
I 
 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y 

ZOOTECNIA 

 

Efecto del extracto dializable leucocitario en lechones infectados 

con el virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino en 

una granja de crianza intensiva en Hidalgo, México. 

T     E     S     I     S 

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE  

MÉDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA 

PRESENTA: 

HUGO CÉSAR SÁNCHEZ RIVERA 

        ASESORES:  

                              Dra. Laura Cobos Marín 

                              Dr. José Iván Sánchez Betancourt 

                              M en C. Teresa de Jesús López Pérez 

Cd. Mx.                                                                            2016 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



II 
 

DEDICATORIAS 

 

A mi madre Guillermina Rivera M. por todo el cariño, amor, dedicación 
y esfuerzo. 

 

A mis abuelos Ilafira y Darío por sus cuidados, cariño y enseñanzas 
que no encontrare en ningún otro lugar. 

 

A mis padrinos Guísela Sierra O. y Carlos García L. por todo su cariño 
y apoyo. 

 

A mi hermano Alexander Rivera, por tener siempre una determinación 
inquebrantable y acompañarme. 
  



III 
 

AGRADECIMIENTOS 
A mí querida UNAM máxima casa de estudios por brindarme las herramientas 
necesarias para mi desarrollo personal e intelectual. 

A el programa México Nación Multicultural y por supuesto a la Mtra. Evangelina 
Mendizábal por todo el apoyo que me brindaron. 

A la FMVZ por todos los excelentes profesores con los que tuve la dicha de tomar 
clase y que son parte de mi formación. 

A la Dra. Laura Cobos Marín, mi querida asesora, por sus inestimables atenciones, 
consejos, conocimiento y amistad. 

Al Dr. José Iván Sánchez Betancourt, gracias por sus consejos, revisiones y 
amabilidad; un ejemplo a seguir.  

A Giovanny Amador por todo el apoyo brindado. 

A la M.C. Teresa López por enseñarme el arte de cultivar células, hacer 
alineamientos y mucho más.  

A los miembros de mí jurado por su tiempo y observaciones. 

A Julio Manuel M. por sus valiosos y acertados comentarios, consejos y pláticas  
interesantes que son la base de este trabajo.  

A Eduardo Aguilar y Luz Selene Gonzales por todo su apoyo, son parte fundamental 
y les estoy muy agradecido. 

A Pablo Hernández P. por mostrarme el camino de la estadística y asesorarme en 
el análisis e interpretación de los datos obtenidos. 

A Ana Delia R.C. por ser tan genial, brindarme su ayuda en momentos inesperados 
y ser tan Anita. 

A Esther Carrillo mi querida amiga, guía y consejera de vida, gracias por ser tan 
sincera siempre.  

A la Dra. Rosa Elena por hacer un ambiente tan familiar en el laboratorio, todo su 
apoyo y su comprensión. 

A la Dra. Liliana por ser siempre tan amable y velar por nuestra seguridad.  

Al Dr. Iturbe por esas platicas vespertinas que te ponen a reflexionar. 

A Erika Alonso, Ettean; y todos los que son o fueron parte del programa México 
Nación Multicultural. 

A Rebeca y Brenda por guiarme en mi estadía en el departamento de cerdos. 

A Salvador, Rodrigo, Manuel Saavedra y a todos aquellos de quienes he aprendido.   



IV 
 

A. Aubague Cárdenas Cl. gracias por todo. 

A las personas que me han acompañado y que ahora no están. 

A mis amigos y compañeros del departamento de microbiología. 

A todas las personas que laboran en el departamento. 

A Don Mario, Armando y Rosy. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este trabajo fue financiado por el proyecto “Factor de transferencia” 
(FTV/IB/14/001) de la Unidad de Desarrollo e Investigación en 
Bioprocesos (UDIBI) del Instituto Politécnico Nacional (IPN). 

  



V 
 

CONTENIDO 

1. INTRODUCCIÓN .............................................................................................. 2 
1.1 Porcicultura en México ................................................................................... 2 
1.2 Síndrome respiratorio y reproductivo porcino ................................................ 2 

1.2.1 Importancia económica-sanitaria ............................................................. 2 
1.2.2 Historia .................................................................................................... 3 
1.2.3 Agente etiológico ..................................................................................... 4 
1.2.4 Patogenia ................................................................................................ 8 
1.2.5 Respuesta de citocinas ante el PRRSV ................................................. 10 
1.2.6 Diagnóstico  ........................................................................................... 11 

1.3 Reacción en cadena de la polimerasa transcriptasa reversa en tiempo real 
(qRT-PCR) ......................................................................................................... 12 
1.4 Extracto dializable de leucocitos (EDL) ........................................................ 13 

2. JUSTIFICACION ............................................................................................ 15 
3. HIPÓTESIS .................................................................................................... 16 
4. OBJETIVO ...................................................................................................... 16 

4.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ........................................................................ 16 
5. MATERIAL Y METODOS ............................................................................... 17 

5.1 Diseño experimental .................................................................................... 18 
5.2 Obtención del extracto dializable de leucocitos humano (EDLh) ................. 18 
5.3 Tratamiento y toma de muestras ................................................................. 19 
5.4 Iniciadores ................................................................................................... 20 
5.5 Extracción y purificación del ARN ................................................................ 21 
5.6 Reacción en cadena de la polimerasa transcriptasa reversa ....................... 22 
5.7 Purificación del fragmento del gel de agarosa ............................................. 24 
5.8 Generación de los estándares de cuantificación.......................................... 25 
5.9 PCR Transcriptasa reversa cuantitativa (qRT-PCR) .................................... 27 

5.9.1 Condiciones de RT-PCR en tiempo real ................................................ 27 
5.9.2 Especificidad del ensayo ....................................................................... 29 
5.9.3 Sensibilidad del ensayo ......................................................................... 31 
5.9.4 Precisión del ensayo .............................................................................. 31 

5.10 Evaluación de citocinas mediante técnica de ELISA ................................. 31 



VI 
 

5.10.1 Protocolo de ELISA para interferón gamma (IFN-γ) ............................ 32 
5.10.2 Protocolo de ELISA para Interleucina 10 (IL-10) ................................. 33 
5.10.3 Protocolo de ELISA para Interleucina 4 (IL-4) ..................................... 35 

5.11 Evaluación del peso ................................................................................... 36 
5.12 Análisis estadístico .................................................................................... 36 

6. RESULTADOS ............................................................................................... 37 
6.1 Amplificación de la secuencia parcial del ORF7 del PRRSV vacunal .......... 37 
6.2 Generación de los estándares de cuantificación.......................................... 37 
6.3 Estandarización de la técnica de qRT-PCR ................................................. 40 
6.4 Determinación de la progresión de la viremia en los lechones .................... 45 
6.5 Determinación de citocinas .......................................................................... 48 
6.6 Ganancia de peso ........................................................................................ 50 
6.7 Extracto dializable leucocitario ..................................................................... 51 

7. DISCUSIÓN .................................................................................................... 52 
8. CONCLUSIONES ........................................................................................... 56 
9. PROSPECTIVA .............................................................................................. 56 
ANEXO 1……………………………………………………………………………….…57 

ANEXO 2……………………………………………………………………………….…58 

REFERENCIAS ..................................................................................................... 59 
 

 

 

  



VII 
 

Índice de Figuras 

Figura 1. Organización del genoma del PRRSV.. .................................................. 6 
Figura 2. Estructura del PRRSV.. ........................................................................... 7 
Figura 3. Patogenia del PRRS ............................................................................. 10 
Figura 4. Esquema de inoculación y toma de muestras.. ..................................... 19 
Figura 5. Condiciones de ciclado para qRT-PCR del ORF 7 del PRRSV. ........... 29 
Figura 6. MCA. ..................................................................................................... 30 
Figura 7. Producto de la RT-PCR punto final del ORF7 del PRRSV. ................... 37 
Figura 8. Plásmido GM-pTZ57-ORF7-PRRSV. .................................................... 38 
Figura 9. Plásmido en gel de agarosa. ................................................................. 39 
Figura 10. Curvas de amplificación en qRT-PCR.. ............................................... 40 
Figura 11. Curva estándar de amplificación ......................................................... 41 
Figura 12. Amplificación de la vacuna VR-2332 del PRRSV, muestras positivas y 
negativas en qRT-PCR. ..................................................................................... …42 
Figura 13. Diluciones del estándar de cuantificación en gel de agarosa. ............. 43 
Figura 14. Análisis de la Melt curve para qRT-PCR basado en Sybr Green. ....... 44 
Figura 15. Lechones positivos al inicio del estudio. .............................................. 45 
Figura 16. Lechones positivos al final del estudio. ............................................... 45 
Figura 17. Prueba de Shapiro-Wilk de los cerdos positivos al PRRSV. ............... 46 
Figura 18. Número de copias promedio del PRRSV. ........................................... 47 
Figura 19. Prueba de Tukey-Kramer para los cerdos positivos al PRRSV. .......... 48 
Figura 20. Curva estándar para IFN-γ porcino. .................................................... 49 
Figura 21. Curva estándar para IL-4 porcino ........................................................ 49 
Figura 22. Curva estándar para IL-10 porcino ...................................................... 49 
Figura 23. Promedios de peso entre los grupos. . ................................................ 50 
Figura 24. Prueba de Tukey-Kramer para el peso. ............................................... 51 
Figura 25. Huella espectrofotométrica del EDLh .................................................. 52 

 

Índice de cuadros 

Cuadro 1. Iniciadores para el ORF7 del PRRSV…...………...……………………..21 
Cuadro 2. Mezcla de reacción para RT-PCR……………………………..………….23 
Cuadro 3. Condiciones de ciclado para RT-PCR………………………..….............23 
Cuadro 4. Mezcla de reacción para qRT-PCR….……………………….…….……..28 
Cuadro 5. Calculo de número del plásmido…………………………..……….…......40 

 

 

file:///C:/Users/Cesar/Desktop/Datos%20tesis%20final/Solo%20introduccion%20tesis%20PRRS-Tesis%20completa.docx%23_Toc445201088
file:///C:/Users/Cesar/Desktop/Datos%20tesis%20final/Solo%20introduccion%20tesis%20PRRS-Tesis%20completa.docx%23_Toc445201089
file:///C:/Users/Cesar/Desktop/Datos%20tesis%20final/Solo%20introduccion%20tesis%20PRRS-Tesis%20completa.docx%23_Toc445201090
file:///C:/Users/Cesar/Desktop/Datos%20tesis%20final/Solo%20introduccion%20tesis%20PRRS-Tesis%20completa.docx%23_Toc445201099


VIII 
 

ABREVIATURAS UTILIZADAS 

 

°C Grados Celsius 
µl Microlitro 
ADN Ácido Desoxirribonucleico  
ARN Ácido Ribonucleico 
DO Densidad Óptica  
EDL Extracto Dializable de Leucocitos 
EDLh Extracto Dializable de Leucocitos Humano 
EDLp Extracto Dializable de Leucocitos Porcino 
ELISA Ensayo Inmuno Enzimático 
FRW Forward  
FT Factor de transferencia 
IFN Interferón 
IL Interleucina 
IPTG Isopropil-b-D-tiogalactosidasa 
Kda KiloDaltones 
Kg Kilogramos 
LB Luria Bertani 
MAP´s Macrofagos alveolares porcinos 
MCA Análisis de la curva Melt 
mg Miligramo 
ml Mililitro 
mM Micromolar 
MP Marcador de peso molecular 
nM Nanomolar 
nps Proteína no estructural 
ORF Marco de lectura Abierta 
pb Pares de base 
PI Pos infección  
PRRSV Virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino 
PRRSV-1 PRRSV genotipo 1 
PRRSV-2 PRRSV genotipo 2 
qPCR Reacción en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa 
qRT-PCR RT-PCR Cuantitativa 
rpm Revoluciones por minuto 
RT-PCR PCR transcriptasa reversa 
RVS Reverse   
SSF Solución Salina Fisiológica 
  



~ 1 ~ 
 

 

RESUMEN 
 

SÁNCHEZ RIVERA HUGO CÉSAR. Efecto del extracto dializable leucocitario en 

lechones infectados con el virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino 

en una granja de crianza intensiva en Hidalgo, México. (Bajo la dirección de la 

Dra. Laura Cobos Marín, el Dr. José Iván Sánchez Betancourt y la M.C. Teresa 

López Pérez) 

Palabras clave: PRRSV, Factor de transferencia, EDL, viremia, citocinas. 

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la administración del extracto 

dializable de leucocitos humanos (EDLh) sobre la cantidad del PRRSV (Porcine 

Reproductive and Respiratory Syndrome Virus) presente en el suero colectado de 

lechones de 20, 34,  y 49  días de edad durante la etapa de destete en una granja de 

crianza intensiva mediante la técnica de PCR transcriptasa reversa en tiempo real (qRT-

PCR). De una granja positiva al PRRSV, se tomaron 52 lechones destetados los cuales 

se distribuyeron aleatoriamente en 2 grupos. Un grupo recibió 7 dosis de EDLh por vía 

intradérmica, mientras que al otro se le administró el mismo volumen de solución salina 

fisiológica (SSF). Se obtuvieron muestras de suero a los 20, 34 y 49 días de edad para 

determinar la presencia viral en suero mediante qRT-PCR, así mismo se midieron 

niveles de IFN-γ, IL-10 e IL-4 mediante la técnica ELISA en los días 20 y 49 de edad. 

En el análisis comparativo entre los grupos, se encontró una diferencia estadísticamente 

significativa en la cantidad de virus (P<0.05) al día 49 de edad, sin embargo no se 

encontró diferencia en la concentración de citocinas o en ganancia de peso semanal 

(P>0.05). En este trabajo se encontró que la administración de  EDLh a lechones en 

etapa de destete disminuye la cantidad del PRRSV a los 49 días de edad con respecto 

al grupo control tratado con SSF. 
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1. INTRODUCCIÓN  

1.1 Porcicultura en México 

La carne de cerdo es una de las fuentes de proteína de origen animal de mayor 

ingesta en el mundo, los principales países consumidores son Hong Kong, Union 

Europea, Taiwan y China, cuyos consumos per cápita en el año 2008 fueron de 

65.2, 42.4, 41.8 y 36.1 Kg respectivamente (Oh S.-H & Whitley NC, 2011). En 

México la ingesta de carne de cerdo para ese mismo año fue de 1,741,996 

toneladas de las cuales el 62.5% fueron producidas en el territorio nacional y el 

37.5% provino de las importaciones. Además, el consumo nacional per cápita de 

carne de cerdo fue de 16.3 kg, solo después de la carne de ave y bovino. Los 

estados de Sonora y Jalisco concentran el 40% de la producción nacional, el primero 

con la finalidad de exportar y el segundo para cubrir la demanda nacional 

(SAGARPA, 2009). En el año 2014 se produjeron 4,384,686 cabezas de cerdo en 

México, lo que representó la producción de 309 233 toneladas de carne en canal 

con un valor de 11,276,485 pesos (INEGI, 2016). 

1.2 Síndrome respiratorio y reproductivo porcino 

1.2.1 Importancia económica-sanitaria 

El síndrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS) es, a nivel mundial, una de 

las enfermedades de mayor impacto económico para la industria porcina. En los 

Estados Unidos de América (EUA) se estima una pérdida anual de 560 millones de 

dólares (Neumann et al., 2005). En México no hay una cifra oficial de pérdidas 

económicas; sin embargo, algunos estudios estiman de 250 a 500 dólares por 
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hembra. Éstas se han atribuido principalmente a un aumento de la tasa de 

mortalidad perinatal, disminución en la ganancia de peso; y aumento en los costos 

por concepto de vacunación y medicación. Se han implementado actividades como 

la despoblación y la repoblación que han mostrado ser efectivos para eliminar al 

PRRSV de granjas infectadas, sin embargo vuelven a ser reinfectadas por otros 

virus del PRRS circulantes complicando su control (Lager et al., 2002). 

1.2.2 Historia  

La enfermedad comúnmente llamada PRRS (por sus siglas en inglés «Porcine 

Reproductive and Respiratory Syndrome») es causada por el virus del Síndrome 

Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRSV) que se caracteriza por causar falla 

reproductiva en cerdas gestantes; y alteraciones respiratorias en lechones y cerdos 

en crecimiento (Christianson et al., 1993; Goyal, 1993; Rossow et al., 1994). La 

enfermedad fue descrita y catalogada por primera vez en 1987 como una nueva 

enfermedad de cerdos en EUA a través del cumplimiento de los postulados de Koch 

(Terpstra et al., 1991) y subsecuentemente llegó a ser endémica en Norteamérica, 

Europa y Asia. Actualmente sólo Noruega, Finlandia, Suecia, Suiza, Nueva Zelanda 

y Australia se consideran libres de la enfermedad (Canon et al., 1998; OIE; 2008) 

 El PRRSV fue identificado prácticamente al mismo tiempo en Europa y EUA, sin 

embargo fue aislado por Wensvoort y col. en 1991 en los países bajos usando 

macrófagos alveolares porcinos (MAPs) y fue designado como virus Lelystad (LV), 

europeo o genotipo tipo 1 (PRRSV-1) (Wensvoort et al., 1991; Wensvoort et 

al.,1992).Por otro lado en EUA el PRRSV fue aislado  y caracterizado en una línea 

continua celular ATCC-CL2621 designándolo como norteamericano o genotipo tipo 
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2 (PRRSV-2) al que pertenece la cepa de referencia VR-2332 (Collins et al.,1992). 

Se han identificado cuatro subtipos dentro del genotipo europeo (Stadejek et al., 

2006).  

Aunque el PRRS es similar clínicamente en Norteamérica y Europa, las respectivas 

cepas difieren en patogenicidad (Halbur et al., 1995), antigenicidad (Nelson et al., 

1993) y en sus propiedades genéticas (Meng et al., 1994; Murtaugh et al., 1995). 

Esta heterogénicidad es uno de los principales obstáculos para la prevención y 

control de la enfermedad cuando se usan vacunas comerciales ya que no confieren 

protección cruzada entre ellas (Díaz et al., 2006).  

En el año 2006 una variante del PRRSV altamente patógena (HP-PRRV) afectó  

severamente la industria porcina en China, dando como resultado más de un millón 

de cerdos muertos (Zhou & Yang, 2010; Tornimbene et al., 2014). 

1.2.3 Agente etiológico 

El PRRS es causado por un virus ARN de una sola cadena, sentido positivo, 

envuelto, de aproximadamente 60 nm de diámetro (Benfield et al., 1992), clasificado 

dentro del género de los Arterivirus, Familia Arteriviridae, Orden Nidovirales. A esta 

familia también pertenecen el virus de la arteritis equina, el virus de la elevación de 

lactato deshidrogenasa del ratón, el virus de la fiebre hemorrágica  del simio y 

recientemente el virus de la zarigüeya tambaleante (Dunowska et al., 2012). Estos 

presentan varias similitudes incluyendo replicación en macrófagos, una prolongada 

viremia en la fase de anticuerpos circulantes e infección asintomática persistente 

(Conzelmann et al., 1993; Brinton & Snijde, 2008; Wills et al., 2003). Aunque en el 
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caso del PRRSV se ha sugerido la replicación del virus en bajas concentraciones y 

no un verdadero estado de persistencia (Allende et al, 2000). 

El genoma del PRRSV es de aproximadamente 15.4 Kb de longitud con díez marcos 

de lectura abierta (ORFs) flanqueados por regiones no traducidas (UTRs) en los 

extremos 5´ y 3´ (Wootton, Yoo & Rogan, 2000). El ORF1a y ORF1b comprenden 

el 80% del genoma viral y codifican para proteínas virales no estructurales (nsp) 

involucradas con la replicación del virus. El resto de los ORFs: 2a, 2b, 3, 4, 5a, 5b, 

6, y 7  codifican para las proteínas estructurales: GP2, E, GP3, GP4, GP5, 5a, M, y 

N (Mardassi et al., 1996; Meulenberg et al., 1993; Meulenberg et al., 1995). El 

PRRSV es considerado uno de los virus ARN más variables. Esta variación se 

incrementa entre otras cosas por el alto rango de mutación resultante de la falla de 

la polimerasa viral para corregir errores. Las dos regiones altamente conservadas 

del genoma del PRRSV son la región ORF1b, que codifica la polimerasa viral y la 

región ORF7 que codifica la nucleoproteína (N) (Ver figura 1). 



~ 6 ~ 
 

 

Figura 1. Organización del genoma del PRRSV. ARN de cadena simple (SS), 
sentido positivo, flanqueado en los extremos 3´ y 5´ por UTRs. Los ORFs 1a y 1b 
codifican para proteínas no estructurales (nps) involucradas en la replicación, 
mientras los ORFs restantes codifican proteínas estructurales del virión. (de 
viralzone.expasy.org)  

 

La nucleocapside constituye entre el 20% y el 40% del contenido proteínico del 

virión, ésta envuelve al ARN viral y a su vez ambos están envueltos por una bicapa 

lipídica. Las proteínas estructurales glicosiladas GP2, GP3, GP4, y GP5  están 

presentes sobre esta envoltura viral, junto con las proteínas no glicosiladas M y E. 

La glicoproteína más abundante en la envoltura del virus es la GP5 que forma un 

complejo heterodímero con la proteína M, mientras que las menos abundantes son 

la GP2, GP3, y GP4 que forman un complejo heterotrímero entre ellas (Han & Yoo, 

2014). (Ver figura 2) 
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Figura 2. Estructura del PRRSV. Virus (RNA+, SS) envuelto de aproximadamente 
60 nm de diámetro, estructura icosahedrica. El virion está compuesto de un núcleo 
isométrico de 20-30 nm rodeado por una capa lipídica. (Modificado de 
viralzone.expasy.org) 

 La GP5 es una proteína glicosilada transmembranal que se divide en varios 

dominios: un péptido señal, un ectodominio (con un número variable de sitios 

potenciales de glicosilación), una región transmembranal y un endodominio.  El 

ectodominio tiene dos epítopos (A y B)  que inducen la producción de anticuerpos, 

sin embargo, sólo los que van dirigidos al epítopo B son neutralizantes. Este epítopo 

está localizado en el ectodominio N-Terminal (aminoácidos 37-44) de GP5 tanto en 

las cepas Americanas como Europeas. El A tiene las características de un epítopo 

señuelo, es inmunodominante e hipervariable y está localizado en el ectodominio 

N-terminal (aminoácidos 27 y 31) de GP5. Éste puede interferir con la respuesta 

inmune al epítopo B, resultando en un fallo en la respuesta de anticuerpos 

neutralizantes (AN). El epítopo señuelo no es la única manera por la que el PRRSV 

puede evadir la respuesta inmune humoral. Los cerdos infectados con el PRRSV 

primero desarrollan anticuerpos no neutralizantes contra el epítopo A y 



~ 8 ~ 
 

aproximadamente cuatro semanas después anticuerpos neutralizantes contra el 

epítopo B (Ostrowski et al. 2002; Plagemann 2004) 

Las pruebas de diagnóstico serológico detectan principalmente anticuerpos contra 

la proteína N. Estos anticuerpos aparecen alrededor de la primera semana post 

infección (PI) y persisten por varios meses pero no se correlacionan con protección. 

1.2.4 Patogenia 

El PRRSV tiene una distribución multisistémica (Rossow et al., 1995), se ha 

demostrado la presencia del virus en macrófagos, pulmón, linfonodos, corazón, 

timo, vasos sanguíneos, bazo, hígado, glándulas adrenales, riñones, intestino y 

cerebro (Pol et al, 1991; Rossow et al., 1996). Sin embargo, se multiplica 

preferentemente en macrófagos alveolares porcinos (MAPs) inmaduros o 

recientemente activados (Bautista et al., 1993; Yoon; 1997). Los principales signos 

clínicos de la enfermedad incluyen cuadros respiratorios en cerdos jóvenes, así 

como edema periocular, conjuntivitis y aumento de tamaño de los linfonodos 

(Rossow et al., 1994; Rossow et al., 1995). 

El PRRSV causa enfermedad respiratoria en lechones y cerdos en crecimiento 

además de abortos en cerdas (Collins et al., 1992). Éstos abortos ocurren 

usualmente al tercer tercio de gestación dando como resultado el nacimiento cerdos 

débiles y partos de fetos muertos o momificados (Christianson et al., 1993; Terpstra 

et al.1991; Wensvoort et al., 1991).  

Los cerdos recién nacidos infectados con el PRRSV manifiestan marcada disnea, 

edema periorbital y fiebre prolongada (Rossow et al., 1994; Collins et al., 1992; 
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Halbur et al., 1995). Cuando el PRRSV se ha establecido en una granja, el número 

de abortos declina y la infección se manifiesta en cerdos destetados y de 

crecimiento. Esta infección puede ser subclínica o con signos de enfermedad 

(Stevenson et al., 1993). El PRRSV daña el epitelio pseudoestratificado ciliado del 

tracto respiratorio, afectando el sistema de transporte mucociliar, lo que evita la 

expulsión de microorganismos en el sistema respiratorio. También infecta los MAPs 

y su replicación afecta directamente las funciones básicas de estas células, 

incluyendo fagocitosis, presentación del antígeno y producción de citocinas, por lo 

que comúnmente se presentan infecciones bacterianas secundarias. (Loving et al., 

2008) A menudo hay un marcado incremento en mortalidad pre y post destete 

(Lager & Mengeling  1995).  

Las rutas de transmisión del PRRSV incluyen contacto directo o semen de cerdos 

infectados (Christopher-Hennings et al., 1995), fómites contaminados (Otake at al., 

2002) e insectos (Otake et al., 2002; Otake et al. 2003), también puede ser 

introducido a una granja a través de vacunación ya que esta es capaz de producir 

signologia clínica, compra de animales infectados o vacunados, el uso de equipo 

contaminado, o visitantes en contacto con granjas infectadas con el PRRSV 

(Montensen et al., 2002). También pueden estar implicados el contacto directo cerdo 

con cerdo, ya que se ha descrito la eliminación del virus a través de la orina, saliva  

y semen (Wills et al., 1997). (Ver figura 3) 
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Figura 3. Patogenia del PRRSV. Patogenia propuesta para la infección del virus 
del síndrome respiratorio y reproductivo.  

1.2.5 Respuesta de citocinas ante el PRRSV 

Las citocinas son proteínas fundamentales en la inducción y regulación de la 

respuesta inmune y están fuertemente correlacionados con el curso clínico y 

resolución final de las enfermedades virales (Biron, 1998; Samuel 2001). Está 

demostrado que varios virus inducen producción de IL-10 para inhibir la respuesta 

inmune del hospedador y dificultar su proceso de eliminación (Fickensher et al., 

2002). El PRRSV puede disminuir la producción citocinas en macrófagos infectados 

experimentalmente (López-Fuentes et al., 2000) y causar severos desórdenes en la 

respuesta inmune del hospedador .La infección de cerdos con diferentes cepas del 

PRRSV conllevan a cambios en la producción de citocinas incluyendo INF-α/β, IFN-

γ IL-4, IL-10 (Wang et al., 2011), IL-6 y TNF-α (Liu et al., 2010; Peng et al., 2009). 
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Se ha documentado que durante la infección del PRRSV en células dendríticas 

plasmocitoides se genera menos cantidad de INF-α que con otros virus como 

pseudorrabia (PrV), virus de influenza porcina (SIV), y el virus de Gastroenteritis 

transmisible (TGEV) (Albina et al., 1998; Calzada et al., 2010), además de inhibir la 

producción de interferones tipo 1 (Calzada et al., 2011) . El desbalance de citocinas 

proinflamatorias y antiinflamatorias puede modular la expresión de CD163, que es 

un componente de un complejo de receptores requeridos para la entrada del 

PRRSV, además de heparan sulfato y la sialoadhesina (Delputte et al., 2005; Van 

Gorp et al., 2008). La expresión de CD163 es regulada positivamente por IL-10 e 

IL-6, lo que promueve la entrada y replicación del PRRSV, pero regulada 

negativamente por TNF-α, TGF-β e INF-ʏ (Patton et al., 2009). Van Reeth y 

colaboradores mostraron por primera vez la ausencia de una respuesta inmune 

antiviral clásica, caracterizada por la producción de interferón y citocinas pro-

inflamatorias hacia la infección del PRRSV (Van Reeth et al., 1999). Datos recientes 

muestran que la proteína no estructural 1 del PRRSV (nsp1), nsp 2, nsp11 entre 

otras, bloquean la activación de factores de transcripción necesarios para la 

inducción de interferon (Chen et al., 2010; Sun et al., 2010; Kim et al., 2010) 

1.2.6 Diagnóstico del PRRSV  

El diagnóstico del PRRSV se puede realizar por aislamiento del virus (VI) o 

detectando los anticuerpos, antígenos o ácido nucleico en tejidos infectados o 

fluidos corporales (Kleiboeker et al., 2005; Mengeling et al., 1996; Benson et al., 

2002).  Se han desarrollado herramientas basadas en la biología molecular tales 

como la reacción en cadena de la polimerasa transcriptasa reversa (RT-PCR) para 
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la detección rápida y específica del PRRSV. Sin embargo, estos ensayos 

convencionales de RT-PCR tienen un alto riesgo de contaminación debido al 

análisis en geles de agarosa posterior a la PCR.  

El RT-PCR en tiempo real (qRT-PCR) tiene varias ventajas sobre los métodos 

convencionales: bajo riesgo de contaminación, la medición cuantitativa de RNA, 

mayor rapidez con alta sensibilidad y el análisis de la amplificación en un sistema 

cerrado (Yang; 2013). 

Para detectar la presencia de fragmentos generados por PCR se han usado 

colorantes intercalantes tales como el SYBR Green. La detección con SYBR Green 

es tan sensible como una PCR en tiempo real basada en sondas, sin la necesidad 

de una sonda específica. Los ensayos de PCR para la detección de virus RNA de 

una sola cadena son difíciles de desarrollar debido al alto rango de mutación, en la 

que se produce una alta variabilidad genética, por lo que resulta difícil el diseño de 

un sistema de detección iniciador-sonda universal.  

1.3 Reacción en cadena de la polimerasa transcriptasa reversa en 
tiempo real (qRT-PCR) 

La qRT-PCR se basa en la emisión de fluorescencia de sondas o colorantes 

intercalantes en el DNA que son medidas en cada ciclo de amplificación. Ponchel 

et al. (2003) propuso un método alternativo a las sondas para el análisis de la  RT-

PCR tiempo real usando SYBR Green I (Ponchel et al., 2003). El SYBR Green I es 

un colorante que se une en la ranura menor en cualquier DNA de cadena doble sin 

tomar en cuenta la secuencia del DNA, evitando fallas potenciales al detectar el 

amplicón debido a la variación de la secuencia. Aunque el colorante intercalante 
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tiene la desventaja al ser un colorante inespecífico detectando dímeros o estructuras 

secundarias de los iniciadores y  cuyo proceso de estandarización puede ser largo 

(Martínez et al., 2008; Tian et al., 2010). El análisis de la curva de asociación-

disociación (MCA) ha sido reportado como una manera simple y directa para 

determinar reacciones del SYBR Green con artefactos y para garantizar la 

especificidad de la reacción (Ririe et al., 1997). Los métodos de RT-PCR en tiempo 

real basados en SYBR Green y el análisis de la curva de disociación se han usado 

exitosamente para la detección del PRRSV (Kleiboeker et al., 2005; Martinez et al., 

2008; Tian et al., 2010). 

1.4 Extracto dializable de leucocitos (EDL) 

 
El extracto dializable de leucocitos (DLE), anteriormente conocido como factor de 

transferencia (FT) fue descrito por primera vez por Sherwood Lawrence en 1949. Es 

una mezcla heterogénea de péptidos de bajo peso molecular (menores a 10 KDa) 

(Rozzo & Kirkpatrick; 1992) con secuencias consenso conservadas entre diversas 

especies que son liberados después de la destrucción de leucocitos sanguíneos. 

Su característica principal es la de ser de bajo peso molecular (Kirkpatrick; 2000), 

por lo que no contienen sustancias que podrían causar efectos adversos, tales como 

antígenos de histocompatibilidad, antígenos de grupos sanguíneos, proteínas 

séricas y virus. En su carácter bioquímico constituye un polipéptido sensible al calor  

y a proteasas, pero puede ser preservado por años si es guardado en frío entre -20 

°C y -70 °C (Homberg et al., 2015) 
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Aunque el efecto del EDLh aún no está esclarecido completamente, se ha 

observado que aumenta el periodo de vida de ratones BALB/C infectados 

experimentalmente con Herpesvirus 1 simple (Merchand-Reyes et al., 2014), al 

igual que infectados con Mycobacterium tuberculosis (Fabre et al., 2004). Su efecto 

está asociado con la inducción de citocinas como la interleucina 2 (IL-2), interferón 

gamma (IFN-γ) (Bravo-Blasa et al., 2010; Hernández-Peralta et al., 2014) y TNFα 

(Fabre et al., 2004). Dentro de las citocinas antes señaladas el IFN-γ es de particular 

importancia por sus funciones biológicas como: la actividad antiviral, actividad anti 

proliferativa, estimulación de la actividad citotóxica de la células T y modulación de 

la respuesta inmune.  

Existen tres tipos de interferones. En humanos, los interferones tipo uno incluyen 

IFN-α, IFN-β, IFN-휀, IFN-𝜅, e IFN-𝜔. Además el, IFN-𝛿, IFN-𝜏, e IFN-휁  han sido 

identificadas como interferones tipo I en cerdos, rumiantes, y ratón, 

respectivamente. Prácticamente todos los tipos de células son capaces de producir 

IFN-α/β. Sin embargo, las células denditricas plasmocíticas (pDC), son 

consideradas el mayor origen de la producción de IFN-α durante la infección viral 

(Liu, 2005). Los interferones tipo II contienen únicamente INF-γ, y la producción es 

restringida a células T activadas, células asesinas naturales y macrófagos. 

El EDL ha sido usado exitosamente solo y combinado con varios fármacos para el 

tratamiento de diversas enfermedades como infecciones producidas por virus 

(Cabezas-Quiroga et al., 1985), bacterias (Fabre et al., 2004), alergias (Sandoval et 

al., 2005), neoplasias (Franco-Molina et al., 2008; Pineda et al., 2005) y algunas 
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enfermedades autoinmunes en medicina humana y veterinaria (Sánchez-Gonzaleza 

et al., 2011). 

En cerdos, el uso del EDL ha sido probado como tratamiento para la peste porcina 

clásica (animales tratados con EDL tuvieron un periodo de incubación más largo y 

tardaron más en morir) (Chávez, 1988). En infecciones con Actinobacillus 

pleuropneumoniae y Pasterella multocida (disminuyendo el tamaño de lesiones en 

pulmón, la incidencia de signos de neumonías y de mortalidad) (Torres, 1994). En 

la enfermedad de Aujeszky (confiriendo inmunidad específica y prolongando su vida 

ante el desafío) (Rodriguez, 1987),  y en la prevención de rinitis atrófica (Arellano, 

1988) y la colibacilosis neonatal en lechones con resultados favorables (aumento 

de ganancia de peso y reducción en la mortalidad) (Rojas, 1987). Recientemente 

se probó que dosis altas de EDLp en lechones aumenta significativamente la 

concentración de IFN-γ en suero (Hernández-Peralta et al., 2014) y en lechones 

infectados experimentalmente con el PRRSV reduce significativamente los signos 

clínicos, la mortalidad y su presencia en órganos como pulmón y ganglios linfáticos 

(Huerta; 2013). 

2. JUSTIFICACIÓN 
Debido a que el PRRS es una enfermedad que genera cuantiosas pérdidas 

económicas en las granjas de cerdos en todo el mundo, por el aumento de la tasa 

de mortalidad perinatal, la disminución de la tasa de crecimiento y el aumento de 

los costos por concepto de vacunación y medicación. Además de que las vacunas 

comerciales disponibles no confieren protección completa contra la enfermedad, es 
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importante hacer uso de nuevos productos que puedan ofrecer una mejoría en el 

control de esta enfermedad en las granjas porcinas.  

3. HIPÓTESIS 
La administración intradérmica de siete dosis de EDLh a lechones de entre 20 y 47 

días de edad disminuye la cantidad de virus circulante en suero, modula las 

citocinas IL-4, IL-10 e INF-ʏ y aumenta la ganancia de peso al ser aplicado en una 

granja positiva al PRRSV. 

4. OBJETIVO  
Estudiar el efecto de la administración del extracto dializable de leucocitos humano 

(EDLh) sobre la cantidad del PRRSV  presente en el suero de lechones de 20, 34,  

y 49  días de edad durante la etapa de destete en una granja de crianza intensiva 

mediante la técnica de PCR cuantitativa. 

4.1 Objetivos específicos 

 Estandarizar la técnica de RT-PCR cuantitativa para emplearla en la 

Identificación de  muestras positivas al PRRSV en suero.  

 Comparar la progresión de la viremia en  lechones positivos al PRRSV 

tratados con el EDLh y el grupo control durante la etapa de destete, utilizando 

la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (qRT-PCR). 

 Identificar la correlación entre la presencia de IL-4, IL-10 e INF-ʏ mediante la 

técnica de ELISA entre el grupo con EDLh y el grupo control sin EDLh. 
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 Comparar las diferencias en la ganancia de peso entre los lechones tratados 

con EDLh y con SSF durante la etapa de destete en una granja positiva al 

PRRSV.  

5. MATERIAL Y MÉTODOS 
 

Se realizó un estudio doble ciego en lechones tratados con extracto dializable 

leucocitario humano en una granja de ciclo completo positiva al PRRSV. Se 

amplificó y cuantificó la secuencia parcial del marco de lectura abierta siete (ORF7) 

del PRRSV mediante una prueba de RT-PCR tiempo-real basado en SYBR Green 

(qRT-PCR SYBR Green). Se determinaron las citocinas IL-10, IL-4 e IFN-γ en suero 

mediante la técnica de ELISA tipo sándwich y se registró la ganancia de peso 

durante el periodo de estudio.  

El experimento se realizó en una granja de producción porcina de ciclo completo 

ubicada en el estado de Hidalgo. La cuantificación viral y la determinación de 

citocinas se realizaron en el Laboratorio de Virología que pertenece al 

Departamento de Microbiología e Inmunología de la Facultad de Medicina 

Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional Autónoma de México 

(UNAM).  

Este estudio fue aprobado por el Comité Institucional para Cuidado y Uso de los 

Animales de Experimentación (CICUAE) de la FMVZ de la UNAM  
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5.1 Diseño experimental 

Ubicación espacio-tiempo: el estudio se llevó a  cabo en una granja de producción 

porcina ubicada en el estado de Hidalgo, en un periodo de 7 semanas.  

Condiciones ambientales: el área de destete tenía un sistema de corraletas 

elevadas protegidas contra el viento. Estas corraletas contaban con piso de rejilla o 

slats, comederos de metal a libre acceso y bebederos automáticos de embolo. 

También se contaba con aislantes y calentadores de gas que mantuvieron la 

temperatura de la caseta en 27°C. Los lechones recibieron alimento comercial 

iniciador etapa 2 marca Vimifos®, tres veces al día y agua ad libitum durante todo 

el periodo del estudio. Ningún lechón recibió ningún tipo de tratamiento adicional al 

estipulado en el experimento. Las camadas se dividieron en cuatro corraletas, en 

todas había animales tratados y sin tratar en contacto directo.  

Estatus sanitario de la granja: la granja contaba con un inventario de 170 cerdas 

en producción. En estudios serológicos previos se encontraron anticuerpos contra 

a las siguientes enfermedades: síndrome respiratorio y reproductivo porcino e 

influenza porcina, parvovirosis porcina, erisipelosis y pasterelosis. El calendario de 

vacunación de las cerdas en producción contemplaba inmunizar 15 días antes del 

parto con una vacuna triple (parvovirus porcino, leptospira y erisipela). 

5.2 Obtención del extracto dializable de leucocitos humano (EDLh)  

El extracto dializable leucocitario humano fue proporcionado por la Unidad de 

Desarrollo e Investigación en Bioprocesos (UDIBI), de la Escuela Nacional de 

Ciencias Biológicas del Instituto Politécnico Nacional, México D.F. El producto fue 
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proporcionado en un frasco en forma líquida junto con otro frasco de SSF. Estos se 

identificaron como A y B. Al término del análisis estadístico se supo a que 

correspondía cada uno.  

5.3 Tratamiento y toma de muestras 

Al inicio del estudio los 52 lechones de 20 días de edad fueron divididos 

aleatoriamente en dos grupos de 26 individuos. El grupo A recibió un total de siete 

dosis intradérmicas de extracto dializable leucocitario. Las primeras 5 dosis con un 

intervalo de tres días se administró 0.5 mg de EDLh (1 mg/ml) y en las últimas 2 

dosis con un intervalo de siete días se administró 1.0 mg (1 mg/ml). En el grupo B 

se administró solución salina fisiológica (SSF) siguiendo el mismo esquema de 

inoculación. Se tomaron muestras de suero en tres tiempos: al inicio del estudio (20 

días de edad), al finalizar las primeras 5 dosis (día 34 de edad) y al finalizar el 

estudio (49 días de edad) (Ver figura 4). 

 

Figura 4. Esquema de inoculación y toma de muestras. Los cuadros verdes 
muestran el tiempo y la dosis de administración del EDLh en los cerdos. Los cuadros 
amarillos muestran el tiempo en el que se obtuvieron las muestras sanguíneas. El 
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estudio inicio con lechones de 20 días de edad recién destetados y finalizo a los 49 
días de edad.  

En cada muestreo se colectaron 52 muestras clínicas de sangre obtenidas de la 

vena yugular con tubos vacutainer® sin anticoagulante. Posteriormente se separó 

el  suero y se fraccionó en tres, fueron identificados y guardados directamente a         

-70 °C hasta su procesamiento. 

5.4 Iniciadores 

 

Se utilizó un par de iniciadores diseñados con base a la secuencia del marco de 

lectura abierta 7 (ORF7) del gen de la nucleoproteína N del PRRSV (Cuadro 1). 

Estos fueron designados como sigue: forward (PRRS FW1) 5' GCC AAA TAA CAA 

CGG CAA GCA G 3' y Reverse 5' ATG CGT MGG CAA ACT AAA CTC C 3' (PRRS 

RV1).  Los iniciadores fueron evaluados utilizando el software MEGA 5, usando los 

siguientes criterios: porcentaje de G/C entre 45 y 60 %, no más de 5°C de diferencia 

en temperatura de alineación para cada iniciador y no complementariedad. Una vez 

realizada la alineación de por lo menos 50 secuencias reportadas en la base de 

datos del Genbank. Los iniciadores fueron utilizados en el programa  Basic Local 

Alignment Sequence tool (BLAST) del National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) para evaluar la especificidad de alineación. Posteriormente fueron 

sintetizados comercialmente (UNIPARTS, S.A. Integrated DNA Technologies, Inc.). 
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 Iniciadores utilizados  

RT-PCR punto final-Región del ORF7  

Identificación                          Iniciadores                                        Nucleótidos 

PRRS FW1        5' GCC AAA TAA CAA CGG CAA GCA G 3'             22 

PRRS RV1        5' ATG CGT MGG CAA ACT AAA CTC C 3'              22 

 Tamaño de amplicón: 325 pb 

 

Cuadro 1. Secuencias de los iniciadores. Secuencia de los iniciadores utilizados 
para amplificar la secuencia parcial del ORF7 del PRRSV por RT-PCR punto final. 

 

5.5 Extracción y purificación de ARN  

 

El ARN viral fue extraído del suero usando QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen®, 

Germany), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para obtener el ARN viral, se 

utilizaron 200 µl del buffer AL (conteniendo 28 µg/ml de carrier ARN) y 25 µl de 

proteasa QIAGEN® que se añadieron a 200 µl de muestra y los componentes fueron 

completamente mezclados y calentados a 56 °C en un termoblock (Eppendorf®, 

thermomixer confort) durante 15 minutos. La muestra fue centrifugada brevemente 

para remover las gotas en la tapa. Se añadieron 250 µl de etanol absoluto grado 

molecular, se mezclaron y se incubaron por 5 min a temperatura ambiente (15-

25°C). El líquido fue transferido a la columna QIAGEN® QIAmp MinElute. El 

procedimiento restante de extracción fue hecho de acuerdo a las instrucciones 

provistas en el kit: se centrífugo a 6000 x g (8000 rpm) durante un minuto, se 

desechó el tubo colector y se ensambló la columna en un colector nuevo. Se 

adicionó 500 µl de buffer AW1, después se centrífugo a 6000 x g (8000 rpm) durante 
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un minuto, se volvió ensamblar la columna en un tubo colector nuevo, se adicionó 

500 µl de buffer AW2, se centrifugo a 6000 x g (8000 rpm) durante un minuto, se 

desechó el tubo colector y la columna se ensambló en otro colector y se agregó 500 

µl de etanol absoluto grado molecular que se centrífugo a 6000 x g (8000 rpm) 

durante un minuto, se decantó el sobrenadante del tubo colector y la columna se 

centrífugo a 20 000 x g (14 000 rpm) durante tres minutos, posteriormente  se incubó 

tres minutos en un termoblock (Eppendorf®, thermomixer confort) a 56 °C, se 

desechó el tubo colector y la columna con la membrana seca se ensambló en un 

tubo nuevo ependorf de 1.5 ml y se agregó 30 µl  de agua grado PCR, se dejó 

incubar a temperatura ambiente durante un minuto y despues fue centrifugado a 20 

000 x g (14 000 rpm) durante 1 minuto y fue conservado a  -70 °C. 

5.6 Transcriptasa reversa de la reacción en cadena de la 
polimerasa  

 

A partir de la vacuna de referencia VR-2332 del PRRSV se amplificó un fragmento 

de 325 pb de la secuencia del marco de lectura abierta 7 (ORF7) usando el par de 

iniciadores PRRS FW1 y PRRS RV1. En un volumen final de 21 µl se utilizaron las 

siguientes condiciones: 0.8 µl de enzima QIAGEN® OneStep RT-PCR, 4 µl de 

Buffer 5X (2.5 mM de ClMg), 0.8 µl de DNTps (100µM), 0.8 µl de PRRS FW1 (900 

nM), 0.8  µl de PRRS RV1 (900 nM), 3 µl de muestra ARN y 10.8 µl de agua DEPC 

(Cuadro 2). 
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                               Cuadro 2.Mezcla de reacción para RT-PCR 

 

El procedimiento de ciclado involucró una RT de 30 min a 50°C, una 

desnaturalización inicial de 15 minutos a 95 °C, seguida por 40 ciclos: 30 segundos 

de desnaturalización a 94 °C, 59 segundos de alineamiento de los iniciadores a 58.5 

°C, y 60 segundos de extensión a 72 °C y por último una extensión final de 20 min 

a 72°C (Cuadro 3) 

 
                             Cuadro 3.Condiciones de ciclado para RT-PCR 

 

 

Mezcla de reaccion para RT-PCR Columna1 Columna2

Reactivo Vol. Concentracion final
Buffer 5X 4 µl 2.5 mM ClMg
DNTp´s 0.8 µl 100µM
PRRSV FW1 0.8 µl 900 nM
PRRSV RV1 0.8 µl 900 nM
Enzima 0.8 µl 1-5 U
Agua DEPC 10.8 µl 
RNA 3 µl 
Vol. Final 21 µl 

Condiciones para RT-PCR Columna1 Columna2

Etapa Temp. Tiempo
RT 50°C 30 Min.
Desnt. Inicial 95°C 15 Min.

40 ciclos
Desnat. 94°C 30 Seg.
Alineamiento 58.5 °C 59 Seg.
Extensión 72°C 60 Seg.

Ext.Final 72°C 20 Min
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5.7 Purificación del fragmento del gel de agarosa 

 

El producto de PCR fue colocado en un gel de agarosa al 2% con TBE 1X y puesto 

en una cámara de electroforesis a 100 volts por 40 minutos. Posteriormente se tiñó 

10 minutos con bromuro de etidio y se observó sobre una lámpara de luz ultavioleta 

(UV).  

El fragmento de 325 pb fue cortado y purificado del gel utilizando QIAquick Gel 

Extraction Kit (N° de catálogo 28704) Qiagen® siguiendo las instrucciones del 

fabricante: Se cortó el fragmento de gel que contenía al amplicon específico para 

depositarlo en un tubo ependorf de 1.5 ml y pesarlo.  Se añadieron 3 volúmenes de 

Buffer QG por cada uno de gel (100 mg de gel~100 µl). Se incubo a 50 °C en 

agitacion en un termoblock (Eppendorf®, thermomixer confort) hasta que el 

fragmento de gel de agarosa se disolvió completamente. Se le agrego  un volumen 

de isopropanol a la muestra y se mezcló. El líquido fue trasferido a una columna 

QIAquick Gel Extraction con tubo colector y fue centrifugado a 20 000 x g (14 000 

rpm) durante 3 minutos. Se  eliminó el liquido del tubo colector y la columna se 

colocó en un tubo colector nuevo, después de añadieron 500 µl de buffer QG y se 

centrifugo a 6000 x g (8000 rpm) durante un minuto. Se  cambió el tubo colector por 

uno nuevo y se le agrego 750 µl de buffer PE, se dejó incubar a temperatura 

ambiente 5 minutos  y después se centrifugo a 6000 x g (8000 rpm) durante un 

minuto. La columna se colocó en un tubo ependorf de 1.5 ml y se le agrego 50 µl de 

buffer EB (10 mM Tris·CL, pH 8.5), se dejó incubar 4 minutos a temperatura 

ambiente y después de centrifugo a 20 000 x g (14 000 rpm) durante 2 minutos. 
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5.8 Generación de los estándares de cuantificación  

 

 El producto de RT-PCR purificado fue clonado dentro de un vector pTZ57R/T 

(Thermo Scientific® InsTAclone PCR Cloning Kit) de acuerdo con los lineamientos 

del fabricante. La mezcla para ligar el producto de RT-PCR se realizó de la siguiente 

manera: 3 µl de vector, 4 µl de producto de RT-PCR, 6 µl de buffer 5X (solución 

amortiguadora de ligación), 1 µl de ligasa DNA T4 y 16 µl agua grado PCR, los 

componentes fueron mezclados gentilmente. Se dejó incubar 60 minutos a 

temperatura ambiente (22°C) y posteriormente se incubó en baño de hielo. La 

construcción resultante se utilizó para transformar Escherichia coli DH5α, siguiendo 

las recomendaciones del fabricante. Para cada trasformación, un vial con 50 µl de 

Escherichia coli DH5α se le agregaron 5 µl de reacción de ligado mezclando 

gentilmente. La reacción se incubó 30 minutos en hielo. Posteriormente se le dio un 

choque térmico de 60 segundos a una temperatura de 42°C. La reacción fue 

transferida inmediatamente a hielo; se añadieron 1500 µl de medio LB a 

temperatura ambiente y se incubó 1 hr a 37 °C, en posición horizontal, con una 

agitación de 200 rpm. Por último se sembraron 100 µl de células transformadas en 

agar LB atemperado a 37 °C y adicionado con  100 µg/ml de ampicilina, 2 mg de X-

Gal y 1 mg de IPTG. Las cajas de Petri, con las células transformadas, se incubaron 

a 37 °C durante 24 horas. Después del periodo de incubación, fueron refrigeradas 

a 4 °C. Se verificó que las clonas fueran apropiadas mediante la selección de color 

blanco/azul de las colonias. 
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El plásmido ADN fue recuperado de la Escherichia coli DH5α transformada usando 

el Zyppy Plasmid Miniprep (Zymo research) como es especificado por el fabricante: 

Una colonia bacteriana fue cultivada en 10 ml de caldo LB con ampicilina a una 

concentración de 100 µg/ml, a 37 °C y agitación 150 rpm, durante 24 horas. El 

cultivo se centrifugo durante 5 min a 3000 x g (4000 rpm). El sobrenadante se 

decantó y el líquido restante se eliminó por aspiración. Una vez seca la pastilla 

bacteriana se agregó 600 µl de agua  y se mezcló gentilmente. Se agregaron 100 

µl de buffer de lisis 7X (Azul) y se mezcló por inversión 6 veces, se incubo 6 minutos 

a temperatura ambiente, posteriormente se le añadió 350 µl de buffer de 

neutralización (Amarillo) y se mezcló. Después la mezcla de centrifugo a 12 000 rpm 

durante 3 minutos a 4 °C y 800 µl del sobrenadante fue transferido a una columna 

Zyppy-Spin™ INN con tubo colector. Se centrifugo a 6000 x g (8000 rpm) por 50 

segundos, se eliminó el líquido del tubo colector y se le añadió 200 µl de Buffer de 

lavado a la columna. Se centrifugo a 6000 x g (8000 rpm) por 30 segundos, se 

cambió el tubo colector  y se añadió 400 µl de buffer de lavado. Se centrifugo a 6000 

x g (8000 rpm) por 60 segundos. Se transfirió la columna a un tubo ependorf de 1.5 

ml y se dejó secar la membrana a temperatura ambiente 5 minutos. Por último se 

añadieron 30 µl de Buffer de elución directamente a la membrana y se centrifugo  1 

min a 6000 x g (8000 rpm).  

El plásmido ADN recuperado  fue evaluado en un gel de agarosa al 1% con TBE 1X 

teñido con bromuro de etidio y visualizado en un transiluminador de luz UV. 
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El plásmido ADN recuperado  fue cuantificado por análisis espectrofotométrico y se 

realizó un stock con una concentración de 1 ng/ µl.  

El número de copias de la concentración de ADN del plásmido fue calculado usando 

la siguiente ecuación: 

 

Un stock maestro que contenía 28 X 107 copias/µl fue usado para la preparación de 

diluciones décuples seriadas para generar las curvas estándar y para probar la 

sensibilidad y la reproducibilidad del ensayo. 

5.9 PCR Transcriptasa reversa cuantitativa 

5.9.1 Condiciones de PCR en tiempo real:  

El ensayo de PCR en tiempo real basado en SYBR Green fue realizado en el 

sistema PCR tiempo-real Applied Biosystems StepOne. El ensayo fue hecho en un 

volumen total de 10 µl de mezcla de reacción preparándose en triplicado en 

MicroAmp® optical tubes (Applied Biosystems). Las condiciones de reacción fueron 

optimizadas previamente probando concentraciones variables del PRRSV vacunal, 

iniciadores y temperaturas de alineación. La mezcla de reacción estándar contenía: 

2 µl de QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer 5X (2.5 mM de ClMg), 0.4 µl de DNTps 

(400 µM), 0.4 µl de PRRS FW1 (100 nM), 0.4 µl de PRRS RV1 (100 nM), 0.4 µl de 

Enzima QIAGEN OneStep RT-PCR Mix, 0.5 µl de SYBRGreen, 0.5 µl de ROX como 

agente normalizador, 1 µl de muestra ARN y 4.4 µl de agua grado PCR (Cuadro 4). 

CopiasDNA= (6.2X1023 (copia/mol) X Cantidad DNA (g)
(Longitud DNA (pb) X 660 (g/mol/pb)
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Cuadro 4. Mezcla de reacción para qRT-PCR 

 

El procedimiento de ciclado involucró una RT de 50°C por 30 min, un activación 

inicial a 95 °C por 15 minutos, seguido por 40 ciclos de desnaturalización a 94 °C 

por 30 segundos, alineamiento de los iniciadores a 61 °C por 40 segundos, y 

extensión de 72 °C por 40 segundos, y la fluorescencia fue medida en cada ciclo. 

(Ver figura 5).  

Reactivos Vol. µl Conc.final RX
QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer 

5X (MgCl2) 2 2.5 mM MgCl2

dNTPs (10 mM) 0.4 400 µM

Primer 5´ 0.4 100 nM
Primer 3´ 0.4 100 nM

Enzima QIAGEN OneStep RT-PCR 
Mix 0.4 1-2 U

SYBRGreen 0.5
ROX 0.5 2 µM
ARN 1

Agua CBP 10 µl 4.4

Mezcla de reacción para qRT-PCR
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Figura 5. Condiciones de ciclado para qRT-PCR del ORF 7 del PRRSV. 

 

5.9.2 Especificidad del ensayo 

Después de la amplificación, se hizo el análisis de la curva de asociación-

disociación para verificar la especificidad de los productos amplificados por sus 

temperaturas melting específicos (Tm). El análisis de la curva melting consistió de 

una etapa de desnaturalización a 95 °C por 15 segundos, disminución a 58°C 

durante 1 minuto, y después se incrementó gradual de la temperatura a 95 °C a un 

rango de 1% con lectura de la fluorescencia (Ver figura 6). 
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Figura 6. MCA. Condiciones para el análisis de la curva de disociación para 
determinar la especificidad del ensayo de PCR cuantitativa para el ORF7.  

 

La colección de datos y análisis de los resultados fueron hechos usando el software 

de Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System versión 2.2.2 (Applied 

Biosystems). Cada señal reportera de fluorescencia fue medida contra la señal del 

colorante interno de referencia (ROX) que normaliza para la fluctuación de 

fluorescencia no relacionada con la PCR entre pozos. El límite umbral de 

fluorescencia del sistema Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR fue 

puesto en 0.02 como es recomendado por el fabricante. 

Para determinar la especificidad analítica del ensayo se probaron otros agentes 

virales patógenos porcinos (circovirus, virus de influenza, y parvovirus) y no porcinos 

(virus de diarrea viral bovina, virus de rinotraqueitis infecciosa bovina y virus de 

moquillo canino). La especificidad analítica se estableció  realizando el análisis de 

la curva de disociación y la electroforesis en gel de agarosa de los productos de 

PCR incluyendo controles negativos de agua grado PCR. 
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5.9.3 Sensibilidad del ensayo  

Para estandarizar los métodos se usó la cepa vacunal INGELVAC® PRRS VR-

2332. El ARN viral fue cuantificado en NanoDrop obteniendo un valor de 130 ng/µl. 

La sensibilidad del ensayo se determinó corriendo diluciones decuples seriadas del 

ARN viral y los plásmidos estándar en duplicados. El límite de detección más bajo 

fue definido como la mayor dilución en la que hubo amplificación. 

5.9.4 Precisión del ensayo 

Para evaluar la reproducibilidad del ensayo se probó repetidamente el DNA 

estándar que va desde 28x107 a 28x101 copias/reacción. Se analizaron tres 

diluciones seriadas en una sola corrida para la evaluación de las variaciones intra-

ensayo. Las variaciones inter-ensayo fueron medidas probando cada dilución en 

tres corridas separadas. El promedio, desviación estándar (DS) y coeficiente de 

variación (CV) fueron calculados por separado para cada dilución estándar de DNA 

basado sobre sus valores de Ct (threshold cycle-ciclo de umbral de detección) 

usando el software Microsoft Exel. 

5.10 Evaluación de citocinas mediante técnica de ELISA 

Se utilizaron tres pruebas de ELISA comercial invitrogen (KSC4021, KSC0101 y 

KSC0041) para determinar la concentración de interferón gamma (IFN-γ), 

interleucina 10 (IL-10) e interleucina 4 (IL-4) respectivamente. Para estos ensayos 

se probaron los sueros del primer y último muestreo, de aquellos cerdos que 

resultaron con viremia positiva. Cada ensayo fue hecho por duplicado de acuerdo a 

las especificaciones del fabricante: 
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5.10.1 Protocolo de ELISA para interferón gamma (IFN-γ) 

1. Determinar el número de tiras que necesita para el ensayo 

2. Añadir 100 µl de Buffer de dilución de estándares a los pozos estándar cero. 

Los pozos reservados para el blanco cromógeno deberán estar vacíos. 

3. Para la curva estándar, añadir 100 µl de estándares al pozo apropiado. Para 

las muestras (controles, suero, plasma, solución bufferada y medio de cultivo 

celular), añadir 50 µl de buffer de para dilución de estándares a cada pozo 

seguido de 50 µl de muestra. 

4. Añadir 50 µl de solución de conjugado biotinado SW IFN-γ a cada pozo 

excepto en el blanco cromógeno. Tapar y homogeneizar gentilmente. 

5. Cubrir la placa e incubar 2 horas a 37 °C.  

6. Brevemente aspirar o decantar la solución de los pozos y descartar el líquido 

(lavar cuatro veces). 

7. Añadir 100 µl de solución de trabajo Streptavidina-HRP a cada pozo excepto 

en blanco cromógeno 

8. Cubrir la placa e incubar 30 minutos a temperatura ambiente.  

9. Brevemente aspirar o decantar la solución de los pozos y descartar el líquido 

(lavar cuatro veces). 

10. Añadir 100 µl de estabilizador de cromógeno a cada pozo. El líquido en los 

pozos se volverá azul. 

11. Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente y en la obscuridad. Nota: No 

cubrir la placa con papel aluminio o metalizado. (Si se utiliza un lector de 2 

DO detener el ensayo después de los 20 a 25 minutos).  
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12. Añadir 100 µl de solución de paro a cada pozo. Mezclar gentilmente. La 

solución en los pozos deberá cambiar de azul a amarillo. 

13. Leer la absorbancia de cada pozo a 450 nm incluyendo la placa contra el 

blanco cromógeno compuesto de 100 µl  estabilizador de cromógeno y 100 

µl de solución de paro. Leer la placa dentro de las 2 horas después de haber 

añadido la solución de paro. 

14.  Usar el software Assay zap versión 3.0 para generar la curva estándar. 

15. Leer las concentraciones de las muestras desconocidas y controles de la 

curva estándar. Multiplicar los valores obtenidos por 2 para la dilución ½.  

16.  Determinar la cantidad basándose en la curva estándar.  

5.10.2 Protocolo de ELISA para Interleucina 10 (IL-10) 

1. Determinar el número de tiras que necesita para el ensayo 

2. Añadir 100 µl de Buffer de dilución de estándares a los pozos estándar cero. 

Los pozos reservados para el blanco cromógeno deberán estar vacíos. 

3. Para la curva estándar, añadir 100 µl de estándares al pozo apropiado. Para 

las muestras de suero añadir 50 µl de buffer de para dilución de estándares 

a cada pozo seguido de 50 µl de muestra. Tapar y mezclar gentilmente. 

4. Cubrir la placa e incubar por 1 hora a temperatura ambiente.  

5. Brevemente aspirar o decantar la solución de los pozos y descartar el líquido 

(lavar cuatro veces). 

6. Añadir 100 µl de solución de conjugado biotinado SW IL-10 a cada pozo 

excepto en el blanco cromógeno. Tapar y homogenizar gentilmente. 

7. Cubrir la placa e incubar por 1 hora a temperatura ambiente.  
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8. Brevemente aspirar o decantar la solución de los pozos y descartar el líquido 

(lavar cuatro veces). 

9. Añadir 100 µl de solución de trabajo Streptavidina-HRP a cada pozo excepto 

en blanco cromógeno 

10. Cubrir la placa e incubar 30 minutos a temperatura ambiente.  

11. Brevemente aspirar o decantar la solución de los pozos y descartar el líquido 

(lavar cuatro veces). 

12. Añadir 100 µl de estabilizador de cromógeno a cada pozo. El líquido en los 

pozos se volverá azul. 

13. Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente y en la obscuridad. Nota: No 

cubrir la placa con papel aluminio o metalizado (Si se utiliza un lector de 2 

DO detener el ensayo después de los 20 a 25 minutos).  

14. Añadir 100 µl de solución de paro a cada pozo. Mezclar gentilmente. La 

solución en los pozos deberá cambiar de azul a amarillo. 

15. Leer la absorbancia de cada pozo a 450 nm incluyendo la placa contra el 

blanco cromógeno compuesto de 100 µl estabilizador de cromógeno y 100 µl 

de solución de paro. Leer la placa dentro de las 2 horas después de haber 

añadido la solución de paro. 

16. Usar el software Assay zap versión 3.0 para generar la curva estándar. 

17. Leer las concentraciones de las muestras desconocidas y controles de la 

curva estándar. Multiplicar los valores obtenidos por 2 para la dilución ½.  

18.  Determinar la cantidad basándose en la curva estándar.  
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5.10.3 Protocolo de ELISA para Interleucina 4 (IL-4) 

1. Determinar el número de tiras que necesita para el ensayo 

2. Añadir 50 µl de Buffer de dilución de estándares a los pozos estándar cero. 

Los pozos reservados para el blanco cromógeno deberán estar vacíos. 

3. Añadir 50 µl de estándares, muestras o controles a los pozos apropiados.  

4. Añadir 50 µl de solución de conjugado biotinado anti-IL-4 a cada pozo, 

excepto en el blanco cromógeno. Tapar y homogeneizar en gentilmente. 

5. Cubrir la placa e incubar por 2 horas a temperatura ambiente.  

6. Brevemente aspirar o decantar la solución de los pozos y descartar el líquido 

(lavar cuatro veces). 

7. Añadir 100 µl de solución de trabajo Streptavidina-HRP a cada pozo excepto 

en blanco cromógeno 

8. Cubrir la placa e incubar 30 minutos a temperatura ambiente.  

9. Brevemente aspirar o decantar la solución de los pozos y descartar el líquido 

(lavar cuatro veces). 

10. Añadir 100 µl de estabilizador de cromógeno a cada pozo. El líquido en los 

pozos se volverá azul. 

11. Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente y en la obscuridad. Nota: No 

cubrir la placa con papel aluminio o metalizado. (Si se utiliza un lector de 2 

DO detener el ensayo después de los 20 a 25 minutos).  

12. Añadir 100 µl de solución de paro a cada pozo. Mezclar gentilmente. La 

solución en los pozos deberá cambiar de azul a amarillo. 
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13. Leer la absorbancia de cada pozo  a 450 nm incluyendo la placa contra el 

blanco cromógeno compuesto de 100 µl  estabilizador de cromógeno y 100 

µl de solución de paro. Leer la placa dentro de las 2 horas después de haber 

añadido la solución de paro. 

14. Usar el software Assay zap versión 3.0 para generar la curva estándar. 

15. Leer las concentraciones de las muestras desconocidas y controles de la 

curva estándar.  

16.  Determinar la cantidad basándose en la curva estándar.  

5.11 Evaluación del peso 

Los lechones se pesaron a individualmente cada semana durante el periodo de 

estudio. Las seis mediciones obtenidas se compararon entre los grupos tratados 

con el EDLh y los que recibieron SSF. 

5.12 Análisis estadístico  

Se utilizó el  Software de JMP de SASP. Los datos de viremia y ganancia de peso 

fueron sometidos a la prueba de Shapiro-wilk para evaluar la distribución normal y 

la prueba de Levene para homogenidad de varianzas. La diferencia entre los dos 

grupos de estudio fue analizado por medio de la prueba estadística ANDEVA, <0.05 

fue considerado estadísticamente significativo. 



~ 37 ~ 
 

6. RESULTADOS 

6.1 Amplificación de la secuencia parcial del ORF7 del PRRSV 
Vacunal VR-2332 

Se realizó PCR transcriptasa reversa en punto final a partir de ARN proveniente de 

la vacuna de virus activo cepa de referencia VR-2332. Se obtuvo una banda única 

de 325 pares de bases con los iniciadores FW1 y RV1 previamente descritos, 

verificando así las alineaciones determinadas por el BLAST (Ver figura 7). 

 

Figura 7. Producto de la RT-PCR punto final del ORF7 del PRRSV. Gel de 
agarosa 2%, TBE 1X. Carriles: A. Marcador de peso molecular 100 pb, B. Control 
negativo, C. Vacío, D. Amplicón de 325 pb generado a partir de la cepa vacunal VR-
2332. 

 

6.2 Generación de los estándares de cuantificación 

Construcción del plásmido y determinación del número de copias: el fragmento 

de 325 pb de DNA específico para el ORF7 del PRRSV fue amplificado e insertado 

dentro de un vector pTZ57 R/T (Ver figura 8).  
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Figura 8. Plásmido GM-pTZ57-ORF7-PRRSV. Representación del plásmido de 
3,213 pb generado a partir del vector pTZ57 t/a  

 

El vector ligado fue introducido en células competentes DH5α por el método de 

choque térmico. El cultivo transformado fue replicado en placas de petri con medio 

Luria Bertani (LB) y se seleccionaron las colonias blancas. Las colonias 

seleccionadas fueron colectadas y usadas en PCR punto final para corroborar la 

presencia del plásmido con la secuencia específica para el ORF7 del PRRSV 

Una vez seleccionada la colonia fue replicada en  10 ml de medio LB/ampicilina. El 

medio con bacterias fue fraccionado en tubos ependorf de 1.5 ml y preservados con 

10% de glicerol  a -80 °C.  
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El plásmido ADN recuperado  fue evaluado en un gel de agarosa al 1% con TBE 1X 

teñido con bromuro de etidio y visualizado en un transiluminador de luz UV. (Ver 

figura 9) 

 

Figura 9. Plásmido en gel de agarosa. Fotografía de gel de agarosa al 1% con 
TBE 1X. A. Marcador de peso molecular Lamba DNA-HindIII, B, C y D. Plásmido 
esperado de 3213 pb generado a partir de la incorporación del fragmento de 325 pb 
del ORF7 del PRRSV al vector pTZ57 R/T. 

 
El peso molecular del plásmido fue calculado multiplicando su longitud (pb) por el 

promedio del peso de un par de base doble cadena (660 g/mol/pb). El número de 

copias fue calculado de la concentración del plásmido (g), la constante de Avogadro 

(6.02X1023 copia/mol) y el peso molecular (g/mol). El plásmido clonado fue 

cuantificado y calculado como los números de copia del gen parcial del ORF7 del 

PRRSV. La curva estándar de la PCR cuantitativa del gen ORF7 del PRRSV fue 

generada por diluciones decuples seriadas del plásmido. (Cuadro 5) 
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 Cálculo del número de copias del plásmido 
 

Gen  Plásmido Longitud del 
plásmido (pb) 

Concentración de 
DNA (ng/μl) 

Peso 
molecular 

Número de 
copias 

 
ORF7 

 
GM-pTZ57-

ORF7-PRRSV 

 
3,211 

 
1 

 
2,119,260 

 
284,061,417.70 

Cuadro 5.Cálculo de número de copias 

6.3 Estandarización de la técnica de qRT-PCR 

Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa 

El ensayo de PCR tiempo real fue estandarizado en cuanto a la concentración de 

iniciadores, mezcla de reacción, temperatura de desnaturalización, alineamiento, 

extensión y tiempo de reacción. Se probaron diluciones décuples seriadas de 

plásmido (iniciando en 1 ng/ µl) y ARN del PRRSV para determinar la sensibilidad 

del ensayo y su eficiencia (Ver figura 10).  

 

Figura 10. Curvas de amplificación en qPCR. En la imagen se muestran las 
curvas de amplificación de las diluciones decuples seriadas del plásmido (líneas 
amarillas A-G), en el punto A se muestra la amplificación de 1 ng/ µl. La línea 
discontinua color azul muestra el punto de corte y la línea roja muestra el patrón 
obtenido del control negativo. 
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La curva estándar fue evaluada por el software del equipo Onestep plus® 

calculando la regresión lineal para los Ct de los estándares contra la cantidad inicial 

de cada estándar. (Ver figura 11) 

 

Figura 11. Curva estándar de amplificación. Los puntos de la curva estándar de 
amplificación muestran la equidistancia de cada valor de punto de referencia, 
además se muestra la eficiencia de la reacción (97.72%), el coeficiente de 
correlación (R2=0.934) y la pendiente de la curva (Y=-3.378). 

 

La grafica representa la cinética de amplificación del ensayo de  PCR en tiempo real 

“grafica de amplificación” (amplificatión plot). En esta observamos, en el eje de las 

“X” el tiempo o los ciclos y en el eje de las “Y” la intensidad de la fluorescencia (Rn). 

Así mismo la amplificación de cada estándar, así como las muestras positivas y 

control positivo, mostraron una cinética exponencial en donde se pueden distinguir 

tres fases: geométrica, lineal y estacionaria (Plateau). Por el contrario ninguna de 

las muestras negativas mostro este comportamiento. La línea discontinua color azul 
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en la figura muestra el límite umbral de fluorescencia del sistema Applied 

Biosystems StepOne™ Real-Time PCR puesto en 0.02 como es recomendado por 

el fabricante. (Ver figura 12) 

 

Figura 12. Amplificación de la vacuna VR-2332 del PRRSV, muestras positivas 
y negativas en qPCR. En la imagen se muestran las curvas de amplificación de las 
diluciones décuples seriadas del plásmido (líneas amarillas A-G), la amplificación 
de la vacuna del PRRSV (línea roja V), muestras positivas (MP color azul,morado y 
rosa) y muestras negativas (MN color azul y rosa). La línea discontinua color azul 
muestra el punto de corte.  

Posterior a la amplificación por qRT-PCR los productos de la curva estándar así 

como el control negativo fueron puestos en gel de agarosa al 2% para comprobar  

el tamaño del fragmento esperado y la lectura de un solo producto específico. (Ver 

figura 13) 
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Figura 13. Diluciones del estándar de cuantificación en gel de agarosa. 
Fotografía de gel de agarosa 2% en TBE 1X. MP. Marcador de peso molecular de 
100 pb, C1-C7. Diluciones de plasmido de 28x107 a 28x101.C-.Control negativo. 

 

Sensibilidad y precisión del ensayo: La sensibilidad del ensayo se determinó 

corriendo diluciones decuples seriadas del ARN viral y los plásmidos estándar en 

duplicados. El límite de detección más bajo fue definido como la mayor dilución en 

la que hubo amplificación. De esta manera se determinó una sensibilidad menor a 

28x101 copias/reacción. Se analizaron tres diluciones seriadas en una sola corrida 

para la evaluación de las variaciones intra-ensayo. Las variaciones inter-ensayo 

fueron medidas probando cada dilución en tres corridas separadas. El coeficiente 

de variación fue menor a 2%.en ambos (Ver anexo 2). 
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Especificidad del ensayo: el amplicón de qRT-PCR fue detectado usando el 

análisis de la curva de asociación-disociación. Los amplicones específicos de la 

secuencia parcial del ORF7 del PRRSV son fácilmente distinguidos de dímeros por 

el valor de la  temperatura de disociación específica debido a su longitud. (Ver 

figura 14) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Análisis de la Melt curve para el qPCR basado en Sybr Green.    
A. Temperatura de disociación correspondiente a dímeros (verde) Tm 76 °C .B. 
Temperatura de disociación correspondiente a amplicon específico de 325 pb 
(rojo) Tm 85 °C. C. Melt curve normalizada. 
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6.4 Determinación de la progresión de la viremia en los lechones 

De las 52 muestras analizadas se encontró que al inicio del estudio 23 lechones 

eran positivos y 29 negativos al PRRSV. De estos 23 lechones positivos 11 

pertenecían al grupo tratado con EDLh y 12 al grupo tratado con SSF. (Figura 15)  

En el último muestreo a los 49 días de edad la proporción de animales positivos se 

mantuvo en el grupo tratado con SSF. En contraste el grupo que fue tratado con 

EDLh mostro una disminución. (Ver figura 16) 

 

Figura 15. Lechones positivos al PRRSV al inicio del estudio. Número de 
lechones positivos al inicio del estudio (20 días de edad) por grupo. 

Figura 16. Lechones positivos al PRRSV al final del estudio. Número de 
lechones positivos al final del estudio (49 días de edad) por grupo. 
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Los valores de viremia sometidos a la prueba de Shapiro-wilk mostraron distribución 

normal y la prueba de Levene mostro homogenidad de varianzas. (Ver figura 17) 

 

Figura 17. Prueba de Shapiro-Wilk. Distribución normal de los cerdos positivos al 

PRRSV en el tercer muestreo (49 días de edad). 

En el grupo tratado con EDLh el promedio de número de copias estimado fue de 

68.08, 79.99 y 90.48 para los 20, 34 y 49 días de edad respectivamente. Por otra 

parte en el grupo tratado con SSF los promedios fueron 49.92, 65 y 134 para los 

mismos días. (Ver figura 18) 
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Figura 18. Número de copias promedio del PRRSV. Progresión de la viremia en 
el tiempo de los grupos tratados con EDLh y  SSF 

 

En el análisis cuantitativo se observó que no hay diferencia estadísticamente 

significativa al inicio del estudio (20 días de edad) y al segundo muestreo (día 34 de 

edad) entre grupos de cerdos positivos al PRRSV tratados con el EDLh y SSF. Sin 

embargo, se muestra diferencia estadísticamente significativa en el número de 

copias del gen ORF7 del PRRSV en el tercer muestreo entre el grupo tratado con 

EDL y con SSF (p<0.05). (Ver figura 19) 
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Figura 19. Prueba de Tukey-Kramer. Número de copias calculado para el  ORF7 
del PRRSV en lechones al día 29 de estudio (49 días de edad). Distribución y 
comparación de los promedios por prueba estadística de Tukey-Kramer. 

La cantidad del PRRSV en el grupo tratado con EDLh fue menor en comparación 

con el grupo que recibió SSF los 49 días de edad (prom_EDLh=90.48, 

prom_SSF=134). 

6.5 Determinación de citocinas 

Los sueros colectados de cerdos positivos al PRRSV de 20 y 49 días de edad fueron 

evaluadas por duplicado en cada una de las ELISAS comerciales para determinar 

IFN-γ, IL-4 e IL-10. Los valores de cada muestra fueron comparados con la curva 

estándar de los controles para IFN-γ (Ver figura 20), IL-4 (Ver figura 21) e IL-10 

(Ver figura 22). Sin embargo no fue posible detectar menos de 7.8 pg/ μl de estas 

citocinas 
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Figura 20. Curva estándar para IFN-γ porcino. Curva estándar de los controles 
del kit de ELISA para IFN-γ porcinos medidas a 450 nm a partir del software Assay 
zap versión 3.0 

 

Figura 21. Curva estándar para IL-4 porcino. Curva estándar de los controles 
del kit de ELISA para IL-4 porcinos medidas a 450 nm a partir del software Assay 
zap versión 3.0 

 

Figura 22. Curva estándar para IL-10 porcino. Curva estándar de los controles 
del kit de ELISA para IL-10 porcinos medidas a 450 nm a partir del software Assay 
zap versión 3.0 
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6.6 Ganancia de peso 

El grupo tratado con EDLh tuvo un peso promedio de 6.58 Kg al día 20 de edad y 

finalizo con un peso promedio de 12.92 Kg. El grupo tratado con SSF tuvo un peso 

promedio de 6.68 Kg al día 20 de edad y finalizo con un peso promedio de 12.88 

Kg. No hubo diferencia en la ganancia de peso entre los grupos en ninguno de los 

muestreos. (Ver figura 23)  

 

 

Figura 23. Promedios de peso entre los grupos.  
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No se encontró diferencia significativa en la ganancia semanal de peso entre el 

grupo tratado con EDLh y con SSF. (Ver figura 24) 

 

Figura 24. Prueba de Tukey-Kramer para el peso. Peso de lechones a los 36 
días de edad. Distribución y comparación de los promedios por prueba estadística 
de Tukey-Kramer. 

 

6.7 Extracto dializable leucocitario 

Los frascos proporcionados para el estudio doble ciego se evaluaron mediante 

espectrometría por UV al finalizar el análisis estadístico. Las huellas 

espectrofotométricas fueron obtenidas mediante el equipo spectro UV-VIS Dual 

Beam UVS-2700 utilizando el programa UVWin (spectrum) versión 5.05. Las 

lecturas indican que el EDLh estaba contenido en el frasco marcado como “A”, 

mientras que el tratamiento “B” correspondía a la SSF. Indicando la integridad del 

extracto.  (Ver figura 25) 
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7. DISCUSIÓN 
 

La qRT-PCR basada en Sybr-Green estandarizada en este trabajo logró amplificar 

de manera específica la secuencia parcial del marco de lectura abierta (ORF7) que 

codifica para la nucleocapside (N) del virus del PRRS, tal como se ha demostrado 

en trabajos similares (Kleiboeker et al., 2005; Martínez et al., 2008;Tian et al., 2010). 

La diferenciación de los productos de PCR y artefactos a través del análisis de la 

curva de asociación-disociación (MCA) fue hecha por primera vez por Kirk y 

colaboradores (1997) demostrando su utilidad en ensayos en los que se usan 

colorantes intercalantes tales como el SYBR Green para evaluar la especificidad 

(Ririe et al., 1997). En el presente trabajo, el MCA del amplicón de 325 pb en el que 

se usó como templado RNA de la vacuna elaborada del PRRSV activo cepa VR-

Figura 25. Huella espectrofotométrica del EDLh. Huella espectrofotométrica del 
extracto dializable leucocitario (Línea continua color verde) y la SSF (Línea continua 
color rosa). Cada una de ellas con sus respectivas repeticiones.  
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2332 y de muestras de suero positivas obtenidas de animales inoculados 

experimentalmente con aislados previos, tuvo una Tm específica de 85 °C y al 

evaluar templados de ADN o ARN de virus porcinos (circovirus, parvovirus e 

influenza) y no porcinos (DVB, IBR y moquillo canino) se detectó la presencia de 

dímeros con una Tm específica de 76°C, esto indica que la prueba es específica 

para detectar y cuantificar el ORF7 del PRRSV. 

Los resultados de la qRT-PCR basada en Sybr-Green en este estudio muestran que 

al día 49 de edad, el número de copias calculado de la secuencia parcial del ORF7 

para el PRRSV fue menor en el grupo tratado con EDLh en comparación con el 

grupo que recibió SSF con una p<0.05. En otro estudio con el PRRSV realizado por 

López Huerta en el año 2013 se encontró que el EDL disminuye la presencia viral 

en órganos diana como pulmón y ganglios linfáticos, así como la frecuencia y 

duración de  cuadros respiratorios (Huerta, 2013). En el presente trabajo no se 

determinó la carga viral en órganos blanco porque el estudio se realizó en una 

granja de producción en la que los animales fueron llevados hasta el ciclo final de 

producción. Sería importante hacer otros experimentos en los que se correlacione 

la viremia con las lesiones.  

Al final del estudio el grupo tratado con EDLh tuvo un menor número de cerdos 

positivos al PRRSV (n=8) que  en los animales tratados con la SSF (n=13). Existen  

estudios donde se ha probado que el  EDLh aumenta la sobrevida de ratones 

BALB/C inoculados experimentalmente con Herpesvirus simple (Merchand-Reyes 

et al., 2015). También hay resultados similares en la inoculación de M. tuberculosis 

en ratones (Fabre et al., 2004). Ésto sugiere una actividad profiláctica ante 
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infecciones bacterianas y virales, además de demostrar que el producto puede 

funcionar al usarlo en especies diferentes a la que se obtuvo el extracto. En estudios 

futuros como perspectiva se podría ampliar el periodo de tiempo a evaluar, además 

del efecto del producto en otras etapas productivas. El número de cerdos que 

pasaron de negativos a positivos en este estudio fue bajo, ésto se puede atribuir a 

que aun con el virus circulando en sangre no lo excretaban, o a que el número de 

partículas excretadas no tuviera las dosis infectivas necesarias. Esto podría 

comprobarse tomando muestras clínicas de exudado nasal, saliva u orina en los 

cuales se elimina el PRRSV (Wills et al., 1997). 

Los lechones del presente estudio mostraron signología respiratoria leve (tos y 

estornudos) en ambos grupos y ningún lechón murió, por lo que no fue posible hacer 

una valoración clínica o de mortalidad para comparar los tratamientos. Se sabe que 

cuando el PRRSV se establece en una granja no se presenta una forma severa de 

la enfermedad (Stukelj et al., 2013). Para evaluar el impacto clínico del uso del DLE 

en granjas porcinas sería necesario probarlo en granjas que estén cursando con un 

brote  y por lo tanto la presencia de signos o la mortalidad sea más evidente.  

Dentro de los mecanismos involucrados en la respuesta inmune estimulada por el 

EDL se ha estudiado la inducción de receptores tipo Toll (TLR) y la modulacion de 

citocinas (Ojeda et al., 2005). En un estudio realizado por Hernández se demostró 

que el EDL porcino aumenta la producción de IFN-γ en cerdos sanos (Hernández-

Peralta et al., 2014). Por lo anterior en este trabajo se esperaba un incremento en 

esta citocina. Sin embargo, no fue posible detectar ni IFN-γ, ni IL-10 o IL4. Sería 
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conveniente evaluar el nivel de citocinas con una prueba más sensible que la prueba 

de ELISA empleada en el presente trabajo como la citometria de flujo. 

Por otro lado, se sabe que el PRRSV es capaz de disminuir las concentraciones de 

TNF-α e IFN-α y aumentar IL-10 (Peng et al., 2009). En el presente trabajo, a pesar 

de que se sometieron a la prueba sueros positivos a PRSSV en ambos grupos no 

fue posible demostrar un aumento en la IL-10 en los animales con viremia, con o sin 

tratamiento.  

Finalmente, aún cuando en la hipótesis del estudio se planteó que al final del 

tratamiento con DLEh los cerdos aumentarían su ganancia de peso debido a un 

mejor control de la enfermedad, no se encontró diferencia significativa en la 

ganancia semanal de peso entre los grupos tratados con EDL y SSF tanto en 

animales positivos como negativos al PRRSV. Esto también pudo deberse a que la 

enfermedad no se encontraba causando un problema severo en la granja de 

estudio. Sin embargo, el hecho de que la aplicación del producto no afecte la 

ganancia de peso coincide con otras investigaciones en donde se evalúa el factor 

de transferencia en cerdos sanos (Hernández-Peralta et al., 2014) o que cursan con 

enfermedades bacterianas y virales (Torres, 1994; Rodríguez, 1987). Lo anterior 

demuestra que el uso del EDLh no tiene efecto negativo en el peso. Sin embargo 

habría que evaluar si el manejo involucrado en la administración intradérmica de los 

tratamientos pudiera afectar el peso en comparación con un grupo control sin ningún 

tipo de manejo.  
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8. CONCLUSIONES  
 

I. La administración intradérmica de siete dosis EDLh disminuyó 

significativamente la cantidad del PRRSV en el suero sanguíneo. 

II. La administración del EDLh no afecta la ganancia de peso en los animales. 

III. No fue posible determinar si la aplicación del EDLh modula IL-10, IL-4 o IFN-

γ.  

9. PROSPECTIVA 
 

 Obtener la secuencia completa de nucleótidos del gen ORF5 y ORF7 del 

PRRSV para comparar su homología con otras secuencias reportadas y 

saber a qué genotipo pertenece. 

 Probar y comparar el efecto del EDLh y el EDLp ante una inoculación 

experimental o en una granja con un brote de PRSS no controlado, evaluar 

la presencia del PRRSV en órganos blanco, la asociación de bacterias 

relacionadas con el PRRS y prolongar el tiempo de muestreo para determinar 

su efecto a largo plazo. 

 Probar la administración del EDL por vía  oral para evaluar si este esquema 

de administración tiene el mismo efecto, con un menor manejo de los 

animales. 

 Prolongar el calendario de estudio a otras etapas productivas del cerdo y 

ampliar el número de animales para determinar si el EDL reduce la 

presentación clínica de la enfermedad y ésto genera un beneficio económico 

en la granja.  
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ANEXO 1. Soluciones y medios de cultivo  
 
Solución stock de ampicilina (50 mg/ml) 
 
Disolver 2.5 g de ampicilina sal de sodio en 50 ml de agua desionizada. Esterilizar 
por filtración a través de 0,22 µ y guardar en alícuotas a -20 °C. 
 
Solución stock de X-Gal (20 mg/ml) 
 
Disolver 200 mg de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido) en 10 
ml de N, N- dimetilformamida. Guardar la solución en alícuotas a -20 °C, protegida 
de la luz 
 
Solución stock de IPTG (100 mM) 
 
Disolver 1.2 g de IPTG (isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido) en 50 ml de agua 
desionizada. Esterilizar por filtración a través de 0,22 µ, alucuotar y guardar a -20 
°C. 
 
Caldo Luria Bertani (LB) 
 
Peptona de caseína       10 g 
Extracto de levadura       5 g 
Cloruro de sodio              5 g 
 
Rehidratar 20 g del medio (#1236-B) en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 
minutos. Calentar agitando frecuentemente hasta completar la disolución. Esterilizar 
en autoclave a 121ºC (15 lbs de presión) durante 15 minutos. Conservar en 
refrigeración de 2º a  8ºC. 
 
Placas LB-ampicilina X-gal/IPTG 
 
Agregar 15 g de agar bacteriológico por cada litro de medio LB. Disolver y esterilizar 
a 121ºC (15 lbs de presión) durante 15 minutos. Esperar que la dilución alcance 
50°C y añadir 1 ml de la solución stock de ampicilina, 40 μl de la solución stock de 
X-Gal y 40 μl de IPTG (100 mM). Mezclar y distribuir en cajas de Petri. Almacenar 
a 4 °C. 
 
Solución TBE 10X, pH 8.3 
 
Tris base                      108 g 
Ac Bórico  55 g 
EDTA 0.5 M pH 8  40 ml 
 
Aforar con agua desionizada a 1 litro. 
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ANEXO 2. Reproducibilidad del ensayo 
 
El promedio, desviación estándar (DS) y coeficiente de variación (CV) fueron 
calculados por separado para cada dilución estándar de DNA basado sobre sus 
valores de Ct (threshold cycle-ciclo de umbral de detección) usando el software 
Microsoft Exel 
 

A) Las variaciones inter-ensayo fueron medidas probando cada dilución en tres 
corridas separadas.  

 

 
B) Se analizaron tres diluciones seriadas en una sola corrida para la evaluación 

de las variaciones intra-ensayo. 
 

 

Reproducibilidad de la qRT-PCR para el ORF7 del PRRSV
Ensayo Ciclo umbral de deteccion (CT) para la curva estandar (copias/reaccion)

28X107 28X106 28X105 28X104 28X103 28X102 28X101 28X100

1 9.02 12.77 16.71 20.78 24.76 28.43 31.59 31.85
2 8.92 12.75 16.71 20.58 24.66 28.43 32.59 33.04
3 8.86 12.78 16.64 20.46 24.76 28.2 32.39 32.83

 DSa 0.081 0.015 0.040 0.162 0.058 0.133 0.529 0.635
Prom CT 8.933 12.767 16.687 20.607 24.727 28.353 32.190 32.573
CT ± DSa 8.93 ± 0.08 12.76 ± 0.01 16.68 ± 0.04 8.93 ± 0.11 24.72 ± 0.05 28.35 ± 0.13 32.19 ± 0.52 32.57 ± 0.63
CV(%)b 0.905 0.120 0.242 0.784 0.233 0.468 1.644 1.950

a Desviación estandar
b Coeficiente de variación

Variacion inter-ensayo

Reproducibilidad de la qRT-PCR para el ORF7 del PRRSV
Ensayo Ciclo umbral de deteccion (CT) para la curva estandar (copias/reaccion)

Variacion intra-ensayo
28X107 28X106 28X105 28X104 28X103 28X102 28X101 28X100

1 8.86 12.78 16.64 20.46 24.76 28.5 32.4 32.85
2 8.86 12.78 16.64 20.46 24.76 28.43 32.59 33.05
3 8.87 12.79 16.65 20.47 24.77 28.2 32.39 32.78

 DSa 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 0.157 0.113 0.140
Prom CT 8.863 12.783 16.643 20.463 24.763 28.377 32.460 32.893
CT ± DSa 8.86 ± 0.00 12.78 ± 0.00 16.64 ± 0.00 20.46 ± 0.00 24.76 ± 0.00 28.37 ± 0.15 32.46 ± 0.11 32.89 ± 0.14
CV(%)b 0.065 0.045 0.035 0.028 0.023 0.553 0.347 0.426

a Desviación estandar
b Coeficiente de variación
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