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La demanda vigente en diversos círculos del conocimiento es el establecimiento de la prospectiva, no ha bastado con 

la reflexión del estado actual del campo del conocimiento, lo relevante es mirar hacia adelante impulsando proyectos 

y acciones que redunden en la innovación, generen alternativas para las condiciones de vida y alienten mejores estadios 

de convivencia.  
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Biotecnología: Uso y Aplicaciones de las Herramientas Moleculares, en 

la identificación de agentes virales en conejos 

Linda Guiliana Bautista Gómez1*, Gabriela López Aguado Almazan2, José Simón Martínez Castañeda3, 

Cesar Ortega Santana4 y Raúl Cuauhtémoc Fajardo Muñoz5 

 

Resumen— En producción animal las enfermedades entéricas, son de espacial interés, debido a las pérdidas económicas que 

generan, diversos agentes se han asociado con estas patologías, encontrando virus, bacterias y parásitos comúnmente.  Los virus 

entéricos, se han considerado como los principales agentes causales de gastroenteritis viral aguda en humanos y en diversas especies 

animales a nivel mundial, la seguridad alimentaria es un tema de interés en todo el mundo, por lo que,  la reproducción y cuidado 

de especies pecuarias es primordial, en este sentido la cunicultura representa una actividad importante, ya que la carne de conejo es 

considerada como fuente de proteína para los seres humanos, sin embargo el estado zoosanitario ha sido desatendido, y pocos son 

los agentes reportados en su producción, poco se conoce sobre los virus asociados a diarreas en las granjas cunícolas. Por lo anterior 

el objetivo de la presente investigación, fue identificar la presencia de Astrovirus en granjas cunícolas ubicadas en la zona sur-

oriente del Estado de México, a través de RT-PCR. Se recolectaron 109 muestras procedentes de los 13 municipios que integran la 

región en estudio, el 64% correspondieron a conejos sanos o sin signología aparente y el 36% a conejos con signología entérica, de 

estos se obtuvo un 30% de muestras positivas a Astrovirus. Los resultados obtenidos corresponden al primer reporte de astrovirus 

en conejos en México.  

Palabras clave—México, conejos, diagnóstico molecular, agentes virales. 

 

Introducción 

   En México, la producción cunícola, es una actividad en desarrollo; en 2016, la Secretaría de Agricultura, 

Ganadería, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentación (SAGARPA), estimó que la producción total nacional de carne de 

conejo superó las 15 mil toneladas, siendo el Estado de México, el principal productor, de este, la zona sur-oriente es 

donde se genera la mayor producción, comercialización y consumo de carne de conejo (Rodríguez, 2012; SAGARPA, 

2016).  El resto de los Estados considerados como los productores más importantes en esta actividad son; Puebla, 

Tlaxcala, Morelos, Michoacán y Querétaro.  

  A pesar del constante crecimiento, la cunicultura en México y en el mundo, sigue siendo una actividad 

ganadera poco importante, respecto a otras especies productivas y se ha mantenido orientada hacia el sector rural, 

principalmente como producción de traspatio y de subsistencia alimentaria, realizada en su mayoría por campesinos 

en regiones con escasos recursos (Comité Nacional Sistema Producto Cunícola, 2017). Este tipo de producción a 

pequeña escala representa el 95% de la producción cunícola nacional (SAGARPA, 2015). 

La falta de información, es uno de los mayores problemas que enfrentan las producciones de traspatio, sobre todo 

referente a las buenas prácticas de producción pecuaria, como sería; sanidad, bioseguridad, bienestar animal, por 

mencionar algunos puntos, este panorama puede ser favorable para la presentación de patógenos causales de distintas 

enfermedades (Percy et al., 1993; EFSA, 2005). En las granjas de producción animal, las enfermedades entéricas tienen 

 
1 Linda Guiliana Bautista Gómez es Bióloga, Maestra y Doctora en Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales, por la 

Universidad Autónoma del Estado de México, profesora de tiempo completo en el Centro Universitario Amecameca de la 

Universidad Autónoma del Estado de México, Integrante del Sistema Nacional de Investigadores Nivel I. Autor de Correspondencia. 
lgbautistag@uaemex.mx; lin_bag@yahoo.com.mx 
2 Gabriela López Aguado Almazán, es MVZ, Maestra y Doctora en Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales, por la 

Universidad Autónoma del Estado de México. 

 3 José Simón Martínez Castañeda es Médico Veterinario Zootecnista, UAEM, Maestro y Doctor en Biomedicina Molecular por el 

CINVESTAV. Profesor- Investigador de Tiempo Completo de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UAEM. 

Miembro del Sistema Nacional de Investigadores Nivel 2. 
4 Cesar Ortega Santana, es Doctor en Ciencias Veterinarias por la Universidad Austral de Chile. Profesor-investigador de Tiempo 

Completo de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UAEM. Integrante del Sistema Nacional de Investigadores 

Nivel I. 
5 Raúl Cuauhtémoc Fajardo Muñoz, es MVZ por la Universidad Autónoma Metropolitana. Doctor en Filosofía en Patología y 

Biología celular, por la Facultad de Medicina Humana de la Universidad de Montreal, Canadá. Profesor-investigador de Tiempo 

Completo de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UAEM. Integrante del Sistema Nacional de Investigadores. 
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un papel importante, ya que generan severas pérdidas económicas debido a la mortalidad, depresión del crecimiento y 

disminución del índice de conversión (Peeters et al., 1984; Lavazza et al., 2008; Dhama et al., 2009; Papp et al., 2013).  

Dentro de las granjas de producción cunícola, uno de los agentes patógenos que causan signología entérica son 

Astrovirus (Lavazza et al., 2008; Kerr y Donnelly, 2013), los cuales son considerados una de las principales causas de 

gastroenteritis viral aguda en humanos y animales jóvenes en todo el mundo (Bishop, 2009; Estes y Greenberg, 2013). 

A nivel mundial Astrovirus se ha descrito como uno de los principales agentes etiológicos de origen vírico causal de 

diarrea y otro tipo de signología en las diversas especies (Chen et al., 2009; Moschidou et al., 2011; Jonnasen et al., 

2013; Bouzalas et al., 2014; Blomström et al., 2014; Alfred et al., 2015). En conejos se ha reportado su presencia en 

granjas con índices de mortalidad bajos hasta en un 90%, relacionando directamente a este virus como patógeno 

presente en animales con signología entérica (Martella et al., 2011; Stenglein et al., 2012).  

Posee un genoma RNA monocatenario que mide aproximadamente 6.8 a 7.5 Kb;  el cual se conforma por 3 marcos de 

lectura abiertos: ORF1a, ORF1b que en combinación, codifican dos poliproteínas no estructurales nsP1a y nsP1ab, 

que son sintetizadas través de un mecanismo de cambio de marco traduccional  y una RNA polimerasa dependiente de 

RNA, siendo las encargadas de la replicación del genoma viral (Lewis y Matsui, 1996). El marco de lectura abierto 

ORF2 se encuentra en el extremo 3´ de su genoma y codifica una proteína precursora de aproximadamente 87-90 KDa. 

Se traduce para ensamblar partículas virales y encapsidar el genoma viral (Méndez et al., 2007; Krishna, 2005). 

Su estructura génica, le confiere a Astrovirus diversidad genética y potencial zoonótico (Burbello et al., 2011; Wang 

et al., 2013). Prueba de ello son las cepas emergentes MLB (Finkbeiner et al., 2009) y VA/HO (Kapoor et al., 2009),  

que son genovariantes que se reportaron en humanos y su principal característica es su similitud genética con 

secuencias pertenecientes a animales. Cabe mencionar que cepas pertenecientes a bovinos que se encontraron en heces 

de humanos, fueron previamente descritas en conejos (Bonica et al., 2015; Percy et al., 1993; Schoondermark-van de 

Ven et al., 2013). 

En México la presencia de Astrovirus en el conejo doméstico (Oryctolagus cuniculus), no se ha reportado y a nivel 

mundial solo se ha identificado en los países de Estados Unidos, Italia y Canadá. 

 

 

Material y método 

Selección y obtención de la muestra  

En el periodo comprendido entre enero de 2016 a octubre de 2017, un total de 32 animales con signología 

entérica de aproximadamente de 4 a 8 semanas de edad, procedentes de granjas ubicadas en la zona Sur-Oriente del 

Estado de México, se remitieron al anfiteatro de la Universidad Autónoma del Estado de México del Centro 

Universitario Amecameca, donde se les realizó una evaluación médica y posteriormente fueron sacrificados de manera 

humanitaria de acuerdo a lo establecido en la NOM-033-sag/zoo-2014 ; se practicó necropsia y se colectaron muestras 

de intestino delgado, mismas que fueron enviadas al laboratorio de Biotecnología, Biología Molecular y Genética, de 

dicha universidad donde se almacenaron a -20ºc, hasta su procesamiento, para la identificación molecular de 

Astrovirus. 

 

Extracción de ARN y RT-PCR 

A partir de 1 gramo de tejido perteneciente a la primera porción de intestino delgado, se extrajo el material 

genético, utilizando el GeneJET Viral DNA/RNA Purification Kit (Thermo Scientific, Wilmintong, USA) de acuerdo 

a instrucciones del fabricante. El RNA obtenido se almacenó a -80ºc. 

Para la RT-PCR se utilizó el kit comercial ImProm-IITM Reverse Transcription System (Promega, Madison, 

WI) en un volumen final de 15µl: Improm-IITM 5X Reaction Buffer, MgCl2 en una concentración a 2mM, 0.5mM 

dNTP´s, Recombinant RNasin® 0.5 µl, Improm-IITM Reverse Transcriptase 1U y agua libre de nucleasas para ajustar 

volumen. El programa se conformó con una temperatura inicial de 25ºc, seguido de 42ºc por 80 minutos y finalizando 

con 70ºc durante 15 minutos. 
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Amplificación por PCR  

Se amplificó un fragmento de 409 pb del marco de lectura abierto ORF1b, que sintetiza una proteína 

denominada RDRP (RNA dependiente de RNA polimerasa), fundamental para la síntesis del genoma viral, utilizando 

los primers, panASTVFor2 5´GARTTYGATTGGRCKAGKTAYGA3´ y panASTVRev 

3´GGYTTKACCCACATNCCRAA5´ (Chu et al., 2008).  La reacción de PCR se realizó en un volumen final de 25µl 

conteniendo: 20 ng de DNA,  Green 5µl, 1.5mM de MgCl2, 10 nM dNTP´s, 10 pmol de cada uno de los primers y 1 

U Taq DNA Flexi polymerase (Promega, Madison, WI). 

La PCR fue realizada en un termociclador SimpliAmp (ThermoScientific, Wilmintong, USA), bajo las 

siguientes condiciones: 94ºc durante 10 minutos, seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 94ºc, 30 segundos a 50ºc, 40 

segundos a 72ºc y una etapa de extensión final de 72ºc durante 5 minutos. Los productos amplificados fueron 

visualizados en gel de agarosa 3x, teñidos con bromuro de etidio. 

PCR anidado 

Los productos obtenidos, de la amplificación anteriormente descrita, fueron utilizados como templados para 

una segunda PCR, con los primers 683VMF y 684VMR (Martella et al., 2011), los cuales son específicos para 

Astrovirus de conejo amplifican fragmentos de 75 pb. 

Secuenciación 

Se realizó a partir de los fragmentos amplificados, en el equipo ABI Prism 3100 Genetic Analizer (Applied 

Biosystem, Wilmintong, USA). Las secuencias obtenidas se compararon con las reportadas a nivel mundial en el Gen 

Bank y ENA (European Nucleotide Archive). 

 

Resultados 

 

  En 5 de las 32 muestras procesadas se obtuvo una banda de 409 pb al utilizar los primers  panASTVFor2 y 

panASTVRev (Chu et al., 2008), lo que indica la presencia de Astrovirus circulante en conejos de México (Figura 1). 

Los resultados fueron confirmados al visualizar una banda  de 75 pb del fragmento anidado de Astrovirus, empleando 

los iniciadores 683VMF y 684VMR reportados por (Martella et al., 2011) (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Gel de agarosa 3x. Pozo 1: marcador de peso molecular GeneRuler 1000pb (Thermo scientific, Wilmintong, 

USA). Pozos: 2,10,13,18,26, amplicones de 409pb correspondientes a muestras positivas de Astrovirus. Pozo 27: 

control negativo. 

   1     2                                                    10               13                              18                                            26   27 
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Figura 2: Gel de agarosa 3x. Pozo 2: marcador de peso molecular GeneRuler 1000pb (Thermo scientific, Wilmintong, 

USA). Pozos 3 al 8: amplicones de 75 pb muestras positivas correspondientes a Astrovirus específico de conejo. Pozo 

9: control negativo. 

 

Respecto a la comparación de las secuencias se percibieron porcentajes  de identidad desde el 100% con las 

secuencias ya reportadas en el GenBank, que se relacionan directamente con miembros de la familia Astroviridae, 

pertenecientes a Mamastrovirus tipo 2 con número de acceso KM017743.1, búfalo de agua cepa italiana número de 

acceso KT963069.1, astrovirus de pavo aislado 1 cepa de Estados Unidos. En ENA los porcentajes fueron del 96.4% 

de identidad con astrovirus de felino aislado D1 (FAstV-D1), número de acceso KM017741 y astrovirus de cerdo 

(PoAstV15-6) con 93.3% de identidad, número de acceso HM756269. 

 

En cuanto a los signos clínicos, los animales positivos a Astrovirus presentan gran variabilidad, sin embargo 

se encontró en un mayor porcentaje: distención abdominal, diarrea y linfadenomegalia, seguido de mucosas isquémicas 

y secreciones mucoides, temperaturas que oscilaban entre 36.4ºc a 38.5ºc y el porcentaje de deshidratación variaba 

entre 6-7%, (Figura 3). 

 

 
Figura 3: Signología de animales entéricos, positivos a Astrovirus. 

2    3    4     5    6    7    8     9 
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Discusión 

Astrovirus se han identificado por la técnica de RT-PCR y se ha propuesto como uno de los agentes causales 

de enteritis. Este estudio coincide con lo reportado por Martella et al., (2011) y Stenglein et al., (2012) en donde se 

tiene la presencia de Astrovirus en granjas con índices de mortalidad bajos hasta en un 90% y es descrito como 

patógeno presente en conejos con signología entérica. El porcentaje encontrado en animales positivos de las diversas 

explotaciones en este estudio fue del 15%, mismo que se asimila al 17%, descrito por  Xie et al., (2017) en Canadá, en 

conejos de diferentes procedencias: laboratorios, industria de carne de conejo y animales utilizados como mascota. Sin 

embargo el  valor de muestras positivas más elevados, son los reportados para conejos de Italia con un 43% de muestras 

positivas en animales gastroentéricos.   

La signología de los animales positivos por PCR a Astrovirus que presentan los conejos de este estudio 

concuerda, con lo descrito para animales de granjas en Italia, Estados Unidos y Canadá  (Martella et al., 2011; Stenglein 

et al., 2012; Xie et al., 2017). Sin embargo es complejo realizar una asociación de los signos ya que son inespecíficos, 

más aun hablando de diarrea, debido a que este signo puede ser de orígenes diversos. Por lo tanto proponemos que los 

signos clínicos específicos, lesiones macro y microscópicas, la distribución y prevalencia de Astrovirus en conejos 

debe ser investigado más ampliamente. Esto podría mejorar el diagnóstico e incrementar el conocimiento de la etología 

del complejo entérico del conejo y el papel de este patógeno en dicha enfermedad. 

El trabajo desarrollado representa el primer reporte de Astrovirus en conejos con signología entérica en 

México. Por lo que se permite sugerir su presencia  en el diagnóstico de enfermedades entéricas, comunes en la 

producción cunícola, que ocasionan mortalidad y  pérdidas económicas. 

 

Conclusiones 

 Ante el continuo crecimiento de la industria cunícola, se requiere el conocimiento, difusión y aplicación de 

buenas prácticas de producción pecuaria, con el objetivo de reducir los riesgos biológicos hacia la población animal y 

humana, mejorando la producción y reduciendo las pérdidas económicas. El presente trabajo es uno de los primeros 

reportes de la presencia de Astrovirus en conejos en México 

 

Futuro de la Investigación 

 Debido a la falta de información es necesario realizar la identificación del genoma completo de Astrovirus en 

conejos, para  tener un panorama claro que nos ayude a entender su evolución, relaciones filogenéticas y posible 

potencial de transmisión interespecies, utilizando las herramientas moleculares de nueva generación disponibles.  
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