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RESUMEN

El objetivo del estudio fue detectar la presencia del virus de PRRS en la mosca
doméstica, (Musca domestica) utilizando una poblacién de cerdos alojados en una
misma nave, en condiciones de campo. Se analizaron un total de 1277 datos de
muestreos seroldgicos con la prueba de ELISA (IDEXX HerdChek® X3 PRRS), con
el fin de saber si habia circulacion del virus de PRRS. Adicionalmente se tomaron
26 muestras de fluidos orales de cerdos alojados en corrales y se colectaron 300
moscas domésticas, formando 50 homogenizados de 6 moscas cada uno, para la
deteccion del acido nucleico del virus del PRRS. Tanto los fluidos orales como los
homogenizados se procesaron mediante la prueba de RT-PCR en tiempo real. El
95.74% (1224/1277) de los sueros resultaron positivos a la prueba de ELISA. El
acido nucleico del virus de PRRS, fue detectado en el 30.7% (8/26) de los fluidos y
en el 2% (1/50) de los homogenizados de mosca doméstica analizados. Con base
a los resultados obtenidos, el virus de PRRS se encuentra presente en la mosca
doméstica, sin embargo es importante mencionar que se requieren mas estudios
como la secuenciacién para confirmar esta hipétesis. Se sugieren realizar mas

estudios.

Palabras clave: Mosca doméstica, VPRRS, RT-PCR, Porcinos
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1. INTRODUCCION

En México, la industria de carne de cerdo en 2016 fue de 1, 754, 231 toneladas,
representando un ingreso anual de $ 44, 571, 600 pesos. Yucatan aporto el 9.8%
de esa produccion (SAGARPA-SIAP, 2016). Sin embargo existen enfemedades
emergentes y re-emergentes que afectan esta industria, causadas por agentes
virales, que ejercen un impacto negativo en la productividad y economia de los

sistemas de produccion (Thanapongtharm et al., 2014).

En granjas de Yucatan, se han detectado los virus del sindrome reproductivo y
respiratorio porcino (VPRRS, por su siglas en inglés), circovirus porcino tipo 2
(PCV2), influenza y parvovirus porcino. La enfermedad del virus de PRRS es la
responsable de las mayores pérdidas econdmicas en la industria porcina (Neumann
et al., 2005). En Estados Unidos en el 2011, se estimé una pérdida anual de

alrededor de $664 millones de ddlares (Holtkamp et al., 2013).

Cuando el virus de PRRS estéa activo, afecta los pardmetros productivos, habiendo
una disminucién de la fertilidad, ausencia o retraso en el retorno al estro (Collins et
al., 1992). El virus es altamente infeccioso, ya que con 10 particulas virales, es
capaz de establecer una infeccibn cuando se expone por via intranasal, sin
embargo, es dificil de transmitirse a otros cerdos, a menos que estén en contacto
muy estrecho, es decir, la enfermedad es poco contagiosa (Morrow y Roberts,
2001).

Los sistemas intensivos actuales han logrado incrementar significativamente la
produccion en los ultimos afios, sin embargo una alta concentracion de cerdos es
considerado el principal factor de riesgo, al permitir una mayor transmision de
enfermedades (Davies, 2011). En la zona sur de Yucatan, en un area de
aproximadamente 10 km, se han establecido grandes granjas, representando el
40% (31, 000 vientres) del pie de cria. Ademas se han establecido algunas granjas
de destete (SAGARPA, 2016).



La diseminacién de la enfermedad puede darse entre los animales de la granja,
debido a la densidad de poblacién, mediante el contacto directo o por secreciones
contaminadas (Cho y Dee, 2006), y vectores mecanicos como los dipteros (Otake
et al., 2003). En un estudio de campo realizado por Pitkin et al., (2009), se confirmé
mediante la técnica de PCR, la presencia del vYPRRS en moscas (Musca domestica),
concluyendo que las moscas, pueden representar un factor de riesgo para el
transporte y la transmision del vVPRRS entre las poblaciones de cerdos. Sin
embargo, a la fecha no hay estudios en Yucatan, sobre el papel que juega la mosca
doméstica como vector mecéanico en la transmision de enfermedades hacia los

porcinos.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Historia

La enfermedad del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS), antes
reconocido como la enfermedad misteriosa del cerdo o enfermedad de la oreja azul
(Muirhead y Alexander, 1997), se encuentra distribuida en la mayor parte del mundo
donde existe produccion de cerdos (Barroso et al., 2002).

En los Estados Unidos, fue reconocida en 1987 (Weimersheimer-Rubi et al., 1997).
En México, la enfermedad fue clinicamente descrita por primera vez en 1992
(L6pez-Heydeck et al., 2013). Esta produce pérdidas econémicas importantes, solo
en Estados Unidos en el 2011, se estim6 una pérdida anual de alrededor de $664

millones de dodlares (Holtkamp et al., 2013).

2.2 Prevalencia

En un estudio realizado en México, se estimé una seroprevalencia a VPRRS de
18.1% en cerdos de 31 granjas (Correa-Giron et al., 1994).

En Yucatan, el vPRRS es endémico y se ha reportado una seroprevalencia entre
granjas igual o mayor a 30%. Como un factor de riesgo se determind que las granjas
que utilizaban vientres para remplazo de origen externo, tenian 6.70 veces mas
probabilidad de tener una prevalencia igual o mayor a 30% en comparacién con las
que utilizaban autoreemplazos (Barroso et al., 2002).

Otros estudios reportan seroprevalencias de 39.4% en sementales (Rovelo-Celorio
et al., 2010) y una prevalencia de 10.1% en semen de verracos (Jordan-Craviotto,
et al, 2010).

Un estudio de vigilancia epidemiologica realizada por SENASICA en 2014, reporto
una seroprevalencia de 28.13% al VPRRS en sementales, y en 2015 una

seroprevalencia entre granjas del 53.30%.
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2.3 Mortalidad y morbilidad

Las tasas de mortalidad por PRRS en las granjas oscilan entre 6.02% y 91.28%
segun la etapas de produccion. En estudios controlados, en donde los animales se
inocularon con virus de PRRS a los, 70 dias de edad se obtuvo una morbilidad y
mortalidad de 100% y 60%, respectivamente (Ni et al., 2012).

2.4 Etiologia y sobrevivencia

El vPRRS es un virus RNA envuelto de una sola cadena en sentido positivo (Cho y
Dee, 2006), tiene forma esférica de aproximadamente 50 a 65 nm de diametro
(Goldberg et al., 2003). Corresponde al orden de los Nidovirales, de la familia
Arteriviridae, del género Arterivirus (Cho y Dee, 2006). Debido a su envoltura, la
viabilidad del virus fuera del huésped se ve afectada por condiciones ambientales,
siendo estable entre 4 y -70°C. Sin embargo, es sensible a temperaturas y pH entre
37-56°C (Benfield et al., 1992) y <6.0 o >7.65, respectivamente. Ademas, la

exposicion del virus a los detergentes reduce su infectividad (Cho y Dee, 2006).

2.5 Variabilidad genética

Estudios han demostrado que el vVPRRS puede mutar rdpidamente (Goldberg et al.,
2003). El genoma de VPRRS estd compuesto por 9 marcos de lectura abiertos
(ORF, siglas en inglés). Presenta en el extremo 5' una regién corta no traducible
(UTR, siglas en inglés) seguida de los denominados ORFla, ORF1b, ORF2a,
ORF2b, ORF3, ORF4, ORF5, ORF6 y ORF7. La ORFla y ORF1b constituyen
aproximadamente el 75 % del tamafio del genoma y codifican a la polimerasa
(Lopez- Heydeck et al., 2015). Las ORF 5 y ORF 7 codifican la mayoria de las
proteinas estructurales del virus, particularmente la ORF 7 que codifica la proteina

de la nucleocapside (N) (Figura 1) (L6épez- Heydeck et al., 2015).
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La ORF 7 tiene 372 pares de bases y presenta 123 aminoacidos; se considera la
proteina mas inmunogénica y por lo tanto la ideal para pruebas serolégicas para
detectar cerdos infectados. Asi mismo permite una deteccidn de variantes mas
amplia que el ORF 5, debido a que es el mas conservado y por lo tanto se emplea
en los test diagnésticos basados en RT-PCR. (Kukielka y Sanchez-Vizcaino 2008;
Lopez-Heydeck et al., 2015). La ORF 5 presenta 200 aminodacidos, codifica la
proteina de la envoltura (GP5), exhibe una variacion genética muy marcada dentro
de su secuencia de 600 pares de bases, por lo que comunmente es utilizado para
la identificacion de variantes del virus mediante la secuenciacion y construccién de

arboles filogenéticos (Opriessnig et al., 2005; Lépez- Heydeck et al., 2015).

Debido a las diferencias en la secuencia de sus nucleoétidos, se han clasificado en
dos genotipos, el tipo Europeo o tipo 1 (PRRSV-1), constituido por la cepa Lelystad
y el genotipo Americano o tipo 2 (PRRSV-2), cuyo prototipo es el aislado ATCC-VR-
2332. Ambos genotipos comparten aproximadamente 63.4% de identidad a nivel
gendémico (Wensvoort et al., 1991; Collins et al., 1992; Allende et al., 1999). Estudios
genéticos basados en los analisis de la secuencia del ORF5 y ORF7 sefialan la
divisién del tipo 1 en cuatro subtipos genéticos bien diferenciados: el subtipo 1 o
Pan-europeo, y los subtipos 2, 3 y 4 de Europa del Este (Stadejek et al., 2006).

13



ORF 2 | Glicoproteina GP2

ORF 4 | Glicoproteina GP4

ORF 5 | Glicoproteina GP5

ORF é | Membrana (M)

ORF 7 | Nucleocdpside [N)

ARN

Q8*=e

Figura 1. Esquema del genoma del virus de PRRS. Compuesto de una molécula
policistronica de ARN de sentido positivo y por 9 marcos de lectura abiertos (ORFs)
que codifican las diferentes proteinas funcionales y estructurales. EI ORFla y
ORF1b constituyen aproximadamente el 75 % del tamafio del genoma y codifican a
la polimerasa (modificado de Diaz, 2006).

2.6 Diagnéstico

Para el diagndstico del virus de PRRS, los signos clinicos no son suficientes, es
necesario confirmar con pruebas de laboratorio. Entre las pruebas diagnésticas
comunmente ulizadas para la deteccion de anticuerpos, esta la prueba de Ensayo
de Inmunoabsorbancia Ligado a Enzimas (ELISA) (Okinaga et al., 2009) y pruebas
moleculares como reaccién en cadena de la polimerasa con reversa transcriptasa
(RT-PCR, por sus siglas en inglés) (Toplak et al., 2012; Gerber et al., 2013).
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2.6.1 Serologia

La prueba de ELISA, es utilizada para el monitoreo de poblaciones de animales. En
el mercado existen kits comerciales; ELISA (IDEXX HerdChek® X3 PRRS), detecta
anticuerpos del virus de PRRS, de la cepa americana en fluidos orales y en suero.
El punto de corte que se utiliza en esta prueba es el valor s/p (sample to positive
proportion o proporcion de muestra positiva) 20.4, para considerar la muestra
positiva. Posee una sensibilidad y especificidad de 98.8% y 99.9% respectivamente
en suero y una sensibilidad y especificidad de 100 y 98.7% en fluidos orales (FO)
(Sattler et al., 2015; De Regge y Cay, 2016)

2.6.2 Pruebas Moleculares

2.6.2.1 Reaccién en cadena de la polimerasa reversa transcriptasa (RT-PCR)

El método de RT-PCR, es una de las técnicas mas cominmente usadas para la
deteccidon y amplificacion del ARN del vPRRS, es un método muy sensible (Gerber

et al., 2013) eficiente, rapido y reproducible para medir la expresion génica.

Permite la deteccién del virus en suero de animales infectados a partir del tercer dia
postinfeccién (Sattler et al., 2015), su capacidad de deteccion es de tres particulas
virales por reaccién de PCR (Prieto et al., 1996). La sensibilidad de esta prueba es
99% y su especificidad es 99% (Wasilk et al, 2004).

2.6.2.2 Reaccion en cadena de la polimerasa reversa transcriptasa (RT-PCR)

en tiempo Real

La prueba de RT-PCR en tiempo real, es considerada la prueba de oro estandar
para la medicion de la expresion génica, debido a su alta especificidad y sensibilidad
(Arikawa et al., 2008).
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Esta prueba se utiliza para cuantificar los niveles de mRNA de muestras muy
pequefias (Vishnukumar et al., 2013). Se basa en la deteccién de una sefial
fluorescente producida proporcionalmente durante la amplificacion de un producto
de PCR. Se disefia una sonda para unirse con la secuencia diana entre los

cebadores tradicionales forward y reverse (Grove, 1999; Foy y Parkes 2001).

La cuantificacion del ADN se basa en la determinacion del valor del ciclo limite (Ct)
en el que aparece la emision del fluorocromo. La cantidad de fluorescencia liberada
durante el ciclo de amplificacién es proporcional a la cantidad de producto generado
en cada ciclo (Grove, 1999; Yang et al., 2006). Cuanto mayor sea el niumero de
copias de ADN, mas pronto se detectara la amplificacion del producto (Yang et al.,
2006).

La fluoresceina es dada por diversos colorantes fluorescentes, sondas y/o
cebadores marcados; tal es el caso de las sondas TagMan o sondas de hidrélisis,
las cuales se basan usando un fluorocromo para monitorear la amplificacion de
genes diana por la ADN polimerasa. Esta emplea una sonda de hibridacion
fluorogénica, con dos marcadores especificos de un objetivo, con un apagador
(quencher) en el extremo 3' para ser hidrolizada por la actividad de la exonucleasa
5'a 3' de la Taqg polimerasa durante la etapa de extension (Arikawa et al., 2008;
Nagy et al., 2017)

Entre los colorantes fluorescentes de uso comun, se encuentra el SYBR Green, que
une moléculas de ADN de doble cadena por intercalacion entre las bases de ADN.
Se utiliza en RT-PCR en tiempo real, ya que la fluorescencia se puede medir al final
de cada ciclo de amplificacion para determinar cuanto ADN ha sido amplificado
(Arikawa et al., 2008).

2.7 Patogenia

El virus de PRRS es altamente infeccioso, con 10 particulas es capaz de establecer

una infeccion cuando se expone por via intranasal, por otro lado, es dificil de infectar
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a otros cerdos, excepto si estos se encuentran en un contacto muy estrecho, es

decir, la enfermedad no es muy contagiosa (Morrow y Roberts, 2001).

Un estudio controlado donde 37 cerdos destetados fueron inoculados con VPRRS,
se presentd un tiempo de respuestas febril de 3 a 10 dias post-inoculacion (Che et
al., 2012). Las tonsilas, pulmones y organos linfoides, permiten su replicacion de

manera persistente (Lamontagne et al., 2003).

Las cerdas jovenes suelen ser muy susceptibles al vVPRRS, se vuelven virémicas
durante aproximadamente 2 semanas, el virus puede atravesar la placenta para
infectar a los fetos, quienes desarrollan una viremia prolongada dando como
resultado una mala viabilidad y la muerte. Los lechones nacidos débiles
permanecen virémicos durante 3 semanas o mas (Van-Alstine et al, 1993). La
viremia en los verracos es de corta duracidn, existe la posibilidad de que
permanezcan seropositivos durante mucho tiempo, aunque no estan eliminando el
VPRRS a través del semen (Jordan-Craviotto et al., 2010). El virus puede difundirse

de los tejidos linfoides regionales hasta nivel sistémico.

2.8 Signos clinicos y clasificacién de hatos por infeccion al virus de PRRS

Cuando el vPRRS ingresa por primera vez a una granja negativa provoca abortos,
disminucién de la fertilidad y retraso en el retorno al estro (Collins, et al., 1992) de
manera dramética. Actualmente, en las granjas, los signos clinicos no se observan
de esa manera. Con base a eso se ha hecho una clasificacion de hatos en cuatro

categorias (Holtkamp et al., 2011):

Positivo activo inestable (I): cuando hay signologia clinica, eliminacion viral,

seropositividad y se ven afectados negativamente los indicadores de produccion.

Positivo activo estable (Il): Seropositividad en el pie de cria, destete y engorda, no

hay signologia clinica.
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Negativo Provisional (lll): comienza 60 dias después del ingreso de reemplazos
negativos al lote de produccion y se deben realizar pruebas para confirmar que se
mantienen como no infectadas. Las pruebas de ELISA a los reemplazos, deben ser

negativos.

Negativo (IV): no presentan anticuerpos.

2.9 Mecanismos de transmision

Cuando el virus se presenta por primera vez dentro de una granja porcina, se
difunde rapidamente (Jordan-Craviotto et al., 2010). La transmision puede darse
entre los cerdos, debido a la densidad de poblacion mediante el contacto directo o
por secreciones contaminadas, como el semen, sangre y saliva (Cho y Dee, 2006),
agujas, fomites (overoles y botas) y vectores mecanicos como los dipteros (Otake
et al., 2003). La época de lluvias, la humedad y altas temperaturas favorecen el
incremento de los dipteros en las granjas, afectando la salud y bienestar de los
animales (Schurrer et al., 2005).

2.10 Dipteros: vectores de agentes patégenos

Las moscas son insectos que pertenecen al orden Diptera, considerados agentes
potenciales en la transmision de enfermedades (Fasanella et al., 2010). Son
comunes en las granjas porcinas, donde se desarrollan y se alimentan de los
residuos de animales y es donde estos dipteros pueden adquirir bacterias, virus o
pardsitos a través de sus partes bucales (al ingerir liquidos de tejidos animales,
incluyendo sangre, suero, saliva, moco y secreciones lacrimales), los pelos de su
cuerpo y patas. Estos insectos al defecar y regurgitar (Schurrer et al., 2005; Wang
etal., 2011) pueden infectar a animales y seres humanos con los agentes adquiridos

(Hung et al., 2015). Estudios previos ha demostrado que las moscas actiian como

18



vectores para trasmision de patdgenos (Murvosh y Thaggard, 1996), asi como el
VPRRS (Otake et al., 2003).

2.11 Moscas: vectores mecanicos del vPRRS.

En los Estados Unidos, se han realizado diferentes estudios en la mosca doméstica
(Musca domestica), como vectores mecanicos del vVPRRS.

Otake et al., (2003), en la “supervivencia del virus del vPRRS en la mosca
doméstica”, analizaron muestras con la prueba de RT-PCR (TagMan® RT-PCR), e
indicaron que el vVPRRS, puede sobrevivir en el tracto intestinal de las moscas
domésticas hasta por 12 horas después de alimentarse de un cerdo infectado, pero
sélo por un corto periodo en la superficie externa de las moscas. Schurrer et al.,
(2004) estudiaron la dispersion espacial del vVPRRS hasta por = 1.7 kildmetros,
utiizando M. domestica que estuvieron en contacto con cerdos infectados
experimentalmente con el VPRRS. Por su parte Dee et al., (2004), trabajaron en la
transmision del vVPRRS en condiciones de campo, detectando un aumento en la
trasnmision del vVPRRS conforme las condiciones climéticas favorecian al aumento
de la mosca doméstica.

Schurrer et al., (2005) evaluaron, las muestras de intestinos de M. domestica,
mediante la prueba de RT-PCR e indicaron que la retencion del virus en la mosca
doméstica, parece estar en funcion de la carga viral inicial, después de la ingestion
y la temperatura ambiental. Estos factores pueden afectar el riesgo de propagacion

del virus.

Finalmente en 2009, Pitkin et al., realizaron una nueva evaluacion de la M.
domestica como transmisor del VPRRS en condiciones de campo. Demostraron que
la mosca representan un riesgo para el transporte y la transmision del vPRRS entre
las poblaciones de cerdos en condiciones de campo, ya que recuperaron moscas
liberadas en su experimento en otro sitio que albergaba animales negativos al
VPRRS.
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2.12 Trampas para colecta de dipteros

Existen diversas trampas para la captura de insectos (Delfin et al., 2011), sin
embargo la eleccién del método a utilizar dependera del tipo de muestreo que se
desee realizar o el tipo de insectos que se pretenda colectar (Ramirez et al., 2014).
Los métodos mas comunes para el muestreo de insectos, se pueden clasificar en
directos e indirectos (Delfin et al., 2011). Dentro de los métodos directos se
encuentra el uso de red entomoldégica a través del muestreo en transectos lineales
o directamente en plantas en floracién, asi como el uso de aspiradores. Entre los
muestreos indirectos estan la trampa Malaise, platos trampa, trampas de cebo, uso

de atrayentes, trampas pegajosas etc. (Delfin et al., 2011, Ramirez et al., 2014).
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3. HIPOTESIS
e EIl virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino se encuentra

presente en la mosca doméstica de una granja porcina positiva al virus en

Yucatan, México.

4. OBJETIVO GENERAL

e Detectar mediante la prueba de RT-PCR en tiempo real la presencia del virus
de PRRS en la mosca doméstica (Musca domestica) de una granja porcina

positiva al virus en Yucatan, México.

4.1 Objetivos especificos

e Confimar la presencia del virus de PRRS mediante la deteccién de
anticuerpos con una prueba de ELISA y del genoma viral mediante una

prueba de RT-PCR en tiempo real en una granja porcina en Yucatan, México.

e Detectar la presencia del material genético del VPRRS en la mosca

doméstica, mediante la técnica de RT-PCR en tiempo real.
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DETECTION OF PRRS VIRUS IN THE HOUSEFLY (Musca domestica) OF A PIG
FARM IN YUCATAN, MEXICO.

6.1 ABSTRACT

The objective of this study was to detect the presence of the PRRS virus in the house
fly (Musca domestica) using a pig population housed in the same barn under field
conditions. A total of 1277 serological sampling data were analyzed, in order to know
if there was circulation of the PRRS virus. 26 samples of oral fluids from pigs housed
in pens were taken and 300 houseflies, which were grouped in 50 homogenates of
6 flies each. In order to detect the nucleic acid of vPRRS by real time RT-PCR test.
95.74% (1224/1277) of the sera were positive in the ELISA test. The nucleic acid of
the PRRS virus was detected in 34.6% (9/26) of the oral fluids and in 4% (2/50) of
the fly samples analyzed. Based on the obtained results, using the real time RT-PCR
test, the PRRS virus is present in the housefly, however it should be mentioned that
this study is not conclusive, so we suggest that further studies such as sequencing
should be carried out.

Keywords: Housefly, PRRSV, RT-PCR, Swine

RESUMEN
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El objetivo del estudio fue detectar la presencia del virus de PRRS en la mosca
doméstica, (Musca domestica) utilizando una poblacion de cerdos alojados en una
misma nave, en condiciones de campo. Se analizaron un total de 1277 datos de
muestreos serologicos con la prueba de ELISA (IDEXX HerdChek® X3 PRRS), con
el fin de saber si habia circulacion del virus de PRRS. Adicionalmente se tomaron
26 muestras de fluidos orales de cerdos alojados en corrales y se colectaron 300
moscas domeésticas, formando 50 homogenizados de 6 moscas cada uno, para la
deteccion del acido nucleico del virus del PRRS. Tanto los fluidos orales como los
homogenizados se procesaron mediante la prueba de RT-PCR en tiempo real. El
95.74% (1224/1277) de los sueros resultaron positivos a la prueba de ELISA. El
acido nucleico del virus de PRRS, fue detectado en el 34.6% (9/26) de los fluidos y
en el 4% (2/50) de los homogenizados de mosca doméstica analizados. Con base
a los resultados obtenidos, el virus de PRRS se encuentra presente en la mosca
doméstica, sin embargo es importante mencionar que se requieren mas estudios
como la secuenciacién para confirmar esta hipotesis. Se sugieren realizar mas

estudios.

Palabras clave: Mosca doméstica, VPRRS, RT-PCR, Porcinos
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El virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (VPRRS, por sus siglas en
inglés), es un virus de amplia distribucion, con efectos negativos en la industria
porcina. La enfermedad del virus de PRRS es la responsable de las mayores
pérdidas econémicas en la industria porcina (Neumann et al., 2005). En Estados
Unidos en el 2011, se estim6 una pérdida anual de alrededor de $664 millones de
dolares (Holtkamp et al., 2013).

El agente etiolégico de PRRS, es un virus ARN, de cadena simple, en sentido
positivo y envuelto, pertenece al orden de los Nidovirales, de la familia Arteriviridae
y al género Arterivirus (Cho y Dee, 2006). Debido a las diferencias en la secuencia
de sus nucledtidos, se han clasificado en dos genotipos, el tipo Europeo o tipo 1
(PRRSV-1), constituido por la cepa Lelystad y el genotipo Americano o tipo 2
(PRRSV-2), cuyo prototipo es el aislado ATCC-VR-2332. Ambos genotipos
comparten aproximadamente 63.4% de identidad a nivel gendmico (Wensvoort et
al., 1991; Collins et al., 1992; Allende et al., 1999).

Existen diferentes estrategias de control contra esta enfermedad, entre ellas esta la
vacunacién, el uso de indculos con cepas provenientes de la misma granja,
infeccion natural de animales y uso de autoreemplazos (Batista et al., 2002; Batista
et al., 2004; Fano et al., 2005). La transmision puede darse entre los cerdos, debido
a la densidad de poblacibn mediante el contacto directo o por secreciones
contaminadas, como el semen, sangre y saliva (Cho y Dee, 2006), agujas, fémites
(overoles y botas) y vectores mecanicos como los dipteros (Otake et al., 2003).
Cuando el virus se presenta por primera vez dentro de una granja porcina, se

difunde rapidamente (Jordan-Craviotto et al., 2010).

Las moscas son insectos que pertenecen al orden Diptera, considerados agentes
potenciales en la transmision de enfermedades (Fasanella et al.,, 2010). Son
comunes en las granjas porcinas, donde se desarrollan y se alimentan de los
residuos de animales y es donde estos dipteros pueden adquirir bacterias, virus o
pardsitos a través de sus partes bucales (al ingerir liquidos de tejidos animales,

incluyendo sangre, suero, saliva, moco y secreciones lacrimales), en pelos de su
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cuerpo y patas. Estos insectos al defecar y regurgitar (Schurrer et al., 2005; Wang
etal., 2011) pueden infectar a animales y seres humanos con los agentes adquiridos
(Hung et al., 2015). Se ha demostrado que las moscas actlian como vectores para
trasmision de patdgenos (Murvosh y Thaggard, 1996), como el vVPRRS (Otake et
al., 2003).

Con respecto a los insectos, existen estudios publicados previamente, que han
demostrado que la mosca doméstica (Musca domestica) podrian servir como
vectores del vPRRS, sin embargo el virus no se replicaba dentro de esta especie lo
gue significa que no podria actuar como vector biolégico (Otake et al., 2003; Dee et
al., 2004; Schurrer et al., 2004; Schurrer et al., 2005).

No obstante, aunque estos estudios presentan resultados interesantes, todos
poseen limitaciones, como la realizacibn en condiciones de laboratorio, que
involucran un pequefio nimero de animales. EIl objetivo de este estudio, fue
detectar mediante la prueba de RT-PCR en tiempo real la presencia del virus de
PRRS en la mosca doméstica (Musca domestica) de una granja porcina positiva al

virus en Yucatan, México.
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6.3 MATERIALES Y METODOS

6.3.1 Area de estudio

El estudio se realizO en una granja porcina de Yucatan, la cual se encuentra
localizada en el municipio de Muna, Yucatan; entre las coordenadas 20° 33” y 30°
35" latitud norte y 89° 42" y 14° 14" longitud oeste del meridiano de Greenwich. El
clima de la region es tropical subhiumedo con lluvias en verano (mayo a octubre).
La temperatura varia entre 35°C y 40°C, la humedad relativa entre 61-87% y vientos

predominantes de norte a sureste (INEGI, 2009).

6.3.2 Granja de estudio

La granja de estudio fue seleccionada por conveniencia, con base en su sistema de
produccion tecnificado, de flujo continuo y de ciclo completo. Tiene una poblacion
de 5,500 vientres. Para el control y la prevencién de las principales enfermedades
gue afectan a los cerdos de la granja, utilizan esquemas de vacunaciéon acorde a la
etapa de desarrollo del animal. La granja es positiva activa y estable al vPRRS, de
acuerdo a la clasificacion de Holtkamp et al. (2011). Para el control de esta
enfermedad en la granja se utilizan cerdas de autoreemplazo y no vacunan. Estas
se crian junto con los cerdos para abasto y una vez que las cerdas tienen
aproximadamente 140 dias de edad son seleccionadas y antes de su traslado a un
area de aclimatacion, se toman muestras de suero a la totalidad del lote
seleccionado y solo las que resulten positivas son trasladadas. Para ingresar al hato
reproductor deben contar con un minimo de 210 dias de edad, peso aproximado de

140 kg y que hayan presentado cuando menos un celo previo a la inseminacion.
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6.3.3 Disefio experimental

Se realizé un estudio descriptivo transversal por conveniencia en una poblacion de
moscas domeésticas en una nave de cerdas destinadas al autoreemplazo, que estan

distribuidos en 72 corrales con aproximadamente 11 animales cada uno.

6.3.4 Confirmacion de la circulacién del virus de PRRS

La circulacién del virus de PRRS en los cerdos, fue indispensable para determinar
su presencia en las moscas. Las muestras de suero se obtuvieron por puncion de
la vena cava. Para la deteccidén de anticuerpos, la granja utiliza de forma rutinaria,
la prueba de ELISA, con el kit comercial IDEXX (HerdCheck PRRS X3, USA),
siguiendo las recomendaciones del fabricante. El punto de corte para determinar un
suero positivo fue de S/P 20.40. Esta prueba se realiz6 en los laboratorios de
andlisis clinicos de la FMVZ-UADY.

Se tomaron 26 muestras de fluido oral (FO) en los corrales. Se utilizaron sogas de
algodén crudo de tres hebras, por corral (Prickett y Zimmerman, 2010) y se
colocaron durante 20 minutos. El tamafio de muestra fue obtenido considerando
una prevalencia estimada de la enfermedad del 10% y un nivel de confianza de 95%
(Nathues, 2013) mediante el programa WIinEpi© 2006. Las muestras fueron
almacenadas en neveras de unicel con refrigerantes y enviadas al laboratorio, para

Su procesam iento.

6.3.6 Obtencion de mosca doméstica

El tamafio de muestra obtenido mediante el programa WinEpi© 2006, fue de 300
moscas, considerando una prevalencia de la enfermedad del 1% y un nivel de
confianza de 95%. La colecta de moscas se realizO6 empleando una red

entomoldgica de golpeo (Roulston et al. 2007; Ramirez et al. 2014). El transecto
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(largo de la nave) de muestreo se dividié en 6 secciones, procurando que estén a
una distancia de 15 metros entre ellas. Las moscas colectadas se depositaron en
una caja de malla para insectos (“mesh cage”) y fueron congeladas a -80 °C, para
su “sacrificio”. Posteriormente se seleccionaron las 300 moscas domésticas, las
cuales fueron depositadas en tubos estériles de eppendorf, formando pools de 6
moscas cada uno y dando un total de 50 muestras (Otake et al., 2003; Otake et al.,
2004). Se comprimieron contra la pared del tubo, adicionando 500 ul de buffer
fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés) y se centrifugd a 14’000 RPM durante

5 minutos, obteniendo el sobrenadante (Otake et al., 2003).

6.3.7 Extraccién de ARN viral

Se realiz6 la extraccion a un total de 76 muestras, entre fluidos orales (n=26) y
homogenizados de mosca doméstica (n=50) a partir de 140 ul, empleando un kit
comercial QlIAamp® Viral RNA Mini Kit (250), de acuerdo con las recomendaciones
del fabricante. EI ARN obtenido se almacend a -20°C hasta su uso en aplicaciones

moleculares posteriores.

6.3.8 Andlisis de Fluido Oral y homogenizados de mosca doméstica por RT-

PCR en tiempo real.

Todas las muestras de FO y homogenizados de mosca doméstica se analizaron dos
veces para detectar el acido nucleico del vPRRS mediante la prueba de RT-PCR en
tiempo real (VetMAX™ NA and EU PRRSV and Xeno™ RNA Controls de Applied
Biosystems), siguiendo la instrucciones del fabricante y utilizando la secuencia del
ORF 7. Para que las muestras se consideren positivas, el acido nucleico del vPRRS
debia ser detectado en ambas pruebas (Egli et al., 2001). Las muestras con solo

una reaccion positiva se consideraron sospechosas.
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La amplificacion de ARN, se realizd utilizando un termociclador Applied
Biosystems® 7500 Real-Time PCR Systems (Thermo Fisher Scientific), bajo
condiciones especificadas en el cuadro 1. El punto de corte fue de un ciclo umbral

(CT) <37 ciclos para considerar muestras positivas.
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6.4 RESULTADOS

Confirmacion de la circulacion del virus de PRRS

Se analizaron un total de 1277 sueros de cerdas mediante la prueba de ELISA,
divididas en seis grupos. Los resultados de la prueba IDEXX HerdChek® X3 PRRS,
arrojaron 1224 sueros (95.74%) que resultaron positivos a la prueba con S/P 20.4
de acuerdo a las instrucciones del fabricante (figura 1). En el primer grupo se
obtuvieron 98.9% de positivos (179/181), en el segundo 99.45% (181/182), en el
tercero 98.33 (235/239), en el cuarto 97.19% (277/285), en el quinto 97.94%
(190/194) y finalmente en el sexto grupo un 82.65% (162/196).

En la primera corrida por RT-PCR en tiempo real en las muestras de FO, 9 muestras
resultaron positivas, sin embargo en una segunda corrida para su confirmacion, solo

8 de las 9 resultaron positivas, representando un 30.7% (8/26).

Andlisis de homogenizados de mosca doméstica por RT-PCR en tiempo real

El acido nucleico del virus de PRRS fue detectado, en el 4% (2/50) de los
homogenizados, en un segundo andlisis para su confirmacién, solo una de 2
muestras, resulté positiva. La figura 2 representa graficos de amplificacion del virus
de PRRS, el eje “y” es la produccién de fluorescencia y el eje “x” es el numero de
ciclos de la reaccion. El control positivo de la primera corrida amplificé en el ciclo
29. Para la segunda corrida de RT-PCR en tiempo real, se utilizé un control positivo

de un aislamiento viral, el cual amplificé en el ciclo 17.
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6.5 DISCUSION

El estatus de la granja como positiva al VPRRS, se confirmé mediante la deteccion
de anticuerpos especificos, en cerdas destinadas al autoreemplazo. La alta
prevalencia (>95%) de estos anticuerpos corresponden a patrones de circulacion
de virus y desarrollo de anticuerpos en granjas infectadas endémicamente (Albina,
1997; Nodelijk et al., 1997). Este alto porcentaje, podria deberse a que los cerdos
se muestrean 19 semanas después de haber permanecido en una misma nave, con
cerdos (lotes) de diferentes edades que van de entre 6 a 20 semanas de edad. Sin
embargo, esto no significa que estan eliminando al virus. La corta duracién de la
inmunidad pasiva en los lechones, puede hacerlos susceptibles a la infeccién o
reinfeccién natural. Geldhof et al., (2013) realizaron un estudio, donde encontraron
anticuerpos contra el VPRRS en lechones, transmitidos a través del calostro y fueron

detectables en el suero de estos animales hasta 5 semanas después del parto.

Los animales del estudio se muestrearon a los 140 dias de edad, Flores-Mendoza
y Hernandez, (2010), mencionan que los anticuerpos producidos Por la infeccion
con VPRRS pueden permanecer por periodos largos pero con titulos bajos.

El alto porcentaje de animales encontrados seropositivos, demuestran la presencia
de una infeccion o reinfeccion natural, estudios demuestran que los anticuerpos IgG
pueden encontrarse entre los 7 y 15 dias post infeccion, permaneciendo constantes
durante meses y declinando entre los 135 y 300 dias post infeccion (Nelson et al.,
1994; Batista et al., 2004 y Li et al., 2014).

Se realizo la deteccion del ARN del vPRRS en FO mediante la prueba de RT-PCR
en tiempo real, el virus fue detectable en el 34.6% (9/26) de las muestras. Olsen et
al., (2013) informaron una probabilidad de mas del 90% para detectar al vPRRS,
mediante la prueba de PCR en fluido oral, de corrales que contenian el 36% de
cerdos vacunados. Por otra parte en un estudio realizado por De Regge y Cay,
(2016), obtuvieron una alta especificidad (96%) en muestras de FO probadas

mediante RT-PCR en tiempo real.
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Por su parte Prickett et al.,, (2008) probaron muestras de FO y suero para la
deteccion del vPRRS, con cerdos de 3, 5, 8, 12 y 16 semanas de edad, que fueron
infectados con el vVPRRS, y obtuvieron una concordancia del 77% entre los de FO y

suero.

Una posible explicacion de los bajos porcentajes de deteccion del virus en FO, es
gue pocos animales se encontraban eliminando el virus en saliva ya que la
transmision del VPRRS en los animales estudiados, se da en forma natural
ocasionando que los momentos de contacto sean diferentes; generando una
dilucién con la saliva negativa, por lo cual las muestras de FO pudieron quedar por
abajo del limite de deteccion de la prueba. Seddon et al., (2012) reportaron que
aproximadamente el 80% de los cerdos de un corral, mastican la cuerda dentro de
los 30 minutos posteriores a su colocacion. La prueba de RT-PCR en tiempo real
en FO tienen un alta sensibilidad, cuando el 30% de los cerdos individualmente

esta eliminando al virus (De Regge y Cay, 2016).

Diversos autores como Prickett et al., (2010a) y Decorte et al., (2013), mencionan
que cuando la carga viral es muy baja, las muestra durante el periodo de
conservacion se deterioran, pudiendo dar como resultado un falso negativo, lo cual

no es muy probable en este estudio ya que se cuidé la cadena fria.

Estudios previamente publicados, han encontrado que la mosca domeéstica (M.
domestica) podrian ser un vector mecanico del vPRRS (Otake et al., 2002). La
mosca doméstica puede transportar agentes patdgenos, mediante su estructura
morfologica (Forster et al., 2007). En este estudio el acido nucleico del vPRRS se
detect6 en el 4% (2/50) aunque una de estas dos, en una segunda corrida resulté
negativa mediante la prueba de RT-PCR en tiempo real. Esto pudo deberse al
manejo que recibid la muestra, ya que una vez que se extrajo en ARN, éste se
congel6 pudiendo haberse degradado el ARN (Hernandez et al., 1994).

Con base al tamafio de muestra, el virus se encuentra en una cantidad que pudiera
ser importante en la diseminacion ya que se requieren pocas particulas virales para

establecer una infeccién (Morrow y Roberts, 2001). Una posible explicacion para la

39



294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306

307
308
309
310
311
312
313
314

315
316
317
318
319
320
321
322

ausencia del virus de PRRS en homogenizados de moscas, podria deberse a un
bajo niUmero de cerdos virémicos o bajas cargas de eliminacién del virus por cerdo
infectado (Pitkin et al., 2009), también a la cantidad de virus en las moscas para que
este pudiera ser detectado (Otake et al., 2002). Schurrer et al., (2005) propone que
la retencion del virus en las moscas, parece estar relacionada con la carga viral
inicial después de la ingestion y la temperatura ambiental.

En un estudio realizado por Otake et al., (2003), se detecté mediante RT-PCR en
tiempo real, que el VPRRS, puede permanecer viable en el tracto intestinal de la
mosca doméstica, hasta por 12 horas después de alimentarse de fluidos de un cerdo
infectado, pero sélo por un corto periodo en la superficie externa de las moscas. Por
otro lado Schurrer et al., (2005), encontraron que el VPRRS puede permanecer 48
horas en la mosca, después de su exposicién al virus, sin embargo el porcentaje de

moscas positivas y la carga viral disminuye con el tiempo.

La capacidad del vPRRS para residir dentro del cuerpo de una mosca doméstica,
sugiere que puede protegerlo contra ciertos factores ambientales, que se sabe
afecta la supervivencia del vVPRRS fuera del huésped, como la luz ultravioleta y el
secado (Benfield et al., 1992). Sin embargo (Grtbel et al., 1997) menciona que el
intestino medio de la mosca doméstica tiene un pH acido de 3.1, lo cual podria ser
otra explicacion al bajo nimero de muestras positivas, ya que el VPRRS permanece
viable a un pH entre 6.0 y 7.65 (Bloemraad et al., 1994) disminuyendo asi la

posibilidad de encontrar al virus en los macerados.

Aungue no fue motivo de este trabajo, hay estudios que mencionan la capacidad de
vuelo de la M. domestica la cual, le adiciona ser un factor de riesgo en la transmision
de enfermedades; Schurrer et al., (2004) reportaron que el vuelo de la M. domestica
excede los 5 km, con una dispersion de distancia maxima de 33 km. Es importante
mencionar que la granja de estudio, se encuentra ubicada en una zona con amplia
poblacion de cerdos en menos de 10 km. En el presente estudio no se evaluaron
épocas del afio, sin embargo es posible que sea necesario, ya que existen reportes

de aumentos estacionales anuales en el nUmero de brotes observados, con una
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baja incidencia durante la primavera y el verano, y alta durante el otofio y el invierno

(Tousignant et al., 2015). Esto puede ser motivos de investigaciones a futuro.

6.6 CONCLUSION

Con base a los resultados obtenidos, mediante la prueba de RT-PCR en tiempo real
utilizada, el virus de PRRS esta presente en la mosca domeéstica, sin embargo se
necesitan mas estudios epidemioldgicos y moleculares, antes de poder llegar a una
conclusion final con respecto a la importancia de las moscas domésticas en la

transmision del virus de PRRS entre granjas productoras de cerdos.
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510 6.8 ANEXO

511 Cuadro 1. Condiciones de amplificacion para RT-PCR en tiempo real, en un

512  volumen de 25 pl.

Proceso Temperatura y tiempo
Transcripcion reversa 45°C por 10 minutos
Activacion del inhibidor Taq 95°C por 10 minutos

95°C por 15 segundos

Amplificacion (40 ciclos) 60°C por 1 minuto, 10 segundos

Muestras de suero

100.00 pa— —— —— ——
98.90 99.45 98.33 97.19 97.94
» 80.00
2 82.65
2
2 60.00
(7]
o
£
= 40.00
©
3
S 17.35
S 20.00
1.10 0.55 1.67 2.81 2.06
0.00 e e
1 2 3 4 5 6

No. de muestreo

== + =m0 -

513  Figura 1. Porcentaje por grupo de animales muestreados, que resultaron positivos
514  (IgG) y negativos a la prueba de ELISA (IDEXX HerdChek® X3 PRRS).
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Figura 2. Amplificacion del gen ORF 7 por RT-PCR en tiempo real de Fluidos Orales
(a 'y b) de cerdos y homogenizados de mosca doméstica (c y d). El punto de corte,
esta representado por una linea roja punteada. Los controles positivos y negativos
de los amplificados estan representados en cada figura (lineas amarillas y rojas
respectivamente). Los numeros del 1 y 2 corresponden a una muestra de Fluido
Oral de cerdos y los numeros 3 y 4 corresponden a una muestra de homogenizados
de mosca doméstica. El eje “X” corresponde a los ciclos de amplificacion, y el eje

“Y” es la produccion de fluorescencia.



