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INTRODUCCION

En este trabajo se presentan los resultados de un panel reproductivo que incluye la identificacion de leptospira
patégena, Chlamydophila abortus, Chlamydia suis, circovirus porcino tipo 2, parvovirus porcino y el virus del
sindrome respiratorio y reproductivo porcino mediante PCR en tiempo real.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite la identificacion sensible y especifica de una secuencia
determinada de ADN o ARN mediante la amplificacion de una region concreta del genoma de cualquier organis-
mo. Durante los Gltimos afos esta técnica ha sido optimizada como herramienta de diagndéstico de las principales
enfermedades infecciosas y parasitarias de interés veterinario en un nimero creciente de laboratorios clinicos.
Actualmente, una variante de esta técnica denominada PCR en tiempo real (qPCR) ha cobrado relevancia debido a
su mejor especificidad, sensibilidad y reproducibilidad que la PCR convencional. El uso de la gPCR ha permitido
conseguir limites minimos de deteccidn entre 2 y 100 copias por reaccion, disminuir el riesgo de contaminacion y
reducir el tiempo del andlisis, ademas de permitir la cuantificacion absoluta o relativa del patdgeno evaluado. Esta
técnica también posibilita la identificacién simultanea de distintos patdgenos en una Unica muestra mediante la
utilizacion de diferentes fluoroforos y filtros de deteccion [1, 2].

Para llevar a cabo un analisis de gPCR es necesario la extraccion previa de los acidos nucleicos a partir de
matrices organicas seleccionadas, seguido de la posterior amplificacién y deteccion de las secuencias diana. El
producto amplificado se detecta en tiempo real a medida que la reaccién se esta verificando y una grafica que
representa los niveles de fluorescencia a lo largo de los ciclos de amplificacion permite la posterior interpretacion
de los resultados. El Ciclo threshold (Cq), definido como el ciclo en el que la fluorescencia sobrepasa el valor
umbral, es indicativo del nimero inicial de copias diana, y es menor cuanto mayor es dicho nimero de copias. De
este modo, con el uso de un control positivo de concentracion conocida, la gPCR permite la identificacion del
agente asi como su cuantificacion absoluta o relativa [3].

Recientemente, Exopol ha disefiado y validado mas de 50 ensayos de gPCR para el diagndstico de las princi-
pales enfermedades virales, bacterianas y parasitarias de relevancia en el sector veterinario [3, 4, 5, 6, 7 y 8]. Estos
ensayos presentan un innovador formato en el que todos los componentes de la reaccion se estabilizan en una
placa de 96 pocillos, lo que permite el uso rutinario de esta técnica de manera sencilla, rapida y automatizable.
Todos estos ensayos se han disefiado para ser ejecutados simultdneamente, lo cual favorece la evaluacion de “pa-
neles multiparamétricos” en una misma muestra [9, 10 y 11]. El uso de estos paneles rentabiliza el diagnéstico de
los problemas infecciosos en los cuales es necesaria la deteccidén de multiples patégenos de forma rapida y senci-
lla, aportando mayor cantidad de informacidn a nuestros usuarios.

En el sector porcino, Exopol realiza la evaluacion de un panel reproductivo que incluye la identificacion de
leptospira patdgena [4], Chlamydophila abortus, Chlamydia suis, circovirus porcino tipo 2 (PCV2), parvovirus
porcino (PPV) y el virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSv). En este estudio se presentan
los resultados obtenidos en los Gltimos meses.

MATERIALES Y METODO

Muestras evaluadas

Se analizaron un total de 82 casos de abortos porcinos con sospecha de problemas reproductivos de etiologia
infecciosa y remitidos a nuestro laboratorio desde septiembre de 2012 hasta febrero de 2014. 48 casos provenian
de 18 provincias de Espafia, 29 casos de Francia y 5 casos de Portugal. Para economizar y simplificar las analiti-
cas, las muestras de cada caso fueron agrupadas en pools con un maximo de cinco 6rganos en total y procedentes
de no mas de dos fetos (figuras 1y 2).
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Figuras 1y 2. Las principales muestras remitidas
fueron tejidos fetales que incluian bazo. higado,
contenido de estomago, intestino delgado.
pulmones y placenta.

Extraccién de &cidos nucleicos

Partiendo de un pool de 25 mg de tejidos, el cual fue sometido a homogenizacion para obtener una suspension
celular, se procedid a la extraccién automatizada de los &cidos nucleicos utilizando el dispositivo Labturbo 36
Compact System C3620 y siguiendo los protocolos Genomic mini Kit LGD500 y Total RNA mini kit LTR600 para
la obtencion de ADN y ARN, respectivamente.

Ensayos duplex de gPCR en formato estabilizado

Un total de seis ensayos de gPCR, previamente disefiados y validados en nuestro laboratorio, conformaron el
panel reproductivo porcino, que incluia la identificacion de los siguientes agentes: leptospiras patogenas, C. abor-
tus, C. suis, PCV2, PPV, y PRRSv. La principal innovacion de estos ensayos fue el uso de un nuevo formato de
gPCR, en el cual todos los reactivos necesarios se encontraban predispensados y estabilizados en cada pocillo de
una placa, permitiendo una rapida y sencilla preparacion de la analitica.

Estos ensayos duplex qPCR detectaban especificamente el patdgeno en canal FAM, asi como un control en-
dogeno (CE) en canal HEX. El uso de este CE permitié verificar el correcto funcionamiento del proceso, desde la
extraccion hasta la amplificacion [12]. Adicionalmente, cada ensayo disponia de un correspondiente control posi-
tivo sintético en una concentracion conocida facultando la cuantificacion absoluta o relativa de los resultados po-
sitivos [3].

La preparacion de la reaccion de gPCR fue similar en todos los ensayos y consistié Gnicamente en la adicion
de 10 pl de agua libre de nucleasas y 5 pl del acido nucleico correspondiente (ADN o ARN) en cada pocillo. Se
utilizé un Gnico protocolo térmico para los patégenos de ADN vy otro para el ARN [4 y 12]. Las amplificaciones
fueron realizadas en un termociclador StepOne PCR System (Applied Biosystems) y sus resultados se analizaron
con la aplicacion StepOne TM Software V2.3.

RESULTADOS Y DISCUSION

Existen mdltiples agentes virales y bacterianos implicados en los fallos reproductivos porcinos. Sin duda
PCV2 y PRRSV son considerados patdgenos relevantes por su amplia distribucion y las graves pérdidas economi-
cas que ocasionan a nivel mundial [14]. En este trabajo, un 22 % (20/82) de los casos resulto positivo para al me-
nos uno de los agentes evaluados. Leptospira patdgena (8,3 %) y PCV2 (8,2 %) fueron los hallazgos mas frecuen-
tes, mientras que PPV (5,5 %) y PRRSv (3,8 %) resultaron los menos. En comparacion, un estudio de fetos abor-
tados realizado mediante PCR por Maldonado y col. (2005) describe porcentajes de animales positivos a PCV2 y
PRRSv del 1 % y 9 %, respectivamente, destacando la ausencia de PPV mediante ELISA de captura de antigeno
[15]. Por otro lado, un estudio reciente de Salinas y col. (2012) asocia la presencia de C. abortus en fetos aborta-
dos de porcinos ibéricos [16]. La implicacion de este patdgeno en problemas reproductivos porcinos concuerda
con el 6,7 % de casos positivos encontrados en este trabajo. Adicionalmente, a pesar de que su papel es ain con-
trovertido, nuestros resultados ponen de manifiesto la presencia de C. suis en un 6,6 % de los casos evaluados.

La presencia de resultados falsos negativos se descartd mediante la amplificacién positiva del control endé-
geno en todas las determinaciones negativas (figura 3).

Muchos laboratorios de diagnostico veterinario son reticentes a introducir en su rutina el uso de técnicas mo-
leculares como la gPCR debido a la aparente complejidad en su ejecucion, asi como por el coste relativamente
alto de los equipos y reactivos necesarios. Con el fin de solventar estas dificultades, Exopol ha desarrollado un
innovador formato de gPCR que retne las bondades propias de esta técnica como la rapidez, especificidad y alta
sensibilidad, con una simplificacion notable en el protocolo de ejecucion del ensayo. Por otro lado, a diferencia de
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la mayoria de ensayos comerciales de qPCR disponibles en el mercado, este formato no necesita trasporte ni al-
macenamiento en congelacion, lo que supone un ahorro sustancial en los costes del producto.

La rapidez en la entrega de resultados es una de las aspiraciones de todo centro de diagndstico. La mayoria de
laboratorios que ofrecen diagndstico mediante qPCR utilizan kits comerciales con diversos protocolos térmicos,
limitando la inmediatez de su respuesta en la deteccidén de multiples patégenos en una misma muestra. En contra-
posicion a estos productos, los ensayos propuestos en este trabajo han sido disefiados y validados para utilizar un
mismo protocolo térmico; esto ha permitido la evaluacion simultanea, en un perfil multiparamétrico, de leptospira
patégena, C. abortus, C. suis, PCV2 y PPV en una sola carrera del termociclador (figura 4). Por otro lado, el uso
de ensayos duplex evita la competencia de reactivos por cantidades pequefias de ADN ademas de posibles interfe-
rencias entre las diferentes longitudes de onda de las moléculas fluorescentes, limitaciones descritas en algunos
ensayos gPCR multiplex [17].

Reurranos QFCR papa PCV2. DETECCION DE CASOS POSITIVOS BN COLOR ROJO (EAM)
T AMFLIFICACION DEL CONTROL ENDOGENG EN COLOR vERDE (HEX).
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En conclusion, estos resultados evidencian la circulacion de todos y cada uno de los agentes evaluados en la
cabarfia porcina de Espafia y su entorno. Teniendo en cuenta que nuestros datos no proceden de un disefio muestral
aleatorio, consideramos conveniente posteriores estudios epidemiol6gicos para determinar la situacion real de
estas enfermedades en la ganaderia nacional. Asimismo, creemos que el uso de técnicas moleculares como las
descritas en este articulo debe ser una realidad, ya que demuestran ser poderosas herramientas para el diagnostico
rapido y fiable de agentes patdgenos.
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