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ESTANDARIZACION Y VALIDACION DE LA TECNICA RT-PCR
CUALITATIVA EN TIEMPO REAL PARA LA DETECCION DEL VIRUS
DE LA PESTE PORCINA CLASICA

STANDARDIZATION AND VALIDATION OF QUALITATIVE REAL TIME RT-PCR FOR
DeTecTioN oF CLAssIcAL SwINE FEVER VIRUS

Kim Lam Chiok C.1, Alberto Manchego S.*?, Hermelinda Rivera G. %,
Nieves Sandoval Ch.3, Mercy Ramirez V.?!

SeestandarizOy validé latécnicade Transcriptasa Reversa- Reaccion en Cadenade
laPolimerasa (RT-T-PCR) en tiempo real para el diagndstico de |a Peste Porcina Clésica
(PPC). Seutilizé extractos detonsilasy nédul oslinféti cos de porcinos positivos (n=36) y
negativos (n=30) a PPC mediante inmunofluorescencia (IF). Laextraccién de ARN vira,
sintesis del ADN complementario y PCR en tiempo real se realizaron utilizando kits co-
merciales. Se utilizaron tres pares de cebadores para amplificar una regién conservada
(5'UTR) del virus PPC (VPPC) y del panpestivirus (virus delaDVB y EF) y unaregion
codificante de laproteina E2 del VPPC frente a cepas de referenciadel VPPC Alfort/187,
Bresciay cepa Chinavacunal como controlespositivosy cepasdelosvirusdiarreaviral
bovina, enfermedad delafronteray rotavirus porcino como controles negativos. El 83.3
+12.3% (30/36) delasmuestras positivasa VPPC por | Fresultaron positivasa aislamien-
toy el 96.7 + 3.3% (29/30) de las muestras negativas al VPPC por |F fueron negativas al
aislamiento. Los resultados de la técnica de RT-PCR en tiempo real se determinaron
mediante el andlisis de las curvas de amplificacion y disociacién entre los controles
positivos, negativos y las muestras de tejidos positivos y negativos al VPPC. Los
cebadores E2 del VPPC dieron mejoresresultados al reconocer |os controles positivosy
negativos. Latécnica RT-PCR en tiempo real fue capaz de detectar al menos 4.28 pg de
ARN delacepaBresciadelaPPC. Lavalidacion serealiz6 comparando losresultados de
lasmuestraspositivasy negativasal aislamientoviral conlosresultadosdelaRT-PCR en
tiempo real. Lapruebatuvo unasensibilidad de 96.8 + 6%, y especificidad de 82.9 + 12%,
un valor predictivo positivo de 83.3 + 12.3%, y negativo de 96.7 + 3.3%. LatécnicaRT-
PCR en tiempo real es una herramienta diagndstica con altasensibilidad y especificidad
parael diagnostico delaPPC.

Palabrasclave: porcino, virusdelapeste porcinaclasica, VPPC, RT-PCR entiemporeal,
aislamiento viral, validacion
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ABSTRACT

A real time RT-PCR assay was standardized and validated for detection of classical
swinefever virus (CSFV). Tonsil tissue and lymph nodul esthat were positive (n=36) and
negative (n=30) to CSFV by immunofluorescencetest (IF) were selected. Theviral RNA
extraction, the complementary DNA (cDNA) synthesis and rea time RT- PCR were
performed using commercial kits. Three setsof primerswere tested for amplification of a
conserved region (5 UTR) of panpestivirus and 5’UTR Chinese strain and the E2
glycoprotein region (E2 PPC) against reference strains of CSFV: Alfort/187, Brescia, and
a vaccine Chinese strain as positive controls, and strains of the bovine viral diarrhea
virus, border disease virus and porcine rotavirus as negative controls. The 83.3 + 12.3%
(30/36) of positivesimplesto CSFV by | Ftest was positivefor virusisolation and the 96.7
+ 3.3% (29/30) of negative samplesto CSFV by |F was negative for virusisolation. The
resultsof real time RT-PCR assay were determined by the analysis of cyclethreshold (Ct)
and temperature of melting (Tm) val ues between the positive and negative controls and
the positive and negativeto CSFV of field samples. The primer E2 of CSFV recognized all
positive and negative controls. The real time RT-PCR assay detected at |east 4.28 pg of
RNA of CSFV Brescia strain. The validation of the real time RT-PCR was performed
comparing theresults of positive and negativeto CV SFV by isolation test and theresults
of real time RT-PCR assay. The real time RT-PCR assay had a sensitivity of 96.8 + 6%,
specificity of 82.9 + 12% and apredictive positive and negative value of 83.3 + 12.3% and
96.7 + 3.3% respectively. Thereal time RT-PCR assay hasahigh sensitivity and specificity
for the diagnosis of CSFV.

Key words: porcine, classical swinefever virus, CSFV, rea time RT-PCR, virusisolation,

validation

INTRODUCCION

El virus de la peste porcina clésica
(FRQ parterece al afanilia Flaviviridae,
género Pestivirus. El virus de la PPC
(VPPC) estagenéticay antigénicamente re-
lacionado alos virus de la diarrea vira bovi-
na (VDVB) y enfermedad de la frontera
(VEF), por lo que los anticuerpos inducidos
por estos agentes presentan reacciones cru-
zadas en pruebas serol6gicasy de aidamien-
to vira (Lorena et al., 2001; Risati et al.,
2005).

El genomadel VPPC es RNA de pola-
ridad positiva, pesa alrededor de 12.3 Kb y
esta compuesto por unaregion 5 UTR dta
mente conservada, una region ORF que co-
difica una poliproteina de 3898 aminoécidos
gue es procesada co y post traduccion, y una
reg N3 UTR (Mcser et al., 1999).
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El virus es especifico parasuinosy esta
considerado en la lista A de la OIE (Van
Oirschot, 2003), 1o que implica & veto a la
exportacion de carne y subproductos de ori-
gen porcino en paises donde la enfermedad
esta presente. El virus ocasiona varios tipos
de presentaciones clinicas de laenfermedad,
oscilando entre la presentacion hiperaguda a
una presentacion congénita (Mendoza et al .,
2005). Los animales infectados congénita
mente son portadoresde virus pero findmen-
te desarrollan la enfermedad o mueren debi-
do a una infeccion secundaria viral o
bacteriana. La inmunosupresion es un signo
primordid, que determina la infeccion masi-
vadelosanimadesenlaexplotaciony € man-
tenimiento del virus en animales portadores,
haciendo dificil su erradicacion.

Lavacunacion contrala PPC hasido

prohibida en la Unién Europea debido ala
dificultad de discriminar |os anticuerpos
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vacunales de los producidos por virus de
campo mediante pruebas seroldgicas
(Moennig et al., 2003). En d pais, la vacu-
nacion serealizade maneracompulsivay sin
supervison de organismo encargado del con-
trol y erradicacion de laenfermedad. Lava
cuna empleada es a base de la cepa china,
tanto lapinizada como propagada en cultivo
celular (Van Oirschot, 2003).

L os métodos diagndsticos incluyen téc-
nicas inmunohistoquimicas como la
inmunofluorescencia directa, inmunopero-
xidasay variostiposde ELISA, sendo d ais-
lamiento-inmunoperoxidasalatécnicade oro
para € diagnostico definitivo (Lin et al.,
2005). Desafortunadamente, las técnicas
seroldgicas no consiguen discernir entre
anticuerpos de animales vacunados frente a
anticuerpos producidos por virus de campo.

Las publicaciones cientificas sobre la
PPC en las Ultimas décadas muestran los re-
sultados de las investigaciones sobre € de-
sarrollo de vacunas de nueva generacion y
sobre herramientas diagnésticas basadas en
laingenieriagenética. Se han descrito varios
tipos de RT-PCR, e incluso se han disefiado
y evaluado kitscomercialesde RT-PCR para
el diagnostico del VPPC (Risetti et al., 2005;
Le Dimnaet al., 2008).

Actualmente, la técnica molecular RT-
PCR en distintas versiones (convencional,
multiplex, en tiempo red cuditativay cuanti-
tativa) estd siendo evaluaday estandarizada
para uso rutinario diagnéstico en Europa
(Patony Greiser-Wilke, 2003). Latécnicade
RT-PCR en tiempo real es dtamente sensi-
bley especifica, no requiere de manipulacion
post PCR, los resultados son presentados en
tiempo real en la computadora y la
cuantificacion es posible gracias alas tecno-
logias de fluorescenciay deteccion continua,
adaptaciones de la técnica convencional
(Espy et al., 2006). Esta técnica permite la
diferenciacion certeraentrelos miembros del
género Pestivirus (Wirz et al., 1993) y dela
Peste PorcinaAfricana(Aguero et al., 2004)
de manera rapida e inequivoca.
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Laversion anidada en tiempo redl, vali-
dadapor Risatti et al. (2005), se hadifundido
rapidamente debido a su dta sensibilidad y
especificidad, y laposibilidad de detectar ani-
males positivos antes de la presentacion de
signos clinicos y sdlo tres dias después de la
primo infeccion.

LaPPC esunade las enfermedades de
la especie porcina de gran impacto econémi-
coy socid, por lo que las organizaciones in-
ternacionales, nacionales, centros de investi-
gaciones cientificas, y laboratorios de diag-
nostico, entre otros, realizan esfuerzos para
controlar las enfermedades a nivel mundial.
Un componente importante para e control
de la PPC es € laboratorio equipado con
técnicas que poseen ata sensibilidad y espe-
cificidad diagnostica (Belék, 2007).

En d Perq, latécnica disponible en los
laboratorios de diagnostico de la PPC es la
inmunofluorescencia (IF), unatécnicaque por
su bgja sensibilidad requiere de otras con
mayor sensbilidad y rapidez como las prue-
bas moleculares, por lo que € objetivo del
presente estudio fue estandarizar y vaidar la
técnicade RT-PCR en tiempo real como una
herramienta diagnoéstica alternativa o
confirmatoria parae diagnéstico de la PPC.

Muestrasde Tegjidos

Se colectaron nodulos linféticos sub-
mandibulares y tonsilas de porcinos (n= 36)
consignosclinicoscompatiblescon PPC, pro-
venientes de varias zonas del paisy positivos
a antigeno del VPPC por IF, y nodulos
submandibulares y tonsilas de porcinos (n=
30) sin signos clinicos de PPC, procedente
de granjas tecnificadas sin historia de PPC,
a menos durante tres afios consecutivos, y
negativos a antigeno del VPPC por IF.

Para e uso en la prueba de RT-PCR

cualitativaen tiempo redl, lamuestrade cada
animal consistié de un machacado detonsilas

379



K. Chiok et al.

y ganglios submandibulares a 10% (p/v), en
medio esencid minimo (minimum essential
medium), con una mezcla de estreptomicing,
penicilina y fungizona (Sigma, USA). El
sobrenadante del extracto fue alicuotado y
congelado a-70 °C.

Aislamiento e ldentificacion del VPPC
por Inmunoperoxidasa

Las dlicuotas (50 pl) del sobrenadante
de cada muestra fueron inoculadas a
monocapas de células PK-15 confluentes a
80%, sembradas en placas de 96 pocillos e
incubadas a 37 °C con 5% de CO, por dos
horas para favorecer la adsorcion vira. El
indculo seretirod en formaindividua de cada
pocilloy se recongtituy6 con 100 pl de medio
con 3% de suero fetal bovino libre de virus
enddgenos, dejandose en incubaci on en estu-
facon CO, por 72 h. Luego lascélulasinfec-
tadas fueron congeladas y descongel adas por
dos veces paranuevamente servir deinéculo
anuevas monocapas de cdlulas PK15. Al fi-
nal del tercer pasgje, las monocapas fueron
procesadas para observar la replicacion del
VPPC mediante la prueba de inmuno-
peroxidasa, seglin € manua del kit Trop-11P
Pestivirus (Audtraia), que contiene un con-
jugado especifico para detectar la proteina
E2 pedtivird. El control positivo fue la cepa
del VPPC Alfort/187 con untitulode DI, TC
de 10°*°/50 pl y Bresciacontitulo de DI, ,TC
de 1025/50 pl, obtenido mediante € método
de Reed y Muench (1938).

Estandarizacion de la Técnica de RT-
PCR en Tiempo Real

Cepas dereferencia

Paralaestandarizacion de latécnicade
RT-PCR en tiempo real se emplearon cepas
dereferenciadel VPPC: Alfort/187, Brescia
y la cepa China vacunal en cultivo celular
como controles positivo y las cepas de los
virusdiarreavira bovina(VDVB), enferme-
dad de la frontera (VEF) y una cepa del
rotavirus porcino como controles negativos.
Extraccion del ARN.

El ARN de las 66 muestras (extracto
de tgjido de cada uno de los animales) y de
los virus referenciales fue extraido con € kit
comercia “SV Totd RNA Isolation System”
(Promega). Las muestras fueron sometidas
atiocianato de guanidina, buffer de lisis con
B-mercaptoetanol y lissa 70 °C por 3 min.
El ARN fue precipitado selectivamente con
etanol en unamembranadefibradevidrio en
canastas especiales que fueron lavadas y
centrifugadas para aclararse del debris celu-
lar y proteinas. Se empled DNAsa | para
obtener RNA puro que fue diluido en 100 pl
de agua libre de nucleasas y dlicuotado en
tubos eppendorff libresde nucleasas. El ARN
fue almacenado a-70 °C.

RT-PCR cualitativa Tiempo Real en dos pasos

Lareaccion RT-PCR dos pasos e lle-
vo acabo empleando € kit “DyNAmo SYBR
Green 2 step gRT-PCR F430-L” (Finnzy-
mes). La sintesis de ADNc (ADN comple-
mentario) fue obtenido utilizando la mezcla
2xRT buffer (200 uM dNTP, 5mM de MgCl,
concentracion finad) M-MuLV RNase H',
agua libre de nucleasas y ARN extraido de
las cepasviralesen e paso anterior (10% del
volumenfina dereaccion). Seemplearon dos
protocolos de acuerdo a uso de hexameros
a azar (300 ng/ul) o cebadores especificos
de la region que codifica la proteina E2 de
vPPC (250 nM concentracion final) en un
volumen fina de reaccion de 10 pl. Se pro-
gramé € termociclador PTC 200 Chromo 4
(MJ Research, UK) con € siguiente proto-
colo: 25 °C por 10 min, 37 °C por 30 min, 85
°C por 5 min y 4 °C indefinidamente para
mantener |os productos.

La reaccion de PCR en Tiempo redl
empled 2x gPCR Master mix (concentracion
final 1x conteniendo 2.5 mM de MgCl2,
polimerasa Thr), cebadores de avance
(forward) y regreso (reverse) a concentra-
cion final de 500 nM, Rox 1x findl, agualibre
de nucleasasy cDNA obtenido de las cepas
virdes dd primer paso (10% del volumen fi-
na) paraun volumen fina dereaccion de207?.
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Cuadro 1. Cebadores utilizados en la estandarizacién de RT-PCR Tiempo Real para el
diagnéstico del virus de la Peste Porcina Clasica

. Longitud .2 T°de
Cebador Referencia (pb): Secuencia hibridacion?
F5 AGG GTA GTC GTC
Panpest Panpestivirus 298 AGT GGT TCG3 54
5'UTR (Letellier etal.,1999) R:5 TCA ACT CCA TGT
GCCATGTAC?Z
Glicoproteina E2 F:S ég’g -I(;AG-; %?_T:S,CAA
E2 PPC (Lozzdla(;%(%e;nte et 308 R'5' ACA GCA GTA GTA 54
v TCCATTTC3Z
Cepa china disefiada F.5 CGG AGG GACTAG
CCH por programa 150 CCATAGTG 3 58.9
5'UTR Primer3 (Rozeny R:5" CCA TCA CGT GGT '
Skaletsky, 2000) GTGATTTC3

! Longitud expresada en pares base

% os cebadores se expresan como F (cebador de avance) y R (cebador de regreso)
3 Las temperaturas de hibridizacién estan expresadas en grados centigrados y fueron calculadas
mediante los programas EMBOSS: DAN y TM Calculator de Finnzymes mediante el método del

vecino mas cercano (Breslauer et al., 1983)

Cuadro 2. Resultado de la prueba de
aisamientoinmunoperoxidasa de las
muestras de tgidos postivo (n=36) y
negativo (n=30) d virus de peste porcina
clasica por inmunofluorescencia

Aid-IP  Aid-IP

Subtotal
(+) () ©
Teidos 30 6 36
IF(+) (833%) (16.7%)
Teidos 1 29 30
IK(-) (33%)  (96.7%)
Subtotal 31 35 66

El programa del termociclador segun el
set de cebadores empleado fue: 95 °C por 15
min; 40 ciclosde 94 °C por 10 segundos, tem-
peraturaen °C (54, 54 0 58.9; Cuadro 1) por
30 segundos segun € cebador utilizado, 72
°C por 30 segundos, lectura de placa; exten-
sonfind a72 °C por 10 min, y curvade diso-
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ciacion desde 55 hasta 95 °C con lectura de
placa cada 0.2 °C por 2 segundos y 4 °C
indefinidamente. El resultado positivo fue de-
terminado mediante & andisis del vaor de
las curvas de amplificacion (Ct) y disocia
cion (Tm).

Para determinar |a cantidad minima de
copias de ARN capaz de detectar la prueba
se hizo diluciones en base 10 de la cepa
Brescia como referencia para e diagnéstico
delaPPC.

En la vdidacion de la técnica de RT-
PCR entiempored se utiliz6 las 31 muestras
positivas y las 29 negativas d aidamiento-
inmunoperoxidasa (Aidamiento-1p) vira em-
pleando & mismo procedimiento de extrac-
ciondel ARN, sintesisdel ADNcy PCR uti-
lizado en la estandarizacion con las cepas de
referencia del VPPC y otras cepas virales
como controles negativos.

La senghilidad, especificidad y vaores
predictivos positivo y negativo de laprueba

381



K. Chiok et al.

Cuadro 3. Relacion de temperaturas de disociacion de los productos obtenidos segln los
cebadores y cepas virales utilizadas

Panpest CCH5 UTR E2 PPC

5UTR
Brescia 84.0(+)? - 81.9 (+)
Alfort 84.0 (+) 84.5 (+) 81.5 (+)
Cepa Chinaen Cultivo Celular 84.0 (+) 84.0 (+) 82.5 (+)
DiarreaViral Bovina (DVB) 84.0 (+) - -
Border Disease (BD) 84.0 (+) - -
Rotavirus ad () - -

! ad = ausencia de curva de disociacion

En paréntesis se muestra el diagnéstico en concordancia con la temperatura especifica para cada

producto expresada en grados centigrados

de RT-PCR en tiempo real frente alos resul-
tados de la prueba de aidamiento-Ip fue de-
terminado mediante un cuadro de 2x2 con
intervalo de confianza de 95%.

ResuLTADOS

De las 36 muestras positivas a VPPC
mediante |a prueba de IF, @ 83.3 £ 12.3%
(30/36) fue positivo a aidamiento-Ipy delas
30 muestras negativas por IF, € 96.7 + 3.3%
(29/30) result6 negativo (Cuadro 2).

En & Cuadro 3 se observan las tempe-
raturas de disociacién (Tm) de los productos
de las cepas de referencia del VPPC,
panpestivirus (VDVB, VEF) y la cepa de
rotavirus porcino como controles negativos
en latécnicade RT-PCR empleando los tres
pares de cebadores. Asmismo, se indicala
amplificacion de los productos especificos a
determinadas temperaturas de disociacion.

El par de cebadores de Panpest 5 UTR

generd productos especificos con las cepas
dereferenciadel VPPCy lacepadel VDVB
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y VEF con unaTm de 84 °C, pero no generod
producto con € rotavirus porcino indicando
la especificidad de los cebadores (Fig. 1). El
par de cebadores de CCH 5'UTR gener6
productos especificos con |as cepas de refe-
renciadel VPPC Alfort/187 y la cepa china
en cultivo celular conunaTm de 84.4y 84.0
°C, respectivamente, pero hubo ausencia de
productos especificos con la cepa Bresciay
los VDVB y VEF (Fig. 2). A diferencia, €
par de cebadores E2 del VPPC generd pro-
ductos especificos con las cepas del VPPC
Brescia con una Tm de 81.8 °C, Alfort/187
con 81.4 °C y cepa china vacuna con 82.4
°C (Fig. 3). El cebador E2 del VPPC no ge-
neré productos con los controles negativos,
por lo que se opt6 por emplear € juego de
cebadores E2 del VPPC para la validacion
con las muestras de campo, pues ladisminu-
cion del fondo o ruido permite un mejor ana
lissdelacurvade Tm (Bustin et al., 2005).
Lapruebade RT-PCR fue capaz de detectar
a menos4.28 pg dd ARN viral conun Ct de
29.7, indicando laatasensibilidad diagnéstica
de laprueba (Fig. 4).

El 96.8 + 6.0% (30/31) de las muestras
positivas ala prueba de aidamiento-1p resul-
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|[Fluorescence|

|Tem|}-erﬂturﬁ |

Figural. Resultados de las curvas de Tm de las cepas de virus controles positivos y negativos
utilizando cebadores Panpest 5’ UTR. Rojo = Brescia; verde = Alfort; azul = cepa
chinavacunal; naranja= DV B; violeta= BD; marron = Rotavirus, celeste = agualibre
de nucleasas

|[Fluorescence|

&0 7 a0 20

[Temperature |

Figura2. Andisisdelacurvade Tm delos controles positivos y negativos utilizando cebadores
5 UTR CCH. Rojo = Brescia; verde claro = Alfort; naranja = cepa china en cultivo
celular; morado = DVB; marron = BD; azul = Rotavirus, Celeste = agua libre de
nucleasas

t6 positivo a VPPC mediante RT-PCR en positivo negativo delapruebade RT-PCR en

tiempo real y € 82.9 + 12% (29/35) de las : .
muestras negativas alapruebade aidamien- tiempo real para |a deteccion del ARN del

to-Ip resultd negativo a VPPC mediante RT- virus de la PPC fueron de 83.3 + 12.3% y
PCR en tiempo redl. Los vaores predictivos 96.7 + 3.3%, respectivamente.
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|[Fluorescence|

|T1.=:m|1u.=:rﬂture |

Figura 3. Andisisde curvade disociacion de controles positivosy negativos utilizando cebadores
E2 del VPPC. Rojo = Brestia; verde = Alfort/187; azul = cepa chinavacunal; morado
= VDVB,; violeta= VEF;, marrén = Rotavirus, celeste = agua libre de nucleasas

Discusion

La técnica de aidamiento viral (aida
miento-1p) eslaprueba estandar de oro para
el diagndgtico de la PPC y como ta, sirve
para la validacion de otras técnicas
diagnosticas, incluso las moleculares (Wirz et
al., 1993). En d presente estudio, d ada
miento viral mostré unasengbilidad de 83.3%
(30/36) y una especificidad de 96.7% (29/
30). Esta prueba posee una alta especifici-
dad, pero la senshilidad puede ser afectada
por factores como la presenciade anticuerpos
en la muestra, susceptibilidad de la células,
dosisy viabilidad de virus en la muestra, etc.
(Risatti et al., 2005; OIE, 2007).

La técnica de RT-PCR en tiempo real
fue estandarizada utilizando tres pares de
cebadores: € cebador Panpest 5 UTR gene-
ré productos con todas las cepas del género
pestivirus (VPPC, VDVB 'y VEF), d cebador
CCH 5'UTR gener6 productos con la cepa
china homaologa pero no reconocio ala cepa
Brescia, y e cebador E2 del VPPC genero
productos Unicamente con las cepas del

VPPC, por lo que este cebador fue utilizado
enlavalidacién delaRT-PCR en tiempo red
con las muestras positivas y negativas de
campo (Cuadro 3, Fig. 3).

Lascepasdereferenciadel VPPCy la
cepachinavacuna mostraronunaTm de81.5
a84.0°C (Cuadro 3, Fig. 1,2y 3). LaTmes
llevada a cabo en una plataforma para €l
PCR en tiempo red y significa que los pro-
ductos especificos se disocian a una tempe-
ratura mas ata que los productos no especi-
ficos. LaTmesandogaad delaeectroforesis
en gel de agarosa porque evidencian produc-
tos especificosy no especificos (Giglioet al.,
2003).

La sensibilided de la prueba RT-PCR
entiempo red, empleando € cebador E2 PPC,
fue de 96.8 + 6.0% (30/31), smilar a otros
reportes obtenidos con la variante RT-PCR
tipo anidada y empleando la sonda TagMan
para amplificar la region Npro del genoma
vird (Dewulf et al., 2004; Risatti et al., 2005).
Lasmilitud en los resultados de sensibilidad
implica un excelente desempefio del cebador
E2 dd VPPCy dd fluoréforo SYBR Greenlll.
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La ventgja del SYBR Green Il es su
bajo costo, facil mango y ata sensbilidad;
sin embargo, a unirse atodos los ADN pre-
sentes en lareaccion, incluyendo los dimeros
delos cebadores, no es posible cuantificar la
cantidad del producto amplificado, por tanto
los resultados son solo de tipo cuditativo. A
diferencia, las sondas TagMan y Beacon,
entre otras, son especificas a una secuencia
complementariadel ADN, permitiendo cuan-
tificar e producto amplificado, pero son muy
costosas (Hoffmann et al., 2005). El propé-
sito del presente estudio fue disponer de una
técnica rdpida y especifica para un répido
diagndstico de la PPC, importante para esta
primeraetapade control delaPPC en € pais.

La prueba de RT-PCR en tiempo real
utilizando la cepa Brescia del VPPC mostro
una capacidad de detectar al menos 4.28 pg
de ARN vira con un valor de la curva de
amplificacion (Ct) de 29.7 (Fig. 4). El resul-
tado es smilar a lo reportado por Risatti et
al. (2005), aunque en ese caso e utilizd la
sonda TagMan, que confiere una ata sensi-
bilidad ala prueba. La ata senshilidad de la
prueba RT-PCR en tiempo red validada en
el presente estudio frente ala prueba estandar
de oro puede explicarse por la capacidad de
latécnicade RT-PCR de detectar pegquefias
cantidades de &cidos nucleicos, sean estas
moléculas viables 0 no (McGoldrick et al.,
1999). Estas cualidades permiten que laprue-
ba de RT-PCR en tiempo real sea de gran
utilidad para el diagnostico de enfermedades
como la PPC que requieren un €ficiente y
rgpido diagnéstico y en tiempo rea (Belék,
2007; OIE, 2007).

Dedl total de muestras negativas d ais-
lamiento-Ip, € 83.0 + 12% (29/35) resultd ne-
gativo ad VPPC mediante RT-PCR en tiem-
po red, indicando que la prueba posee una
altaespecificidad diagnéstica(Cuadro 3). La
muestra interpretada como positiva a aida
miento-1p resultd negativa a VPPC por RT-
PCR. La positividad de la muestra a aida
miento podria deberse aun error en lalectu-
ra de la prueba de inmunoperoxidasa o po-
dria haber sido otro pestivirus por lo que no
habria sido detectado por € cebador E2.
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Los valores predictivos negativo (96.7
+ 3.3%) y poditivo (83.3 £ 12.3%) para la
prueba estandarizaday validada fueron simi-
lares al encontrado en la prueba validada por
Risatti et al. (2005). El vaor predictivo ne-
gativo implica la ausencia 0 escasez de fa-
S0S negativos para muestras de campo y €
vaor predictivo postivo implica la probabili-
dad de padecer PPC a existir un resultado
positivo alaprueba (Pita Fernandez y L Opez
de Ullibarri, 1999).

La implementacion de una prueba ba-
sadaen latecnologia de lagenéticamolecular
para detectar al VPPC, y su uso conjunta-
mente con |las técnicas convencionales serd
degranimportanciaparael control delaPPC
en d pais. Se ha demostrado también que
mediante la técnica de RT-PCR puede de-
tectarseel ARN del VPPC entgjidosfijados
en formalina (Ha et al., 2004; Singh et al.,
2005), lo que podria ser muy ventgjoso ante
la sospecha de la ocurrencia de PPC en
porcinos de lugares algados en la sierra 'y
selva dd pais, o ante laimposibilidad de en-
viar tgidos frescos d laboratorio, pues las
pruebas convencionales de IF 0 aidamiento
viral requieren de tejidos frescos y adecua-
damente conservados.

? Laprueba RT-PCR en tiempo real fue
estandarizada utilizando tres pares de
cebadores; de los cuales, el par de
cebadores E2 del VPPC dio & mejor
resultado al detectar a 100% delos con-
troles podtivos congtituidos por las ce-
pas de referencia del VPPC, y negati-
Vs constituidos por cepasdel VDVB y
VEF del mismo género pestivirus, y una
cepa de rotavirus porcino.

? Laprueba es capaz de detectar a me-
nos 4.28 pg de ARN viral.

? Laprueba RT-PCR en tiempo red vali-
dada con €l par de cebadores E2 del
VPPC posee una sensibilidad de 96.8 £
6.3% Yy unaespecificidad de 83.0 + 1290,
asi como valores predictivos positivo y
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negativo de 83.3+12.3%Yy 96.7 + 3.3%,
respectivamente.
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