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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue detectar la presencia del Virus del Sindrome
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 sanguineas de cerdos en diferentes estadios de produccion
procedentes de 26 granjas distribuidas en las ciudades de Mexicali, Ensenada,
Tecate y Tijuana, asi como de los Valles de Mexicali y San Quintin. Los &cidos
nucleicos fueron extraidos a partir de la capa leucoplaquetaria y mediante RT-
PCR se analizaron individualmente las muestras para diagnostico de PRRSV2,
en los cuales encontramos 9 (9.3%) muestras positivas. Para diagnostico 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 encontro
presencia de ambos virus en las muestras provenientes de Mexicali, Ensenada,
Tecate, Tijuana y Valle de San Quintin. Este es el primer reporte de la presencia
tanto del Virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino tipo 2, como

de Circovirus Porcino tipo 2 en Baja California.

Palabras clave: PRRS, PCV, deteccion, México.



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.



CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL



1.1 Situacion mundial en produccién 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 proteinas y 15-
30% de grasas (Lim, 2018). La carne es la fuente principal de proteina y grasa
para las poblaciones a nivel mundial, ademas 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 evolucion
(Wyness, 2016).

Existen diferentes animales que son consumidos por el humano, sin embargo,
la mayor cantidad de produccién 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
polloy 58'677,200 t de carne de bovino (FAS, 2017), sin embargo, en el consumo
per capita 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 cépita 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 afio
(SIAP, 2017), sin embargo, a nivel de poblacion se consume un total de
2'110,000 t (DIEES, 2017) e individualmente 18.6 kg per capita (SIAP, 2017), de
tal manera que es necesario importar casi 1°000,000 t de carne de cerdo, ademas
de aproximadamente 25,000 animales en pie para engorda y pie de cria
principalmente desde Estados Unidos de Norteamérica y Canada (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, horcoreanos

y norteamericanos (DIEES, 2017).



Particularmente en Baja California, la produccion 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 capita de 18.5 kg, razén por la cual
se importan desde Norteamérica mas de 56’000,000 kg y se introducen casi
9’000,000 kg de carne (OEIDRUS, 2016), principalmente desde el estado de
Sonora, ademas de algunos animales en pie para su engorda y reproduccion
(CEIR, 2015).

Como puede observarse, la produccion 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 tecnificacion
(SEFOA, 2017).

1.3 Enfermedades reproductivas en cerdos

El grado de intensificacidon en la produccion 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 clinicos
muy notorios (Biernacka et al., 2016), sin embargo si pueden producir pérdidas
econdémicas importantes debido al manejo que se debe llevar a cabo para limitar
/ erradicar una enfermedad, la repeticibn de celos, las momificaciones y
mortinatos, el pobre crecimiento de lechones asi como el nacimiento de camadas

pequefias 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 Sindrome
Reproductivo y Respiratorio Porcino tipo 2 (PRRSV2), el Circovirus Porcino tipo
2 (PCV2) y el Parvovirus Porcino (PPV) son con gran diferencia, los mas

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

A partir del afio 2005, la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE)

elaboré un documento el cual es revisado periédicamente, donde se listan



enfermedades, infecciones e infestaciones de importancia a mundial, con el fin
de estar en consonancia con la terminologia utilizada por el Acuerdo sobre la
Aplicacion de Medidas Sanitarias y Fitosanitarias de la Organizacion Mundial del
Comercio al clasificar las enfermedades como riesgos especificos 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

sindrome reproductivo y respiratorio porcino (OIE, 2018).

Por su parte, en México se publico se publicé en el Diario Oficial de la
Federacion el 4 de mayo de 2016, un acuerdo mediante el cual se dan a conocer
las enfermedades y plagas exéticas y endémicas de notificacion obligatoria de
los animales terrestres y acuaticos (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 rapida diseminacién y
afectacion al sector y riesgo para la salud publica, son consideradas de
notificacion inmediata. En este grupo se incluye el sindrome 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 produccién pecuaria, comercio internacional, salud publica y por su
importancia estratégica para las acciones de salud animal y sanidad
acuicola en el pais, son consideradas de notificacion inmediata. En este
grupo se incluyen el sindrome reproductivo y respiratorio porcino tipo 2
(Arterivirus tipo 2, cepa americana) y el sindrome de emaciacion
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 epidemiologico, econémico, de
salud publica y de comercio nacional e internacional, son consideradas de
notificacion mensual. En este grupo se incluye el Parvovirus porcino

(Protoparvovirus).



Anteriormente, en el afio de 2007, unicamente el Sindrome Reproductivo y
Respiratorio Porcino estaba contemplado dentro el grupo 3 de este mismo
acuerdo (SEGOB, 2007).



CAPITULO 2. REVISION DE LITERATURA Y
BIBLIOGAFIA CITADA



2.1 VIRUS DEL SINDROME REPRODUCTIVO Y
RESPIRATORIO PORCINO

2.1.1 Etiologia

El Virus del Sindrome 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 nucleo pleomoérfico de 39 nm (Dokland, 2011) y una envoltura
lipidica con 7 tipos de proteinas GP2-GP5, GP5a, E y M, a las cuales debemos
sumar otra proteina estructural interna, la proteina N (Snijder et al., 2013) y al
menos 16 proteinas no estructurales (nsp, non structural proteins) (Fang et al.

2010). El genoma se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Genoma del virus del Sindrome 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 nucleétidos y 50-80% de aminoacidos
(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



la severidad de los signos; dicho virus esta representado por la cepa JXAL. En
2017, Liu y colaboradores, compararon cada region del genoma completo de 4
cepas de alta patogenicidad aisladas en 2015, las cuales tenian una homologia
de mas del 96% con 10 cepas del PRRSV tipo 2 (PRRSV2) y el JXA1, pero
unicamente de 60% con el LV, siendo el lugar con mayor heterologia la region
del marco de lectura abierto 1 (ORF 1, Open Reading Frame) que codifica para
la nsp2. La variacion principal de las cepas de alta patogenicidad consiste en

una supresion no continua de 30 aminoéacidos de la nsp2 (Li et al., 2012).

2.1.2 Patogenia

La via de entrada puede ser vertical, por aerosoles, a través de fluidos
corporales, fomites e incluso es capaz de atravesar mucosas y piel intacta (Pileri
and Mateu, 2016). Experimentalmente se ha demostrado la transmision 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
alas 12 horas post infeccidn y el pico se encuentra a los 7-10 dias post infeccion,
una vez dentro el virus, éste llega a tejido linfoide infectando macrofagos
sialoadhesina® (Sn o CD169) y CD163* (Mateusen et al., 2007) los cuales son
receptores de membrana exclusivos de macréfagos de mamiferos (Van Gorp,
2008). Los signos clinicos incluyen distrés respiratorio, neumonia, fiebre,
anorexia, conjuntivitis y bajo crecimiento (Li, 2016). En hembras no gestantes
puede ser asintomatico, causar pérdida de apetito o fiebre (Rossow, 1998), sin
embargo, durante la gestacién 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,
asi como reduccion linfoide en el timo (Morgan, 2016), pues el tejido linfoide son

las células blanco.

2.1.3 Epidemiologia
El sindrome reproductivo y respiratorio porcino es la enfermedad de mayor
impacto econdémico en la industria porcina a nivel mundial, causando pérdidas

mayores a los 664,000 millones de dolares en EUA (Holthkamp, 2013) y Europa
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(Nieuwenhuis, 2012) ya que produce alta morbilidad y mortalidad en lechones
(Lunney, 2010) ademas de las pérdidas que suponen la repeticion de celos y la
necesidad de hacer despoblaciones parciales o totales como medidas de control
(Goncalves, 2016). EI PRRSV se transmite por saliva, secreciones nasales,
orina, semen, leche y calostro (Pileri y Mateu, 2016) puede migrar a traves de la
placenta de cerdas infectadas, particularmente en el ultimo trimestre de
gestacion (Karniychuk et al., 2011) resultando en mortalidad fetal y aumentando
la proporcion 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 diagnéstico del PRRS es dificil
debido a que los signos clinicos son comunes a diferentes enfermedades asi
como a la gran variabilidad genética de su genoma (Wang et al., 2017). Esta
variabilidad genética es también la principal responsable del grado de proteccion
desarrollado en animales vacunados contra el PRRSV, pues dicha proteccion
esta 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
gue se han relacionado con el PRRS incluyen el tamafio del hato, la distancia
entre hatos (Lambert et al., 2010), la introduccion de animales reproductores
(Martinez et al., 2002), la adquisicion de semen, la falta de cuarentena (Jorda-
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 Sudafrica, uno de los paises donde mas
recientemente se ha reportado la infeccion por primera vez con este virus
(Mokoele, 2015). Por otro lado, paises como Nueva Zelanda (Cobb 2015),
Australia (Brookes, 2015) y Brasil (Rech, 2017) son considerados libres.

2.1.4 Diagnéstico

Ademas del aislamiento viral y la inmunocromatografia (Yang, 2017), los
métodos diagnosticos mas comunmente utilizados son el ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) y la transcripcion reversa de la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-
PCR, Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction) convencional,

idealmente acompafados de la secuenciacion (Fiebre, 2008).



El aislamiento viral se realiza en macréfagos alveolares porcinos (PAMSs,
Porcine Alveolar Macrophages), células que la mayoria de las cepas virales son
capaces de infectar y en las que se pueden replicar (Wensvoort et al., 1993), a
diferencia de las lineas celulares estandar de rifidon de mono MA-104, en las que

la infeccion es dificil (Kim et al., 1993).

La inmunocromatografia ha comenzado a utilizarse en tiras reactivas,
herramienta que brinda una deteccion sencilla y rapida sobre el terreno a partir
de tejido o suero. Las muestras se mezclan con anticuerpos monoclonales
marcados con oro dirigidos a proteinas del PRRSV especificas, y forman
complejos proteina-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 estan disefiados 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 diagndstico para cualquier cepa de
PRRSV, dependiendo de los oligonucledtidos utilizados para la reaccion. Los
fragmentos utilizados con mayor frecuencia son los que forman parte de la
nucleocapside, los cuales se encuentran contenidos en el ORF7, ya que ésta es
la proteina viral mas 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 adicion de una
transcriptasa, convertir el ARN en una cadena de ADN complementario y asi

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

Como se menciond previamente, es deseable la secuenciacion de las
particulas virales encontradas. Actualmente el método de secuenciacion mas
utilizado es la pirosecuenciacion, pues es un método menos complejo y con un
limite superior de deteccién que la degradacion quimica desarrollada por Maxam
y Gilbert asi como por el método enzimatico descrito por Sanger y colaboradores,

ambas técnicas ampliamente utilizadas desde 1977. Durante la
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pirosecuenciacion se libera una molécula de pirofosfato al afiadir un
desoxirribonucledtido trifosfato al final de una cadena de ADN en formacion, de
esta manera conociendo la concentracion y monitoreando ambas moléculas
continuamente se puede determinar la secuencia (Harrington et al., 2013). En
los ultimos afios se han desarrollado 4 técnicas llamadas de siguiente generacion
(NGS, Next Generation Sequencing), las cuales comprenden la Secuenciacion
Completa del Genoma (WGS, Whole Genome Sequencing), la Secuenciacion
Completa del Exoma (WES, Whole Exome Sequencing), la secuenciacion del

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

2.1.5 El Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino en México

En México el primer reporte de la presencia del virus del sindrome
reproductivo y respiratorio porcino se realizé al encontrarse prevalencia
serolégica en cerdos importados desde EUA y Canada (Milian et al., 1994),
aunqgue el virus no fue aislado de granjas mexicanas sino hasta el afio 2000
(Sierra, et al., 2000). En 2004, Lépez y colaboradores realizaron un metaanalisis
de las enfermedades de importancia econdémica 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 serologia en 140
unidades de produccién porcina al sur de la ciudad de México, encontrando una
prevalecia de 0.001%. Rovelo-Celorio y colaboradores, en 2008 encontraron una
prevalencia de 36% de anticuerpos y 12% del antigeno viral en verracos de
Yucatan. En 2013, se encontrd una frecuencia viral de 16% en piaras del Estado
de México, Guanajuato, Puebla y Veracruz (Carrera et al., 2013) asi como 47%
de antigeno de PRRS en oOrganos de cerdos con signos respiratorios en los
estados de Hidalgo, Guanajuato, Puebla, Veracruz, Morelos, Jalisco, Michoacan,
Estado de México, Oaxaca, Sonora, Yucatan, Ciudad de México, Guerrero,
Coahuilay Tlaxcala (Galindo et al., 2013). En la actualidad el virus del PRRS tipo
2 se encuentra ampliamente diseminado en territorio nacional (Martinez-Bautista
et al., 2018), sin embargo, aun 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 METODOS

2.1.6.1 Tamafio y toma de muestra

Se realizé 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, asi como en los Valles de

Mexicali y San Quintin.

Para detectar, con un nivel de confianza del 95%, si en una poblacion de
10,315 cerdos (OEIDRUS, 2016) se encontraba al menos un animal infectado,
asumiendo una prevalencia minima esperada del 4.00%, se seleccion6 una
muestra con al menos 74 individuos (De Blas et al., 2006). La prevalencia
esperada utilizada se eligi6 para obtener un tamafio 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 tamafio 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 clinicamente sanos en diferentes estadios
de produccion. Adicionalmente se aplicé un cuestionario epidemioldgico en el
cual se tomaban en cuenta factores de riesgo tales como la introduccion de
animales en su hato, programas de vacunacion y desparasitacion, medidas de
higiene, etc., (cuadro 1).

2.1.6.2 Procesamiento y almacenamiento de muestras de sangre

Las muestras de sangre fueron almacenadas en refrigeracion a 4°C durante
un periodo de 24 horas para permitir la sedimentacion de los componentes
sanguineos y la formacién de la capa leucoplaquetaria de forma natural.
Posteriormente, se separo el plasma con una pipeta de 1000 pL, se deposito

individualmente en tubos Eppendorf que fueron almacenados en congelaciéon a
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-20 °C. La capa leucoplaquetaria se obtuvo aspirando suavemente el paquete
leucocitario empleando una pipeta de 200 pL, colectando un volumen de 200-
300 pL para proceder inmediatamente a la extraccion de ARN y, posteriormente
realizar la prueba de RT-PCR en tiempo real para diagnéstico de PRRSV2.

Cuadro 1. Cuestionario aplicado a los productores.

NUMERO CONSECUTIVO DE PRODUCTOR: FECHA:

MUNICIPIO:

De las siguientes preguntas, favor de responder la opciéon que corresponda con su tipo
de granja:

Mi granja es:
a. Cerrada b. Abierta c. Semiabierta

Cantidad de sementales:
Cantidad de vientres:

Utiliza vacunacién contra:

¢,Con qué desinfecta su material?
¢Utiliza un area de cuarentena con enfermos?
¢Utiliza un area de cuarentena con animales nuevos?
Da tratamiento profilactico en cambios de estacion
¢, Hace desparasitaciones profilacticas?
¢,Con qué frecuencia?
¢, Realiza control de roedores?

Tipo de fecundacién que realiza:
a. | artificial b. Monta natural c. Ambas

Adquiere sementales / pajillas de semen en:
a. México b. Extranjero c. Reemplazo propio

En el ultimo afio:

¢,Ha notado bajo porcentaje de fecundacién?
¢ Ha disminuido el nimero de lechones vivos al nacimiento?
¢ Presenta mortalidad mayor al 30% antes del destete?
¢,Ha notado disminucion en la libido de verracos?

¢ Ha presentado méas de 30% de abortos?
¢Ha presentado fetos momificados en mas del 30% de los partos?
¢Ha notado una disminucién en el tamafio de camadas en el ultimo afio?
¢Ha visto poco / lento crecimiento en lechones?

¢, Qué tipo signos de enfermedad han sido mas comunes?:
a. Respiratoria( ) b.Digestiva( ) c.Nerviosa( ) d.Otra( )

¢ Qué tipo de signos de muerte han sido mas comunes?:
a. Respiratoria( ) b.Digestiva( ) c.Nerviosa( ) d.Otra( )

Comentarios adicionales:
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2.1.6.3 Extraccion 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. EI ARN fue reconstituido en un
volumen final de 30 pL en solucion de elucion proporcionada. Posteriormente el
ARN fue almacenado a -70°C hasta la realizacién de las pruebas RT-PCR para
diagndéstico de PRRSV2.

2.1.6.4 Disefio de oligonucleotidos para PRRSV

Se disefaron oligonucleétidos para amplificar un fragmento de 87 pares de
bases (pb) del gen de la nucleocapside, contenido en el ORF7 (Open Reading
Frame 7) del PRRSV2 (GenBank AF94042.1) que es la proteina viral mas
conservada en células de cerdos infectadas con PRRSV (King et al., 2016). El
disefio se realiz6 utilizando los programas en linea Primer3Plus version 2.4,

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

OligoCalc version 3.2, disponible en

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

Runner version 6.1. A partir de estos programas se construyeron y seleccionaron
oligonucleétidos que cumplen con las caracteristicas recomendadas por el
fabricante del termociclador BioRad CFX96 utilizado en este estudio. Dichas
caracteristicas incluyen longitud de oligonucleétidos de 20 nucledétidos con un
contenido de GC entre 50 y 60%, manteniendo una temperatura de fusion entre
50-65°C, evitar repeticiones >3 nucleétidos G o C continuos, verificar que las
secuencias positiva y negativa no produzcan complementariedad, evitar la
formacion de dimeros u otro tipo de estructuras secundarias aberrantes y obtener
el tamafo Optimo de producto en un rango de 75 a 200 bases, ya que los
productos mas pequefios desarrollan mayor eficiencia. Los oligonucledtidos
generados fueron: PRRS-USA-F 5-CGA TCC AGA CTG CCT TTA AC-3y 5'-
GCA AAC TAA ACT CCA CAG TG-3. La amplificacion con estos
oligonucledtidos mediante RT- PCR genera un amplicon de 87 pares de bases.
En el cuadro 2 se muestra el ORF 7, los oligonucleotidos sintetizados y el
amplicon producido.
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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 nimero de GenBank muestra el genoma completo, debido a la
extension del mismo, aqui Unicamente se muestra el ORF7, el cual es de 371 pb.

GCCAGTCAATCAGCTGTGCCAGATGCTGGGTAAAATCATCGCCCAGCAAAACCAGTC
CAGAGGCAAGGGACCGGGCAAGAAAAGTAAGAAGAAAAACCCGGAGAAGCCCCATTT
TCCTCTAGCGACCGAAGATGACGTCAGGCATCACTTCACCCCTGGTGAGCGGCAATT
GTGTCTGTCGTCGATCCAGACTGCCTTTAACCAGGGCGCTGGAACTTGTACCCTGTC
AGATTCAGGGAGGATAAGTTACACTGTGGAGTTTAGTTTGCCGACGCATCATACTGT
GCGCCTGATCCGCGTCACAGCATCACCCTCAGCATGATGGGCTGGCATTCTTTAGGC
ACCTCAGTGTCAGAATTGGAAGAATGTGT

Los oligonucledtidos fueron sintetizados por GenScript LTD (Piscataway, NJ,
USA), empacados y enviados liofilizados. Cada uno fue reconstituido con agua
grado biologia molecular, centrifugandolos a maxima velocidad por 10 segundos;
posteriormente, dentro de la campana de flujo laminar, se agregaron a cada tubo
10 veces el valor de la concentracion en nano moles referida por el fabricante
para obtener una concentracion estandar de 100 micro molar (uM). Los tubos
fueron mezclados en vértex por 30 segundos a maxima velocidad, incubados en
refrigeracion a 4°C por 60 minutos y mezclados nuevamente a maxima velocidad
en vortex. Para el RT-PCR, la concentracién de trabajo de los oligonucleétidos
fue establecida en 10 uM para lo cual se realizé una dilucion de la mezcla de la
concentracion estandar 1:10 en agua grado biologia molecular, produciendo
cinco alicuotas de 200 pl cada una. Las soluciones estandar y de trabajo de
oligonucledtidos fueron almacenadas en congelacién a -20°C hasta el momento
de las pruebas. Las caracteristicas de los oligonucleétidos se muestran en el
cuadro 3.

Cuadro 3. Secuencias y caracteristicas de los oligonucleétidos disefiados a
partir del ORF 7 del PRRSV2.

Oligonucleétido: PRRS-USA-F Oligonucleétido: 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 Optimizacién del ensayo de RT-PCR

Las condiciones del RT-PCR se optimizaron probando los oligonucle6tidos por
triplicado a 200 nM, 400 nM y 800 nM con 1 pL, 2 pL y 3 pL de plantilla de ARN
en un volumen total de 10 pL empleando una mezcla maestra con EvaGreen
(Biotium, Hayward, CA, USA). La mayor eficiencia se encontré al mezclar los
oligonucledtidos a 800 nM con 2 pL de plantilla de ARN. La sensibilidad analitica
se determiné generando una curva estandar a partir de una dilucion de 1:10,
resultando en una eficiencia (E) de 97.6%, un coeficiente de determinacién (R?)
de 0.996 y una pendiente entre resultados (slope) de 3.25 (Figura 2).

Standard Curve

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

-5 -4 -3 2 -1 0
Log Starting Quantity
Q Standard > Unknown

—— SYBR E=97.6% R?=0.996 Slope=3.25

Figura 2. Determinacién de la curva estandar de los oligonucleétidos disefiados.

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
reaccion se utilizé 1 ul de ARN, 800 nM de cada oligonucleétido y mezcla
maestra iScript One Step, RT-PCR con tincion EvaGreen (Biotium, Hayward, CA,
USA) y agua grado molecular para un total de 10 pyL por reaccion (Cuadro 4).

Las condiciones del termociclador se calcularon usando el software CFX y

16



resultaron en: un paso inicial a 50°C por 10 min para transcripcion reversa, 95°C
por 3 min para desnaturalizacion y 40 ciclos de 95°C por 15 s para
desnaturalizacion, 53.7°C por 25 s para hibridacion y 72°C por 20 s para
extension. Cada corrida incluy6é el analisis de la curva de disociacion para
confirmar la temperatura de fusién del fragmento de ADN amplificado, calculada
en 77.4°C a 78.9°C. Las muestras positivas fueron confirmadas mediante

secuenciacion en un laboratorio externo.

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

Reactivo 800 nM
1 reaccion 60 reacciones
Mezcla maestra 5 uL 300 pL
ARN 2 uL 2 pL individual
Transcriptasa reversa 0.125 L 7.5 pL
Forward 1.0 uL 60 pL
Reverse 1.0 uL 60 pL
Agua 1L 60 pL
Volumen final 10 pL 487.5 pL (méas el ADN
individual)

2.1.6.7 Interpretacion de resultados de RT-PCR

Los resultados de las pruebas por RT-PCR se consideraron como positivos
cuando la muestra correspondiente alcanzé una sefial fluorescente de
amplificacion por encima de la linea umbral del control negativo de referencia en
un maximo 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 logré desarrollar una sefial fluorescente de
amplificacion por encima de la linea umbral del control negativo de referencia en

un maximo de 40 ciclos.

2.1.6.8 Comprobacion de PRRSV2 mediante secuenciacion

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.ncbhi.nlm.nih.gov/Blast.cqi.
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Previo a su envio, se consultd la pagina oficial de USDA (United States
Department of Agriculture) donde esta publicada la “Guia para importacion
#1114 (Recombinant Microbes and their Products)”, en la cual se establece que
solamente es necesario un permiso de importacion para el material que suponga
un riesgo de introduccion de enfermedades con potencial epizo6tico en ganado
y que ademas, sean exoticas en los EEUU. Ninguna de las enfermedades
revisadas en este estudio son exdticas para los EEUU, sin embargo, en la misma
guia se menciona que es necesario un oficio, asi como una carta anexa a la
documentacion de envio donde se exponga el nombre o descripcion del
producto, incluyendo su descripcion genética y declarando que no incluye

aditivos animales tales como albUimina.

Una vez lista la documentacion, se realiz6 una prueba de electroforesis en un
gel de agarosa para asegurar que se formaba una sola banda, la cual confirma
gue el producto llevaria sélo una cadena de nucle6tidos para su secuenciacion,
ya que los productos de RT-PCR obtenidos no fueron purificados en nuestro
laboratorio, se enviaron 10 uL del producto de PCR a una concentracion de 50
ng/uL, contenidos en tubos para PCR sellados con papel parafilm con la finalidad
de evitar derrames, evaporacion y contaminacién. 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 Andlisis 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 caracteristicas
entre las granjas y entre individuos. Posterior a ello se realiz6 la prueba de Chi

cuadrada con correccion 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 Quintin 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 relacion con las muestras obtenidas en cada
una de las granjas de cada localidad.

Cuadro 5. Relacion de animales positivos y animales muestreados por granja en
cada 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 o/7 - - - -
Tecate 0/6 0/7 - - - - - - -

VM** 03 013 - - - - - - -
*Valle de San Quintin
**Valle de Mexicali

Localidad

En las figuras 3A y 3B se muestra graficamente varios resultados de RT-PCR
en tiempo real, donde se aprecia un conjunto de reacciones y se resalta la
amplificacion de una muestra positiva a PRRSV2 al amplificarse durante el ciclo

26 (A) y con un pico maximo de fusién a los 78.0°C (B).
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Figura 3. Gréafica de una muestra positiva a PRRSV2 mediante RT-PCR en
tiempo real.

2.1.7.1 Estudio de secuenciacion

Todas las muestras secuenciadas fueron confirmadas comparando los
nucelotidos obtenidos en la base de datos BLAST. En estas comparaciones se
onservé una similitud del 200% con multiples 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
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se aprecia la similitud del 100% con varias cepas del PRRSV2 en su region de
la nucleocapside (ORF7). La secuencia particular de este amplicon utilizado fue:
AAGTTACACTGTGGAGTTTAGTT.

2.1.7.2 Andlisis de factores de riesgo

Luego de analizar los cuestionarios con la prueba de Chi cuadrada con
correccion de Yates, todos los factores de riesgo evaluados obtuvieron un valor
de p > 0.05, lo cual indica que no son significativos estadisticamente, razén por
la cual no se muestran los resultados de la raz6n de momios. Estos valores se

muestran en el cuadro 6.

BLAST - » blastn suite » RID-15SAWTBFRO14 Home  RecentResults  Saved Strategies  Help
BLAST Results

| @ Your search parameters were adjusted to search for a short input sequence.

Edit and Resubmit Save Search Strategies t Formatting options & Download Youlfl} How to read this page  Blast report description
Job title: Nucleotide Sequence (23 letters)

RID 15AWTBFRO14 {Expires on 12-15 01:57 am)

Query ID Icl|Query_201027 Database Name nr
Description None Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.8.1+ B Citation

Query Length 23

Other reports: b Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [MSA viewer]

=1 Designing or Testing PCR Primers? Try your search in Primer-BLAST. (Go)

(# Graphic Summary
EDescriptions

Sequences producing significant alignments:
Select: All Mone Selected:0
i1 Alignments O

Max | Total | Query | E

Ident = Accession
score | score | cover | value

Description

Porcine reproductive and respiratory syndrome virus 2 strain P/MZ/LT-148 N protein gene, compl 46.1 461 100% 0.007 100% MGO63163.1

Porcine reproductive and respiratory syndrome virus isolate sdzb04 nucleocapsid protein (M) ger 461 461 100% 0007 100% MG9229471

Porcine reproductive and respiratory syndrome virus isolate sdxt11 nucleocapsid protein (N)gem 46.1 461 100% 0.007 100% MG922946.1

Porcine reproductive and respiratory syndrome virus isolate sdsg09 nucleocapsid protein (M) ger 46.1 46.1 100% 0.007 100% MG922944.1

Porcine reproductive and respiratory syndrome virus isolate sdlz02 nucleocapsid protein (M) gem 46.1 461 100% 0.007 100% MG022943.1

Porcine reproductive and respiratory syndrome virus isolate sdcl05 nucleocapsid protein (N)gem 461 461 100% 0007 100% MG9229411

Porcine reproductive and respiratory syndrome virus isolate adaq06 nucleocapsid protein (W) ger 46.1 461  100% 0.007 100% MG922939.1

Porcine reproductive and respiratory syndrome virus isolate sdaq01 nucleocapsid protein (N) ger 46.1 46.1 100% 0.007 100% MG922938.1

Porcine reproductive and respiratory syndrome virus isolate Inzd03 nucleocapsid protein (N) gen 46.1  46.1  100% 0.007 100% MG0O229371

o o o o o o R A

Porcine reproductive and respiratory syndrome virus isolate Inzd02 nucleocapsid protein (N) gen 461 461 100% 0007 100% MG9229361

Figura 4. Resultados de la comparacion del amplicon obtenido donde se muestra
el 100% de similitud con cepas del PRRSV2.
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Cuadro 6. Valor p luego del andlisis de factores de riesgo mediante prueba de
Chi cuadrada con correccion de Yates.

Valor de p Valor de p
Factor de riesgo comparando entre comparando entre
individuos granjas
Granjas abiertas 0.0909 0.2969
No vacuna 1.0000 1.0000
No desinfecta material 0.9224 1.0000
No utiliza &rea de cuarentena 1.0000 1.0000
Insemina con semen externo 1.0000 1.0000

(local)

21



2.2 CIRCOVIRUS PORCINO

2.2.1 Etiologia

El Circovirus Porcino (PCV, Porcine Circovirus) esta clasificado dentro del
Género Circovirus, en la Familia Circoviridae (Meng, 2013). Fue reportado por
primera vez como contaminante de lineas celulares PK-15 de rifién de cerdo en
1974 (Tischer et al., 1974). Fue hasta 1997 que este virus se aisl6 a partir de
cerdos que presentaban una enfermedad debilitante, demostrandose su
patogenicidad y dividiendo la especie en dos genotipos, PCV tipo 1y tipo 2, de
los cuales el PCV tipo 2 (PCV2) se ha reconocido como patégeno (Allan et al,
1998). Posteriormente se han reconocido 3 genotipos del PCV2, denominados
PCV2a, PCV2by PCV2c (Guo etal., 2011). EI PCV2 presenta una cadena simple
de ADN circular de 1.7 kb dentro de una capside, con un genoma que presenta
2 ORF, de los cuales el ORF1 codifica para la proteina replicasa y el ORF2 para
la capside (Meng, 2013). En 2015, se detecté en EEUU mediante secuenciacién
metagendnima un Circovirus porcino nuevo, denominado PCV3 (Shen et al.,
2018), el cual fue asociado con el sindrome de dermatitis nefropatia porcino, falla
reproductiva (Palinski et al., 2016), falla cardiaca e inflamacion multisistémica
(Phan et al., 2016).

2.2.2 Patogenia

La via natural de transmision para el PCV2 es la oronasal, aunque
experimentalmente se ha infectado cerdos por via 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 dendriticas
mediante fagocitosis o endocitosis, lo cual se manifiesta con una menor
produccion y secrecion de citosinas que en animales no infectados, facilitando
asi su transmision a todo el organismo (Wang et al., 2017). Hay evidencia de
replicacion tanto en células linfoides de sangre periférica como en linfonodos
bronquiales de cerdos infectados, lo cual produce deplecion de este tejido y su
reemplazo por tejido histiocitico (Meng, 2013), higado, rifiones, 0 intestinos

(Gillespie et al., 2009). Los signos clinicos mas comunes son debilidad, aumento
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de mortalidad o de signos respiratorios, lesiones histologicas en tejido linfoide

asi como deplecion linfoide (Opriessnig y Halbur, 2013).

2.2.3 Epidemiologia

Como se menciono previamente, la infeccion por PCV2 ha sido vinculada con
una enfermedad debilitante principalmente en lechones, a esta enferemedad se
le llamo6 sindrome de emaciacion multisisémico post destete (PMWS, Porcine
Multisystemic Wasting Syndrome), sin embargo, al ser un signo clinico 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) (Alpizar 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 si solo no
es capaz de producir infeccidn (Anoopraj et al., 2015). Su transmision se lleva a
cabo mediante secreciones oronasales, heces fecales, orina, calostro, leche y
semen (Patterson et al., 2011). Del mismo modo que el diagndstico del PRRS,
el diagnostico de PCV2 es dificil puesto que los signos clinicos son comunes a
diferentes enfermedades, ademas de la variabilidad genética de su genoma
(Wang et al., 2017). Las vacunas se consideran la manera mas efectiva de
prevenir la enfermedad, ya que aunque no limitan la infeccion, si disminuyen la
diseminacién y presencia de signos clinicos (Feng et al., 2014), de tal manera
gue la ausencia de vacunacion, la alimentacion con bazofia o el contacto con
granjas vecinas son factores importantes en la diseminacion del agente
patégeno (Monger et al., 2014), asi como el uso de corrales muy grandes en el
area de destete y la coinfeccion con Parvovirus Porcino o PRRSV son
considerados factores de riesgo en la detonacién de la infeccién por PCV2 (Rose
et al., 2003). En la actualidad, la presencia del Circovirus Porcino tipo 2 ha sido
reportada practicamente en todos los paises productores de carne de cerdo
(Afolabi et al., 2017).
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2.2.4 Diagnostico

El diagnostico debe realizarse tomando en cuanta tanto los signos clincos
como las “pruebas de oro” para el diagndstico de PCV, siendo estas pruebas la
deteccion del antigeno viral o del acido nucleico ya sea mediante PCR,
inmunohistoquimica o hibridacion 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 neutralizacion viral en

suero, aislamiento viral y microscopia electronica (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 especificamente en México en 2004 (Ramirez et al., 2004) sin embargo, con
ayuda de bancos de sueros porcinos, se encontrd evidencia de anticuerpos en
México contra PCV2 desde la década de los 1970’s (Ramirez-Mendoza et al.,
2009). A partir de entonces se han realizado estudios serolégicos en diferentes
estados de la Republica Mexicana, encontrando presencia de anticuerpos contra
PCV2 en 98% de granjas de traspatio en la Ciudad de México (Ramirez-
Mendoza, 2007), y 22% de prevalencia en pulmones de cerdos colectados en
rastros TIF (Tipo Inspeccion Federal) en el Estado de México (Montiel y
Sahagun, 2008). Por su parte, Gutiérrez y colaboradores (2007a) reportaron una
seropositividad del 100% en animales en finalizacion provenientes de Jalisco,
Guanajuato y Michoacan, asi como 97% de seropositividad en mas de 1,200
sueros provenientes de 11 estados de la Republica Mexicana (2007b). Para
2012, Robles-Gonzalez y colaboradores analizaron mas de 3500 muestras de
diferentes tejidos de cerdos provenientes de 10 de los estados con mayor
produccion 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, aun no existen estdios que determinen la prevalencia del PCV2 a nivel

nacional (Alpizar et al., 2018).
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2.2.6 MATERIAL Y METODOS

2.2.6.1 Tamafio y toma de muestras
Las caracteristicas de tamafio y toma de muestra, asi como el procesamiento
y almacenamiento de las muestras de sangre son las mismas descritas

previamente en el apartado de PRRS.

2.2.6.2 Extraccién de ADN

La extraccion de ADN se realizé utilizando los reactivos Wizard® Genomic
DNA Purification Kit (Promega Corporation, Fitchburg, WI, USA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. El ADN extraido se reconstituy6 en un volumen final
de 50 pL empleando la solucién de rehidratacion suministrada. EI ADN de las

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

2.2.6.3 Oligonucledtidos para PCV2

Los oligonucledtidos utilizados para el diagnéstico 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 ATATAC
TG-3’, los cuales producen un amplicon de 264 pares de bases. Estos
oligonucledtidos fueron ordenados a ADN Sintético SA Pl de CV (Guanajuato,
México), siendo reconstituidos y conservados de la misma manera descrita para
los oligonucleétidos para el diagnostico de PRRSV. En el cuadro 7 se muestra el
genoma completo del PCV2, resaltando el amplicon obtenido con los

oligonucledtidos utilizados.

2.2.6.4 PCR en punto final para diagndstico de PCV2

Las muestras se concentraron en 17 grupos de 5 individuos. La reaccion de
PCR se llevo a cabo en una mezcla de 20 pL que contenia 75 mM Tris-HCI (pH
8.8), 20 mM de sulfato de amonio, 0.01% Tween 20, 1.5 mM de cloruro de
magnesio, 200 uM de dNTPs, 7.5% de DMSO, 1.25 unidades de ADN
polimerasa, 5 pmol de oligonucleétidos y 1 ng del extracto viral. La amplificacion
se realizd en un termociclador S1000™ 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 reaccion se llevo
a cabo un paso final de extension de 7 minutos a 72°C. Finalmente se
comprobaron los productos del PCR mediante electroforesis utilizando alicuotas
de 10 puL a través de un gel de agarosa al 3% en 0.5 x TAE, considerandose
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 amplificacion con los
oligonucledtidos utilizados. En los 3 grupos positivos se encontraban muestras
de las ciudades de Mexicali, Ensenada, Tecate y Tijuana, asi como del Valle de
San Quintin. El Unico lugar de muestreo que no estuvo presente en ninguna
reaccion positiva fue el Valle de Mexicali. En la figura 5 se muestra la fotografia
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 Articulos derivados del trabajo de tesis

Articulo en revisibn 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. Gémez, Francisco J. Monge, Gilberto Lopez!*, Enrique Trasvifia,

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

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

(Boletin 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 Freg*
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 o/7 - - - - 3.7%
Tecate 0/6 0/7 - - - - - - - 0.0%

MV 0/3 0/3 - - - - - - - 0.0%
*Frequency
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problema y establecer medidas de prevencion y control es necesario realizar
estudios epidemioldgicos 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, deteccion, 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

INTRODUCCION

El circovirus porcino pertenece a la familia Circoviridae, presenta una cadena
simple de ADN circular de 18 000 nucledétidos, aproximadamente con dos marcos
de lectura abierta (ORF) que codifican para la replicasa y la capside viral (Meng,
2013).

El PCV2 es conocido como un patégeno universal ya que se ha confirmado su
presencia en la mayoria de los hatos porcinos del mundo (Baebko et al., 2012).
Es un virus ampliamente involucrado en el desarrollo del sindrome
mulstisistémico post destete (PMWS) (Blomstrom et al., 2016), asi como en otras
enfermedades tales como el complejo de enfermedad respiratoria porcina
(PRDC) donde participa principalmente con el virus del Sindrome 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 via més frecuente de
transmision es por la ruta oronasal (Segalés, 2012), diseminandose por todo el
organismo y siendo excretado por secreciones orales, respiratorias, orina y
heces (Opriessnig et al., 2007). Los signos clinicos mas 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 serologicos retrospectivos (Ramirez-Mendoza et al., 2009), sin
embargo, aunque los reportes sobre presencia de este agente viral provienen de
las regiones de mayor produccion 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 METODOS
Se realiz6 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 incluyé 5
granjas de la region de Ensenada donde se colectaron 27 muestras de sangre,
6 granjas Mexicali para un total de 27 muestras, 2 granjas de Tecate
colectandose 13 muestras de sangre, 2 granjas de Tijuana para 6 muestras de
sangre de sangre asi como en los valles de Mexicali (2 granjas para un total de
6 cerdos) y San Quintin (9 granjas para un total de 18 cerdos). En la Figura 1 se
muestra la ubicacion 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 clinicamente sanos. Las muestras se
almacenaron en refrigeracion a 4°C durante 24 h para permitir la sedimentacion
de los componentes sanguineos y la formacién de la capa leucoplaquetaria de
forma natural, colectando por aspiracion 200 a 300 pL de la capa
lecucoplaquetaria, procediendo inmediatamente a la extraccion del ADN
utilizando los reactivos PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Carlbad,
California, EUA), siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN fue
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reconstituido en un volumen final de 50 pL empleando la solucion de
rehidratacion suministrada con los reactivos y se almacené a -20°C hasta el
momento de las pruebas de PCR.

Oligonucledtidos para PCV2

Los oligonucledtidos utilizados para la deteccion de PCV2 fueron los reportados
por Larochelle y colaboradores (1999) a partir del ORF2. El oligonucleétido de
sentido positivo fue denominado PCV2F con secuencia 5-TAG GTT AGG GCT
GTG GCC TT-3' y el oligonucleotido 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 oligonucleétidos fueron
sintetizados por ADN Sintético S.A. P.l. de C.V. (Guanajuato, México) y fueron
reconstituidos con agua grado biologia molecular y diluidas a una concentracion
de 100 uM (solucion de reserva) y posteriormente a 10 uM como solucién de
trabajo. Las soluciones de oligonucleotidos 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 pL que contenia 75 mM Tris-HCI (pH 8.8), 20 mM de
sulfato de amonio, 0.01% Tween 20, 1.5 mM de cloruro de magnesio, 200 uM de
dNTPs, 7.5% de DMSO, 1.25 unidades de ADN polimerasa, 1 pul de cada
oligonucledtido y 1 pl del extracto de ADN obtenido de las muestras de capa
leucoplaquetaria. Como control positivo se utilizd un extracto de ADN obtenido a
partir de la vacuna comercial Fostera® PCV (Zoetis) que contiene virus
inactivado. Como controles negativos se utilizO mezcla maestra sin ADN
templete y agua grado biologia molecular en tubos separados. La amplificacion
se realizo en un equipo Thermo Hybaid PCR Express Bybaid PCYLOO1 Issue 3
Thermal Cycler HBPX110 aplicando un ciclo inicial de desnaturalizacion de 5
minutos a 94°C, seguido de 40 ciclos con 1 minuto de desnaturalizacion a 94°C,
1 minuto de hibridacion a 60.0 °C y un ciclo final de extension 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 formo una banda de ADN amplificado de aproximadamente 264 pares

de bases (pb).

Guatemala

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 amplificaciéon de la region ORF2 de CVP2, confirmando
la presencia de este virus en el estado de Baja California. Los grupos de
muestras que resultaron positivos provenian de todas las regiones muestreadas

excepto el Valle de Mexicali.

DISCUSION
Este estudio representa el primer reporte sobre la presencia del CVP2 en hatos
porcinos del Estado de Baja California. Es importante sefialar que aunque los
resultados muestran que la distribucion de la enfermedad esta generalizada en
el estado no fue posible identificar sintomas asociados a enfermedad por CVP2
en los animales muestreados. Este hallazgo coincide con lo reportado por
Segalés (2012), donde la infeccion por CVP2 se encuentra ampliamente
distribuida en todo el mundo con infecciones subclinica como la presentacion
mas 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 clinicos no justificaba la instrumentacion
de un programa de vacunacion contra esta enfermedad (Boletin SIVE, 2017).

Considerando que la enfermedad esta presente en Baja California es necesario
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realizar estudios epidemiolégicos transversales con el fin determinar la
prevalencia, distribucién y los posibles factores de riesgo asociados a la
enfermedad en los hatos porcinos de la region para identificar la magnitud del

problema y poder establecer medidas de prevencion y control de la misma.
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Summary

Bovine tuberculosis (TBB) is a zoonotic disease distributed worldwide and is of great importance for public health and the
livestock industry. Several experimental vaccines against this disease have been evaluated in recent years, yielding varying results.
An example is the Bacillus Calmette-Guérin (BCG) vaccine, which has been used extensively in humans and tested in cattle showing
mixed results related to protection (0-80%) against Mycobacterium bovis. In this study, we used the food-grade bacterium
Lactococcus lactis as an expression system for production of mycobacterial protein Hsp65. For this purpose, the construction of a
replicable plasmid in strain NZ9000 L. lactis (pVElepr) was conducted, which expressed the Mycobacterium leprae Hsp65 antigen,
and was recognized by traded anti-Hsp65 antibodies. The strain NZ9000-pVElepr was applied to calves that were negative to
tuberculin test and the immune response was monitored. The results showed that immune response was not significantly increased in
calves with NZ9000-pVElepr with respect to control groups, and no injury was observed in any lung or lymph of the calves. Finally,
this study suggest that the recombinant NZ9000 strain of L. lactis may protect against the development of M. bovis infection,

although studies with longer exposure to this pathogen are necessary to conclude the matter.

Key words: Hsp65, Lactococcus, Mycobacterium leprae, Vaccination

Introduction

Bovine tuberculosis (TBB) is an infectious and
contagious disease caused by Mycobacterium bovis,
which is a member of the Mycobacterium tuberculosis
complex and has an economic impact on dairy cattle in
Mexico by reducing the production by 17%: in Mexico,
only 28% of the produced milk is pasteurized (NOM-
031-Z00-1995). In dairy cattle herds, such as those
located in Tijuana, Baja California, Mexico, TBB is a
severe problem due to its high prevalence (16.5%)
(according to SAGARPA in 2012), indicating that
actions contemplated on Mexican Official Standard
NOM-031-Z00-1995 had been insufficient in reducing
this disease in a significant way. Thus, il is necessary to
implement several alternatives to achieve the reduction
of TBB in a short time. Studies about vaccinations on
bovines using a BCG vaccine show a reduction of
severity and quantity of injuries (P>0.05) when used in a
dose of 5 x 10° and 5 x 10° colony-forming units (CFU)
for a later challenge using the M. bovis pathogen at a rate
of (5 x 10° CFU) (Buddle ef al., 1995; Buddle ef al.,
2003). Meanwhile, Lopez ef al. (2009) observed that,
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when using a BCG vaccine in a dose of 1 x 10° CFU in
field conditions, the frequency of cases with TBB on
those vaccinated was 9.7% compared with 22.7% on
those not vaccinated.

The immunological strategy. as an alternative against
several pathogens, is the use of Gram-positive bacteria,
food-grade or commensal, particularly those based on the
model of lactic acid bacteria (LABs). Some studies
showed the possibility to modulate both systemic and
mucosal immune response (Bahey-El-Din et al., 2010;
Bermudez-Humardn ef al., 2011). Among the group of
LABs, Lactococcus lactis can be found; its genome has
been completely sequenced by Bolontin et al. (2001).
Additionally, several plasmids had been studied for the
expression of heterologous proteins induced by nisin (a
grade food natural preserver) and selected antibiotics.
Profiling this kind of system provides excellent potential
to obtain recombinant grade food live vaccines, with
adequate efficiency and extensive use (Nouaille et al.,
2003; Santos et al., 2011).

Recombinant expression of the highly preserved
chaperonin Hsp65 of Mycobacterium leprae, has great
potential for a variety of biotechnological, medical and
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therapeutic applications (Azevedo et al.,, 2012).
Studies have shown that using 100 pg of Hsp65-DNA
intramuscularly in mice induced a statistically significant
adaptive and innate response (P>0.01), as well as a
reduction at the quantity of CFU in 100% of animals that
received three immunizations (Lowrie ef al., 1999; Lima
et al., 2003; Lowrie, 2006). Actually, the vaccination
system using L. factis as a vector for protein and DNA
expression  has been successfully used for its
prophylactic and therapeutic effects in several animal
models. An example of this is a study to treat the 16 type
human papillomavirus (HPV-16) in mice, which showed
a reduction of 35% in the frequency of this cancer
induced by the virus (Bermudez-Humardn ef al., 2011).
Recombinant L. factis used to immunize mice induced a
statistically ~significant cellular  immune response
(P>0.05) on assays against avian influenza virus HAI
antigens compared with the effect of L. factis without the
recombinant fragment (Lei ef al.. 2011). Azevedo et al.
(2012), using a mode! similar to the ene proposed in this
study, produced approximately 7 mg/L of recombinant
Hsp6s.

Based on the above-described results, the present
study was aimed to build a L. factis strain that expressed
a  mycobacterial Hsp65 protein  for  further
characterization. Additionally, a brief preliminary
experimental assay was conducted in order to evaluate its
capability of induction of the innate and adaptive
immune response in the experimentally challenged
calves.

Materials and Methods

Bacterial strains and growing conditions

The L. lactis strain NZ9000 was grown in a Difco
M17 broth medium, containing 0.5% glucose (GM17), at
30°C overnight without agitation. If required, 10 pg/ml
of chloramphenicol was added to the broth medium.
Escherichia coli DH3u strain was aerobically cultured at
37°C in a LB broth medium supplemented with 100
pg/ml ampicillin or 10 pg/ml chloramphenicol, when
needed.

Plasmid construction

An EcoR/! fragment DNA from the M. leprac hsp65
gene (provided by Laboratorio de Inmunologia
Molecular y Biotoxinas, CICESE, Ensenada, BC,
Mexico) was cloned into pCR-Blunt II-TOPO®
(GenBank: M14341.1) and then transtormed in E. coli
DHSa. Selection was done on LB agar containing 50
pg/ml of Kanamycin.

The sub cloning in the pVES3547 vector (Dieye ef al.,
2001; Cortes-Perez et al.. 2003} was done by using a
high fidelity enzyme (iProofTM. high fidelity DNA
polymerase, BioRad), amplifying the Asp6J gene by PCR
with Sall and Nhel enzyme sites (primer pveleprcF: 5°
TGGGA GGAAA AATTA CAAA GAACA-3" and
pveleprcR:  5-CTTCT AAAGC TAGCA AGTCC
ATAC-3") and inserting the amplified fragment (Hsp65)
in the pVES547 plasmid, which was previously partially

digested with the same restriction enzymes and purified
with the S.N.A.P. Miniprep™ Kit (Invitrogen Inc.)
method, obtaining a fragment of 4791 pb.

Sub clening in the pSEC/E7 vector is replicable on L.
lactis (Bermadez-Humardn et af.,, 2002). Once the
pVE3547 vector contained the Hsp05 sequence, it was
inserted inpSEC/E7 vector by means of digestion with
Bglll-Nhel restriction enzymes. selecting a fragment of
3403 pb for its final sub cloning. The result of this was
the construction of the pVElepr plasmid replicable on L.
{actis as shown in Fig. |.
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Fig. 1: Final plasmid constructed, replicable in L. lactis

SDS-PAGE and Western blot _

Lactococcus  lactis NZ9000 with pVElepr or
pSEC/E7 was cultured in 5 ml of M17 broth with or
without 10 ng/ml of nisin (Sigma, USA) expression
inducer for | h to reach a 0.D.g= 0.6. Cellular lysis was
performed according previous reference (Sambrook and
Russell, 2001). Forty pg of NZ9000/pVElepr or
pSEC/E7 protein samples, 5 pg of total Hsp65 purified
protein (Stressgen, USA) and 100 pg of BSA were
running at [00 volts in a 10% SDS-polyacrilamide gel
and stained with 0.2% coomassie brilliant blue
(Lacmmli, 1970). The proteins were then transferred to a
nitrocellulose membrane for 1 h at 25 V in a Trans-Blot
SD semi Dry Transfer Cell (BioRad, USA) with
transference buffer (25 mM Tris base, 192 mM glycine
and 20% methanol, pH = 8.3) at room temperature. The
blocking of reactive free sites was done with 5% skim
milk on PBS for 1.5 h at 37°C and the membranes was
washed five times with 0.01% PBS Tween 20 (PBS-T)
for 5 min. 1gG anti-Hsp65 was utilized as a primary
antibody (Biothechologies, Stressgen) in a 1:1000
dilution for | h at room temperature. The secondary
antibody was a rabbit anti-mouse IgG Horseradish
peroxidase conjugate (SIGMA, USA) in a 1:4000
dilution, which was incubated for | h with the membrane
at room temperature. Finally, membranes were
developed with 3,3°,5,5" Tetramethylbenzidine (TMB)
liquid substrate system for membranes (Sigma, USA) for
|5 min.

Experimental units

Twelve calves (three months of age, of the Holstein
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Friesian breed, males, castrated). derived from a local
herd that has been free of TBB for 30 years, were tested
with intradermic tuberculin test, and were found to be
negative. Three calves were vaccinated with L. lactis
pSEC/E7 (control group) and three calves were
vaccinated with L. lactis pVElepr (vaccinated group
“V”), Both were vaccinated with a dose of 2 x 10° CFU
(one dose intranasal and one dose via the intramuscular
pathway on the neck) followed by two boosters at
intervals of two weeks using the same dose and route.
Two new groups were formed, each having the same
conditions as the first two. However, the difference with
the previous groups lies in a challenge conducted at
month two by the intratracheal pathway with M. bovis
strain 138 (Martinez-Vidal et al., 2011)ina | x 10* CFU
dose; thus, forming the challenged control group,
“Control + R”, and challenged vaccinated group, “V +
R™, respectively.

Testing

Previously, all animals were tested with double
comparative intradermal tuberculin tests conducted at the
start of the study (the results of which were negative)
under the established rules of the Mexican Official
Standard (NOM-031-Z00-1995) and established
protocols of the Bioethics Committee from the 1ICV/
UABC (Asociacion Médica Mundial, 2005). These
standards guided everything related to experimentation
proceedings on live animals, while considering facilities
and appropriate equipment to maintain biosafety
standards required by the experiment.

Sample collection

Heparinized and non-coagulant tubes were used for
blood sample collection starting at month three,
collecting at intervals of 28 days for six months from the
coccygeal vein for a total of eight samplings for each
animal.

Antibody evaluation

Plates were coated with 10 ng per well with a
commercial M bovis recombinant Hsp63 protein
(Stressgen, USA) on a carbonate-bicarbonate buffer
solution pH = 9.6 (1.53 g/L NaCO;, 2.93 g/L NaHCO;,
adjusted with 37% hydrochloric acid) at 4°C for 24 h.
Mycobaciterium bovis Hsp65 was used because it shows
a 99.81% identity with M. tuberculosis Hsp65, and M.
tuberculosis Hsp65 shows high cross-reactivity with M.
leprae Hsp65 (Mustafa e al.. 1999). The plates were
blocked with 200 uL per well of 3% non-fat milk on
sterile PBS-T at room temperature. Each serum of the
study was added at a rate of 1:100, using 50 pL per well
for 2 h at 37°C. For detection of specific antibodies, 1gG
anti-bovine in mice (SIGMA) was used at 1:20,000 rates
for 2 h at 37°C. Fifty uL of a TMB solution (20 ml of pH
= 4.0 citrate solution, 100 pL TMB stock solution (0.1 g
TMB, 10 ml DMSO)), 10 pL H;0; (30%) was added to
each well, The reaction was stopped afler 15 min with an
acid solution using 50 pL per well of 0.5 M H,50,.
Optical density (OD) was read at 450 nm on a
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spectrophotometer. Antibodies levels were recorded in
duplicate and were determined by subtracting the
absorbance at 450 nm of blank values to the values
obtained in the samples.

Interferon gamma assay

To determinate the interferon gamma assay (y-IFN),
750 pL of heparinized whole blood was cultured in
borosilicate tubes, adding 50 pL of antigen (CSL,
Australia) per sample before being incubated at 37°C in
high ambient relative humidity for 24 h. The supernatant
was collected and the y-IFN level was measured using
the immunoenzymatic assay package BOVIGAM (CSL,
Melbourne, Australia).

Postmortem examination

At the end of the study (six months post inoculation),
animals  were sent to the Federal Inspection
slaughterhouse (TIF) for sacrifice and inspection. After
the federal inspection. lungs and lymph nodes
(retropharyngeal, bronchial and mediastinal) were
collected for a second examination in the laboratory.
They were stored in biological bags at 4°C and identified
with the animal number for transportation. Tissues were
sectioned at 0.5-1 ¢m thickness by means of standard
procedures and cut at 4 pm and stained with hematoxilin
and Ziehl-Neelsen stains.

Lungs

Pulmonary lobes were examined individually (apical,
cardiac and diaphragmatic left lobes and apical, cardiac,
diaphragmatic and accessory right lobes). For each lobe,
the following scoring system was applied: 0, no visible
lesion; 1, no macroscopic lesion but lesion at cutting; 2,
<5 macroscopic lesions with <10 mm of diameter; 3, <6
lesions with diameters < than 10 mm; 4, <1 distinctive
macroscopic lesion with < than [0 mm of diameter; 5,
coalescence macroscopic lesions. Individual lobe scores
were added to calculate a pulmonary score (Lyashchenko
et al., 2004).

Lymph nodes

The macroscopic severity of the disease observed in
lymph nodes was evaluated under the following score
system: 0, no necrosis or visible lesion; 1, small focal
lesion (1-2 mm in diameter); 2, several small focal lesion
or necrotic areas, at least 5 x 5 mm in diameter; 3,
multiple necrotic areas at least 5 x 5 mm in diameter
distributed along the node, or necrotic areas affecting 5%
of the node. The individual score of lymph nodes was
added to calculate a lymphatic nodes score. Lymphatic
node score and pulmonary score were considered to
determine a complete pathological score per animal. The
score: was established by the same personnel in the
slaughterhouse for all animals in the study to insure
consistency (Lyashchenko et al., 2004),

Statistical analysis
The statistical difference between humoral and
cellular  immune responses was estimated  with
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MINITAB software, where statistical significance was
determined at P<0.05. Correlations between immune
response and lesions scale grade were estimated by non-
parametric analysis (Spearman rank test).

Results

Lactococcus lactis NZ9000 was used to construct “L.
lactis/pVElepr™ (Fig. 1), and was analyzed to
determinate Hsp63 expression by a Western blot (Fig. 2),
showing Hsp65 expression as a band of 70 kDa, not
present on the L. lactis/pSEC/ET strain, Also, the
expression capacity and antigenic character of the Hsp65
protein expressed on “L. lactis/pVElepr™ strain was
probed.

pVElepr pSEC/E? MP

-

oy N sy
P

Fig. 2: Antigenic recognition of HspG5 protein of
Mycobacterium leprae expressed on NZ9000 strain-pVElepr.
Lactococcus lactis pSEC/ET strain (primary plasmid) was used
as a negative control. Hsp6S protein was expressed and
recognized by anti-Hsp65 antibodies afler 1 h post nisin
induction. Protein shows approximately 70 kDa of weight

An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to
measure specific antibodies (anti-Hsp63) by spectro-
photometry at 450 nm was made (Fig. 3), which showed
no significant statistical difference between the control
group and vaccinated group without challenge (P>0.03),
with standard deviations of 0.045 and 0.079,
respectively. The results for the control group “L.
lactispSEC/ET”, and the vaccinated group “L.
lactis/pVElepr” were both challenged by M. bovis strain
138 and showed no significant statistical difference
(P>0.05) with standard deviations of 0.101 and 0.093,
respectively, although a small activation of the humoral
immune response against Hsp63 was observed at the end
of study (seven and eight samples). The gamma
interferon assay, used to measure cellular immune
response during the study, showed no statistical
difference between vaccinated and control groups
(P>0.05), with a standard deviation of 0.159. The same
tendency was observed in Control + R and V + R groups,
although comparing those vaccinated with  those
challenged showed a tendency to maintain a cellular
immune response superior o those vaccinated non-

challenged (sampling 6, 7 and 8).

The analysis of macro and microscopic lesions
compatible with TBB during slaughter inspection TIF
did not show visible lesions. Of the animals in the study,
100% were classified as both pulmonary and lymphatic
nodes with a score of 0. Similarly, a microscopic
evaluation of tissues did not show any suggestion of an
inflammatory process.
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Fig. 3: Measurement of cellular immune response y-IFN

Discussion

The results obtained in the present study are not as
strong as those in which Hsp65-DNA was used as an
inductor of innate and acquired immune response on
immunized mice and challenged later using 10° CFU of
M. tuberculosis H37Rv intramuscularly. In that study. a
statistically significant stimulation of both immune
responses (P<0.01) was obtained after i.m. injection
(three doses of 100 pg) and a reduction of CFU quantity
(P<0.001) was determined comparing vaccinated group
versus non-immunized or challenged control groups
(Lowrie ef al., 1999; Lima ef al., 2003).

This finding may be due to an uninterrupted
expression on several organs of the host when the DNA
vaccine was applied, which can be a determinant to
activate a strong immune response. Similarly, the study
differs from the results obtained by Bermidez-Humaran
el al. (2011), because they reported that a L. lactis strain
expressing an antigen against HPV-16 on a mouse model
showed an activation of the humoral immune response,
and concluded that vaccine result to be prophylactic and
therapeutically acceptable. This may be due to specific
IgA production induced by the exposition of'the mucosae
to antigens produced by L. lactis resulting in protection
against HPV-16 infection, in contrast to the cellular
immune response needed to protect against infections
such as TBB. In this study, expression of the antigenic
Hsp65 protein using “L. lactis/pVElepr™ as the vector
proved to be antigenic by the recognition of specific
antibodies - anti-Hsp65  (Stressgen, USA) (Fig. 2).
Nevertheless, activation of immune response afier nasal
and intramuscular administration of “L. lactis/pVElepr”
was not sufficient to observe a significant statistical
difference  between “L. lactis/pVElepr” and “L.
lactis/pSEC/ET" groups. It was also shown that
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expression or exposition of immune system cells to
Hsp65 was also insufficient. An unexpected finding was
that L. lactis NZ9000 strain administration induces a
humoral and cellular immune response. and, due to this,
it wasnot possible to establish an immunogenic
differentiation between study groups. This may be due to
the presence of similar chaperonin to Hsp65 on L. lactis,
as groEL of 60 kDa that is expressed on its surface
(Bolontin et al., 2001).

An important aspect in relation to infective dose is
that it could appreciate the establishment of infection
after performing the tuberculin double comparative test
at the end of the study, where all groups were challenged
with the field strain M. bovis 138. Groups had a positive
result after infection and were kept in this immunologic
status until the end of the study, as compared with non-
challenged animals that had a negative result to the same
test (data not shown). This suggests that the infective
dose used was not sufficient to induce macroscopic or
microscopic lesions on analyzed organs, or that the
NZ9000 strain can (by itself) protect against the
development of lesions at least in the infective doses
used and at the time of post infection in which the
experiment was conducted. Finally, we observe the need
for a new experiment using the constructed strain in this
study, a large number of experimental units, a control
group without L. lactis NZ900 strain. a superior infective
dose and a long-term experimentation interval to
evaluate (with higher precision) the protective
effectiveness of L. lactis NZ9000/pVElepr.
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Prevalence and distribution of intestinal parasites in stray dogs
in the northwest area of Mexico
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ABSTRACT. Zoonotic parasitic infeetions arc a major global public and veterinary health problem and widespread among stray
dogs. The objective of this study was 1o establish the prevalence of intestinal parasites in stray dogs in the urban, rural and coastal
areas of Mexicali County in northwest Mexico. In 2014, from January to December, 380 stray dogs were captured. The entire small
inlestine, cecum and faeces samples were collected and examined by using simple zinc sullate lolation and Lugol’s solution staining,
Data were statistically analysed. Overall, about 21.5% of examined dogs were found positive for intestinal parasites. Toxocara canis
was the most frequent detected parasite, with a prevalence of 7.1%, followed by Toxascaris leonina (5.5%), Cystoisospora spp.
(5.0%), Taenia spp. (3.9%) and Dipylidium caninwn (2.8%). Dogs were more frequently found to be infected with a single genus of
intestinal parasite (18.7%) than co-infected (2.8%). Intestinal parasites were more prevalent in samples [rom the coaslal arca (25%)
than in those from the rural (24.4%) and urban (20.6%) areas, however, only statistical association was found between capture area
and specific intestinal parasitic infection. There were significant differences in the prevalence of laeniasis among two age groups
(P<0.01). A seasonal peak of prevalence for intestinal parasitic infections was found during spring (P<0.05), corresponding with a
seasonal peak of prevalence of 72 canis (P<0,05). The wide range of isolated parasites indicated that people residing in this arca are
at risk of exposure to these potentially hazardous zoonotic pathogens.

Key words: toxocariasis, taeniasis, Mexico, public health.

RESUMEN. Las infeceioncs zoondticas parasitarias son un problema global piblico y para la medicina veterinaria, sicndo
diseminadas por perros callejeros. El objetivo del estudio fue determinar la prevalencia de parasitosis intestinales en perros callejeros
de la zona urbana, rural y costera del municipio de Mexicali, noroeste de México. En 2014, entre enero y diciembre, se capturaron
380 perros. Se colecld el inteslino, viego y heces y se examinaron ulilizando flolacion con sulfato de zine y tincidn con la solucién
de Lugol. Los datos fueron analizados estadisticamente. En general, alrededor del 21,5% de los perros examinados fueron positivos
a pardsitos intestinales. Toxocara canis fue el pardsito mds frecuentemente, con una prevalencia del 7,1%, seguido por Toxascaris
feonina (5,5%), Cystoisospora spp. (5,0%), Taenia spp. (3.9%) y Dipylidium caninum (2,8%). Los perros fugron mds frecuentemente
encontrados inlectados con un solo género Je pardsito intestinal (18,7%) yue coinfectados (2.8%). Las parasitosis intestinales [ueron
mids prevalentes en muestras de la costa (25%) que del drea rural (24,4%) y urbana (20,6%). sin embargo solo se encontrd asociacitn
estadistica entre el drea de captura y las parasitosis intestinales especificas. Hubo diferencias significativas en la prevalencia de taehiasis
entre los dos grupos de edad (P<0,01). El pico estacional de la prevalencia de infecciones parasitarias intestinales se encontr durante
la primavera (P<0,05), correspondicndo con el pico cstacional de T. canis (P<0,05). La amplia gama de pardsitos aislados indicd yue
Jas personas que residen en esta zona estdn en riesgo de exposicion a estos patdgenos zoondticos potencialmente peligrosos.

Palabras clave: toxocariasis, teniasis, México, salud piiblica.

INTRODUCTION

Since humans began to live in closc proximity to
companion animals, zoonolic diseases have become a
major problem for human health (Day ef a/ 2012). Dogs
can harbor a wide range of intestinal parasites, some
of which have a zoonotic potential, such as Toxocara
canis, Dipylidium caninum and Taenia multiceps (Weese
et al 2011). Human parasitic infections typically occur
following ingestion of infective eggs from contaminated
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water or soil, ingestion of infected meat from the cattle
or ingestion of inadequately washed or cooked fruits and
vegetables (Lee ef af 2010). Public concern over canine
parasitic diseases has been aggravated by the high and
uncontrolled number ol stray dogs in urban areas that
shed parasite eggs and oocysts, representing a source
of infection for humans (Traub et al 2005, Marlinez-
Barbabosa et al 2008). Furthermore, dogs infected with
Taenia specics, can also infect livestock Icading to the
development of cysts in their tissues and being the cause
of monetary losses due to the confiscation of infected
carcases in abattoirs (Wondimu et af 2011),

In previous studics conducted in the municipality of
Mexicali in northwest Mexico, the overall prevalence

of parasitic diseases in stray dogs was 66% (Luna ef al

1981). In 2007, another report showed a 56.1% serologic
prevalence of toxocariasis in domestic dogs (Tinoco-
Gracia ef al 2007*) and contamination with Toxocara
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canis eggs in 62.5% of soil samples collected from public
parks and playgrounds where the presenee of domestic
and stray dogs was common and frequent (Tinoco-Gracia
et al 2007%). Since then, there are no other reports to
follow up the prevalence of parasitic diseases in stray
dogs from Mexicali. During 2014, the Municipal Animal
Control Center (CEMCA) reported a total of 14,368 dogs
captured. To control and reduce the prevalence rate of
zoonotic parasitic infections, comprehensive data about
their epidemiological features are required. Therefore,
the present investigation cvaluated the prevalence and
distribution ol intestinal parasites in stray dogs in the
different areas of Mexicali, with special attention to
potential zoonotic parasites.

MATERIAL AND METHODS
ETHICS STATEMENT

All animal handling procedures were conducted
following national code NOM-033-Z0O0-1995 and the
local regulation for the control of domestic animals
(Ayuntamiento de Mexicali 2009). All procedures were
also approved by the Institutional Committee for Animal
Ethics, represented by the Academic Group of Animal
Health and the Academic Group for Diagnosis of Infectious
Diseases, both part of the Instituto de Investigaciones en
Ciencias Vetcrinarias (IICV), Universidad Auténoma de
Baja California (UABC).

DATA COLLECTION

Sex (male and female), dental age (younger and older
than one year of age), size (small, medium and large dogs)
and capture zone (urban, rural and coastal area from the
municipality of Mexicali) were recorded at the time of
sample collection and were used (o establish associations
with parasitic infections.

SAMPLE SIZE DETERMINATION

Sample size was determined using the formula described
by Thrusfield (2007), with a 95% confidence interval. The
expected prevalence of intestinal parasitic infections in
dogs from Mexicali was 66% (Luna 1981).

n = 1962 p (1-p)
d2

Where:

n = required sample size

p = expected prevalence 66%

d = desired absolute precision 5%

The minimum sample size was 344, but the final sample
size was established at 380.
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SAMPLE COLLECTION AND PARASITOLOGICAL
PROCEDURES

A cross-sectional, epidemiological study was conducted
in the Mexicali County from January to December 2014.
The city of Mexicali is situated along the state’s northern
border with California and is the northernmost city in
Latin America; it is located at latitude 32°37°40” N and
longitude 115°27"16™ W. In order to detect and identify
intestinal parasites dircctly into the small intestine, cccum
and laeces were collected [rom stray dogs captured by the
CEMCA [rom three areas ol the Mexicali municipality:
(1) the urban area of the city of Mexicali City, (2) the rural
area of the Mexicali Valley and (3) the coast area of San
Felipe in the Sea of Cortez. An average of 32 dogs were
randomly selected per month and location with a total of
380 dogs sampled. After the personnel from CEMCA had
euthanised the dogs lollowing their approved procedure,
dog carcasscs were dissceted to remove the small intestine
and cecum, Stool samples were taken directly from the
rectum. Small intestine, cecum and stool samples were
placed in plastic bags, identified, stored at 4 °C and sent
to the Laboratory of Parasitology in IICV and analysed
for the detection and identification of intestinal parasites.

To detect and identify intestinal parasites, the small
intestine and cecum were opened longitudinally for
cxamination. Faccal samplcs were examined for eggs
and oocysts by zinc sulfate flotation technique (specific
gravity 1.250), and lugol’s iodine was added 1o help in
the identification of protozoan cysts and coccidial oocysts
(Besné et al 2005). Helminths were detected in intestines
and feces, however some tapeworms were not detected in
faeces but they were detected in the intestine, for this reason
eggs per gram (EPG) are not presented and protozoa were
identified in stool. Morphological identification of adult
parasitcs, cggs and oocysts were performed as described
by Zajac et al (2012).

STATISTICAL ANALYSIS

Descriptive statistics indicators were calculated to
establish the frequencies of the overall cases of parasitic
intestinal infections, for each specific parasite, for single
infected and co-infected samples, for capture zone and
scasonal trend of parasitic infections, Inferential analysis
were performed using Statistix 9® soltware, Chi square
(x?) estimation were performed to establish associations
between parasitic infections and analysed variables, odds
ratio (OR) were also calculated with 95% confidence
intervals,

RESULTS

Out ol 380 laecal samples analysed lor the presence
of intestinal parasites. 82 (21.5%) were posilive for at
least one parasitic species. The prevalence of single



intestinal parasitic infections was 18.7% (71 of 380),
being T. canis the most frequent parasite observed in this
group ol animals. Tn contrast, 2.8% (11 ol 380 samples)
of dogs were infected by at least two different species of
parasites, being T. canis and T. leonina the most frequent
observed co-infection (table 1). The overall prevalence of
protozoa and helminths was 5% (19 of 380) and 17.1%
(65 of 380), respectively. T. canis was the most common
helminth (7.1%), followed by T. levnina (5.5%), Tueniu
spp. (3.9%) and Dypilidium caninum (2.9%). Based on
capture arca of the dogs, the largest frequency of infection
with intestinal parasites was [ound in the coastal area
of San Felipe, with an overall prevalence of 25%. In
contrast, the lowest frequency was detected in the urban
area of the city of Mexicali, with a prevalence of 20.6%
(table 2). However, no significant differences were found
between the three different areas and overall prevalence,
but statistical association was found between capture area
and specific intestinal parasitic infection, as demonstrated
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by the presence of Cystuisespura spp. only in the urban
arca (P<0.05). Tacniasis showed a higher prevalence in
the rural area (14.2%) compared with the urban (2.7%)
and coastal areas (0%) (P<0.001), with an OR of 5.8
(table 3). Tn contrast, the coastal area of San Felipe was
characterised by a high prevalence of dypilidiasis (20%)
(P<0.001), as well as a high risk of infection with an
OR of 72.5 (table 4). Concerning seasonal trend, only
T. canis showed a higher occurrence (16.2%) during
spring season (P<0.001) (table 5). The overall seasonal
prevalence of parasitic infections was higher in spring
(27.5%) than in summer season (15.4%), with an odds
ratio of 2.0, indicating twice the risk of parasitic infections
during this season (table 6), No significant differences
were found between intestinal parasitic infections and
sex and size of dogs. However the variable age showed a
significant difference for Taenia spp. (P<0.01) indicating
higher prevalence in dogs older (5.7%) than one year
{0%) (table 7).

Table 1. Samples detected with one or two genera of parasites.

Detected parasites Positives/analysed Prevalence

Single infection

Toxocara canis 19/380) 5.0%

Toxascaris leonina 12/380 3%

Cystoisospora spp. 17/380 4.4%

Taenia spp. 137380 3.4%

Dipylidium caninum 10/380 2.6%

Subtotal 711380 18.7%

Co-infection

Toxocara canis + Toxascaris leonina 6/380 1.5%

Toxocara canis + Tacnia spp. 2/380 0.5%

Toxascaris leonina + Cystoisospora canis 2/380 0.5%

Dipylidium caninum + Toxascaris leonina 11380 0.2%

Subtotal 11/380 2.8%

Total 821380 21.5%
Table 2. Prevalence by capture zone.
T 1550 =
Toxocara canis 7.5 6.1 5 0.80
Toxascaris leonina 6.1 4.0 25 0.56
Cystoisospora spp. 6.5 0 0 0.047*
Taenia spp. 27 14.2 0 0.0003 ++*
Dipylidium caninum 0.3 4.0 20 0.0000***
Overall prevalence 20.6 244 25 0.71
Comparison of overall and specilic prevalences by capture zone. Results of 2 test,
*P<0.05.
**P<0.01.
EP0.001.
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Table 3. Magnitude of association between taeniasis and capture zone.

Capture zone Taenia + Taenia - Total OR 95% IC P
Mexicali City 8 283 291 1.0 Relerence -
Mexicali Valley 7 42 49 5.8 2.0-17.1 0.0003*#*
San Felipe 0 40 40 ND ND
Total 15 365 380
Comparison of capture zone by taeniasis cases. Results of % test and odds ratio estimated with confidence intervals (IC) of 95%.
* P<0.05.
*#P<0.01.
*4P<0.001.
Table 4. Magnitude of association between dipylidiasis and capture zone.
Capture zone Dipylidium+  Dipylidium - Total OR 95% IC P
Mexicali City I 290 291 1.0 Reference -
Mexicali Valley 2 47 49 12.3 (1.0-138.8) 0.0096+#+
San Felipe 8 32 40 72.5 (8.7-598.4) 0.0000%##*
Total 11 369 380
Ec}})mgzgisson of capture zone by dipylidiasis cases. Results of ¥2 test and odds ratio eslimated with confidence intervals (IC) of 95%.

<L.UD,
**P<0.01.
***P0.001.
Table 5. Prevalence by season of the year.

_ Spring Summer Autumn Winter

Total (n=380) (n=80) (%) (n=110) (%) (n=126) (%) (n=64) (%) P
Toxocara canis 16.2 6.3 0.7 9.3 0.0004**#
Toxascaris leonina 7.5 1.8 8.7 3.1 0.08
Cystoisospora spp. 8.7 1.8 6.3 3.1 0.12
Taenia spp. 2.5 1.8 3.9 9.3 0.08
Dipylidium caninum 0 3.6 5.5 0 0.053
Overall prevalence 27.5 154 24.6 18.7 0.16
Comparison of overall and specific prevalences by season of the year. Results of 37 test.
* P<0.05.
**P<0.01.
***P<(.001.
Table 6. Magnitude of association between season and overall prevalence,
Season Parasitized Not parasitized Total OR 95% 1C P
Summer 17 93 110 1.0 Reference -
Autumn 31 95 126 1.7 (0.9-3.4) 0.08
Winter 12 52 64 1.2 (0.5-2.8) 0.57
Spring 22 58 80 20 (1.0-4.2) 0.04*
Total 82 298 380
Comparison of the season of the year by the overall prevalence. Results of 32 test and odds ratio estimated with confidence intervals (IC) of 95%.
*P<0.05
*£P<0.01
*#%P<0.001
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Table 7. Prevalence by age.
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Younger than ] yr

Older than [ yr

Toml{=3e0) (n=117) (%) (n=263) (%) d
Toxocara canis 4.2 33 0.15
Toxascaris leonina 4.2 6.0 047
Cystoisospora spp. 59 4.5 0.55
Taenia spp. 0 5 0.0084*
Dipylidium caninum 1.7 34 0.35
Overall prevalence 16.2 23.9 0.09
Comparison of overall and specific prevalences by age. Results of % test.

*P<0.05.

**P<0.01.

***P<0.001.

DISCUSSION ol 7.7% (Rodriguez-Vivas et al 2001), but lower than

The overall prevalence of intestinal parasitic infections
found in this study was 21.5%. Previous studies conducted
in Mexico showed some differences in the prevalence of
intestinal parasites, such as a prevalence of 78% in stray
dogs from Queretaro District (Ferndndez and Cant6 2002).
Furthermore, other countrics found higher prevalence of
intestinal parasitic infections compared with this study. A
study conducted in Spain reported an overall prevalence of
71.3%; while prevalences of 86.8%, 58.5%, 43 to 57.4%
and 39.2% were found respectively in Ethiopia, Brazil,
Italy and Japan (Martinez-Moreno et al 2007, Katagiri
and Oliveira 2008, Paulos er a/ 2012, Kimura et al 2013,
Zanzani et al 2014). These differences could be due to the
fact that most of the geographic location of Mexicali has
a desert climatc where temperaturcs during latc spring,
summer and early autumn vary [tom 36 °C to 50 °C with
low humidity (Servicio Meteoroldgico Nacional 2010).
In addition to high temperatures, these climate conditions
lead to a moisture deficit which may slow or even sup-
press the development of parasite eggs resulting in lower
rate of viability (table 7), making it difficult for parasites
to develop and survive in those extreme environmental
conditions to produce infection (Polley and Thompson
2009). The most Itequently detected parasite in the positive
samples (n=82) was T. canis with 7.1% of all cases. It has
been documented that 7. canis eggs are very resistant to
extreme weather conditions and chemical agents (Trillo-
Altamirano et al 2003). T. canis also was more prevalent
during the spring season when the soils are less dry due
the climate in that season, having more chances to sur-
vive (Treonis and Wall 2005). Additionally, T. canis has
different routes of infection, such as oral, transplacental,
transmammary, and is well known that it can be transmitled
by paratenic hosts, which facilitate the perpetuation of that
parasite in the ecosystem (Diez-Baiios et al 1999). The
prevalence of T. canis found in this study was similar to
that reported in a previous study conducled in the State
of Yucatan, southeast Mexico, with an overall prevalence

that reported in Queretaro, in the central part of Mexico
with a prevalence of 13.9% (Ferndndez and Cant6 2002),
the Distrito Federal, Mexico’s national capital city with
a prevalence of 14% (Nuiiez et al 2009) and Campeche,
also in southeast Mexico with a prevalence of 14.4%
(Encalada-Mena et al 2011).

Cystuisospora spp. was found only in the urban arca of
Mexicali. This parasite does not represent a zoonotic risk but
it is important for dogs because it can damage the intestinal
epithelium, causing liquid diarrhea with or without blood,
dehydration, weight loss, vomiting, lethargy and anorexia
(Mir6-Corrales et al 1999). Another important finding in
our study was the detection of D. caninum in 2.8% of cases.
The prevalence of this parasite was higher than that reported
in Yucatdn (Rodriguez-Vivas et al 2001) but lower than in
Querctaro (Ferndndez and Canté 2002). Dipylidiasis is an
important problem for public health, because it can infect
young children causing a variety of gastrointestinal disorders
(Neafie and Marty 1993). The prevalence of Taenia spp.
established in 3.9% in this study, was lower than the 5.4%
reported in Queretaro (Ferndndez and Canté 2002). The
presence of Taenia spp. transmitted by dogs is important for
public health. Larval stages of Tueniu serialis and T. multiceps
(King 2005) can form unilocular cysts in the central nervous
system, eye, subcutaneous lissue and muscle tissue (Ing ef al
1998). In this study we have identified an association (P<0.05)
between the cases of taeniasis and the capture zone (rural
area of Mexicali). A possible explanation for this, is that the
rural area of the Mexicali County is a zone characterised by
poor sanitary conditions, where dogs lives in close contact
with livestock, rodents and lagomorphs, animal species
known to harbor Tuenia spp. serving as intermediary hosts
to complete their life cycle (Weesc er al 2011). This finding
is particularly important because in the rural area of the
Mexicali County many large feedlot operations take place,
with over 300,000 heads of cattle being fattened each year
to send selected meat cuts to local and international markets
(SEFOA, 2016), which can be at risk of being infected by
contamination of food or water supplies with Taenia spp.
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eggs carried by dogs. For example, infection with Tuenia
hydatigena transmitted by dogs can lcad to the development
of cysts in tissues ol the catlle and being Lhe cause ol organs,
meat or carcass confiscation or condemnation during sanitary
inspection at abattoirs, causing monetary losses to producers.
(Wondimu et al 2011),

No significant differences were detected between par-
asitic infections and the variables of sex and size of dogs,
however, an association (P<0.05) was identified between
dogs >1 year and taeniasis. The cause for this might be that
adult dogs move farther distances for feeding and breeding,
giving them great chance Lo get in contact with malerial
contaminated with eggs or get infected after hunting and
feeding from rodents or lagomorphs infected with larval
stages of Taenia spp. (Ajlouni ef al 1984),

Dipylidiasis was found associated (P<0.05) with
presence only in the coastal area of San Felipe, over 100
miles away from urban and rural areas of the municipality
and where the mild and morc humid climate conditions
are more [avorable, and intermediary hosts such as the
fleas Ctenocephalides canis, Ctenocephalides felix, Pulex
irritans and the louse Trichodectes canis, can develop and
survive to complete the biological cycle of D. caninum
(Sanchez-Acedo ef al 1999). Considering the public health
implications of dipylidiasis, it is necessary to conduct an
epidemiological study in this area to identify and evaluate
the impact of the intermediary host for dipylidiasis.

According to the results of this study, it is concluded that
one in five stray dogs carried at least one Lype ol'intestinal
parasite. Toxocara canis was the most common parasite
found in single infected cases (19/380) and co-infected
cases (8/380). Additionally, parasites of importance to
public health were identified such as 7. canis, T. leonina,
D. caninum and Taenia spp. Tuxocara canis was the
most frequent parasite detected, which implies a higher
risk to the population. Further studics arc nceded on the
impact on the population ol Mexico. The rural area ol the
Mexicali valley is the region with higher risk for taeniasis
infections mainly because of the large number of stray
dogs living in close proximity with cattle management
systems. Infection with Taenia spp. in carcasses during
post-mortem inspection is difficult to achieve, suggesting
that an undetermined number of carcasses pass the screening
as being free of parasites and the meat is distributed and
consumed in both domestic and international wholesale
markets, thus increasing the risk of zoonotic transmission
of Taenia spp through infected meat. The low level of
sensitivity inherent to the sanitary post-mortem examina-
tion (Abuiser et al 2006), along with the lower rates of
detection and official reporting of this type of parasite at
local slaughterhouses and TIF abattoirs, generate an area
of opportunity for the introduction and instrumentation
of preventive medicine strategics in dogs and cattle that
allows to reduce the risk ol transmission o the human.

To control and reduce the problem of zoonotic intesti-
nal parasitic infections both public and veterinary health
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services should work together, and animal ownership laws
should be implemented in Mexico with severe fines for
people who do not comply with them, in order 1o reduce
the problem of stray dogs and intestinal parasitic zoonoses.
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CAPITULO 4. CONCLUSIONES GENERALES
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Nuestro estudio demostré 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 signologia reproductiva y/o respiratoria en los
hatos estudiados.

Es necesario complementar con diferentes estudios epidemiolégicos que nos
permitan conocer la magnitud del problema asi como disefiar las estrategias
necesarias para limitar la diseminacion de los patégenos.

Es deseable la actualizacién de la normatividad con respecto a estas

enfermedades en territoio nacional.
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