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RESUMEN
El PRRS es una de las enfermedades infecciosas mas importantes por el impacto

econdmico que supone para la industria porcina nacional e internacional.

Va a estar producida por un virus ARN cuyas principales caracteristicas son la
variabilidad genética y antigénica, sus propiedades inmunomoduladoras y su capacidad para
inducir infecciones persistentes. Hasta el momento se han reconocido dos genotipos
principales del virus de PRRS, el europeo (EU) y el americano (NA). La comparacion de sus
secuencias ha mostrado diferencias genéticas significativas entre ellos, lo que contribuye a
que la vacunacion sea poco efectiva. Uno de los métodos més empleados para el diagnostico
de PRRS es la RT-PCR que, acompafiada de secuenciacion, nos permite determinar el
genotipo viral. En los tltimos afios se han empezado a desarrollar nuevas técnicas de RT-
PCR en tiempo real que suponen una mejora sobre las convencionales debido a que presentan
ventajas como su mayor sensibilidad, la posibilidad de cuantificar la carga viral o el ahorro de

tiempo y material, mejorando el control de la enfermedad.

En este trabajo queremos hacer patentes las ventajas y aplicaciones de la RT-PCR en
tiempo real para el diagnostico y el control del virus del Sindrome Respiratorio y Reproductor

Porcino.

ABSTRACT
PRSS is one of the most important infectious diseases in swine national and

international industry because of its economic impact.
It is caused by a single stranded RNA virus which its main characteristics are: genetic

and antigenic variability, immune modulation properties and its capacity to produce persistent

infections.
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Up to now, there are two main genotypes, the North American (NA) and the European
(EU). The comparison of its sequences has shown important genetic differences between
them, what contributes to the failure of the existing vaccines against it. One of the most used
diagnostic methods is the RT-PCR which complemented with sequencing, leads to
determinate the viral genotype. In the last years, new RT-PCRs in real time have been
developed because they present advantages as higher sensitivity, quantification of viral load

or saving on material and time, improving the control of the disease.

In this job, we would like to show the advantages and applications of the real time RT-

PCR for the diagnostic and control of the PRRS virus.
Palabras clave: RT-PCR, PRRS, diagnostico.
INTRODUCCION

El PRRS (Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino) es una de las enfermedades
infecciosas mas importantes por el impacto econdmico que supone para la industria porcina

nacional e internacional (Albina, 1997).

Producida por un virus ARN monocatenario de polaridad + del orden Nidovirales,
familia Arteriviridae género Arterivirus, cuyas principales caracteristicas son su enorme
variabilidad genética y antigénica, sus propiedades inmunomoduladoras y su capacidad para

inducir infecciones persistentes.

Existen dos grupos principales: el americano (NA) y el europeo (EU), y entre ellos la
variabilidad genética puede llegar a ser hasta del 78 por ciento (incluso en una misma cepa
encontramos diferencias significativas) (Allende. R, 1999). Debido a esto, es necesaria la

utilizacion de técnicas moleculares para el diagnéstico. (Andreyev, V. 1997)

El genoma viral presenta siete marcos de lectura abierta u ORFs: el primero codifica
para la polimerasa, del segundo al sexto para las proteinas de la envuelta, y el ORF 7 para las
proteinas de la nucleocépside, siendo el més conservado y por tanto el que permite detectar la

mayoria de las cepas.( Nelsen CJ et al , 1999)
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El virus es capaz de producir grandes trastornos en la granja, ya que afecta tanto a los
reproductores como a los lechones, asi como a los animales de cebo. Es decir, afecta a todo el

ciclo productivo existiendo sintomas reproductivos y sintomas respiratorios.

Los sintomas que se observan en los adultos reproductores son: cianosis en orejas,
vulva y cola en hembras, y disminucién de la libido y la calidad del eyaculado en machos. En
los lechones se observa una disminucion de la tasa de crecimiento, debilidad, hemorragias,
falta de coordinacion y temblores musculares.Los sintomas respiratorios que presentan los
animales en cebo consisten en tos, estornudo, disnea, taquipnea, descargas muconasales,
fiebre, letargia, neumonia, etc.Otra de las caracteristicas de este agente es su capacidad de
inmunosupresion en el hospedador, por lo que aparecen infecciones secundarias (p.ej.

micoplasmosis). (Hall W, 2005)

En este trabajo queremos presentar una técnica diagnostica de RT-PCR en tiempo real
basada en SYBR-GREEN para la deteccion de vPRRS (virus de PRRS) en suero y sus

aplicaciones para realizar una mejora en el control de esta enfermedad.
MATERIAL Y METODOS

Para poner a punto la técnica de RT-PCR se emplearon controles positivos de virus
purificado. Una vez se comprobd que la técnica tenia una sensibilidad y especificidad
adecuadas, se paso a probarla con muestras de campo. Se obtuvieron 20 muestras procedentes
de una explotacion de Navarra que presentaba en sus animales de cebo sintomas respiratorios,

sospechando una infeccion por PRRS.

El SYBR-GREEN es el fluoroforo especifico de ADN bicatenario mas usado en la
RT-PCR, ya que es econdmicamente mas competitivo que otras sondas y permite cuantificar.
Este formato de deteccion necesita una puesta a punto previa para que la PCR no amplifique
productos inespecificos que luego la molécula detectaria, introduciendo errores en el posterior

analisis de los resultados.

La interpretacion se realiza mediante la curva de amplificacion y la curva de

disociacion obtenidas.
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2.1- Disefio de primers:
Mediante el disefio de un cebador forward y un cebador reverse, se consigue la
amplificacion de un fragmento del ORF 7 del genoma viral de 286 pares de bases. Se eligio el

ORF 7 porque es la regién mas conservada del genoma viral.

2.2- Extraccion del ARN y RT-PCR convencional:
La extraccion se llevo a cabo con el kit NucleoSpin ® basado en la extraccion de ARN

por columnas de silice, siguiendo las instrucciones del proveedor.

La RT-PCR convencional fue utilizada como técnica de referencia durante el proceso
de puesta a punto de la RT-PCR en tiempo real, siguiendo el protocolo descrito en el articulo
de Donadeu M. et al “Using polymerase chain reaction to obtain PRRSv-free piglets from

endemically infected herds” (Swine Health Prod. 1999).

2.3- RT-PCR en tiempo real basada en SYBR GREEN:
Se desarrolld una RT-PCR en tiempo real en un paso basada en SYBR-GREEN. Todas
las reacciones se llevaron a cabo en Stratagene MxPro 3000 usando el Master mix y las

enzimas provistas por Stratagene.

La titulacion de los primers se realizdo enfrentando concentraciones reciprocas de
ambos (Forward y Reverse) desde 100nM a 900nM, eligiendo aquellos que aportan las mayor
sensibilidad y el minimo dimero de primer. Para determinar la temperatura de anillamiento
optima se hizo una RT-PCR de gradiente y se eligio la mejor temperatura para la pareja de

primers.

El proceso final se llevo a cabo en un volumen final de 25 microlitros como se
describe a continuacion: 2 pL de ARN inicial, 12.5 pL de Master Mix SYBR Green
(Quantitative RT-PCR Brilliant SYBR Green Master Mix, Stratagene™), 0.0625 pL de
StrataScript RT/Rnase Block Enzyme Mixture, (Stratagene”), 0.4mM de cada primer.

El programa del termociclador fue: RT: 30 min. 48°C; PCR: 10 min. 95°C, 40x (45

seg. 95°C y 2 min. 60°C) y al final, 7min. a 72°C. Se realizo al final, una curva de disociacion

empezando a 70°C e incrementado 1°C cada 30 seg. hasta 95°C.
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2.4- Secuenciacion de muestras positivas:
Una vez detectadas las muestras positivas se enviaron a secuenciar a SECUGEN S.A;
una vez disponibles las secuencias, se alinearon con la base de datos del GeneBank,

procediendo a la posterior identificacion de la cepa mediante el empleo del programa BLAST.

RESULTADOS

Tras el andlisis de las 20 muestras de suero, se detectaron dos muestras positivas. La
interpretacion de los resultados se llevo a cabo mediante la curva de amplificacion (Imagen 1)

y la curva de disociacion (Imagen 2).
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Imagenl. Curva de amplificacion. Se distinguen las muestras positivas de las negativas y
NTC (blanco)

Con la curva de amplificacion se observa la sensibilidad de la técnica, mediante la
determinacion del ciclo umbral, y con la curva de disocacion se evidencia la especificidad de

la amplificacion.

Esto ofrece la suficiente informacion para evitar la electroforesis en gel. Las muestras
positivas fueron purificadas y secuenciadas. Las secuencias obtenidas fueron alineadas con la
base de datos del GeneBank y analizadas en el BLAST obteniendo una homologia del 94%

con Pyrsvac-187 (vacuna viva atenuada)
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Imagen 2. Curva de disociacion. Diferencia entre positivos y negativos (incluyendo dimero de

primer)

DISCUSION

En este trabajo ha sido desarrollada una RT-PCR en tiempo real basada en SYBR-
GREEN para el diagnostico de PRRS. La sensibilidad y especificidad, tras analizar los datos,

han sido demostradas.

Una vez desarrollada la técnica de qRT-PCR basada en SYBR, hemos podido observar
que podria resultar util en el diagnostico rutinario de PRRS debido a que presenta una serie de
ventajas frente a la convencional. Con un buen disefio de los primers evitamos que se unan los
primers entre si por lo que aumentamos la sensibilidad. Mediante la curva de disociacion
distinguimos positivos de negativos y de dimero, corrigiendo el error que comete el SYBR al

unirse a todo ADN bicatenario.
Desde hace ya unos afios se viene constatando las ventajas RT-PCR en tiempo real, y

su uso esta siendo cada vez mas extendido (Mackay J, Landt O, 2007; Lutfalla G, Uze G,
20006).
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Ha conseguido mayor aceptacion que la convencional porque ademas de ser mas
rapida y sensible minimiza el riesgo de contaminacion cuando se realiza la RT-PCR en un

solo paso (Battaglia M et al, 1998).

Presenta una mayor sensibilidad, aunque esta se ve ligeramente disminuida debido a la
union de los primer entre ellos. Sin embargo con el trazado de la curva de disociacion
podemos distinguir la fluorescencia emitida por el dimero de primer de la emitida por el ARN
amplificado, ademas de considerar la posibilidad de ver la amplificacion en el punto de mayor

eficiencia (Queipo-Ortuno MI et al, 2005; Lyon E, 2005).

Por ultimo, se evita electroforesis en gel gracias a la curva de disociacion y es posible

cuantificar.

La principal aplicacion de esta técnica se lleva a cabo mediante el andlisis de las
secuencias de las muestras positivas ya que permite conocer la cepa con la que las
explotaciones estén infectadas y, basandonos en la homologia con otras cepas, esto podria
resultar muy interesante para elegir cudl seria la vacuna mas adecuada para cada explotacion,

mejorando mucho el manejo de la enfermedad (Meng, X. J. 2000).
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