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INTRODUCCIÓN 
En este trabajo se presentan los resultados de un panel reproductivo que incluye la identificación de leptospira 

patógena, Chlamydophila abortus, Chlamydia suis, circovirus porcino tipo 2, parvovirus porcino y el virus del 
síndrome respiratorio y reproductivo porcino mediante PCR en tiempo real. 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) permite la identificación sensible y específica de una secuencia 
determinada de ADN o ARN mediante la amplificación de una región concreta del genoma de cualquier organis-
mo. Durante los últimos años esta técnica ha sido optimizada como herramienta de diagnóstico de las principales 
enfermedades infecciosas y parasitarias de interés veterinario en un número creciente de laboratorios clínicos. 
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 qPCR ha permitido 
conseguir límites mínimos de detección entre 2 y 100 copias por reacción, disminuir el riesgo de contaminación y 
reducir el tiempo del análisis, además de permitir la cuantificación absoluta o relativa del patógeno evaluado. Esta 
técnica también posibilita la identificación simultánea de distintos patógenos en una única muestra mediante la 
utilización de diferentes fluoróforos y filtros de detección [1, 2]. 

Para llevar a cabo un análisis de qPCR es necesario la extracción previa de los ácidos nucleicos a partir de 
matrices orgánicas seleccionadas, seguido de la posterior amplificación y detección de las secuencias diana. El 
producto amplificado se detecta en tiempo real a medida que la reacción se está verificando y una gráfica que 
representa los niveles de fluorescencia a lo largo de los ciclos de amplificación permite la posterior interpretación 
de los resultados. El Ciclo threshold (Cq), definido como el ciclo en el que la fluorescencia sobrepasa el valor 
umbral, es indicativo del número inicial de copias diana, y es menor cuanto mayor es dicho número de copias. De 
este modo, con el uso de un control positivo de concentración conocida, la qPCR permite la identificación del 
agente así como su cuantificación absoluta o relativa [3]. 

Recientemente, Exopol ha diseñado y validado más de 50 ensayos de qPCR para el diagnóstico 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 reacción se estabilizan en una 
placa de 96 pocillos, lo que permite el uso rutinario de esta técnica de manera sencilla, rápida y automatizable. 
Todos estos ensayos se han diseñado para ser ejecutados simultáneamente, lo cual favorece la evaluación de “pa-
neles multiparamétricos” en una misma muestra [9, 10 y 11]. El uso de estos paneles rentabiliza el diagnóstico de 
los problemas infecciosos en los cuales es necesaria la detección de múltiples patógenos de forma rápida y senci-
lla, aportando mayor cantidad de información a nuestros usuarios. 

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

MATERIALES Y MÉTODO 
Muestras evaluadas 

Se analizaron un total de 82 casos de abortos porcinos con sospecha de problemas reproductivos de etiología 
infecciosa y remitidos a nuestro laboratorio desde septiembre de 2012 hasta febrero de 2014. 48 casos provenían 
de 18 provincias de España, 29 casos de Francia y 5 casos de Portugal. Para economizar y simplificar las analíti-
cas, las muestras de cada caso fueron agrupadas en pools con un máximo de cinco órganos en total y procedentes 
de no más de dos fetos (figuras 1 y 2). 
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Extracción de ácidos nucleicos 
Partiendo de un pool de 25 mg de tejidos, el cual fue sometido a homogenización para obtener una suspensión 

celular, se procedió a la extracción automatizada de los ácidos 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 obtención de ADN y ARN, respectivamente. 
 
Ensayos dúplex de qPCR en formato estabilizado 

Un total de seis ensayos de qPCR, previamente diseñados y validados en nuestro laboratorio, conformaron el 
panel reproductivo porcino, que incluía la identificación de los siguientes agentes: leptospiras patógenas, C. abor-
tus, C. suis, PCV2, PPV, y PRRSv. La principal innovación de estos ensayos fue el uso de un nuevo formato de 
qPCR, en el cual todos los reactivos necesarios se encontraban predispensados y estabilizados en cada pocillo de 
una placa, permitiendo una rápida y sencilla preparación de la analítica. 

Estos ensayos dúplex qPCR detectaban específicamente el patógeno en canal FAM, así como un control en-
dógeno (CE) en canal HEX. El uso de este CE permitió verificar el correcto funcionamiento del proceso, desde la 
extracción hasta la amplificación [12]. Adicionalmente, cada ensayo disponía de un correspondiente control posi-
tivo sintético en una concentración conocida facultando la cuantificación absoluta o relativa de los resultados po-
sitivos [3]. 

La preparación de la reacción de qPCR fue similar en todos los ensayos y consistió únicamente en la adición 
de 10 µl de agua libre de nucleasas y 5 µl del ácido nucleico correspondiente (ADN o ARN) en cada pocillo. Se 
utilizó un único protocolo térmico para los patógenos de ADN y 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 aplicación StepOne TM Software V2.3. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Existen múltiples agentes virales y bacterianos implicados en los fallos reproductivos porcinos. Sin duda 

PCV2 y PRRSv son considerados patógenos relevantes por su amplia distribución y las graves pérdidas económi-
cas que ocasionan a nivel mundial [14]. En este trabajo, un 22 % (20/82) de los casos resultó positivo para al me-
nos uno de los agentes evaluados. Leptospira patógena (8,3 %) y PCV2 (8,2 %) fueron los hallazgos más frecuen-
tes, mientras que PPV (5,5 %) y PRRSv (3,8 %) resultaron los menos. En comparación, 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 antígeno 
[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 implicación de este patógeno en problemas reproductivos porcinos concuerda 
con el 6,7 % de casos positivos encontrados en este trabajo. Adicionalmente, a pesar de que su papel es aún 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 descartó mediante la amplificación positiva del control endó-
geno en todas las determinaciones negativas (figura 3). 

Muchos laboratorios de diagnóstico veterinario son reticentes a introducir en su rutina el uso de técnicas mo-
leculares como la qPCR debido a la aparente complejidad en su ejecución, así 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 qPCR que reúne las bondades propias de esta técnica como la rapidez, especificidad y alta 
sensibilidad, con una simplificación notable en el protocolo de ejecución del ensayo. Por otro lado, a diferencia de 

Página 2 de 4 



Sitio Argentino de Producción Animal 
 

la mayoría de ensayos comerciales de qPCR disponibles en el mercado, este formato no necesita trasporte ni al-
macenamiento en congelación, 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 diagnóstico. La mayoría de 
laboratorios que ofrecen diagnóstico mediante qPCR utilizan kits comerciales con diversos protocolos térmicos, 
limitando la inmediatez de su respuesta en la detección de múltiples patógenos en una misma muestra. En contra-
posición a estos productos, los ensayos propuestos en este trabajo han sido diseñados y validados para utilizar un 
mismo protocolo térmico; esto ha permitido la evaluación simultánea, en un perfil multiparamétrico, de leptospira 
patógena, C. abortus, C. suis, PCV2 y PPV en una sola carrera del termociclador (figura 4). Por otro lado, el uso 
de ensayos dúplex evita la competencia de reactivos por cantidades pequeñas de ADN además de posibles interfe-
rencias entre las diferentes longitudes de onda de las moléculas fluorescentes, limitaciones descritas en algunos 
ensayos qPCR multiplex [17]. 
 

 
 

 
 
En conclusión, estos resultados evidencian la circulación de todos y cada uno de los agentes evaluados en la 

cabaña porcina de España y su entorno. Teniendo en cuenta que nuestros datos no proceden de un diseño muestral 
aleatorio, consideramos conveniente posteriores estudios epidemiológicos para determinar la situación real de 
estas enfermedades en la ganadería nacional. Asimismo, creemos que el uso de técnicas moleculares como las 
descritas en este artículo debe ser una realidad, ya que demuestran ser poderosas herramientas para el diagnóstico 
rápido y fiable de agentes patógenos. 
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