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L INTRODUCCION

El Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRS) fue descrito en Estados Unidos en
1987 (An et al., 2020; Espinoza & Velasquez, 2021; Gomez-Goémez et al., 2021; Maricruz
Lopez-Heydeck et al., 2015; Meléndez et al., 2021; Quezada-Fraide et al., 2021), y después
se reportd en otras partes del mundo (Li et al., 2016; Rodriguez-Prieto et al., 2013). En
Meéxico se report6d en unos ejemplares importados de Estados Unidos y Canada alrededor de
1994; donde se mencionaba que las cerdas presentaban cuadros reproductivos y mortalidad
de sus productos (Aguilar-Trejo et al., 2020; Gémez-Gomez et al., 2021). El sindrome fue
descrito a nivel clinico, epidemioldgico y productivo, en estados como: Guanajuato,
Veracruz, Estado de México y Puebla, mismos estados en los que se realizo el aislamiento
del agente etiologico del PRRS (Aguilar-Trejo et al., 2020). Actualmente es una de las
patologias infecciosas con mayor impacto econdémico en las producciones porcinas a nivel
mundial (Li et al., 2022), alcanzando pérdidas desde 698,000 euros hasta 664 millones de
ddlares, y 69 % de mortalidad de lechones en maternidad (Li et al., 2022; Martin-Valls et al.,
2022; Meléndez et al., 2021; Quezada-Fraide et al., 2021; Raev et al., 2020). Por lo antes
mencionado el objetivo general del estudio fue realizar la identificacion del virus de PRRS
mediante RT-PCR a partir de suero y cordones umbilicales de cerdos, lo cual se realiz6 a
partir de tres etapas importantes del servicio social: 1) el entrenamiento en laboratorio para
cultivo celular de la linea celular PK-15, 2) realizacion de una estancia en la unidad de
produccion porcina para las tomas de muestras de suero y cordones umbilicales y 3) practica

para el procesamiento de las muestras y obtencion de resultados.

I1. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS) es una de las patologias con mayor
impacto econdmico alrededor de las producciones, por lo que ha existido la necesidad de
implementar el diagndstico temprano del virus de PRRS (Li et al., 2022).

Actualmente uno de los métodos mas utilizados para la deteccion es el aislamiento viral, el

cual es dependiente de la implementacion de cultivos en lineas celulares (Xia et al., 2022)




tales como macrofagos alveolares pulmonares (PAM), PK15 (proveniente de rifidn porcino),
MARC-145 (proveniente de rifion de mono) y CHO-K1 (aislado de ovario de hembra adulta
de hamster) (Yim-Im et al., 2021) las que son susceptibles a la infeccion por el virus del
PRRS (VPRRS) tras la introduccion y expresion aproximadamente de 9 proteinas receptoras
CD163, sulfato de heparina (HS), CD151, sialoadhesina (Sn), vimentina, molécula de
adhesion intracelular 3 (ICAM-3) no asociada a integrina, especifica de células dendriticas
(DC) (DC-SIGN), Siglec-10 (lectina 10 unida al acido sidlico), miosina no muscular de
cadena pesada 9 (MYH9) y proteina de choque térmico miembro 8 (HSPAS); éstas
permitiran la unidn, internalizacion y liberacion del genoma viral dentro de la célula
infectada (Ye et al., 2022).

El uso de la linea celular PK-15 ha cobrado gran relevancia debido a que se ha demostrado
que al disefiar nuevas variantes que actian para varios receptores tales como: células PK 155™
D163 (que expresan de manera estable tanto Sn como CD163) y las células PK15510-€D163 "ge
encuentran relacionadas estrechamente con el fenotipo de los macrofagos objetivo
[macrofagos porcinos alveolares] y son mas adecuadas para el aislamiento de vVPRRS en

comparacion de lineas celulares que expresan Sn de forma estable como MARC-

145/MARC-1455" (Delrue et al., 2010; Xie et al., 2021).

1. HIPOTESIS
Las momias y abortos de cerdas gestantes se deberan a la presencia/infeccion del virus de
PRRS

IV. OBJETIVOS
General

Realizar el diagndstico viral en suero y cordon umbilical de cerdas con momias y abortos
positivas a PRRS por la RT-PCR

Especificos
e Tomar muestras de sangre de cerdas con momias y abortos

e Purificar el RNA de las muestras de suero sanguineo de cerdas con momias y abortos




e Realizar RT-PCR de las muestras de sueros sanguineos de cerdas con momias y
abortos
e Desarrollar el aislamiento de PRRSV de cerdas con momias y abortos a través de

cordones umbilicales de sus productos en la linea celular PK-15

V. META
e Detectar el virus de PRRS proveniente de cerdas con momias y abortos a través de

RT-PCR

e Aislar el virus de PRRS proveniente de cerdas gestantes positivas en RT-PCR

VI. MARCO TEORICO

Caracteristicas del virus y generalidades su genoma

El agente causal del PRRS es un virus envuelto conocido por formar parte de la familia
Arteriviridae, género Arterivirus, orden Nidovirales (An et al., 2020; Rodriguez-Prieto et al.,
2013), su genoma se encuentra compuesto por una cadena sencilla de ARN en sentido
positivo (Aguilar-Trejo et al., 2020; An et al., 2020) con 9 a 11 marcos de lectura que van
desde 5" con una regidn corta no traducible (UTR) seguida de ORFla, ORF1b, ORF2a,
ORF2b, ORF3, ORF4, ORF5, ORF6, ORF7 hasta el extremo 3’ con UTR mas una cola de
poli A (An et al., 2020; Kim et al., 2022; Liu et al., 2018; Maricruz Lopez-Heydeck et al.,
2015). Los marcos de lectura abierto 1 (ORFla y ORF1b) se consideran parte de proteinas
no estructurales, abarcan el 75% del tamafio del genoma, poseen funciones de protedlisis en
actividades como transcripcion y replicacion viral, y codifican poliproteinas con distintas
funciones siendo una de ellas, la ARN polimerasa (Kim et al., 2022). Por otro lado, los ORF
2a,2by 3 a7 codifican para las glicoproteinas estructurales (GP) como GP3, GP4 y GP5 por
parte de ORF2a; mientras que 2b codifica para las proteinas no glicosiladas tales como E, M
(membranales) y N (nucleocapside). ORFS5 por su parte, codifica para la glicoproteina mas
grande de la envoltura viral (o glicoproteina de cépside) compuesta por aproximadamente
200 aminoacidos, lo que permite la adherencia del virus a macroéfagos (Wang et al., 2020).

Mientras que ORF7, presenta una proteina conocida como N, la cual se considera la mas




inmunogénica y es la que idealmente se utiliza para pruebas seroldgicas en el diagndstico de
cerdos infectados con PRRSV (Kim et al., 2022; Maricruz Lépez-Heydeck et al., 2015;
Rodriguez-Prieto et al., 2013; J. Wang et al., 2020).

El PRRS se encuentra clasificado segun su variabilidad en sus secuencias gendmicas en tipo
I o Norteamericano, representado por la cepa prototipo Lelystad; y tipo II o Europeo
(prototipo de cepa VR-2332), de los cuales se reporta un aproximado de 60% de similitudes
a nivel nucleotido (An et al., 2020; Duerlinger et al., 2022; Gémez-Gdémez et al., 2021; Liu
et al., 2018; Maricruz Lopez-Heydeck et al., 2015; Quezada-Fraide et al., 2021; Raev et al.,
2020; Rodriguez-Prieto et al., 2013; Saade et al., 2020; Wang et al., 2020). A pesar de lo
antes mencionado, existen diversas variaciones en cuanto a la genética de las cepas lo que
conlleva a obtener dificultades al momento de realizar la sintesis de vacunas y diagnostico

del vPRRS (Maricruz Lépez-Heydeck et al., 2015).

Especies afectadas y mecanismo de accion del virus sobre célula huésped

Los porcinos son la especie mayormente afectada por el vPRRS, que puede afectar a cerdos
de todas las edades, sin embargo, se ha visualizado un incremento de infeccion en animales
jovenes (Gomez-Gomez et al., 2021); asi como también se ha descrito una mayor tendencia
en sistemas tecnificados contra producciones de traspatio, ello debido al incremento de la
poblacion animal, movilizacion de animales y uso de inseminacion artificial (Amarilla et al.,
2016; Maricruz Lopez-Heydeck et al., 2015; Rodriguez-Prieto et al., 2013). En la actualidad
no se conoce del todo la interaccion entre las células del hospedero con el virus, pero se sabe
que las células blanco son los macréfagos alveolares porcinos; también se ha descrito la
replicacion viral en macrofagos intersticiales e intravasculares pulmonares, ademds de
subpoblaciones de macrdfagos en tonsilas, nddulos linfaticos y bazo, macréfagos
intravasculares de la placenta, cordon umbilical y células dendriticas (Amarilla et al., 2016).
Por otro lado, se conoce que el receptor primario para VPRRS es el CD163, que es el

determinante de la susceptibilidad de la célula al agente viral (Amarilla et al., 2016).




Los mecanismos de infeccion conocidos del vPRRS son: el reordenamiento de las
membranas del huésped para establecer complejos de replicacion viral, sintesis y expresion
de ARN guia (gRNA), transcripcion de RNA subgendémico (sgRNA) para la expresion
eficiente de proteinas estructurales, al mismo tiempo que la capacidad unica de producir
vPRRS aberrante conocidos como heteroclitos. A su vez, se cree que el sitio donde se realiza
la replicacion viral son las vesiculas perinucleares de doble membrana (DMV) situadas en

el reticulo endoplasmico (Kappes & Faaberg, 2015).

El vPRRS puede atravesar la barrera transplacentaria debido a que tanto en el endometrio
como en la placenta se encuentran presentes macrofagos que expresan receptores afines a
PRRSV como son la Sn 'y CD163; ademas de localizarse en 6rganos y tejidos de embriones
y fetos en diferentes dias de gestacion tales como: dias 20-35, 50-60, 70-80 y del dia 80-114
(Guidoni et al., 2022; Karniychuk & Nauwynck, 2013). El mecanismo de acciéon del PRRSV
en la via maternal-fetal inicia con la replicacion del agente viral dentro de monocitos de los
vasos sanguineos endometriales y la extravasacion de estos hacia el endometrio (Figura 1A);
posteriormente, ocurre la replicacion viral dentro de macrofagos endometriales donde el virus
de PRRS ocasiona apoptosis de las células que conforman al epitelio endometrial, una vez
que se da la muerte programada de dichas células el virus puede ingresar al epitelio uterino
y al trofoblasto (Figura 1B). Por consecuencia, el PRRSV logra replicarse dentro de
macrofagos placentarios fetales y alcanza los organos fetales a través de la circulacion
umbilical (Figura 1C y 1D); ocasionando degeneracion total de la placenta en donde se
replico el virus, y posiblemente en estructuras adyacentes (Figura 1E y 1F) (Guidoni et al.,

2022; Karniychuk & Nauwynck, 2013).




Figura 1. Eventos durante la infeccion viral de PRRS en la via maternal-fetal. 1) Vaso sanguineo materno. 2)

Tejido conectivo endometrial. 3) Epitelio uterino. 4) Trofoblasto. 5) Mesénquima placentaria fetal. 6) Vaso

sanguineo fetal (Karniychuk & Nauwynck, 2013).

Transmision del virus y signos clinicos

El virus puede ser transmitido por diferentes rutas, de manera directa e incluso via venérea,

ello se debe a que se encuentra presente dentro de secreciones y excreciones de porcinos

infectados (Duerlinger et al., 2022; Gomez-Gémez et al., 2021; Rodriguez-Prieto et al.,

2013). El vPRRS suele ingresar via oronasal y genital abarcando los epitelios nasales y

tonsilares, posteriormente se introduce hasta macréfagos pulmonares y endometrio uterino

(Amarilla et al., 2016; Maricruz Lopez-Heydeck et al., 2015). Todo el mecanismo molecular

y la replicacion suele durar poco tiempo, ya que puede identificarse el antigeno viral dentro

de 6-12 horas post-infeccion en el citoplasma de las células infectadas (Amarilla et al., 2016).




La infeccion puede dividirse en dos tiempos o fases: la inicial, denominada, infeccion aguda,
donde se visualiza una viremia de 9-15 dias, que en animales jovenes puede durar de 28 a 35
dias y se pueden observar signos como anorexia, letargo, pirexia, taquipnea, disnea,
hiperemia cutdnea con extremidades ciandticas (Quezada-Fraide et al., 2021). Posteriormente
se da la infeccidn crénica, que comprende una ausencia de viremia, sin embargo, persiste el
virus dentro del organismo animal y puede ser aislado de 6rganos linfoides secundarios hasta
300 dias post-infeccion. Dependiendo el grado de virulencia que posea el virus, en mayor o
en menor intensidad, puede producir neumonia, miocarditis, encefalitis, rinitis, vasculitis,
linfadenopatias, entre otros signos. La eliminacion del virus se da principalmente mediante
orina, semen, secreciones mamarias, transplacentarias, excremento y saliva (Amarilla et al.,
2016; Quezada-Fraide et al., 2021). Los signos clinicos de PRRS son variables entre hatos
abarcando desde signos devastadores con alta mortalidad hasta asintomaticos, influenciado
ello por las diferencias de virulencia que hay entre tipos de vVPRRS, en este sentido, los que
se registran comunmente son abortos tardios, fetos momificados, lechones nacidos muertos
o débiles, anorexia, fiebre, cianosis, crecimiento reducido y problemas del sistema
respiratorio especificamente post-destete en lechones (Aguilar-Trejo et al., 2020; Duerlinger
et al., 2022; Gomez-Gomez et al., 2021; P. Li et al., 2022; Martin-Valls et al., 2022;
Rodriguez-Prieto et al., 2013; Vergara et al., 2016).

Deteccion del virus de PRRS con RT-PCR

Actualmente, el método para el diagndstico de vPRRS se da a través del uso de la reaccion
de la cadena de polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR) (Caserta et al., 2023; Henao-
Diaz et al., 2020; Zhang et al., 2018), ya que posee mayor sensibilidad, rapidez y precision
que otras técnicas de diagndstico como la inmunohistoquimica (Maricruz Lopez-Heydeck et
al., 2015). Ademas el uso de RT-PCR ayuda a detectar la fase aguda del vPRRS, favorece a
conocer la cantidad de RNA viral en las muestras y se permite conocer la severidad de la
infeccion (Chae et al., 2023). La prueba se puede realizar en muestras de suero sanguineo y
fluidos orales, entre otros (Rawal et al., 2022). En la RT-PCR, a diferencia de la PCR

convencional, el proceso comienza a partir de 4cido ribonucleico mensajero (RNAm) del




VPRRS, el cual por efecto de la enzima transcriptasa reversa es convertido a una molécula
de 4cido desoxirribonucleico complementario (DNAc); con el objetivo de duplicar las
particulas virales en millones de copias (Tamay de Dios et al., 2013). Los elementos que se
necesitan para la RT-PCR son: el DNAc, la enzima (Taq DNA polimerasa), oligonucléotidos
o primers, desoxirribonucleotidos trifosfatados o dNTPs (adenina, timina, citosina y
guanina), magnesio, buffer y agua; los elementos antes mencionados participan en tres etapas
principales: 1) desnaturalizacion, 2) hibridacion y 3) extension (Maria & Mellado, 2020). En
la etapa de desnaturalizacion, las hebras de DNA son separadas y sometidas a temperatura
de 95°C por 30 segundos (templado). En la segunda etapa, hibridacion, los primers se alinean
al extremo 3’ de la hebra antes separada y se hibridan con su secuencia complementaria
(complejo templado-primers); para esto es importante que la temperatura sea de 50-60°C.
Finalmente, en la extension, la Taq polimerasa acta sobre el complejo templado-primers,
agrega dNTPs complementarios para crear hebras completas de DNA (direccion 5’ a 3°) a
temperatura de 72°C (Taq polimerasa funcional) y como resultado al final del ciclo se

obtendran amplicones (Maria & Mellado, 2020; Tamay de Dios et al., 2013).

Aislamiento de virus de PRRS

Las muestras que comunmente se toman para el aislamiento de VPRRS son de suero
sanguineo y fluidos orales en individuos adultos, mientras que en lechones en afios recientes
se toman segmentos de cordon umbilical(Espinoza & Velasquez, 2021). El aislamiento del
VvPRRS puede llevarse a cabo a partir de cultivos celulares de macréfagos alveolares de
pulmones (PAM) (OIE, 2021) y MARC-145 (linea celular de rifion de mono) (Zimmerman,
2019); ademas se ha demostrado que distintas lineas celulares tales como BHK21, PK-15y
CHO-K1, pueden volverse susceptibles a la infeccion por este agente etioldgico tras la
introduccion y expresion de al menos 9 proteinas receptoras CD163, sulfato de heparina
(HS), CD151, sialoadhesina (Sn), vimentina, molécula de adhesion intracelular 3 (ICAM-3)

no asociada a integrina, especifica de células dendriticas (DC) (DC-SIGN), miosina no

muscular de cadena pesada9 (MYH9) y proteina de choque térmico miembro 8 (HSPAS); las
que tendran un rol importante en la unidn, internalizacion y liberacion del genoma viral

dentro de la célula infectada (Ye et al., 2022). Segun Xie et al., (2021), las lineas celulares




PK-15, que expresan sialoadhesina y antigeno CD163 (PK-155CP!63 y PK-158!0CP163) "gon |a
mas estables para el aislamiento viral del PRRS ya que los PAM tienen limitantes para poder
aprovecharse, por ejemplo, que los cerdos a muestrear deben tener un buen estado sanitario

y deben contar con menos de 8 semanas de edad (Ye et al., 2022).

Las células PK-15 (provenientes de rifion porcino) suelen procesarse en cultivos enriquecidos
con aminodcidos esenciales para su desarrollo (Wang et al., 2013; Yin et al., 2020). Yin et
al., (2020) realizaron el cultivo de células PK-15 en un medio de Eagle modificado por
Dulbecco’ s suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), 50 U/ml de penicilina y 50
w/ml de estreptomicina; ademas, las células fueron mantenidas a una temperatura de 37°C en
una camara humidificadora con 5% de diéxido de carbono. Por otro lado, Wang et al., (2013)
en su estudio cultivaron lineas celulares de PK-15 con la ayuda de un medio minimo esencial
(MEM) suplementado con 10% de FBS y 1% de antibiotico antimicotico. Una vez realizado
el cultivo, para determinar si las células PK-15 pueden expresar CD163 estable para vPRRS,
las células PK-15 generadas se deben infectar con las distintas cepas del virus y deben
controlarse mediante la observacion de efectos citopaticos post-infeccion (CPE), los que

pueden visualizarse hasta 48 h después de la infeccion (Wang et al., 2013).

VII. MATERIAL Y METODOS

Localizacion y obtencion de muestras

La toma de muestras de sueros y cordones umbilicales de cerdos evaluados se llevo a cabo
en el Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccion Porcina (CEIEPP), de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la UNAM, localizado en Jilotepec
Estado de México, la cual se encuentra al Norte de Tepeji del Rio, Hidalgo, y al Este de
Chapa de Mota, Estado de México. El protocolo fue previamente aprobado por el Comité
Interno para el Cuidado y Uso de los Animales (CICUA) para asegurar y verificar el cuidado,
el adecuado nivel de bienestar y uso justificado de los animales (Anexo 1). La unidad de
produccion se caracteriza por ser de ciclo completo, sistema todo dentro-todo fuera y un flujo

de produccion de 8 partos por semana. De la piara, fueron seleccionadas 24 cerdas (12




gestantes y 12 paridas) de la linea Yorkshire-Landrace multiparas, las que resultaron
positivas previamente al virus de PRRS de acuerdo con los resultados obtenidos del
monitoreo serologico de la granja realizado en octubre del 2022. Durante la toma de muestras
las hembras se encontraban dentro del area de maternidad, que cuenta con un sistema de
ventilacion manual, iluminacidon natural y artificial, ademas de temperatura entre 18°C y

26°C (principalmente al momento del parto).

Toma de muestras sanguineas

La toma de muestras sanguineas fue realizada en las 24 hembras a partir de la inmovilizacion
en cuadripedestacion con ayuda de un manejador que utilizé una cuerda atada en la zona del
maxilar superior a un punto de anclaje, provocando el movimiento nulo ocasionado por dolor
a la sujeccion. Antes de iniciar con la técnica de puncidn, se colocaron guantes de latex y se
realiz6 la asepsia y antisepsia del area. Inicialmente se localizé el surco formado entre la
punta del esternon y el hombro del animal; posteriormente se introdujo una aguja de calibre
18G 112 en angulo de 90° dirigiéndola de acuerdo con la trayectoria de la vena yugular

externa del lado derecho del cuello de la hembra (Figura 3).

Figura 3. Inmovilizacion de la cerda para la extraccion de la muestra sanguinea proveniente de vena yugular

externa.




Los 5 ml de muestras sanguineas obtenidas de cada cerda fueron depositados en tubos
amarillos con gel separador de suero BD Vacutainer (Cat no. 367986, USA). Posteriormente
la sangre completa fue centrifugada a 1.500-2.000 r.p.m. por 3 minutos a temperatura
ambiente con la finalidad de conseguir la separacion completa de suero; y se colocaron en
microtubos de 2 ml para su almacenamiento, los cuales se conservaron a 4°C para su

transporte.

Toma de muestra del cordon umbilical de lechones con madre positivas a vVPRRS

Se seleccionaron al azar dos lechones nacidos vivos de cada hembra de los que se obtuvieron
los cordones umbilicales. Las muestras de cordon umbilical fueron tomadas al inicio del parto
posterior a la limpieza y secado del lechon, evitando el contacto del cordon umbilical con el
suelo o superficies y minimizar su contaminacion (Figura 4). Con ayuda de guantes estériles
se procedid a realizar la ligadura de los cordones umbilicales y se cortdé un segmento de
aproximadamente 3 cm (por lechén) con distancia de 0.5 cm proximal al lechon recién
nacido. Los segmentos fueron colocados en tubos BD de transporte viral universal con
solucion salina equilibrada de Hanks modificada y enriquecida con vancomicina y
anfotericina B de 3 ml con medio de conservacion viral, rotulados y colocados en

refrigeracion 4°C (Figura 5).

Figura 4. Sujecion del lechon recién nacido previo al corte del cordon umbilical.




Las muestras de sueros sanguineos y cordones umbilicales fueron transportadas para ser
trabajadas en el Laboratorio de Vacunologia y Constatacion perteneciente al Departamento
de Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,

Universidad Nacional Autonoma de México.

Figura 5. Almacenamiento de cordon umbilical en tubo con medio de conservacion viral de 3 ml.

Obtencion de RNA con Trizol LS Reagent

Para el proceso de obtencion de RNA fue necesario modificar las muestras de tejido de estado
solido a liquido, donde se tomaron segmentos de cordones umbilicales de un centimetro, los
cuales se maceraron con ayuda de un mortero, pistilo y 200 pL. de PBS 1x estéril (NaCl:
137mM, KCI: 2.7 mM, Na;HPOs. 10 mM, KH>POj4); se colocaron cada uno de ellos en un
tubo de 2 ml para centrifugar a 4,000 rpm a 4°C por 5 minutos y se almacenaron los
sobrenadantes a -70°C.

Una vez obtenidos los sobrenadantes provenientes de cordones umbilicales, se inici6 con la
purificacion del RNA del vPRRS, para la que se colocaron 250 pL. de muestra en un tubo de
2 ml ademés de 1 ml de Trizol (Ambion, Cat. No. 10296028) agitando con un vortex y se
dejaron incubando por 5 min a temperatura ambiente. Al observar las muestras se presentaba
grasa en cada una de ellas, por lo que se centrifugaron a 12,000 g por cinco minutos a 4°C y
se transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo. Posteriormente, se afiadi6 a cada tubo 200 pL

de cloroformo, se agitaron con ayuda del vortex, se incubaron por 3 minutos a temperatura




ambiente y se centrifugaron por 15 minutos a 12,000 g a 4°C con el objetivo de obtener una
fase acuosa e incolora, la cual se transfiri6 a otro tubo. Después se afiadieron 500 pL de
isopropanol y se incubaron a 4°C por 10 minutos; se centrifug6 a 12,000 g por 10 minutos a
4°C. Como resultado se obtuvo un pellet y el sobrenadante se tir6. Luego, se resuspendio el
pellet en un 1 ml de etanol al 75%, se homogeneiz6 con ayuda del vortex y se centrifugd
nuevamente a 12,000 g por cinco minutos a 4°C. Se tir6 el sobrenadante y se secaron los
tubos por 5 minutos dejandolos abiertos para que el etanol al 75% restante se evaporara. A
continuacion, se resuspendieron los pellets con 20 puL. de agua libre de RNAsa y incub6 en
un termoblock a 55°C por 10 minutos. Finalmente, se guardaron los tubos con RNA a -70°C
hasta su uso posterior. Para corroborar la presencia de RNA se utillizé un espectofotometro
(NanoDrop 1000, USA), en el cual se colocaron 2 pL. de RNA por cada muestra a analizar.
Para evaluar el nivel de pureza del RNA se visualizo el resultado de la relacion 260/280

segun el espectofotdometro lo indico.

RT-PCR

Se utilizaron el termociclador PikoReal-96 (Thermo PikoReal 96, No. Serie.
PR09661500419, Finlandia), el programa PikoReal software version 2.2 para el
procesamiento de las resultados y el Kit para RT-PCR de PRRS (ADIAVET, Cat. No
ADI132-100). El protocolo del software fue programado a un volumen de 15 pL, y los
parametros utilizados fueron de 45°C por 10 minutos y luego 95°C por 10 minutos (ambos
para el proceso de retrotranscripcion) para posteriormente realizar 45 ciclos de 95°C por 30
segundos y 45°C por 1 minuto. Se utiliz6 una placa de 96 pozos donde se colocaron 4 pL de
RNA de cada muestra y 16 pL de solucion AS a 4°C en cada pozo; afiadiendose también el
control Norteamericano. Se taparon los pozos con film transparente adherente y se
eliminaron las burbujas de cada pozo. Finalmente, se colocd la placa dentro del termociclador

y se corrid el programa.




Cultivo de células PK-15 y aislamiento del virus de PRRS

Para el cultivo de la linea celular PK-15 se utilizéo PBS con pH 7.4 a 25°C, medio de Eagle
modificado por Dulbecco’s con 4.5 g/L glucosa, suplementado con 10% de suero fetal bovino
(FBS), 50 U/ml de Penicilina y 50 p/ml de Estreptomicina (SIGMA, Cat. No. 10-013-CV) a
temperatura de 25°C; ademas de tripsina 1x al 0.25% (Corning, Cat. No. 25-050-Cl) a 20°C.
Para mantener las células libres de contaminantes o patogenos el proceso se llevo a cabo
dentro de una campana de flujo laminar con limpieza previa con etanol al 70%. Se descongelo
el tubo de 2 ml con células PK-15 a temperatura de 37°C para centrifugacion a 3500 rpm por
3 minutos. Una vez transcurrido el tiempo se visualiz6 el pellet celular en la punta del tubo.
Dentro de la cdmara de flujo laminar con micropipeta se cambi6 el medio, donde se afadio
I ml y se realizd un movimiento de pipeteo para soltar las células al medio nuevo.
Posteriormente, se coloc6 el medio dentro de una botella T25 para crecimiento celular, se
agregaron 5 ml de medio y se mantuvieron en incubacion a 37°C y 5% de Coz (Sanyo Coz
Incubator, Modelo MCO-19 A/C, Japon). Se visualizaron los niveles de confluencia celular

en las 24 y 72 horas posteriores.

A la botella T25 de cultivo celular se le agregd 750 pL de tripsina con el fin de liberar las
células de las paredes de la botella, después se dejo reposar por 5 minutos y se visualizo al
microscopio para corroborar dicha separacion. Posteriormente, se agregaron 10 ml de PBS
con pH 7.4 a temperatura ambiente para neutralizar el efecto de la tripsina; con ayuda de
pipetas de 10 ml y pipetero (Scilogex Levo Plus Pipette Filler No. YP182AG000179) se
agregaron 15 ml de la botella T25 a un tubo Falcon de 20 ml. Se centrifugaron las células a
3000 rpm por 5 minutos a 25°C. Al visualizar el pellet celular se tir6 la solucion PBS y con
movimientos firmes en la punta del tubo disolver el pellet en el liquido restante. Se colocaron
10 puL en un tubo Eppendorf de 1.5 ml ademas de la adicion de 90 pL de azul de tripan 0.4%
(Gibco, Cat. No. 1520-061) (diluciéon 1:10); se colocaron 12 pL en la cdmara de Neubauer

(OptikLabor, Cat. No. 1100000) para realizar el conteo celular. Se contaron el nimero de




células de dos cuadrantes superiores y dos inferiores y se realizé el célculo con la siguiente

formula:

numero de células
area de conteo (mm?) * profundidad de la camara (mm) * diluciéon

= nimero de células por pL

VIII. RESULTADOS

Muestras obtenidas

Se obtuvieron 21 muestras de sueros sanguineos de hembras gestantes, de las que nueve se
encontraban dentro del 4rea de maternidad proximas al parto. De ellas tres presentaron
momificaciones y 2 presentaron 1 aborto (Figura 6). De las tres cerdas que presentaron

momias y abortos al parto se recolectaron nueve muestras de cordones umbilicales.

Figura 6. Lechones nacidos muertos con diferentes etapas de momificacion: inicial y parcial.




RNA obtenido

Los valores indicativos de pureza 260/280 en las muestras de RNA de suero sanguineo y

cordones umbilicales se muestran en el Cuadro 1. Las muestras UC3, UC5 y UC7 se

consideran dentro de la clasificacion como “pureza aceptable”.

ID Tipo de muestra Concentracion de RNA (ng/ul) Relacion 260/280
Al5 Suero 16.5 1.37
0507 Suero 29.6 1.47
69991 Suero 40.6 1.47
UcCl1 Cordon umbilical 220.6 1.65
uc2 Cordon umbilical 85.2 1.58
ucs3 Cordon umbilical 116.9 1.70
uc4 Cordon umbilical 134.2 1.68
ucs Cordon umbilical 132.5 1.71
uce Cordon umbilical 123.8 1.67
uc? Cordon umbilical 143.1 1.72

Cuadro 1. Valores de las medidas de absorbancia del RNA obtenidos en el NanoDrop 1000.

RT-PCR

De las 21 cerdas evaluadas, 5 resultaron positivas a vVPRRS mediante el uso de RT-PCR con

muestras de suero, las cuales se identificaron como Al, A2, A3, Bl y B3. Los umbrales de

ciclos (Ct) obtenidos fueron: Al= 5.65, A2= 10.97, A3= 10.86, B1= 10.36 y B3= 4.56

(Figura 7). Mientras que las muestras restantes no lograron amplificar, a excepcion de la

muestra control denominada como F4 con Ct de 1.24 (Figura 8). Del procesamiento de 12

cordones umbilicales de lechones, 5 resultaron positivos a RT-PCR, estas se identificaron

como: UC1, UC2, UC3, UC7 y UC9. Los umbrales de ciclos obtenidos fueron: UC1= 14,

UC2=12.82, UC3=11.73, UC7=13.55 y UC9=14.92 (Figura 9).
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Figura 8. Graficas de amplificacion de muestras de sueros sanguineos positivas a PRRSV. 1) Muestra A1l
(linea roja), 2) muestra A2 (linea naranja), 3) muestra A3 (linea verde), 4) muestra B1 (linea aqua) y 5)
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Figura 9. Grafica de amplificacion de muestras negativas con muestra control F4
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Figura 10. Graficas de amplificacion de muestras procesadas de cordon umbilical positivas a PRRSV.

A) Muestra UCI1 (linea roja), B) muestra UC2 (linea naranja), C) muestra UC3 (linea verde), D) muestra UC7

(linea azul rey) y E) muestra UC9 (linea roja).
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Cultivo de células PK-15 y aislamiento del virus de PRRS

Dos semanas después del inicio del cultivo celular se realizé el conteo celular, donde se
contabilizaron 2.6 x10° células PK-15. Sin embargo, al paso de los dias se visualizaron
células con aspecto oscuro y flotando en el medio DMEM, signos caracteristicos de muerte

celular. Por lo antes menciondo, el aislamiento del vVPPRS no se logr6 concretar (Figura 10).

Figura 10. A) Imagen tomada el 3 de Abril del 2024 con presencia de células PK-15 dentro del medio

DMEM, B) Imagen tomada el 15 de Abril del 2024 con evidente muerte celular.




IX. DISCUSION

El agente viral del sindrome respiratorio y reproductivo porcino es uno de los patdogenos con
mayor relevancia ecobnomica a nivel mundial (Kappes & Faaberg, 2015; Kim et al., 2022; Li
et al., 2016; Raev et al., 2020), por lo que un diagnostico segln la etapa de la enfermedad
(aguda o cronica) en la que se encuentran los individuos mejoraria la deteccion del vPRRS;
esto concuerda con Henao-Diaz et al., (2020), quienes a través de su estudio mencionan que
los métodos de diagnostico Optimos para detectar el PRRS en fase aguda es la RT-PCR y en
fase cronica el ELISA. Las técnicas de diagndstico antes mencionadas, se han utilizado por
diferentes investigadores, especialmente la RT-PCR, la cual segiin Lopez-Heydeck et al.,
(2015) tiene de ventaja la obtencion de un 100% de sensibilidad y especificidad en muestras
de suero. En el presente estudio unicamente se utilizo la RT-PCR y se visualiz6 que el 24%
de las muestras de suero fueron positivas a vVPRRS, lo que de acuerdo a Henao-Diaz et al.,
(2020) las cerdas se encontraban aproximadamente entre el dia 3 y 50 de post-exposicion al
virus.

Las muestras utilizadas para el diagnostico de vPRRS, en esta investigacion fueron de suero
sanguineo de cerdas gestantes y cordones umbilicales de lechones de dichas hembras, ello
debido a que con este tipo de muestras existe mayor sensibilidad a la deteccion por RT-PCR,
asi como mayor facilidad a la obtencion. Ello concuerda con Lopez et al., (2020) donde
reportan que el uso de suero sanguineo para el diagndstico de VPRRS ofrece
aproximadamente un 95% de sensibilidad a la deteccion a través de la RT-PCR en cerdos en
etapa aguda, la cual se denomina viremia inicial. Por otro lado, contrastando el estudio
presente, Chae et al., (2023) describen que la muestra de sangre completa para diagndstico
de vPRRS mediante RT-PCR es el método mas poderoso y simple de realizar.

Al obtener resultados positivos en la RT-PCR de las muestras procesadas de cordones
umbilicales, se comprueba el paso del vPRRS de la madre al embrion y la confirmacion de
la hipotesis planteada; tal y como lo describen Martin-Valls et al., (2018) quienes en su

investigacion corroboraron con efectividad la entrada transplacentaria del vPRRS, y




reportaron que debido a ello, el cordon umbilical de lechones con madres positivas, son una
una buena alternativa para el muestreo y deteccion del mismo.

A su vez, el presente estudio es sustentado por Karniychuk et al., (2013) donde a través de
su investigacion no solo concluyen que el virus de PRRS se replica e ingresa por medio de
la via materno-fetal durante la gestacion tardia afectando los 6rganos de los embriones, sino
que destacan la causa de la capacidad del virus de ingresar por este medio, y también explican
que la determinante es gracias a la abundante presencia de macréfagos con receptores CD163
y Sn presentes en 6rganos internos fetales, favoreciendo asi la infeccion viral del producto.
El aislamiento del vPRRS en este estudio no fue realizado debido a la muerte de la linea
celular PK-15 del cultivo trabajado, el cual pudo ocasionarse a causa del manejo o a la falta
de las condiciones necesarias para la proliferacion celular tales como la temperatura, pH, y
que coincidi6 con que el tanque de didéxido de carbono se vacio, entre otros, ello has sido
descrito previamente por Freshney (2006) en su recopilacion de principios de cultivo celular.
Sin embargo, este obstdculo abre la posibilidad a continuar con la misma linea de
investigacion para realizar el aislamiento del virus de PRRS presente en los animales
evaluados, asi como un andlisis filogénetico para poder determinar las similitudes genéticas

de RNA que presenta el vPRRS detectado.

X. CONCLUSION

La deteccion del vPRRS es uno de los puntos clave para el abordaje de esta patologia de
manera temprana, sin embargo, el diagnostico es escaso en México debido a que la mayoria
de las alertas del infeccion por vPRRS son poco visibles. Por lo antes mencionado, seria
importante que las producciones porcinas alrededor del pais ademas de realizar el diagnostico
rutinario de PRRS a través de RT-PCR y ELISA, agregaran un protocolo con acciones que
eviten la entrada del agente viral, en el que se incluya un historial del nimero lechones
nacidos muertos y la relacion con la salud de la madre. Asi como la realizacién del
diagnoéstico de vPRRS a nuevos individuos que ingresen a la produccion y deteccion de
vPRRS en semen utilizado para inseminacion artificial, entre otras acciones. Ello ayudaria a

visualizar la entrada del virus a la produccion y el diagnostico temprano del PRRS. A su vez,




al lograrse la implementacion rutinaria de vPRRS en las producciones, idealmente deberia
realizarse el aislamiento viral para poder identificar exactamente la cepa y el linaje al que
pertence el virus, y con ello poder desarrollar vacunas o tratamientos especificos que puedan

combatir la infeccion viral de dicha produccion.

Finalmente, concluyo este trabajo de investigacion con la dicha de haber tenido la
oportunidad de profundizar mas en el sindrome porcino més complejo y comun a nivel
mundial. Ello a través de un proceso integral como eMVZ desde el ambito tedrico al practico,
donde ademaés tuve la oportunidad de realizar una estancia en una unidad de produccion
porcina para vivir el manejo diario de porcinos en diferentes etapas. Desde mi punto de vista,
la investigacion de problemas potenciales de la actualidad, no s6lo se refiere a la lectura y
escritura del tema, si no al adentrarse por completo en el problema y justo esa fue la

experiencia que vivi en mi servicio social, dindome una grata experiencia.
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XII. ANEXO

Anexo 1. Dictamen de protocolo aprobado ante el CICUA.
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