presence of PRRSV has never been reported 

(Boletín SIVE 2017) therefore vaccination to this pathogen has never been used, 
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although Sonora introduce pigs (CEIRN 2015), and this represents a risk of 

introduction of PRRSV into Baja. Therefore, the objective of this study is to 

conduct a molecular survey in pigs from different locations in Baja in order to 

detect the presence of type 2 porcine reproductive and respiratory virus. 

We performed a cross-sectional study on 2016 and 2017 in Baja. Smallholder 

pig operations included in the study were 26 farms from Baja California Pig 

Farmers Association database. Only the ones who were interested in participate 

were visited.  The volunteers were: 5 farms in Ensenada, 6 in Mexicali, 2 in 

Tecate, 2 in Tijuana, 2 in Mexicali Valley (MV) and 9 in San Quintin Valley (SQV). 

In order to detect the presence of PRRSV2 we collected and analyzed 97 

samples from the jugular vein in EDTA-coated vacutainer tubes of clinically 

healthy pigs, extracting RNA from the buffy coat and amplifying an 87 bp fragment 

from the nucleocapsid (GenBank AF494042.1) using the primers PRRS-USA-F 

5’-CGATCCAGACTGCCTTTAAC-3’ and PRRS-USA-R 5’-

GCAAACTAAACTCCACAGTG-3’. Blood sampling and animal management 

were performed following the Sinclair Research’s Blood Collection in Swine 

Guidelines (Swindle 2015). Positive samples were confirmed by sequencing. In 

all farms, we did questionnaires and took records to assess risk factors and the 

possible presence of clinical signs associated with PRRSV2 infection. 

Real-time-PCR tests were positive for PRRSV2 in 9/97 (9.27%) samples from 

the 26 farms included. Positive samples correspond to 4/6 (66.6%) locations, 

excluding Tecate and MV. The frequency of positive results is showed in Table 

1.  

In the present study we found 9 positive samples to PRRSV2 in blood of 

clinically healthy pigs across Baja, in 4/6 of the main pork production locations in 

the state. This work represents the first study conducted in the state in which 

PRRSV2 has been detected, nevertheless, this might be as a result of the lack of 

research, since in Mexico, regardless of the genotype, PRRS virus is not under 

a national surveillance campaign (SENASICA 2016). The pork industry in Baja 

represents the second livestock activity after feedlot operations (CEIRN 2015); 

however, up to 15.9% of the pork meat consumed in Baja is raised and introduced 

from other states (OEIDRUS 2016), as it happens with the live animals introduced 
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from the state of Sonora (CEIRN 2015). The rt-PCR results were confirmed by 

sequencing analysis suggesting the presence of a probably low virulence strain 

of PRRSV2, because none of the farms tested showed any signs of reproductive 

or respiratory disease, agreeing with Weimersheimer et al (1997) whom proposed 

the existence of low virulence strains of PRRSV2 within Mexican territory, as well 

as with the results of Biernacka et al (2016) which suggest that diseases of the 

porcine respiratory complex are occasionally endemic and do not produce 

notorious clinical signs. The amplification of positive samples was observed after 

cycle 30 of the rt-PCR test, which might be considered as relatively low viral loads 

(Walker 2002). Our study demonstrates for the first time the presence of PRRSV 

in Baja despite the absence of clinical signs indicating the presence of the 

pathogen. It would be ideal to perform additional epidemiologic studies to 

determine the prevalence and risk factors that determine the real magnitude and 

permit to propose appropriate preventive and control measures. 
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Table 1. Frequency of PRRSV2 positive pigs in Baja by locations and farm. 
 Sampled farms  

Location 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Freq* 

Tijuana 2/3 0/3 - - - - - - - 33.3% 

SQV 1/1 1/1 1/3 0/1 0/1 0/2 0/2 0/3 0/4 16.6% 

Mexicali 2/5 1/5 0/2 0/3 0/4 0/8 - - - 11.1% 

Ensenada 1/9 0/3 0/4 0/4 0/7 - - - - 3.7% 

Tecate 0/6 0/7 - - - - - - - 0.0% 

MV 0/3 0/3 - - - - - - - 0.0% 

*Frequency  
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3.1.2 Presencia de Circovirus Porcino tipo 2 en hatos porcinos de Baja 

California, México 

 

Presence of Porcine Circovirus type 2 in porcine herds of Baja California, 

Mexico 
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Basulto2, Alma Rossana Tamayo Sosa1, Jonathan Isaac Arauz Cabrera2. 

RESUMEN 

El objetivo de este estudio fue detectar la presencia de circovirus porcino tipo 2 

(CVP2) en hatos porcinos de Baja California, México, empleando la técnica de 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Se colectaron 97 muestras de 

sangre de cerdos procedentes de 26 granjas de Baja California. El ADN se 

extrajo a partir de la capa leucoplaquetaria y para el análisis de PCR, las 

muestras fueron agrupadas en 19 grupos de 5 muestras y uno de 2 muestras. 

Se utilizaron cebadores específicos para amplificar un fragmento de 264 pares 

de bases del ORF2 de PCV2 utilizando como control positivo una vacuna 

comercial. El fragmento viral se detectó en el 15% (3/20) de los grupos 

analizados. Este es el primer reporte en el que se evidencia la presencia de 

circovirus Porcino tipo 2 en Baja California. Con el fin de conocer la magnitud del 
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problema y establecer medidas de prevención y control es necesario realizar 

estudios epidemiológicos para determinar la prevalencia y posibles factores de 

riesgo asociados a la presencia de la enfermedad en los hatos porcinos del 

estado. 

Palabras clave: circovirus, detección, México, PCR 

 

ABSTRACT 

The objective of this study was to detect the presence of Porcine circovirus type 

2 (PCV2) in porcine herds of Baja California, Mexico, by PCR technique. We 

obtained 97 blood samples of pigs in different productive stages from 26 porcine 

farms distributed across the State. The DNA was extracted from the buffy coat 

and in order to perform PCR analysis, they were grouped into 19 groups of 5 

samples and one more of 2 samples. We used specific primers to amplify an 

ORF2 fragment of 264 pair base. The viral fragment was detected in 15% (3/20) 

of the analyzed groups. This is the first report of the presence of PCV2in Baja 

California. In order to be aware of the problem and to establish preventive and 

control measures it is necessary to perform epidemiologic research to determine 

prevalence and possible risk factors associated to the presence of the antigen in 

the state porcine herds. 

Key words: circovirus, detection, Mexico, PCR 

 

INTRODUCCIÓN 

El circovirus porcino pertenece a la familia Circoviridae, presenta una cadena 

simple de ADN circular de 18 000 nucleótidos, aproximadamente con dos marcos 

de lectura abierta (ORF) que codifican para la replicasa y la cápside viral (Meng, 

2013).  

El PCV2 es conocido como un patógeno universal ya que se ha confirmado su 

presencia en la mayoría de los hatos porcinos del mundo (Baebko et al., 2012). 

Es un virus ampliamente involucrado en el desarrollo del síndrome 

mulstisistémico post destete (PMWS) (Blomström et al., 2016), así como en otras 

enfermedades tales como el complejo de enfermedad respiratoria porcina 

(PRDC) donde participa principalmente con el virus del Síndrome Reproductivo 

y Respiratorio Porcino (PRRSV) y Mycoplasma hyopneuoniae (Chae, 2016). A 

este grupo de padecimientos se les conoce como enfermedades asociadas a 
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circovirus Porcino (PCVAD) (Anoopraj et al., 2015). La vía más frecuente de 

transmisión es por la ruta oronasal (Segalés, 2012), diseminándose por todo el 

organismo y siendo excretado por secreciones orales, respiratorias, orina y 

heces (Opriessnig et al., 2007). Los signos clínicos más comunes son debilidad, 

aumento en la tasa de mortalidad o aumento de la frecuencia de signos 

respiratorios (Opriessnig y Halbur, 2013).  

En México existe evidencia de la presencia del PCV2 desde 1973 a través de 

estudios serológicos retrospectivos (Ramírez-Mendoza et al., 2009), sin 

embargo, aunque los reportes sobre presencia de este agente viral provienen de 

las regiones de mayor producción porcina (Bedolla et al., 2018). A la fecha, la 

presencia de este virus no ha sido reportada en el estado de Baja California. Por 

lo anterior, el objetivo de este estudio fue detectar la presencia del CVP2 

empleanjdo la técnica de PCR a partir de muestras de ADN de cerdos 

procedentes de hatos porcinos de Baja California.  

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Se realizó un estudio transversal por conveniencia entre septiembre de 2016 y 

agosto de 2017 en las instalaciones de 26 productores de cerdos adscritos al 

Comité Estatal Sistema Producto Porcino de Baja California. El estudio incluyó 5 

granjas de la región de Ensenada donde se colectaron 27 muestras de sangre, 

6 granjas Mexicali para un total de 27 muestras, 2 granjas de Tecate 

colectándose 13 muestras de sangre, 2 granjas de Tijuana para 6 muestras de 

sangre de  sangre así como en los valles de Mexicali (2 granjas para un total de 

6 cerdos) y San Quintín (9 granjas para un total de 18 cerdos). En la Figura 1 se 

muestra la ubicación del Estado de Baja California. Se colectaron un total de 97 

muestras de sangre en tubos evacuados con anticoagulante EDTA (BD, Franklin 

Lakes, New Jersey, EUA) de la vena yugular, siguiendo el procedimiento descrito 

por Holtgrew-Bohling (2016) de animales clínicamente sanos. Las muestras se 

almacenaron en refrigeración a 4°C durante 24 h para permitir la sedimentación 

de los componentes sanguíneos y la formación de la capa leucoplaquetaria de 

forma natural, colectando por aspiración 200 a 300 µL de la capa 

lecucoplaquetaria, procediendo inmediatamente a la extracción del ADN 

utilizando los reactivos PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Carlbad, 

California, EUA), siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN fue 
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reconstituido en un volumen final de 50 µL empleando la solución de 

rehidratación suministrada con los reactivos y se almacenó a -20°C hasta el 

momento de las pruebas de PCR.  

 

Oligonucleótidos para PCV2 

Los oligonucleótidos utilizados para la detección de PCV2 fueron los reportados 

por Larochelle y colaboradores (1999) a partir del ORF2. El oligonucleótido de 

sentido positivo fue denominado PCV2F con secuencia 5’-TAG GTT AGG GCT 

GTG GCC TT-3’ y el oligonucleótido de sentido negativo fue denominado PV2R 

con secuencia 5’-CCG CAC CTT CGG ATA TAC TG-3’, los cuales producen un 

producto amplificado de 264 pares de bases (pb). Estos oligonucleótidos fueron 

sintetizados por ADN Sintético S.A. P.I. de C.V. (Guanajuato, México) y fueron 

reconstituídos con agua grado biología molecular y diluidas a una concentración 

de 100 µM (solución de reserva)  y posteriormente a 10 µM como solución de 

trabajo. Las soluciones de oligonucleótidos de reserva y de trabajo fueron 

almacenadas en a -20°C hasta el momento de las pruebas de PCR.  

 

PCR para PCV2 

Las muestras se agruparon en 19 grupos de 5 animales y un grupo de 2 

animales. Las reacciones de PCR se realizaron empleando una mezcla maestra 

con un volumen final de 20 µL que contenía 75 mM Tris-HCl (pH 8.8), 20 mM de 

sulfato de amonio, 0.01% Tween 20, 1.5 mM de cloruro de magnesio, 200 µM de 

dNTPs, 7.5% de DMSO, 1.25 unidades de ADN polimerasa, 1 µl de cada 

oligonucleótido y 1 µl del extracto de ADN obtenido de las muestras de capa 

leucoplaquetaria. Como control positivo se utilizó un extracto de ADN obtenido a 

partir de la vacuna comercial Fostera® PCV (Zoetis) que contiene virus 

inactivado. Como controles negativos se utilizó mezcla maestra sin ADN 

templete y agua grado biología molecular en tubos separados. La amplificación 

se realizó en un equipo Thermo Hybaid PCR Express Bybaid PCYL001 Issue 3 

Thermal Cycler HBPX110 aplicando un ciclo inicial de desnaturalización de 5 

minutos a 94°C, seguido de 40 ciclos con 1 minuto de desnaturalización a 94°C, 

1 minuto de hibridación a 60.0 °C y un ciclo final de extensión de 1 minuto 

segundos a 72°C. El producto amplificado del PCR fue visualizado por 

electroforesis en gel de agarosa al 3%. Las muestras se consideraron positivas 
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cuando se formó una banda de ADN amplificado de aproximadamente 264 pares 

de bases (pb).  

 

Figura 1. Mapa de México mostrando el Estado de Baja California 

 

RESULTADOS 

Las pruebas de PCR muestran que 3 de los 20 (15%) conjuntos de muestras 

resultaron positivos para amplificación de la región ORF2 de CVP2, confirmando 

la presencia de este virus en el estado de Baja California. Los grupos de 

muestras que resultaron positivos provenían de todas las regiones muestreadas 

excepto el Valle de Mexicali.   

 

DISCUSIÓN 

Este estudio representa el primer reporte sobre la presencia del CVP2 en hatos 

porcinos del Estado de Baja California. Es importante señalar que aunque los 

resultados muestran que la distribución de la enfermedad está generalizada en 

el estado no fue posible identificar síntomas asociados a enfermedad por CVP2 

en los animales muestreados. Este hallazgo coincide con lo reportado por 

Segalés (2012), donde la infección por CVP2 se encuentra ampliamente 

distribuida en todo el mundo con infecciones subclínica como la presentación 

más frecuente. Con respecto a las medidas preventivas primarias, los 

productores porcinos en Baja California reportaron que no utilizan vacunas 

contra CVP2 ya la ausencia de signos clínicos no justificaba la instrumentación 

de un programa de vacunación contra esta enfermedad (Boletín SIVE, 2017). 

Considerando que la enfermedad está presente en Baja California es necesario 
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realizar estudios epidemiológicos transversales con el fin determinar la 

prevalencia, distribución y los posibles factores de riesgo asociados a la 

enfermedad en los hatos porcinos de la región para identificar la magnitud del 

problema y poder establecer medidas de prevención y control de la misma. 
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3.2 Artículos publicados durante el período de estudio 

3.2.1 Immunopathological evaluation of recombinant mycobacterial 

antigen Hsp65 expressed in Lactoccocus lactis as a novel vaccine 

candidate 
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3.2.2 Prevalence and distribution of intestinal parasites in stray dogs in 

the northwest area of Mexico 
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CAPÍTULO 4. CONCLUSIONES GENERALES 
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 Nuestro estudio demostró por primera vez la presencia del Virus Reproductivo 

y Respiratorio Porcino tipo 2 y de Circovirus Porcino tipo 2 en Baja California. 

 Ambos virus se encuentran ampliamente distribuidos a lo largo de todo el 

Estado, no obstante la falta de signología reproductiva y/o respiratoria en los 

hatos estudiados. 

 Es necesario complementar con diferentes estudios epidemiológicos que nos 

permitan conocer la magnitud del problema así como diseñar las estrategias 

necesarias para limitar la diseminación de los patógenos. 

 Es deseable la actualización de la normatividad con respecto a estas 

enfermedades en territoio nacional. 


