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RESUMEN 

 

URIBE VILLANUEVA ZOALLI ANGÉLICA. Estudio comparativo del 

diagnóstico del virus del PRRS por RT-PCR, PCR anidada y RT-PCR en 

tiempo real (bajo la dirección de: Biol. Amanda Gayosso Vázquez y Dr. 

Rogelio Alejandro Alonso Morales 

 

El virus del Síndrome Respiratorio Reproductivo Porcino (PRRSV), es 

causante de pérdidas económicas considerables, por lo que para su control 

es necesario un diagnóstico rápido y eficiente. Las técnicas de biología 

molecular, como la Transcripción Reversa (RT) y la Reacción en Cadena de 

la Polimerasa (PCR), así como la PCR anidada y la PCR en tiempo real 

(PCR-TR), son empleadas en el diagnóstico de enfermedades infecciosas. En 

este trabajo se estandarizaron y compararon los niveles de sensibilidad de la 

RT-PCR-TR, RT-PCR y PCR anidada para el diagnóstico del virus de PRRS, 

estimando costos y tiempos requeridos. Se definieron los iniciadores para 

amplificar segmentos diagnósticos del virus del PRRS para las diferentes 

técnicas. Para la RT-PCR y PCR anidada se evaluaron fragmentos del gen 

ORF5 y ORF7. Para la RT-PCR-TR se seleccionó un segmento de la región 

UTR 3´, el cual fue clonado y utilizado como estándar de cuantificación. El 

límite de sensibilidad alcanzado por la RT-PCR-TR fue de 4 x 103 moléculas, 

empleando el plásmido estándar de cuantificación; en cambio usando el ARN 

viral obtenido de la vacuna Igelvac® PRRS se detectaron hasta  50 unidades 



2 
 

virales. Para los ensayos de RT-PCR y PCR anidada, evaluando el ORF5 la 

sensibilidad fue de 5x103 unidades virales y 5 unidades virales, 

respectivamente; empleando el ORF7 fue de 5 x 102 unidades virales y 0.5 

unidades virales. En conclusión se observó que la PCR anidada es más 

sensible, aunque es más costosa y tardada, pero permite recuperar el 

amplicón para clonarlo o secuenciarlo y determinar la variabilidad génica viral. 

En tanto que la RT-PCR-TR es la más económica y rápida, siendo muy 

conveniente en estudios epidemiológicos, en el monitoreo de bioseguridad en 

granjas así como en la titulación viral. 
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ESTUDIO COMPARATIVO DEL DIAGNÓSTICO DEL VIRUS DEL 

PRRS POR RT-PCR, PCR ANIDADA Y RT-PCR EN  

TIEMPO REAL. 

 

INTRODUCCIÓN 

El Síndrome Respiratorio Reproductivo Porcino (PRRS), provoca un alto 

impacto económico en la porcicultura, con pérdidas de hasta $664 millones de 

dólares anuales en Estados Unidos (E.U.)1 y en México hasta $400 millones 

de pesos.2  Se reconoció clínicamente en 1987 en Carolina del Norte, E.U. y 

posteriormente en Europa a finales de 1990. Se han identificado dos grupos 

de cepas: la cepa europea (Lelystad) o tipo I y la cepa Americana (VR-2332) o 

tipo II.3,4 Desde su aparición, la cepa americana se ha extendido 

prácticamente a nivel mundial, existiendo algunas regiones libres como 

Australia y los países escandinavos.5 

En 1992 se dieron los primeros informes del virus de PRRS en México, 

diseminándose en todas las regiones de producción porcina del país. Dentro 

de los estados con mayor producción porcina, a la fecha se estima que la 

prevalencia de PRRS es del 95% en Sonora6, del 90.1% en Jalisco7 y en 

Yucatán del 39.4%8. Se prevé que casi el 100% de las granjas comerciales 

son positivas al virus.9  
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El virus del Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino. 

El PRRS es una enfermedad infecciosa causada por un virus de la familia 

Arteriviridae del género Arterivirus; su genoma es una molécula de ARN lineal 

de cadena sencilla, de polaridad positiva, y de aproximadamente 15kb (figura 

1)  C                                                 O F                    

en ingles Open Reading Frame). Los ORF1a y ORF1b codifican para la 

replicación del ARN y su transcripción, del ORF2 al ORF6 codifican para una 

serie de polipéptidos con características de proteínas de membrana como: 

GP2, GP3, GP4 y GP5 o glicoproteína de envoltura, la proteína M (de 

membrana) es codificada por el ORF6. El ORF7 codifica para la proteína N de 

la nucleocápside, es altamente antigénica y con una región conservada tanto 

en cepas europeas como americanas.
10,11 Es por ello que el ORF7 es uno de 

los genes más estudiado y se emplea como blanco en las pruebas 

diagnósticas serológicas. Otro gen muy utilizado es el ORF 5 que pertenece a 

la glicoproteína de envoltura, esta proteína activa al sistema  inmune y por lo 

tanto se usa para determinar la variabilidad genética de las poblaciones 

virales y el establecimiento de las relaciones filogenéticas 
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Figura 1. Esquema del genoma del virus del PRRS
12

. 

 

El virus del PRRS se difunde rápidamente en la granja, las vías directas de 

transmisión son por contacto directo con animales infectados o por 

secreciones como sangre, semen, saliva, heces, aerosoles, leche y calostro. 

La vía indirecta se genera por fómites o movilización de animales entre las 

granjas.  

El virus es capaz de producir grandes trastornos en granja, ya que afecta 

tanto a reproductores, lechones, así como a los animales de engorda. Es 

decir, afecta a todo el ciclo productivo provocando daños reproductivos y 

síntomas respiratorios, la gravedad de la enfermedad depende de la virulencia 

de la cepa, la inmunidad previa obtenida por cepas vacunales o de campo y la 

presencia de otras infecciones endémicas.5  

El cuadro reproductivo se caracteriza por: agalactia, abortos en el último tercio 

de gestación, lechones nacidos débiles o momificados y retornos irregulares 

al celo en hembras reproductoras, en machos observamos disminución de la 

libido y por lo tanto también en la calidad del eyaculado.5,13 
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Los signos respiratorios consisten en: tos, estornudos, disnea, taquipnea, 

descargas muconasales, fiebre, letargia, neumonía, etc. También se presenta 

cianosis en orejas, vulva y cola, edema subcutáneo y en lechones es notable 

una disminución en la tasa de crecimiento, debilidad, hemorragias, falta de 

coordinación y temblores musculares. Otra de las características de este 

agente es su capacidad de inmunosupresión en el hospedador, por lo que 

aparecen infecciones secundarias.5,13  

 

Diagnóstico 

El diagnóstico de esta enfermedad infecciosa, se puede realizar mediante 

técnicas convencionales que detectan el virus, como es el caso del 

aislamiento viral (AV) y la inmunofluorescencia directa (IFD) y por la 

determinación de anticuerpos específicos contra PRRSV, como los ensayos 

de virus seroneutralización (SVN), inmunoperoxidasa en monocapa (IPMA), 

ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas (ELISA), la 

inmunohistoquímica (IH) y la inmunofluorescencia indirecta (IFI).14 En la 

actualidad, los métodos tradicionales están siendo desplazados por los 

métodos moleculares que detectan las partículas víricas y/o sus 

componentes, como los ácidos nucleicos, proteínas estructurales y no 

estructurales, enzimas, etc. En general el uso de estos sistemas para el 

diagnóstico requiere de personal capacitado, equipo especializado y en el 

caso de algunas pruebas convencionales el tiempo de entrega de los 

resultados son tardíos. 15,16 
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En los últimos años las técnicas moleculares se han utilizado con gran 

eficacia para acelerar el diagnóstico a través de la detección de material 

genético de los patógenos. Las primeras técnicas utilizadas en los años 70 se 

basaban en hibridación de sondas específicas, confiriendo una mayor 

sensibilidad. En la década de los 80, el uso de la amplificación del ADN 

mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) empleando enzimas 

termoestables (polimerasas), mejoró notablemente la sensibilidad y la 

especificidad del diagnóstico y el empleo de endonucleasas de restricción 

permitió la detección de variantes genéticas (Polimorfismo de Longitud de los 

Fragmentos de Restricción o RFLP). Recientemente con la PCR en tiempo 

real, se optimiza la sensibilidad y la posibilidad de cuantificar la carga viral 

presente.17,18  

En comparación con los métodos convencionales de diagnóstico viral, las 

técnicas moleculares tienen como ventaja, una alta sensibilidad porque 

detecta pequeñas cantidades del patógeno, la utilización de iniciadores que 

reconocen la secuencia de ADN elegida le confiere gran especificidad, 

proporcionan rapidez en obtener resultados en comparación con otras 

técnicas tradicionales y el riesgo por contaminación se disminuye. Las 

técnicas moleculares evalúan los ácidos nucleicos en lugar de la viabilidad de 

microorganismos, dentro de los ensayos más utilizados en diagnóstico 

molecular en el virus de PRRS se encuentra la transcripción inversa (RT), la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y la PCR anidada. Esta última se 

fundamenta en emplear una reamplificación utilizando iniciadores anidados. 

Esta estrategia mejora los niveles de especificidad así como de sensibilidad y 
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se puede realizar a partir de muestras con poca cantidad de virus. Otro 

método es la PCR en tiempo real o cuantitativa (PCR-TR) que puede emplear 

sondas específicas de degradación que tienen unido un fluorocromo el cual 

hibrida en el producto de amplificación entre los iniciadores que amplifican la 

región de interés. Esta reacción requiere un termociclador con capacidad para 

detectar la fluorescencia emitida por el fluorocromo.14,15,16 

La principal ventaja que presenta la tecnología de la PCR en tiempo real es la 

cuantificación de las moléculas que son amplificadas pudiendo ser absoluta y 

relativa. En el caso de la primera se requiere elaborar una curva que sirva 

como referencia de cuantificación, que se establece amplificando diferentes 

cantidades conocidas de un ADN de referencia. De esta manera se relaciona 

la cantidad inicial del ADN de la muestra y el número del ciclo de amplificación 

o ciclo umbral (Ct) en el cual el producto de amplificación se vuelve 

logarítmico y por lo tanto detectable debido a la acumulación de fluorescencia; 

pudiendo calcular la cantidad  inicial de ADN mediante una regresión lineal.19 

 

JUSTIFICACIÓN 

Debido a la alta prevalencia, propagación y pérdidas económicas que genera 

el virus de PRRS en la porcicultura nacional, es necesario disponer de un 

diagnóstico temprano, preciso y oportuno que detecte a los animales 

activamente infectados, así como aquellos que están excretando el virus e 

identificar las variantes virales que están circulando en las granjas porcinas. 
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Los métodos moleculares como la RT-PCR, PCR anidada y RT-PCR-TR 

poseen gran especificidad, sensibilidad y rapidez; tienen diversas 

aplicaciones, aunque requieren de infraestructura para trabajar y personal 

capacitado. En el país existen kits comerciales basados en RT-PCR-TR para 

el diagnóstico del PRRS, sin embargo resultan ser costosos con tiempo de 

entrega prolongado. 

Por lo que es importante contar con un método de RT-PCR-TR más 

económico y accesible para el diagnóstico de esta enfermedad.  

 

HIPÓTESIS 

En el diagnóstico molecular del virus del PRRS se conoce que la RT-PCR-TR 

así como la PCR anidada poseen una mayor sensibilidad frente a la RT-PCR 

punto final, teniendo cada una diferentes ventajas, limitaciones y alcances, en 

cuanto a tiempo de ejecución, costos y aplicaciones. 

 

OBJETIVO GENERAL  

Realizar un estudio comparativo de la especificidad, sensibilidad, tiempo de 

desarrollo de las pruebas, costos y aplicaciones, evaluando las técnicas de 

RT-PCR, PCR anidada y RT-PCR-TR para el diagnóstico molecular del virus 

de PRRS. 
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Estandarización de RT-PCR, PCR anidada y RT-PCR-TR para la 

amplificación de fragmentos de interés. 

2. Desarrollo y evaluación de un control positivo y estándar de 

cuantificación para el diagnóstico de PRRS por RT-PCR-TR. 

3. Determinación de la sensibilidad y especificidad de las técnicas de RT-

PCR, PCR anidado y RT-PCR-TR para el virus del PRRS.  

4. Análisis y determinación de la repetibilidad alcanzado por las técnicas 

de RT-PCR, PCR anidado y RT-PCR-TR.  

5. Estudio comparativo en cuanto a aplicaciones, costos y tiempos de los 

ensayos de RT-PCR, PCR anidado y RT-PCR-TR. 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Oligonucleótidos y sondas empleados en la RT-PCR-TR. 

La selección de los oligonucleótidos y sondas utilizados en el ensayo de 

RT-PCR-TR se basó en el análisis de varios artículos científicos donde se 

la detección del virus de PRRS se realiza empleando sondas Taqman. 

Las secuencias de los iniciadores y las sondas se emplearon en consultas 

con la herramienta BLAST del National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para efectuar el 

análisis de identidad contra secuencias de PRRSV depositadas en 

GenBank® para verificar que estos no estuvieran en regiones 

polimórficas. Se encontró que la región no traducida 3´ ( por sus siglas en 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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inglés UTR 3´) es la menos variable y adecuada20. Los primers y sonda 

seleccionados para la técnica de RT-PCR-TR se muestran en el cuadro 1.  

 
Cuadro 1. Secuencia de primers y sonda para la amplificación y detección de la 

región UTR 3´ del virus de PRRS por RT-PCR-TR.  

Nombre Secuencia 5´-3´ Posición Tamaño 

PRRS-US-Fw ATRATGRGCTGGCATTCC 15,257-15,274  
PRRS-US-Rv ACACGGTCGCCCTAATTG 15,353-15,370 114pb 
PRRS- US-
Probe 

HEX-TRTGGTGAATG 
GCACTGATTGAYA-Hex  

15,307-15,330  

 

La mezcla de reacción de la RT-PCR-TR incorpora un control interno el 

cual siempre amplifica y es detectado, se encarga de validar la reacción 

de PCR en tiempo real y permite identificar resultados falsos negativos, 

que podrían darse por inhibición de la reacción de PCR, bien sea por 

algún contaminante en la muestra o alguna falla de los ingredientes 

(cuadro 2). Este control interno se incluye en la mezcla de reacción, es 

ADN de un plásmido recombinante que contiene la región de la proteína 

M del virus de influenza aviar, así como los iniciadores y sonda 

específica.21 

 

Cuadro 2. Iniciadores y sonda del control interno que amplifica un segmento de la 

proteína M del virus de influenza aviar por RT-PCR-TR.  

Nombre Secuencia 5´-3´ Posición Tamaño 

IA-Fw AGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCG 24-54  
IA-Rv TGCAAAAACATCTTCAAGTCTCTG 101-131 101pb 
IA-Probe FAM-TCAGGCCCCC 

TCAAAGCCGA-TAMRA 
74-99  
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Diseño de oligonucleótidos para la RT-PCR y PCR anidada. 

Se diseñaron y sintetizaron iniciadores para la técnica de RT-PCR y PCR 

anidada que amplifican un segmento de 793pb y 740pb respectivamente 

que incluye en el segmento amplificado el gen completo ORF 5 (cuadro 

3). 

 

Cuadro 3. Iniciadores para la reacción de PCR externa y anidada del gen ORF5 del 

virus de PRRS. 

Nombre Secuencia Posición Tamaño 

ORF5 F1a TTGCTSCATTTCHTGACACC 13,672-13,691 793pb 
ORF5 R1a CCGCGACTCACCTTTAGGGC 14,468-14,487  
ORF5 F2a ATRATGRGCTGGCATTCC 13,699-13,718 740pb 
ORF5 R2a ATGAGGTGGGCAACTGTTTTAGC 14,445-14,468  

 

 

De igual forma se diseñaron y sintetizaron iniciadores para la técnica de 

RT-PCR y PCR anidada que amplifican un segmento de 557pb y 370pb 

respectivamente que contiene el gen completo del ORF 7 (cuadro 4). 

 

Cuadro 4 Iniciadores para la reacción de PCR externa y anidada del gen ORF7 del 
virus de PRRS. 
 

Nombre Secuencia Posición Tamaño 

ORF7 EF TACGGTCAACGGCACATTGG 14,773-14,792 557pb 
ORF7 ER GGTGACTTAGAGGCACAATG 15,305-15,325  
ORF7 FBam ATGCCAAATAACAACGGCAAG 14,876-14,907 370pb 
ORF7 RBam TCATGCTGAGGGTGATGCTGCTGTG 15,233-15,257  
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Estandarización de protocolos de RT-PCR, PCR anidada y RT-

PCR-TR. 

 

a) Purificación de ARN viral 

A partir de una muestra de vacuna comercial Ingelvac® PRRS MLV, se 

obtuvo ARN del virus de PRRS siguiendo el protocolo: 

Por cada 500 µl de muestra se adicionó 1 ml de RNAgt (Biotecmol®) en 

un microtubo de 2 ml, se mezcló por 15 segundos en un vortex, 

posteriormente se adicionó 200 µl de cloroformo y se homogenizó por 

15 segundos en un vortex. Posteriormente se centrifugó a 15,000 

G/10min a 4°C; se recuperó la fase acuosa en un microtubo de fondo 

cónico de 1.5 ml, se adicionaron 10 µg de glicógeno, se mezcló por 

inversión; se agregó un volumen de isopropanol absoluto frío y se 

homogenizó por inversión. Se centrifugó a 15,000 G/10min a 4°C se 

decantó y adicionó a la pastilla 500 µl de etanol al 75% preparado con 

agua dietilpirocarbonatada (DEPC) y se mezcló por inversión; en 

seguida se centrifugó a 12,700 G/7min 4°C. Se decantó y se dejó secar 

la pastilla a temperatura ambiente. Finalmente la pastilla de ARN se 

rehidrató en 20 µl de agua DEPC y se almacenó a -70°C hasta su uso. 
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b) Síntesis de ADN complementario (ADNc) por 

transcripción reversa (RT). 

A partir del ARN viral purificado se obtuvo el ADNc de los genes ORF5, 

ORF7 y UTR 3´, en un volumen final de 20 µl bajo el siguiente 

protocolo: 

Se colocaron en un tubo de PCR 9 µl del ARN, 100 pmoles del iniciador 

reverso, amortiguador de reacción 1X (proporcionado por              

                               N P    1 mM c/u, 40 U de inhibidor de 

RNasas (Fermentas® catálogo EO0381), 200 U de transcriptasa 

reversa (Fermentas®, catálogo EP0451), agua DEPC cbp 20 µl y se 

incubó por una hora a 42ºC. 

c) Estandarización de la PCR 

Para la estandarización de las condiciones de amplificación de los 

diferentes oligonucleótidos a utilizarse, se realizaron ensayos de PCR a 

partir del ADNc previamente sintetizado de las regiones de los genes 

ORF5 y ORF7. Se evaluaron diferentes temperaturas de alineamiento 

en los ciclos de la PCR en un volumen final de 20 μ                    

protocolo: se tomaron 4 μ     ADNc, 0.5 μM      z                   

externos (ORF5 R1a, ORF 5 F1a y ORF7 EF, ORF7 ER), 0.4  M 

 N P    (Fermentas® RO192), 1 U de Amplificasa (Biotecmol®), 

amortiguador de reacción 1X (proporcionado por proveedor), 1.5 mM 

MgCl2 (proporcionado por proveedor) y agua cpb 20 μ   L               
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finales de amplificación fueron: 1 ciclo a 94°C/5min; 30 ciclos a 

94°C/30seg,  58ºC/30seg, 72ºC/30seg; 1 ciclo a 72ºC/15min. 

d) Estandarización de la PCR Anidada.  

A partir de la PCR externa se realizaron ensayos de PCR anidada de 

los segmentos previamente amplificados del gen ORF5 y ORF7, con 

diferentes temperaturas de disociación en un volumen final de 20 μ   

bajo el siguiente protocolo: se tomaron 2 μ                    e 

reacción de PCR externa, 0.4 μM      z                    ORF5 R2a, 

ORF5 F2a y ORF7 RBam, ORF7RBAm), 0.2  M  N P    (Fermentas® 

RO192), 1U de Polimerasa (Biotecmol®), amortiguador de reacción 1X 

(proporcionado por proveedor),1.5 mM MgCl2 (proporcionado por 

proveedor) y agua cpb 20 μ   L               f               f     ó  

fueron: 1 ciclo a 94°C/5min; 30 ciclos a 94°C/30seg, 58ºC/30seg, 

72ºC/30seg; 1 ciclo a 72ºC/15min. 

e) Estandarización de la RT-PCR-Tiempo Real.  

A partir de ARN viral purificado se estandarizó la RT-PCR-Tiempo 

Real en un solo paso amplificando la región UTR3´ en un volumen 

final de 20 μl, bajo el siguiente protocolo: Se mezclaron 10 μ  A N      

10 μ          z             ó  q           : 100 pg de ADN 

recombinante de IA, 0.5 μM   z       iniciadores del control interno 

de IA (IA Fw e IA Rv), 0.1 μM       IA  IA-Probe), 0.5 μM    

iniciadores (PRRS-US-Fw y PRRS-US-Rv-), 0.1 μM       PRRS 

(PRRS-US-Probe), , 40 U de RT (Fermentas®, catálogo EP0442), 4 U 
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inhibidor de RNasas (Fermentas®, catálogo EO0381), 0.2 mM de 

dNTPs (Fermentas® RO192), 1 U de Polimerasa (Biotecmol®), 

amortiguador de reacción 1X (proporcionado por proveedor), 1.5 mM 

de MgCl2 (proporcionado por proveedor) y agua cbp 10 μ   L   

condiciones finales de amplificación fueron: 1 ciclo a 42°C/30min, 

95°C/10min, 40 ciclos a 95°C/15seg y 60°C/45seg. 

 

Obtención del ADN control y estándar de cuantificación para 

los ensayos de RT-PCR-TR.  

El control positivo y estándar de cuantificación para el virus de PRRS consiste 

en un plásmido el cual tiene clonado el blanco de amplificación del ensayo de 

RT-PCR-TR.  Este fragmento consiste en el extremo 3´del UTR viral. 

 

a) Amplificación y purificación de la región UTR 3´ del virus 

de PRRS. 

La construcción del control para la PCR-TR se llevó a cabo a partir 

de una reacción de RT-PCR, que amplificó el segmento 

correspondiente a 114 pb de la región UTR 3´ del virus de PRRS. El 

producto amplificado fue verificado por electroforesis en gel de 

agarosa al 3% y purificado por el método de perlas de sílica22. Para 

esto el fragmento purificado del gel se pesó y se adicionaron 3 

volúmenes  de NaI 6 M,  incubándose 10 minutos a  55°C.  Una vez  
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disuelta la agarosa, se adicionaron 20 μ                í        100 

µg/µl, se incubó 30 minutos a 4°C; y se centrifugó a 15,300 G por 4  

minutos Se decantó el sobrenadante y la pastilla se lavó en dos 

ocasiones con 500 μ           ó              N C  50 mM, Tris HCl 

pH7.5 10 mM, EDTA 2.5 mM, etanol 50% v/v). La pastilla se secó y 

se agregó 20 μ     H2O, se incubó 10 minutos a 55ºC, se centrifugó 

a temperatura ambiente bajo las mismas condiciones y el ADN 

soluble en el sobrenadante fue recuperado. La integridad del 

fragmento purificado fue evaluado por electroforesis en agarosa al 

3% y cuantificado por espectrofotometría. 

b) Clonación de la región UTR 3´ del virus de PRRS al 

plásmido pTZ57R/T. 

La clonación del fragmento UTR 3´, previamente amplificado y 

purificado, fue ligado al el vector comercial plasmídico pTZ57R/T 

(I   A     ™ PC  C       K   marca Fermentas® catálogo K1214) 

siguiendo las instrucciones del fabricante (Figura 2).  

Brevemente, la ligación se realizó en un volumen final de 20 µl, 

conteniendo 110 ng de vector, 5 U de T4 DNA ligasa (Fermentas® 

catálogo EL0014), 2 µl de buffer de ligación 10X  y 20 ng del 

amplicón purificado de la región UTR 3´, incubando la reacción por 

16 hrs a 16°C. 



18 
 

 
 

Figura 2. Mapa del vector de clonación pTZ57R/T. Contiene los primers 
universales M13/pUC flanqueando el sitio múltiple de clonación (CMS), un gen de 
resistencia a ampicilina y un gen lacZ para la selección por color de 
recombinantes. 

 
Ocho microlitros (44 ng) de la reacción de ligación fueron empleados 

en transformar 100 µl de células             E       DH5α, 

incubándose 30 minutos en hielo, 1 minuto a 42°C, 2 minutos en 

hielo, adicionando 900 μ           LB   incubando 1 hora a 37°C 

con agitación constante. Quinientos microlitros de esta mezcla 

fueron espatulados en una placa de medio sólido LB suplementado 

con 100 μ /                   0 μ /      X    y 266 μ /      IP G  

Las placas se incubaron a 37°C de 12 a 24 horas.  

Para la selección de plásmidos recombinantes, se evaluaron quince 

colonias blancas. Para esto cada colonia fue lisada en 60 µl  de agua 

destilada a 94°C por 10 min, a partir de las cuales se realizó una 

PCR para verificar la presencia del segmento de interés (UTR 3´ 

PRRS) bajo las siguientes condiciones: a 5 μl del lisado bacteriano 

se  le agrega una mezcla que contiene iniciadores universales 

Fordware y Reverse del M13 a 0.2 µM, dNTP´s 0.2 mM, Amplificasa 
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(Biotecmol®) 1 U/µl, amortiguador de reacción 1X (proporcionado 

por proveedor), y MgCl2 1.5 mM (proporcionado por el proveedor), 

en un volumen final de 20 µl; 94°C/5min (1 ciclo), 94°C/30seg, 

56°C/30seg, 72°C/30seg (30 ciclos) y una extensión final de 

72°C/15min. Los productos de amplificación fueron evaluados por 

electroforesis en agarosa al 3%,  esperando un amplicón de 268 pb. 

Una clona positiva (llamada pPZ6) se seleccionó para propagarla y 

obtener el ADN del plásmido recombinante. 

c) Propagación del ADN plasmídico recombinante. 

Se expandió la clona recombinante pPZ6 en 250 ml de medio líquido 

LB suplementado con ampicilina 100 µg/ml incubando durante 24 

horas en agitación constante. La pastilla bacteriana fue recuperada 

por centrifugación a 3000 G por 10min y el ADN plasmídico 

recombinante fue obtenido mediante el kit Zippy™ Plasmid Maxiprep 

(Zymo Research® catálogo D4028) de acuerdo a las instrucciones 

proporcionadas por el fabricante. 

 

Estandarización de la curva de cuantificación del virus de 

PRRS con el DNA del plásmido pPZ6 

Cuantificación del ADN del plásmido pPZ6.  

Una vez que se obtuvo el ADN plasmídico pPZ6 se cuantificó por 

fluorometría en un termociclador Rotor-Gene 6000 mediante el ensayo 

de PicoGreen®.23  
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Para la cuantificación viral por RT-PCR-TR se establece una curva 

estándar en donde se amplifican cantidades conocidas del ADN (de 1 a 

1X10-4 nanogramos) del plásmido pPZ6. La cuantificación se expresa 

en número de moléculas o número de copias y no en nanogramos de 

ADN. Por esto es necesario conocer el No de moléculas que tiene un 

nanogramo del ADN del plásmido pPZ6.  

El cálculo del número de moléculas que tiene un ng del pPZ6 se 

efectuó con la siguiente fórmula.24 

 

Peso en Daltons (g/mol) = (tamaño en pares de bases del plásmido + 

tamaño en pares de bases del inserto) (330 Da X 2 nucleótidos/pb), 

posteriormente (Número de Avogadro)/ (ng/mol) = (ng/molécula) = 

Número de moléculas/ng 

 

 

 

Donde: 

X= cantidad en ng del plásmido 

N= tamaño en pares de bases del plásmido recombinante 

660 g/mol= peso molecular promedio de un par de base 

 

 

 

(X ng)(6.022x1023moléculas/mol) 
       (N)(660g/mol)(1x109ng/g) = X moléculas/ng 
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Sensibilidad y repetibilidad de la curva de cuantificación del 

pPZ6 por PCR-TR. 

Para conocer la mínima cantidad de moléculas que pueden ser 

detectadas y amplificadas, se realizaron diluciones decuples seriadas 

de 1 a 1x10-8ng del ADN del plásmido control positivo pPZ6 (Anexo 1) 

que fueron evaluados por triplicado mediante PCR-TR bajo el siguiente 

protocolo: 10μ     cada dilución de DNA  PZ6     10μ       z       

reacción que contiene 0.5 μM             (PRRS-US-Fw y PRRS-US-

Rv-), 0.1 μM       P  S (PRRS-US-Probe), 0 5 μM                IA 

 IA Fw   IA      0 1 μM       IA  IA-Probe), 100 pg de ADN 

recombinante de IA como control interno, 0.2 mM de dNTPs 

(Fermentas® RO192), 1 U de Amplificasa (Biotecmol®), 1X de 

amortiguador de reacción (proporcionado por  proveedor), 1.5 mM de 

MgCl2 (proporcionado por  proveedor) y agua cbp 10 μ   Condiciones 

de amplificación: 95°C/10min, 40 ciclos a 95°C/15seg y 60°C/45seg. 

Este ensayo se realizó en cuatro ocasiones. 

Con base a los resultados, se determinó el rango óptimo de la curva de 

cuantificación a utilizar, para los ensayos posteriores de sensibilidad 

por la técnica de RT-PCR-TR. 
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Determinación de la sensibilidad y repetibilidad de la RT-PCR-

TR. 

En los ensayos de RT-PCR-TR, se trabajó con la vacuna Ingelvac® 

PRRS MLV con un título de 5x104.9 virus en 20ml. Se realizó la 

extracción de ARN a partir de 500µl de vacuna (100,000 unidades 

virales) por el método de fenol ácido previamente descrito, rehidratando 

el ARN viral en un volumen final de 20 µl con agua DEPC, 

considerando que hay 5,000 cadenas del genoma viral por microlitro.  

Para el ensayo de sensibilidad de RT-PCR-TR se realizaron 6 

diluciones decuples seriadas a partir del ARN obtenido, partiendo de 

1:10, estimando el número de cadenas virales presentes en cada 

dilución (Anexo 2). Las determinaciones se realizaron por triplicado y 

en cuatro experimentos independientes. 

Diez microlitros de cada dilución del ARN viral, así como 10 µl de las 

diluciones del ADN del pPZ6, se agregaron a 10μ     una mezcla de 

reacción conteniendo: 100 pg de plásmido              IA  0 5 μM c/u, 

iniciadores del control interno de IA (IA Fw e IA      0 1 μM       IA 

(IA-P       0 5 μM c/u de iniciadores (PRRS-US-Fw y PRRS-US-Rv-), 

0 1 μM       P  S  P  S-US-Probe), 40U RT (Fermentas®, 

catálogo EP0442), 4 U inhibidor de RNasas (Fermentas®, catálogo 

EO0381), 0.2 mM c/u de dNTPs (Fermentas® RO192),1 U de 

Amplificasa (Biotecmol®), amortiguador de reacción 1X (proporcionado 

por proveedor), 1.5 mM de MgCl2 (proporcionado por proveedor) y 
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         10 μ   L                       f     ó   f     : 1         

42°C/30min, 95°C/10min, 40 ciclos a 95°C/15seg y 60°C/45seg. 

 

Determinación de la sensibilidad y repetibilidad de la RT-PCR 

y PCR anidada. 

Los ensayos de sensibilidad por RT-PCR y PCR anidada se realizaron 

para la amplificación de los genes ORF5 y ORF7. Se empleó como 

fuente de material viral la vacuna Ingelvac® PRRS MLV, purificando el 

ARN viral a partir de 1 ml de vacuna y se rehidrató en 20 µl.  

Se sintetizó el ADNc de los ORF 5 y 7 agregando 9 µl de ARN viral a 

una solución conteniendo 100 pmol del iniciador reverso respectivo 

(ORF5 R1a y ORF7 ER), dNTP  s 1 mM (Fermentas® RO192), 40 U de 

inhibidor de RNasas (Fermentas®, catálogo EO0381), 200 U de 

transcriptasa reversa (Fermentas®, catálogo EP0442) amortiguador de 

reacción 1X (proporcionado por proveedor) y agua DEPC cbp 20 µl, 

incubándose por una hora a 42°C. 

Se realizó una PCR con los primers externos mostrados en el cuadro 3 

y 4 que corresponden a la región del gen ORF5 y ORF7, a cada una de 

8 diluciones decuples seriadas (10-1-10-8) a partir del ADNc, tomando 

10 µl de cada dilución con 10 μ       z    de reacción, la cual 

contiene: 1 μM                 x       (ORF5 R2a, ORF5 F2a y ORF7 

RBam, ORF7RBam), 0.8  M  N P    (Fermentas® RO192), 2 U de 

Amplificasa (Biotecmol®), amortiguador de reacción 1X 
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(proporcionados por el proveedor), 3 mM MgCl2 (proporcionados por 

proveedor) y          20μ   L                       f     ó  f     : 1 

ciclo a 94°C/5min; 30 ciclos a 94°C/30seg, 58°C/30seg, 72°C/30seg; 1 

ciclo a 72°C/15min.  

Para realizar la PCR anidada se tomaron 2µl de la reacción de PCR 

anterior agregándola a una mezcla conteniendo 0 4μM c/u iniciadores 

internos (ORF5R2a, ORF5F2a y ORF7FBam, ORF7RBam   0 2 M 

 N P    (Fermentas® RO192), 1U de Amplificasa (Biotecmol®), 

amortiguador de reacción 1X (proporcionados por el proveedor),1.5mM 

MgCl2 (proporcionados por el proveedor) y          20μ   L   

condiciones de amplificación fueron: 1 ciclo a 94°C/5min; 30 ciclos a 

94°C/30seg, 58°C/30seg, 72°C/30seg; 1 ciclo a 72°C/15min. Los 

productos generados se evaluaron por electroforesis en agarosa al 3%. 

Para determinar la sensibilidad alcanzada por este método se estimó el 

número de copias virales presentes en cada dilución considerando el 

título de la vacuna (Anexo 2). Los ensayos se realizaron en 4 

ocasiones con la finalidad de observar la repetibilidad. 

 

Comparativo entre RT-PCR, PCR anidada y RT-PCR-TR en 

cuanto a costos y tiempos. 

Se realizó un estudio de costos basado en los consumibles y reactivos 

necesarios para cada prueba molecular de RT-PCR, PCR anidada y 

RT-PCR-TR. 
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RESULTADOS  

 

Clonación y estandarización del control positivo de 

amplificación pPZ6. 

a) Amplificación, purificación y clonación del control 

positivo de cuantificación pPZ6 para los ensayos de RT-

PCR-TR.  

Con base al ensayo de PCR se determinó una temperatura óptima de 

amplificación de 56°C del fragmento UTR3´, como muestra la figura 3. 

El fragmento amplificado UTR3´ se purificó con perlas de sílica con NaI 

recortando la banda a partir del gel de agarosa. En la figura 4 podemos 

observar el amplicón de 114pb purificado en un gel de agarosa al 3%. 

 

 
 

Figura 3. Condiciones óptimas de amplificación para la región UTR 3´. 
Electroforesis del amplificado en gel de agarosa al 3%, teñido con bromuro de etidio 
0.5µg/ml. Carril 1 y 5 marcador de peso molecular pBR 322/MspI (150ng), carriles 2, 3 
y 4 amplificación con las temperaturas de reasociación 52°C, 54°C y 56°C 
respectivamente. 
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Figura 4 Purificación del fragmento UTR3´. Electroforesis en gel de agarosa al 3%, 
teñido con bromuro de etidio 0.5µg/ml. Marcador de peso molecular (MP) pBR 
322/MspI (150 ng), carril 1 UTR3´. 

 

En la figura 5 se muestra la electroforesis en gel de agarosa al 3% de 

la amplificación por PCR (268 pb) con los primers universales de M13 

de 15 colonias para corroborar la clonación de la región UTR3´ en el 

vector pTZ57R/T (figura 5).  

 

 
 

Figura 5 Verificación de colonias recombinantes. Electroforesis en gel de agarosa 
al 3%,  marcador de peso molecular pBR 322/MspI, en los pozos del 1 al 15 se ven 
los productos de amplificación de 268pb de las colonias recombinantes 
seleccionadas. 
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Una de la colonias recombinantes (pPZ6), con el fin de obtener 

cantidades suficientes de ADN del plásmido, se expandió y el ADN se 

purificó bajo el protocolo del kit Plasmid Purification del laboratorio 

Qiagen® (catálogo 12263). Para verificar la calidad e integridad del 

ADN plasmídico obtenido se realizó una electroforesis en gel de 

agarosa al 1% observando el ADN plasmídico en sus diferentes 

conformaciones (figura 6).  

 
 

Figura 6 ADN purificado del plásmido pPZ6. Electroforesis en gel de agarosa al 
1%, teñido con bromuro de etidio 0.5µg/ml. En el carril 1 se encuentra el marcador de 
               λ /B   I I               2 ADN     f            á       PZ6  

 

b) Estandarización de la curva de cuantificación utilizando 

el control positivo pPZ6. 

En el cuadro 5 se muestra la cuantificación de las diferentes diluciones 

del ADN plasmídico recombinante pPZ6 purificado, como ADN 

estándar de cuantificación se empleó ADN del bacteriófago lambda. 
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En el cuadro 6 se muestra el valor promedio de la estimación de la 

concentración del ADN del plásmido pPZ6 purificado.   

 
Cuadro 5. Cuantificación del ADN del plásmido pPZ6. Se muestra la 
concentración obtenida de la curva estándar de lambda (filas 1-6) y de las  diluciones 
del plásmido pPZ6 (filas 7-10). 
 

                                                                                               

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(concentración calculada)(factor de dilución) 

100 
 

Cuadro 6.  Cuantificación promedio de la concentración del ADN purificado del 

plásmido recombinante pPZ6. 

 

 Concentración Promedio 

(53ng)(200)/100 106 ng/µl 107 ng/µl 
(27ng)(400)/100 108 ng/µl 

 
 

El rendimiento de la purificación del ADN del plásmido pPZ6 obtenido a 

partir de 250ml de cultivo fue de 214 µg.  

 

 

  
Muestra 

Concentración 
requerida 

(ng/rx) 

Concentración 
calculada 

(ng/100µl de 
reacción) 

1 DNA         λ 100 100 
2 DNA         λ 50 49 
3 DNA         λ 25 25 
4 DNA         λ 10 10 
5 DNA         λ 5 5 
6 DNA         λ 1 1 
7 pPZ6 1/200  53 
8 pPZ6 1/200  53 
9 pPZ6 1/400  28 
10 pPZ6 1/400  26 

=   ng/µl 
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El número de moléculas por ng de ADN del plásmido pPZ6 fue el 

siguiente: 

    (1ng) (6.022x1023 moléculas/mol) 
              (3000 x 660g/mol) (1x109) 
 

 

c) Sensibilidad y repetibilidad de la curva de cuantificación con ADN 

de pPZ6 por PCR-TR. 

En las figuras 15 a la 22 (ver al final del texto en el Anexo 3) se 

muestran las gráficas de regresión lineal obtenidas por el equipo Rotor-

Gene 6000 de ocho repeticiones de ensayos de PCR-TR donde se 

evalúan 8 diluciones decuples seriadas (1ng a 1x10-8ng) cada una por 

triplicado, de la curva de cuantificación con el control positivo pPZ6. En 

estos ensayos el coeficiente de determinación (R2) promedio fue de 

0.99. 

En la figura 7 se muestran juntos los 8 ensayos de cuantificación de las 

diferentes diluciones del plásmido pPZ6. En esta gráfica se puede 

apreciar la repetibilidad y el nivel de sensibilidad del ensayo de 

cuantificación por PCR-TR. Cada dilución está representada con un 

punto de color (ver Anexo 1). Podemos observar que las primeras 6 

diluciones (del color morado al azul claro) los ensayos se comportan de 

una forma muy similar, sin embargo la séptima dilución (color verde 

claro) se localiza muy cercano al control negativo (color rojo), la octava 

dilución (1x10-8) marcada en color amarillo oscuro se evaluó 

= 3.04x108 moléculas/ng 
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únicamente en dos ensayos y los valores resultaron menores al control 

negativo. 

 

 

Figura 7. Gráfica de la repetibilidad de los 8 ensayos de la curva estándar de la 

cuantificación del plásmido pPZ6. Se muestra de derecha a izquierda las 8 
diluciones de mayor a menor concentración. Las 6 primeras diluciones son las que se 
consideran como positivas, mientras que la séptima y la octava por su localización se 
descartan para el ensayo cuantitativo. 

 

Con los valores de Ct y No de copias de los 8 ensayos con el ADN del 

pPZ6 se realizó el análisis estadístico, esto se presenta en el cuadro 

10. Se muestra el promedio, la desviación estándar (DE), el coeficiente 

de variación (CV) y el número de moléculas calculadas. Estos mismos 

datos se grafican en la figura 8 y 9. 
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Cuadro 7. Análisis estadístico (promedio, desviación estándar (D.E.), 
coeficiente de variación (CV%)y número de moléculas calculadas) de 8 ensayos 
de PCR-TR, para cada uno de los puntos de la curva. 
 

Diluciones 
del ADN 
estándar 

pPZ6 

 
Promedio 

Ct 

 
D.E. 
Ct 

 
CV% 

Ct 

No. de 
moléculas 
estimadas 

No. de 
moléculas 
calculadas 

1x10-1 13.76 0.94 6.55 3.04x108 3.16x108 
1x10-2 16.68 0.81 4.67 3.04x107 3.10x107 
1x10-3 19.35 0.74 3.71 3.04x106 3.80x106 
1x10-4 22.44 0.96 4.13 3.04x105 3.24x105 
1x10-5 25.91 0.91 3.44 3.04x104 2.08x104 
1x10-6 28.93 0.92 3.13 3.04x103 1.91x103 

1x10-7 30.39 0.58 1.91 3.04x102 6.30x102 
1x10-8 32.97 - - 3.04x101 4.08x101 
C- 31.97 0.88 2.75 - 2.06x102 

 

 

Figura 8. Promedio de los 8 ensayos de la curva estándar cuantificación pPZ6. 

Se muestra en la parte superior la respectiva desviación estándar (DE) de cada una 
de las 8 diluciones y del control negativo.   

 

 
 

Figura 9. Gráfica del coeficiente de variación de las diluciones del plásmido 

pPZ6. Cada barra corresponde al CV dado en porcentaje de las diluciones de la curva 
de cuantificación.   
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En los ensayos se observó que en todas las diluciones la desviación 

estándar no es mayor a un ciclo y el coeficiente de desviación más alto 

fue de 6.55%. Con los datos anteriores y por el comportamiento de la 

gráfica mostrada en la figura 14 se estableció que para llevar a cabo un 

ensayo cuantitativo de RT-PCR-TR utilizando se requieren de seis 

diluciones decuples del plásmido pPZ6 a partir de 1 ng.  

En estos ensayos se muestra que la cantidad mínima detectada y 

cuantificable del blanco de amplificación es de 1.91x103 moléculas  

 

Determinación de la sensibilidad y repetibilidad de la cuantificación del 

virus de PRRS por RT-PCR-TR.  

Para determinar la capacidad de la prueba de RT-PCR-TR para 

detectar y cuantificar el virus de PRRS se evaluaron 6 diluciones 

decuples seriadas del ARN viral obtenido de la vacuna Ingelvac® 

PRRS. Para la cuantificación se utilizaron 6 puntos de la curva de 

cuantificación con el ADN del plásmido pPZ6. Las determinaciones se 

realizaron por triplicado y en cuatro experimentos independientes.  

Las gráficas de regresión lineal de cada experimento se muestran en 

las figuras de la 22 a la 25 (ver Anexo 4). 

 

En la figura 10 se grafican juntos los 4 experimentos de cuantificación 

viral del PRRS. Cada dilución está representada con un punto de color 

(ver Anexo 2). 
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Se puede ver que las diluciones se comportan de  manera similar, sin 

embargo la cuarta y última dilución (azul marino) en 3 de los 4 ensayos 

se localiza muy próxima o por abajo del negativo, por lo cual no se 

toma como positiva.  

 

 
 

Figura 10. Gráfica de la repetibilidad de los 4 ensayos de la cuantificación del 

ARN vacunal. Se muestra de derecha a izquierda las 4 diluciones de mayor a 
menor concentración. Las 3 primeras diluciones son las que se consideran 
positivas, mientras que la cuarta por la cercanía con respecto al control negativo 
se descarta. 

 

El cuadro 8 muestra el análisis estadístico de dichos ensayos, 

consistentes en el promedio, desviación estándar (DE), coeficiente 

de variación (CV%) y el promedio del número de moléculas 

calculadas. Dichos datos fueron graficados en las figuras 11 y 12. 
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Cuadro 8 Análisis estadístico (promedio, desviación estándar (DE), coeficiente 
de variación (CV%) y número de moléculas calculadas) de 4 ensayos de RT-
PCR-TR evaluando la detección del ARN vacunal.  
 
Diluciones 

del ADN 
estándar 

pPZ6 

 
Promedio 

Ct 

 
DE 
Ct 

 
CV% 

Ct 

No. de 
moléculas 
estimadas 

No. de 
moléculas 
calculadas 

1x10-1 12.50 0.38 3.04 3.04x108 3.17x108 
1x10-2 16.98 0.16 0.92 3.04x107 2.50x107 
1x10-3 20.12 0.75 3.74 3.04x106 3.84x106 
1x10-4 24.51 0.91 3.73 3.04x105 3.24x105 
1x10-5 28.62 1.50 5.24 3.04x104 2.56x104 
1x10-6 31.72 1.55 4.89 3.04x103 4.24x103 

C- 33.73 0.18 0.52 - 2.91x103 
 

Diluciones 
del ARN 

 
Promedio 

Ct 

 
D.E. 
Ct 

 
CV% 

Ct 

No. de 
unidades 

virales 
DICT50% 

No. de 
moléculas 
calculadas 

1/10 19.55 0.90 4.58 4,964.5 3.17x108 
1/100 23.63 0.50 2.12 496.4 2.50x107 
1/1,000 28.24 1.19 4.21 49.6 3.84x106 
1/10,000 32.30 3.20 9.92 4.6 3.24x105 
C- 33.73 0.18 0.52 - 2.56x104 

 
 

 

 
 

Figura 11. Gráfica del promedio de los 4 ensayos de la cuantificación del ARN 

viral y de la curva del ADN pPZ6. Se muestra la respectiva desviación estándar 
(DE) de cada una de las diluciones. 
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Figura 12. Gráfica del coeficiente de variación de las diluciones del plásmido 

pPZ6. Cada barra corresponde al CV dado en porcentaje de las diluciones de la curva 
de cuantificación.   

 

En los ensayos apreciamos que el valor más alto de desviación 

estándar fue de 3.20 ciclos y el coeficiente de variación de 10.27%.  

El análisis de los ensayos de RT-PCR-TR nos muestra un límite 

mínimo de detección de 104 moléculas virales (3.86x104) lo que 

equivale a 50 unidades virales DL50%, de acuerdo al título de la 

vacuna usada como fuente de ARN viral.  

 

Determinación de la sensibilidad y repetibilidad de la RT-PCR y PCR 

anidada. 

En las figuras 13 y 14 se muestra el límite de detección alcanzado de 

los fragmentos ORF5 y ORF7 por RT-PCR y PCR anidada a partir de 

ARN de la vacuna Ingelvac® PRSS.  

Para ORF5 en punto final se observó amplificación sólo en la primera 

dilución del ADNc equivalente a 5,000 unidades virales, en cuanto a la  
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PCR anidada se logró observar mayor sensibilidad en la amplificación, 

detectándose hasta la cuarta dilución que corresponde a 5 unidades 

virales.  

 
 

Figura 13 Sensibilidad del gen ORF5 por RT-PCR (parte superior) y PCR anidada 

(parte inferior). Electroforesis en gel de agarosa al 3%, teñido con bromuro de etidio 
0.5µg/ml, marcador de peso molecular (MP) pBR 322/MspI, en la parte superior se 
encuentran las diluciones del ADNc de la PCR externa y en la parte inferior con la 
PCR anidada. 

 

En el caso de ORF7 por RT-PCR, únicamente amplificaron las dos 

primeras diluciones del ADNc equivalente a 500 unidades virales, 

mientras que para la PCR anidada se logró amplificar hasta la quinta 

dilución detectando 0.5 unidades virales. 
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Figura 14. Sensibilidad del fragmento del ORF7 por RT-PCR (parte superior) y 

PCR anidada (parte inferior). Electroforesis en gel de agarosa al 3%, teñido con 
bromuro de etidio 0.5µg/ml, marcador de peso molecular (MP) pBR 322/MspI en la 
parte superior se encuentran las diluciones  del ADNc con la PCR externa y en la 
parte inferior con la PCR anidada. 

 

 
Análisis comparativo de sensibilidad, costos y tiempos, entre RT-PCR, 

PCR anidada para ORF5 y ORF7 y RT-PCR-TR de la región UTR3´. 

En el cuadro 9 se muestran los diferentes límites de sensibilidad 

obtenidos con los ensayos de RT-PCR, PCR anidada y RT-PCR-TR, 

observándose las diluciones que fueron positivas, el número de 

moléculas detectadas y las unidades virales a las que equivalen. 
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Cuadro 9. Límite de sensibilidad de los ensayos de RT-PCR, PCR anidada y RT-
PCR-TR para el virus de PRRS. 
 

Dilucio
nes 
del 

ARN 

RT-
PCR 
ORF

5 

PCR 
Anidada 

ORF5 

RT- 
PCR 
ORF

7 

PCR 
Anidada 

ORF7 

qRT-PCR 
UTR3´ 

(Ct) 

No. de 
moléculas  

 
Unidades 

virales 

1x10
-1

 + + + + 19.19 5,730,000 4,964.5 
1x10

-2
 - + + + 22.88 559,000 496.4 

1x10
-3

 - + - + 27.60 38,600 49.64 
1x10

-4
 - + - + - 3,810 4.96 

1x10
-5

 - - - + - - 0.49 
1x10

-6
 - - - - - - 0.049 

1x10
-7

 - - - - - - 0.0049 
 

Cada método tuvo su nivel de detección. Para la RT-PCR evaluando el 

ORF5 fue de 5,000 unidades virales, con la PCR anidada aumentó la 

sensibilidad hasta detectar 5 unidades virales. En la amplificación del 

fragmento correspondiente al ORF 7 fue más sensible, la RT-PCR  

detectó 500 unidades virales mientras que la PCR anidada amplificó la 

dilución correspondiente a 0.5 unidades virales. Para los ensayos de 

RT-PCR-TR se logró la amplificación y cuantificación de 50 unidades 

virales que equivalen a 38,600 copias virales. 

En el cuadro 10 se observa el comparativo de los tiempos requeridos 

para llevar a cabo las diferentes metodologías. Para la RT-PCR-TR 

para el cual se requiere de 2 horas 30 minutos, para la RT-PCR y PCR 

anidada se emplea un mínimo de 6 horas 50 minutos, cabe mencionar 

que dentro del tiempo estimado no se toma en cuenta la purificación 

del ácido nucleico. 
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Cuadro 10. Tiempo requerido para realizar los ensayos de RT-PCR-TR, RT-PCR 
y PCR anidada. 
 

Ensayos  RT-PCR-TR RT-PCR y PCR anidada 

RT 30 min. 90 min. 
PCR 120 min. 120 min. 
PCR anidada - 120 min. 
Electroforesis - 60 min. 
Tiempo  150 min. 390 min. 

 

 

El costo por reacción de los consumibles empleados para el ensayo de 

RT-PCR-TR se resume en el cuadro 11, siendo de $9.73.  

En el cuadro 12 se muestran los costos para las técnicas de RT-PCR y 

PCR anidada los cuales se estimaron en $18.03.  

Cuadro 11. Costo por reacción de los consumibles para el ensayo de RT-PCR 
TR  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reactivo Inversión Costo por reacción 

Inicadores y sondas 
(control interno y PRRS) 

$4,874.2 $0.10 

Amplificasa® 
(MgCl, buffer y polimerasa) 

$1,300.00 $5.20 

dNTP´s $1,000.00 $2.00 
RT® Fermentas $4,000.00 $3.20 
Inhibidor $800.00 $1.28 
Otros (tubos y agua DEPC) $6,000.00 $0.55 
Total $17,974.20 $9.73 
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Cuadro 12. Costo por reacción de los consumibles para el ensayo de RT-PCR y 

PCR anidada. 

Ensayo Reactivo Inversión Precio  Costo por 
ensayo 

 
RT 

Iniciadores  - $0.08  
 

$6.71 
RT® Fermentas $4,000.00 $3.20 
Inhibidor $800.00 $1.28 
dNTP´s  $1.60 

 
PCR 

Iniciadores $416.00 $0.01  
 

$7.21 
Amplificasa® 
(MgCl, buffer y 
polimerasa) 

 
$1,300.00 

 
$5.20 

dNTP´s $1,000.00 $2.00 
 
 
PCR 
anidada 

Iniciadores $208.00 $0.01  
 

$4.61 
Amplificasa® 
(MgCl, buffer y 
polimerasa) 

$1,300.00 $2.60 

dNTP´s $1,000.00 $2.00 
 Otros (tubos y agua 

DEPC) 
$6,000.00 $1.65  

Total   $16,232.00 $18.03  
 

Los consumibles y costos generados para la construcción del control 

positivo pPZ6 fueron de $918.54 y se muestran en el cuadro 13. 

Cuadro 13. Costo de los consumibles para la construcción del control positivo 

pPZ6. 

 Inversión Costo del control 
positivo pPZ6 

Transformación 
bacteriana  

$9,100.00 $316.36 

Minipreparación  $10,150.00 $32.58 
Purificación $2,200.00 $22.00 
Cuantificación por 
PicoGreen® 

$8,540.00 $4.27 

Secuenciación  - $300 
Total   $918.54 
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En los cuadros 14 y 15 se presenta el costo para realizar el diagnóstico 

del virus de PRRS por las técnicas de RT-PCR-TR cuantitativo y RT-

PCR-TR, así como la RT-PCR y PCR anidada.  

Cuadro 14. Costos del diagnóstico de PRRS por RT-PCR-TR cuantitativo (lado 

izquierdo) y RT-PCR-TR (lado derecho). 
 

Ensayo 
 

Costo por diagnóstico 
qRT-PCR        RT-PCR-TR 

Extracción de ARN $29.70 $29.70 
PCR (por duplicado 6 puntos de la 
curva y C-) 

$72.62 - 

RT-PCR (por duplicado muestra y C-)  $38.94 $38.94 
Total  $141.26 $68.64 
 

Cuadro 15. Costos del diagnóstico de PRRS por RT-PCR y PCR anidada. 
 

Ensayo Costo por 
reacción 

Extracción de ARN $29.70 
RT $6.71 
PCR (por duplicado muestra y C-) $7.21 
PCR anidada (por duplicado muestra y C-) $4.61 
Electroforesis $10.59 
Total $58.82 

 

El costo del diagnóstico cuantitativo de una muestra por RT-PCR-TR es 

de $141.26; mientras que solo el diagnóstico por RT-PCR-TR tiene un 

costo de $68.64, un valor muy cercano al del diagnóstico por RT-PCR y 

PCR anidada que es de $58.82. 
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DISCUSIÓN  

En este trabajo se estandarizaron y compararon tres técnicas de diagnóstico 

molecular (RT-PCR, PCR anidada y RT-PCR-TR) para determinar su 

sensibilidad, costos y aplicaciones. La región UTR 3´ empleada para el 

diagnóstico por RT-PCR-TR y el ORF 7 utilizada para la RT-PCR y PCR 

anidada son regiones muy conservadas en la mayoría de los aislados, por lo 

que hay menos riesgo de falsos negativos.25 Mientras que el ORF 5 analizado 

por RT-PCR y PCR anidada es más variable y puede llegar a no ser 

amplificado, sin embargo este gen es utilizado para determinan la diversidad 

génica de las cepas.26,27  

Para el análisis de la sensibilidad y repetibilidad de la cuantificación por PCR 

en tiempo real, empleando el ADN del plásmido pPZ6 en la curva estándar de 

cuantificación, se usaron 6 diluciones decuples seriadas. En general, en las 

curvas de cuantificación se encontró un coeficiente de correlación (R2) 

promedio de 0.99, indicando una buena linealidad, es decir, que existe una 

relación lineal entre la fluoresencia emitida y el número de moléculas iniciales 

en la amplificación.28,29 El rango dinámico de cuantificación en la curva 

estándar fue en el límite inferior establecido a de 4,240 moléculas (4.24x103 

moléculas) y en los ensayos de RT-PCR-TR la sensibilidad fue de 38,000 

moléculas (3.8x106 moléculas) que equivale a 50 unidades virales.  

Se conocen diversos factores que pueden afectar la reacción de RT-PCR; una 

muy importantes es la integridad del material genético, en este caso del RNA, 

igualmente la eficiencia de la purificación de este. Por otro lado la presencia 

de inhibidores en la muestra. 16,18,30 Aunado a esto, se ha documentado que la 
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sensibilidad de los ensayos de la RT-PCR depende si se realiza en uno o dos 

pasos.,¡Error! Marcador no definido.,28,29 En dos pasos, quiere decir que primero se 

efectúa la RT y después la PCR. Los ensayos de dos pasos presentan mayor 

grado de sensibilidad pero incrementan el tiempo requerido para el análisis de 

las muestras. Mientras que la RT-PCR en un paso se reduce la sensibilidad 

del ensayo y con ello el tiempo empleado. En los ensayos de RT-PCR-TR, 

que son de un solo paso se detectaron hasta 50 unidades virales, sin 

embargo en la RT-PCR en dos pasos y su posterior PCR anidada, en el caso 

del ORF5 se detectaron hasta 5 unidades virales, mientras que para el ORF7 

se logró la detección de 0.5 unidades virales. 

Un problema en la PCR anidada es la posibilidad de obtener falsos positivos 

debido a contaminación. Esto lo pudimos observar en muchos de nuestros 

ensayos (datos no mostrados).  

De los experimentos de RT-PCR- anidada, se intentó inicialmente la amplificar 

usando RT-PCR en un solo paso, pero cuando se efectuaba la PCR anidada 

se observaron amplificaciones inespecíficas, sin observar el efecto de 

dilución. Este problema de contaminación no se observó en los ensayos de 

RT-PCR en tiempo real, los cuales son ensayos de un solo paso, aunque la 

sensibilidad sí se vio afectada, ya que se obtuvo un límite de detección de 

38,000 moléculas (3.8x104 moléculas) que equivalen a 50 unidades virales.  

Cabe mencionar la importancia de trabajar con ARN recién extraído, ya que 

este es muy lábil y puede degradar rápidamente. Notamos en varias 

ocasiones que después de almacenar el ARN a -70° para su posterior uso, la 
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cantidad detectada se reducía en ensayos subsecuentes. Esto pudimos 

evitarlo añadiendo inhibidor de RNasas (Fermentas®, catálogo EO0381). 

En lo que se refiere a los consumibles utilizados, los costos por reacción que 

generan los ensayos de RT-PCR-TR, RT-PCR y PCR anidada son de $9.73, 

$13.82 y $28.16 respectivamente. El costo para el diagnóstico del PRRSV 

tomando en cuenta la extracción del ácido nucleico, los controles negativos y 

procesos post-PCR, son para la RT-PCR-TR cuantitativa de $141.26, para la 

RT-PCR-TR no cuantitativa de $68.64 y para la RT-PCR y PCR anidada de 

$58.82. En el mercado sólo existe un kit para el diagnóstico de PRRSV por 

tiempo real, el costo es de $23,800.00 para 96 reacciones ($247.91 

pesos/reacción), el tiempo de entrega es de 30 a 45 días y no cuenta con un 

control positivo de cuantificación.  

El tiempo requerido para el desarrollo de la RT-PCR-TR es de 2 horas 30 

minutos, mientras que para los ensayos de RT-PCR y PCR anidada se estimó 

un mínimo de 6 horas 50 minutos, estos cálculos se realizaron sin tomar en 

cuenta la extracción del ácido nucleico, proceso que llega a ser de 2 horas 30 

minutos por el método de fenol ácido. Se debe tomar en cuenta que el 

aislamiento viral es considerado la prueba de oro para el diagnóstico de 

muchas enfermedades virales31, sin embargo esta técnica es laboriosa y de 

alto costo, requiriéndose una infraestructura de cultivo de tejidos32. En la 

actualidad los métodos de diagnóstico molecular como la PCR están 

reemplazando al aislamiento vírico debido a que poseen una mayor 

sensibilidad, rápido diagnóstico y no requieren la preservación en la muestra 

de virus replicables los que son susceptibles a la inactivación, ni de cultivos 
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celulares o medios de mantenimiento que resultan costosos, aunado a esto el 

aislamiento tarda varias semanas para poder completar el diagnóstico33. 

La elección del tipo de técnica de diagnóstico para el virus del PRRS va 

depender de la decisión de si se desea un diagnóstico cualitativo o 

cuantitativo. También si se necesita recuperar el producto amplificado para 

estudios posteriores como sería de variabilidad genética.  

En general se puede proponer para estudios masivos de diagnóstico, en los 

cuales se emplean pools de muestras, efectuar el diagnóstico por RT-PCR-

TR. Esto es más rápido y económico, aunque se tendría una sensibilidad 

moderada. Si se desea además estudiar la variabilidad genética del virus, en 

las muestras positivas por RT-PCR-TP se pueden amplificar por RT-PCR 

anidada.  
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CONCLUSIONES: 

En este trabajo se desarrolló un ensayo de RT-PCR-TR para el diagnóstico y 

cuantificación del virus de PRRS. Para la determinación del número de copias 

virales, se construyó un control estándar de cuantificación del ensayo 

mediante la clonación del producto de amplificación. 

Este método se comparó con las técnicas de RT-PCR punto final y PCR 

anidada en los niveles de sensibilidad y repetibilidad. Se evaluaron los costos 

y tiempos de los procesos para cada uno de los métodos de detección del 

virus de PRRS.  

Se encontró que el método de RT-PCR en TR es el sistema más rápido y 

económico aunque menos sensible que el RT-PCR anidado. Sin embargo 

este último es más propenso a resultados falsos positivos.  

El empleo de la RT-PCR-TR cuantitativa es apropiada para tamizados o 

diagnóstico molecular a gran escala, en donde se requiere evaluar un gran 

número de muestras. Otra aplicación es para cuantificar la carga viral en 

vacunas o para la titulación de cultivos virales.  

Igualmente, la RT-PCR-TR es apropiada en investigación en experimentos de 

inmunización–desafío y en donde se requiere evaluar si el virus se está 

propagando en tejidos. 

Si se desea obtener el producto de amplificación para caracterizar la cepa 

viral por secuenciación o por RFLP el método más eficiente es la RT-PCR 

anidado en dos pasos. 
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Anexo 1. Diluciones decuples seriadas del plásmido pPZ6. 

 

En el siguiente cuadro se muestran las diluciones del plásmido pPZ6 a partir 

de 1 ng hasta 1x10-8ng con el número de moléculas correspondientes a cada 

dilución, utilizadas para la estandarización de la curva de cuantificación para 

el diagnóstico RT-PCR-TR. 

 

 

Color Dilución Cantidad ng Número de 

moléculas 

 1 1x10-1ng 3.04x10-8 

 2 1x10-2ng 3.04x10-7 

 3 1x10-3ng 3.04x10-6 

 4 1x10-4ng 3.04x10-5 

 5 1x10-5ng 3.04x10-4 

 6 1x10-6ng 3.04x10-3 

 7 1x10-7ng 3.04x10-2 

 8 1x10-8ng 3.04x10-1 

 C- - - 
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Anexo 2. Diluciones decuples seriadas del ARN vacunal de virus de 

PRRS. 

 

Se muestra el número de copias virales de ARN para las diferentes diluciones 

de acuerdo al título de la vacuna  Ingelvac® PRRS MLV DICT50% empleada 

en los experimentos. 

 

Color Dilución Copias virales 

 1:10 5,000 

 1:100 500 

 1:1,000 50 

 1:10,000 5 

 1:100,000 0.5 

 1:1,000,000 0.005 

 C- - 
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Anexo 3. Gráficas de regresión lineal correspondiente a la 

estandarización de la curva de cuantificación del plásmido pPZ6 

 

Gráficas obtenidas del equipo Rotor-Gene 6000 de las ocho repeticiones de 

ensayos de PCR-TR donde se evalúa la cuantificación y repetibilidad del 

control positivo pPZ6. 

 

 

Figura 15. Ensayo 1, curva estándar de la cuantificación del plásmido pPZ6. 
Se muestra la correlación (R2) de 0.99613 de la cuantificación (eje de las X) con el 
ciclo de detección (Ct) de fluorescencia (eje de las Y) y la localización de ADN 
plasmídico  de las 8 diluciones (puntos azules) y el control negativo (puntos rojos).  
 

  

Figura 16. Ensayo 2, curva estándar de la cuantificación del plásmido pPZ6. 
Se muestra la correlación (R2) de 0.99227 de la cuantificación (eje de las X) con el 
ciclo de detección (Ct) de fluorescencia (eje de las Y) y la localización de ADN 
plasmídico  de las 8 diluciones (puntos azules) y el control negativo (puntos rojos).  

 

R2=0.996
13 

R2=0.9922
7 
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Figura 17. Ensayo 3, curva estándar de la cuantificación del plásmido pPZ6. 
Se muestra la correlación (R2) de 0.99020 de la cuantificación (eje de las X) con el 
ciclo de detección (Ct) de fluorescencia (eje de las Y) y la localización de ADN 
plasmídico  de las 8 diluciones (puntos azules) y el control negativo (puntos rojos).  

 

 
Figura 18. Ensayo 4, curva estándar de la cuantificación del plásmido pPZ6. 
Se muestra la correlación (R2) de 0.99151 de la cuantificación (eje de las X) con el 
ciclo de detección (Ct) de fluorescencia (eje de las Y) y la localización de ADN 
plasmídico  de las 8 diluciones (puntos azules) y el control negativo (puntos rojos).  

 
 

 

Figura 19. Ensayo 5, curva estándar de la cuantificación del plásmido pPZ6. 
Se muestra la correlación (R2) de 0.98671 de la cuantificación (eje de las X) con el 
ciclo de detección (Ct) de fluorescencia (eje de las Y) y la localización de ADN 
plasmídico  de las 8 diluciones (puntos azules) y el control negativo (puntos rojos).  

 

R2=0.9902
0 

R2=0.9915
1 

R2=0.9867
1 
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Figura 20. Ensayo 6, curva estándar de la cuantificación del plásmido pPZ6. 
Se muestra la correlación (R2) de 0.98952 de la cuantificación (eje de las X) con el 
ciclo de detección (Ct) de fluorescencia (eje de las Y) y la localización de ADN 
plasmídico  de las 8 diluciones (puntos azules) y el control negativo (puntos rojos).  

 
 

Figura 21. Ensayo 7, curva estándar de la cuantificación del plásmido pPZ6. 
Se muestra la correlación (R2) de 0.98939 de la cuantificación (eje de las X) con el 
ciclo de detección (Ct) de fluorescencia (eje de las Y) y la localización de ADN 
plasmídico  de las 8 diluciones (puntos azules) y el control negativo (puntos rojos).  

 
 

 

Figura 22. Ensayo 8, curva estándar de la cuantificación del plásmido pPZ6. 
Se muestra la correlación (R2) de 0.98497 de la cuantificación (eje de las X) con el 
ciclo de detección (Ct) de fluorescencia (eje de las Y) y la localización de ADN 
plasmídico  de las 8 diluciones (puntos azules) y el control negativo (puntos rojos).  

 
 
 

 

R2=0.9893
9 

R2=0.9895
2 

R2=0.9849
7 
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Anexo 4. Gráficas de regresión lineal correspondiente a las repeticiones 

de los ensayos de RT-PCR-TR evaluando el ARN vacunal.  

 

Gráficas obtenidas del equipo Rotor-Gene 6000 de las cuatro repeticiones de 

ensayos de RT-PCR-TR que evalúa la cuantificación y repetibilidad del ARN 

vacunal. 

 

 

 
Figura 22. Ensayo 1, Cuantificación del ARN vacunal. Se muestra una 
correlación (R2) de 0.98219 de la cuantificación (eje de las X) con el ciclo de 
detección (Ct) de fluorescencia (eje de las Y). La  curva de cuantificación se 
aprecia con puntos azules y las diluciones de ARN y el control negativo en puntos 
rojos. El límite de detección del ARN fue de 104 moléculas (2.86x104) equivalente 
a 49.64 cadenas de ARN.  
 
 

 
Figura 23. Ensayo 2, Cuantificación del ARN vacunal. Se muestra una 
correlación (R2) de 0.98219 de la cuantificación (eje de las X) con el ciclo de 
detección (Ct) de fluorescencia (eje de las Y). La  curva de cuantificación se 
aprecia con puntos azules y las diluciones de ARN y el control negativo en puntos 
rojos. El límite de detección del ARN fue de 104 moléculas (2.67x104) equivalente 
a 49.64 cadenas de ARN.  
 
 

R2=0.98219
6 

R2=0.99516 
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 Figura 24. Ensayo 3, Cuantificación del ARN vacunal. Se muestra una 
correlación (R2) de 0.99300 de la cuantificación (eje de las X) con el ciclo de 
detección (Ct) de fluorescencia (eje de las Y). La  curva de cuantificación se 
aprecia con puntos azules y las diluciones de ARN y el control negativo en puntos 
rojos. El límite de detección del ARN fue de 104 (5.41x104) moléculas equivalente 
a 49.64 cadenas de ARN. 
 
 
 

 

 
Figura 25. Ensayo 4, Cuantificación del ARN vacunal. Se muestra una 
correlación (R2) de 0.99911 de la cuantificación (eje de las X) con el ciclo de 
detección (Ct) de fluorescencia (eje de las Y). La  curva de cuantificación se 
aprecia con puntos azules y las diluciones de ARN y el control negativo en puntos 
rojos. El límite de detección del ARN fue de 104 (7.47x104) moléculas equivalente 
a 49.64 cadenas de ARN. 

 

 

 

 

 

 

R2=0.99911 

R2=0.98706 
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