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RESUMEN 

La Peste Porcina Clásica (PPC) es una enfermedad altamente contagiosa que afecta 

a porcinos y es causada por un virus del género Pestivirus, familia Flaviviridae. Esta 

enfermedad provoca pérdidas económicas significativas en muchos países, incluyendo 

Ecuador. Los programas de control y erradicación de la enfermedad incluyen la 

vacunación, que se genera localmente con virus vivos atenuados de la cepa china, 

también denominada C-strain. Sin embargo, los organismos de control favorecen el 

cambio de la vacuna denominada lapinizada, producida en conejos, a las producidas 

en condiciones in vitro, en cultivo celular.   

Por otra parte, para medir la efectividad de las vacunas producidas localmente, las 

autoridades sanitarias exigen la medición de potencia de la vacuna con animales en 

condiciones controladas. Esto implica gran inversión de recursos técnicos y 

económicos para mantener un bioterio que cumpla con todas las medidas de calidad 

y bioseguridad. Dicha inversión se hace insostenible para los productores locales si no 

existe un mecanismo de selección in vitro de vacunas prototipo antes de probar su 

potencia.  

En base a lo expuesto, se presenta una alternativa tecnológica e innovadora que ayude 

al gremio porcicultor, mediante el diseño de un sistema reportero fluorescente del virus 

de la PPC que permita la caracterización inicial de vacunas prototipo antes de estimar 

su potencia. Además, el virus recombinante, con la cepa vacunal (Chinese strain), 

permitiría también modular la antigenicidad del virus para una protección más efectiva 

contra cepa silvestres.   

El sistema propuesto consta del genoma viral de la cepa vacunal, al cual se le 

incorpora un gen de fluorescencia adicional: eGFP (ehanced green fluorescence 

protein, siglas en inglés). La fluorescencia emitida por este virus recombinante 

permitirá identificar rápidamente infecciones en cultivos celulares y su inhibición, 

cuando se incube el virus con sueros de animales vacunados, previo a la infección. 

Palabras Clave: CSFV, Overlapping PCR, Peste Porcina Clásica, Neutralización 
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ABSTRACT 

Classical Swine Fever is a highly contagious disease affecting swine caused by a 

positive-sense, single-stranded RNA virus of the genus Pestivius, family Flaviviridae. 

Disease outbreaks cause important economic losses in many countries, including 

Ecuador. Control programs to eradicate the disease, includes use of an attenuated 

vaccine derived from a Chinese strain, also denominated C-Strain. Although the 

vaccine has been produced by local companies for several years, new government 

policies are in favor of the cell culture production protocols if they want to keep their 

presence in the market.  

On the other hand, in order to get approval of locally produced vaccines, health 

authorities demand a certificate of the vaccine potency. This implies the need for an 

animal facility with high biological containment, well trained technicians, susceptible 

experimental pigs and laboratory for sample processing and analysis. Vaccination and 

infection challenges should be done under these controlled conditions which increase 

further the economic constrains that local companies have within a regulatory 

environment that does not offer any assurance of market protection to justify further 

investments.  

To cope with this discouraging landscape, the present report proposes an innovative 

alternative to assess vaccine candidates potency by using a recombinant Classical 

Swine Fever Virus (CSFV) expressing a green fluorescent protein as a reporter system.  

This recombinant virus based on the vaccine Chinese strain (C-strain) will allow to 

assess in vitro conditions the potency of the proposed vaccine before it is tested in 

challenge experiments. In addition, because the proposed system is based on the 

construction of a recombinant virus with the vaccine strain, it will also allow the 

modulation of the virus antigenicity for a better protection against wild strains.  

 

Keywords: CSFV, Overlapping PCR, Flaviviridae, Neuralization Test.  
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CAPÍTULO 1 

1. INTRODUCCIÓN 

La Peste Porcina Clásica PPC, es una enfermedad altamente contagiosa y fatal que 

afecta principalmente a cerdos, provocando pérdidas económicas significativas en 

muchos países del mundo, incluido Ecuador. La enfermedad es causada por un virus del 

género Pestivirus perteneciente a la familia Flaviviridae [1]. Su presencia también 

ocasiona restricciones al comercio internacional ya que es de notificación obligatoria para 

la Oficina Internacional de Epizootias (OIE) [2]. 

En el país, la Agencia de Regulación y Control Fito y Zoosanitario AGROCALIDAD lanzó 

en el año 2012 un programa de 6 años destinado al control y erradicación de la 

enfermedad en el país. El programa contó con un presupuesto mayor a los 38 millones 

de dólares y exigía estándares internacionales para el uso de vacunas frente a la 

enfermedad. Debido a que la erradicación en otros países tuvo éxito mediante el uso de 

vacunas adaptadas a cultivos celulares, las autoridades sanitarias se favorecen la 

producción de vacunas en estos sistemas in vitro, por lo que las vacunas lapinizadas 

producidas por empresas nacionales, quedarían descontinuadas [3].  

Por otra parte, para medir la eficacia de las vacunas producidas, es usual realizar un 

ensayo de desafío, en un bioterio, lo que implica gastos económicos elevados para el 

productor, demanda espacio, animales, alimento, equipo técnico y de soporte, así como 

medidas de bioseguridad que sean certificados por la organización pertinente [4].  

En las últimas décadas, los avances en ingeniería genética y tecnología de ADN 

recombinante han facilitado la construcción de clones infecciosos de ADNc de virus de 

ARN [5]. Esta tecnología ha permitido la construcción de replicones y rescate de virus 

recombinantes de PPC para estudios de interacción huésped-patógenos y para la 

generación de vacunas inteligentes [6,7,8,9,10].  

 La manipulación genética de PPC permite que la caracterización de vacunas prototipo 

no requieran pruebas de potencia con porcinos. De esta manera, se ahorra recursos 

económicos y se reduce la utilización de animales para vacunas candidatos 

extensamente estudiadas en condiciones in vitro [11]. 
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En base a lo expuesto, se propone realizar el diseño de un sistema biológico innovador 

del Virus de la PPC, que exprese un gen reportero fluorescente eGFP (Enhanced Green 

Fluorescent Protein) para la detección directa y rápida de anticuerpos neutralizantes 

(AcN) contra el virus en un cultivo celular.   

1.1 Descripción del problema  

La enfermedad ocasiona brotes de tremendo impacto en el sector industrial y alimentario 

año tras año [8] a pesar de las estrategias de erradicación del virus mediante el uso de 

vacunas, basadas en virus vivos de cepas atenuadas (p.e. C-Strain) [12]. La vacuna se 

produce en el país siguiendo protocolos de décadas pasadas, pero ahora los entes 

reguladores optan por la implementación de métodos in vitro más actuales y amigables 

por parte de la industria para seguir produciendo dicha vacuna.  

Las autoridades de control también exigen certificación del funcionamiento de la vacuna 

(potencia), lo que ocasiona restricciones económicas al productor, por lo que se necesita 

una herramienta confiable, sostenible e innovadora para llevar a cabo el cometido.  

1.2 Justificación del problema  

El sector porcícola es un eje importante dentro de la cadena productiva de maíz, soya, 

balanceados y avicultura del país, que en conjunto tienen una participación estimada del 

23% del PIB agropecuario. Ecuador en los últimos años, presenta un crecimiento en la 

producción de cerdos de alrededor del 4.6% anual y se han planteado planes de control 

y erradicación de la enfermedad con montos que ascienden a millones de dólares [13].  

La industria, presionada por nuevas regulaciones del gobierno que exigen el reemplazo 

de vacunas lapinizadas por vacunas de cultivo celular, requiere la adaptación del virus a 

líneas celulares, así como la evaluación de la eficiencia de las vacunas.  

Es esencial contar con una prueba confiable para medir la potencia de vacunas, por lo 

que un virus recombinante de la PPC que exprese un gen reportero fluorescente podría 

detectar rápidamente AcN en suero de animales vacunados y así mostrar si los animales 

están produciendo anticuerpos que los protejan frente a la enfermedad, o viceversa, en 

periodos cortos de tiempo.  
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1.3 Objetivos 

1.3.1 Objetivo General 

Diseñar un modelo de virus recombinante de la vacuna de la Peste Porcina Clásica, para 

la cuantificación directa de anticuerpos neutralizantes mediante la introducción de un gen 

reportero fluorescente. 

1.3.2 Objetivos Específicos  

▪ Identificar las secuencias necesarias para el diseño del virus recombinante en 

base a las cepas vacunales. 

▪ Diseñar primers basados en la cepa vacunal para la clonación del genoma 

mediante la técnica de PCR por sobrelapamiento (overlapping PCR).  

▪ Ensamblar el genoma recombinante en un plásmido que permita su replicación en 

cultivo celular. 

1.4 Marco teórico 

1.4.1 Historia  

Los primeros registros de la enfermedad datan de los 1830s en el medio oeste de los 

Estados Unidos, y su etiología viral se reveló tempranamente en el siglo XX cuando los 

fluidos de cerdos que presentaban la enfermedad y habían pasado a través de filtros de 

porcelana, probaron ser infecciosos [14]. 

En Ecuador, el primer reporte de PPC ocurrió en los 40´s, y en 1978 el gobierno empezó 

con el registro de ocurrencia de la enfermedad como sistema de vigilancia 

epidemiológica, llevado a cabo por la Agencia de Regulación y Control Fito y Zoosanitario 

AGROCALIDAD [15]. La presencia del virus en el país se encuentra registrada por la 

Organización Mundial para la Salud Animal a partir del año 2006, donde se reportaron 

brotes de la enfermedad y ha estado presente desde entonces, como se refleja en el 

reporte anual de eventos hasta el 2017 de la OIE [16].  

1.4.2 Desarrollo de la Enfermedad  

La infección producida en cerdos puede resultar en una enfermedad aguda o crónica. El 

virus de la PPC es inmunosupresivo debido a la reducción de Linfocitos T y B, 

presentando cuadros de leucopenia y trombocitopenia [17]. Los síntomas clínicos 
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durante una infección aguda incluyen fiebre, desórdenes gastrointestinales, fallas 

respiratorias, hemorragias, desórdenes en el sistema nervioso central, y eventualmente 

pueden resultar en niveles medios y altos de mortalidad [18]. 

La replicación primordial toma lugar en las amígdalas y nodos linfáticos, el virus alcanza 

la sangre periférica con un alto nivel de viremia debido a la replicación en diversos 

órganos (bazo, médula, nodos linfáticos viscerales) [19].  

El virus es secretado por medio de excreciones nasales, conjuntivas y orales (saliva) así 

como también por la orina y las heces [20]. La transmisión se produce vía oral y nasal 

por contacto directo o indirecto y no se ha reportado contagio por medio de vectores, 

como es el caso de otros flavivirus [18].  

La vía más eficiente de contagio y de diseminación viral es por medio de la transmisión 

horizontal cuando existe contacto directo cerdo a cerdo, aunque también puede ser 

transmitido verticalmente de la madre a su descendencia mediante infecciones 

intrauterinas [21], siendo el resultado de tal transmisión dependiente del estado de 

gestación; durante el primer trimestre se desencadenan abortos, en tanto que 

infecciones de los últimos trimestres resultan en óbitos y malformaciones en nacimientos 

[22].  

El periodo de incubación del virus (tiempo desde la transmisión hasta cuando se 

presentan los primeros signos de la enfermedad) es de 2-7 días y la muerte ocurre 

alrededor de los 4 días post infección en cepas virulentas, y hasta varias semanas 

después en cepas moderadamente virulentas [23]. 

1.4.3 Estructura molecular del virus 

El genoma de los Pestivirus consiste de una cadena lineal de  ARN monocatenario 

(ssARN), de polaridad positiva (ver Fig.1.2.) con un tamaño aproximado de 12.3 kb [24]. 

Este genoma representa el único ARN viral encontrado en células infectadas, es decir; 

no existen ARNs subgenómicos transcritos durante la replicación, implicando que la 

cadena lineal representa el único ARNm y codifica para todas las proteínas virales [25].  

De acuerdo a estos hallazgos, el ARN genómico contiene un solo marco abierto de 

lectura que codifica una poliproteína de 3900 aminoácidos [12]. El virus posee 4 
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proteínas estructurales (expresadas en la partícula viral) y 8 proteínas no estructurales 

(ver Fig.1.2.) con dos regiones no codificantes o UTRs por sus siglas en inglés 

(Untranslated Region) en sus extremos 5´ y 3´ [25]. 

1.4.3.1 Proteínas Estructurales 

La envoltura viral posee una membrana de fosfolípidos proveniente de la célula infectada, 

por debajo de la cual se encuentra la cápside, conformada por una proteína encargada 

de empaquetar al ARN viral hasta formar una nucleocápside que lo protege [26].  

La glicoproteína Erns juega un rol en el ingreso del virus a la célula huésped. Interactúa  

con proteínas que sirven como receptores de adherencia para el virus [27]. Posee 

también actividad ribonucleasa (RNasa) que puede inhibir la producción del Interferón 

Tipo I y asistir en el desarrollo de infecciones persistentes [28].  

Las glicoproteínas E1 y E2 tiene un papel importante en la unión y subsecuente fusión 

de las membranas viral y celular; son suficientes para completar la entrada del virus [29]. 

E2 es la proteína inmunodominante, lo que la convierte en un objetivo interesante para 

el desarrollo de vacunas mediante bio ingeniería [30] y es vital en la clasificación 

genotípica del virus, que está basada en las secuencias completas de dicha proteína 

[15].  

1.4.3.2 Proteínas No Estructurales 

La proteasa N terminal Npro es una autoproteasa que se corta así misma a partir de la 

naciente poliproteína durante la traducción del ARNm viral aumentando la eficiencia del 

“sitio interno de entrada ribosomal” (en inglés IRES; Internal Ribosomal Entry Site), cuya 

función se explica en detalle en los capítulos siguientes. Una vez liberada, tiene un rol 

en la inhibición de la respuesta innata del huésped por la interacción del Interferón Tipo 

III [31].  

El papel exacto de la proteína P7 no ha sido resuelto, pero tiene estructura similar a una 

viroporina. Es decir, forma poros de iones conductivos que alteran la permeabilidad de 

la célula, permitiendo el transporte de iones y otras moléculas pequeñas, que actúan en 

la permeabilización de la membrana y liberación de la progenie infecciosa [32] 
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NS2 y NS3 están inicialmente fusionadas, pero con la actividad de NS2 (autoproteasa 

de cisteína) se genera la parte N-terminal de NS3 [33]. NS2 por sí sola pareciera no tener 

función alguna y por otro lado NS3 tiene actividades enzimáticas esenciales para la 

replicación viral y es fundamental en el complejo de replicación juntamente con la 

proteína NS5B.  

La helicasa NS3 concretamente desenrolla las hebras positivas como negativas [12] y 

mejora la actividad traduccional anclándose a sitios específicos del IRES [34]. Requiere 

de un cofactor; NS4A, indispensable para la actividad serina-proteasa de NS3.  

Estudios [35] de la proteína NS4B de flavivirus demuestran que los aminoácidos 40 al 69 

en la porción N-Terminal son esenciales para la formación del complejo de replicación 

funcional indicando su papel en el anclaje del complejo al Retículo Endoplasmático.  

La proteína NS5A de 497 aminoácidos está involucrada en la replicación viral. Es la única 

proteína requerida para la replicación del ARN que puede ser complementada en trans, 

lo que muestra su asociación con la membrana post traduccionalmente [36].  

Finalmente la proteína NS5B; proteína central del complejo de replicación [37] es de un 

significado particular en este proceso. Es la más larga de las 12 proteínas maduras 

conteniendo 718 aminoácidos y  su papel es el de ARN polimerasa dependiente de ARN 

(RdRp; RNA dependent RNA polymerase, siglas en inglés) la cual ha mostrado 

capacidad de sintetizar las nuevas hebras de ARN en sentido positivo como negativo 

[38] 

1.4.4 Ciclo Viral  

La unión de las proteínas de envoltura E1, E2 y Erns con receptores de la célula huésped 

intervienen en la internalización del virus por endocitosis dependiente de clatrina [39] (ver 

esquema de la Fig.1.1).  

Después de la fusión del virus con la membrana del endosoma, el ARN viral es liberado 

en el citoplasma, dando paso a que la región 5´ UTR del genoma cumpla su función de 

IRES e inicie el proceso de traducción, sin necesidad de contar con Cap y polyA, 

anclándose directamente al complejo ribosomal [40]. El genoma positivo ssRNA es 
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traducido en su poliproteína, y posteriormente con proteasas virales y del huésped libera 

las proteínas estructurales y no estructurales [41]. 

La replicación toma lugar en la superficie del retículo endoplasmático y se genera un 

ARN bicatenario (dsRNA) a partir de una cadena de ARN positivo monocatenario 

(ssRNA) [7]. De este modo el dsRNA es transcrito y replicado proveyendo mARNs; 

nuevos ssRNA de polaridad positiva. El ensamblaje viral ocurre en el retículo 

endoplasmático, donde el virión se desarrolla y es transportado hacia el aparato de Golgi, 

para finalmente liberar por exocitosis los nuevos viriones formados [42].  
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Fig.  1.1 Esquema del ciclo viral de la Peste Porcina. 

1)  Las proteínas de la envoltura en la célula huésped median 2) la internalización, que se 

produce mediante endocitosis. 3) La fusión de las membranas con los endosomas del 

huésped y una caída en el pH (acidificación) descubre y libera el genoma (ARN) en el 

citosol. 4) El ARN positivo ssARN es entonces reconocido por el complejo de traducción 

ribosomal a través del IRES y es traducido en el citosol como una poliproteína.  5) La 

poliproteína es procesada en sus respectivas proteínas estructurales y no estructurales.  

6) Las proteínas no estructurales forman complejos de replicación en el Retículo 

Endoplasmático e inician la replicación del genoma. Las hebras positivas son usadas 

como temple para la síntesis de hebras negativas; se pueden traducir en la poliproteína 

o empaquetar en nuevos viriones. 7)  El ensamblaje viral comienza en el lumen del 

retículo Endoplasmático y los viriones son transportados al 8) aparato de Golgi, para 

completar la maduración y el empaquetamiento. 9) Nuevos virus son liberados por 

exocitosis.  Adaptado de [18]. 
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Genoma del virus de la Peste Porcina; organización y estructura. Naranja: proteínas No estructurales. Azul: proteínas Estructurales. 

5´ UTR: Región no codificante. 3´ UTR: Región no codificante; obsérvese la representación de los bucles y estructuras formadas en 

estas regiones necesarias en el proceso de transcripción. C: Erns: E1: E2

Fig.  1.2 Esquema del genoma de la Peste Porcina Clásica (no a escala) 5´ UTR 3´ UTR 
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1.4.5 Vacunas contra la Peste Porcina Clásica  

Las vacunas que circulan actualmente el mercado ecuatoriano están basadas en 

métodos de lapinización usando cepas atenuadas para su producción, desarrolladas en 

China a mediados de los 50´s, generadas al realizar pases de una cepa virulenta parental 

en conejos, cientos de veces [43].  

Estudios [18,19,20] basados en diferencias en las secuencias de nucleótidos entre cepas 

virulentas y aquellas atenuadas han encontrado que existe una notable inserción de 12-

16 nucleótidos de Timinas en la región 3´UTR de las cepas vacunales (atenuadas) que 

cambiando las estructuras de esta región, disminuyen su función durante el proceso de 

transcripción y replicación [11], contribuyendo así con su atenuación.  

1.4.1 Subgenoma Viral de Peste Porcina  

Previo a la construcción de un virus completo, primero se debe generar un subgenoma, 

también llamado mini genoma, el cual posee las secuencias mínimas necesarias para la 

transcripción viral. De este modo en lugar de las proteínas Estructurales y No 

estructurales (a excepción de Npro) de la poliproteína generada del virus de la PPC, se 

coloca un gen reportero que emita fluorescencia (p.e. eGFP) como en la fig. 2.5.  

1.4.1.1 Región 5´ UTR 

La región 5´ UTR posee elementos cis de vital importancia para la replicación y expresión 

viral [47]. Inicia con una secuencia de nucleótidos capaz de formar estructuras tipo bucle 

(stem loop siglas en inglés, ver figura 1.2 ) cuya función es inducir la traducción eficiente 

del genoma debido a que conforma el “sitio interno de entrada ribosomal” (IRES) que es 

capaz de directamente reclutar la subunidad pequeña ribosomal y posicionarse en el sitio 

de inicio traduccional [40].  

1.4.1.2 Región 3´ UTR 

Como ocurre con la región 5´, en la porción 3´ UTR del ARN viral, se encuentran 

elementos cis caracterizados por sus estructuras que permiten que el complejo de 

replicación se ensamble inmediatamente después de la finalización en la traducción en 

la región 3´ C-terminal y así iniciar la producción de la primera hebra de polaridad 

negativa [48].  
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1.4.1.3 Proteína No estructural Npro 

El procesamiento de la poliproteína ocurre con la liberación de Npro que es una 

autoproteasa, de ahí su nombre. Esta se corta así misma en su región carboxi-terminal,  

generando así el extremo amino terminal de la proteína Cápside [49]. Se ha observado 

que la influencia de esta secuencia viral codificante aumenta la eficiencia del IRES en la 

región 5´ UTR [26, 27].   

1.4.1.4 Ribozima Cabeza de Martillo  

Las ribozimas son secuencias de ARN con capacidad catalizadora [52]. La Ribozima 

Cabeza de Martillo (en inglés Hammerhead Ribozyme), descubierta por primera vez en 

el virus del mosaico del tabaco [53], en un contexto biológico no es una enzima 

verdadera, sino más bien, una hebra de ARN con capacidad autocatalítica que genera 

un corte [54] en sitios específicos de la misma hebra, como parte del proceso de 

replicación viral [52]. 

1.4.1.5 Ribozima del Virus de la Hepatitis Delta 

El virus de la Hepatitis B posee un conjunto de secuencias de auto-corte del ARN 

genómico y antigenómico. La secuencia de la ribozima escogida para este estudio tiene 

una actividad eficiente de escisión, con 85 nucleótidos de largo que generan un corte 

localizado en el final de la porción 3´ de la secuencia [55]. 

1.4.1.6 eGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein)  

La proteína verde fluorescente de la medusa Aequorea victoria fue descubierta por 

primera vez por Shimomura [56] y desde entonces ha adquirido un valor importante como 

gen reportero en procariotas y eucariotas, abriendo nuevas perspectivas al estudio de 

genes y tecnología recombinante [57].  
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Para la enfermedad de la Peste Porcina Clásica, la Proteína Verde Fluorescente eGFP 

se ha empleado en el desarrollo de métodos que cuantifican directamente los 

Anticuerpos Neutralizantes (AcN) contra el virus [4,45], sin necesidad de algún otro 

método de tinción inmunológica, manteniendo la misma sensibilidad y especificidad. 

Usando para ello células [59] y virus [1,5,4,2] reporteros que expresan fluorescencia 

emitida por esta proteína.  

1.4.2 Clonación mediante PCR por sobrelapamiento (overlapping PCR) 

La PCR por sobrelapamiento (overlapping en inglés) usa dos reacciones sucesivas de 

PCR para unir segmentos de DNA [60]. En la primera PCR, cada segmento es 

amplificado a partir de un temple apropiado con primers que contienen regiones 

quiméricas complementarias al temple y nucleótidos en las colas 5´, que se encuentran 

flanqueando al momento del anillamiento (ver Fig. 1.3) pero son añadidas al fragmento 

en las primeras reacciones.   

Estas secuencias que son complementarias en ambos fragmentos sirven como primers 

en una segunda reacción de PCR, uniendo las regiones amplificadas de la primera 

reacción (que se anillan en las regiones complementarias) y permiten el 

sobrelapamiento. Usando estas regiones (zonas grises de la Fig. 1.3.) como cebadores, 

finalmente se puede generar una extensión mediante la segunda PCR para obtener la 

construcción totalmente fusionada [61].  
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Fig.  1.3 Estrategia de clonación de PCR por sobrelapamiento. 

Esta técnica fusiona productos de PCR con extensa área de complementariedad (ver 

zonas grises) que puedan fungir como primers para poder obtener un solo producto 

amplificado.  

1.4.3 Plásmido de Expresión. 

 El plásmido de expresión pCAGGS [62] cuenta con un promotor tipo Polimerasa II, el 

cual es más eficiente para la transcripción de ARNs virales [63] y no requiere de 

plásmidos accesorios, como ocurre con el sistema basado en T7 [64] .  

El esquema del plásmido de la Fig.1.4. muestra los requisitos indispensables de estas 

moléculas de ADN circular: el iniciador de la Polimerasa II (Chicken Beta Actin promoter) 

con su respectivo terminador (rabbit beta-globin pA), eficiente señal de poliadenización 

que permite la terminación de la transcripción [65] y el Sitio de Clonación Múltiple que 

contiene secuencias diana correspondientes a enzimas de restricción que permiten la 

inserción de la construcción deseada.   
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Fig.  1.4 Esquema del plásmido de expresión pCAGGS. 

Se muestra el Sitio de Clonación Múltiple y el iniciador de la Polimerasa II (Chicken Beta 

Actin promoter) con su respectivo terminador (rabbit beta-globin pA), secuencia que 

posee una señal de poly(A) del gen de la beta-globina de conejo.   
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CAPÍTULO 2 

2. METODOLOGÍA 

2.1 Virus y Plásmidos  

2.1.1 Virus 

El virus de la cepa China (C-Strain) fue obtenido de diferentes vacunas comerciales 

proporcionado por Laboratorios Llaguno ® para la amplificación de los genes de interés 

5´ UTR, Npro, y 3´ UTR. Se confirmó la presencia de ARN viral por RT-PCR semi-anidada 

(Heminested-PCR). 

2.1.2 Plásmidos   

El vector de expresión pCAGGs [62] proporcionado por el Laboratorio para 

Investigaciones Biomédicas de la ESPOL posee el iniciador de la Polimerasa II, el cual 

ha demostrado tener mayor eficiencia en el sistema de rescate de PPC [63]. También se 

cuenta con un plásmido que posee la secuencia de la proteína eGFP “humanizada” a la 

que se le han cambiado los nucleótidos codificantes para sus respectivos aminoácidos 

por nucleótidos comunes en mamíferos que codifican para los mismos aminoácidos, 

consiguiendo un nivel mayor de expresión en células de mamíferos [57].  

2.2 Alineación y búsqueda de Secuencias 

Se alinearon 32 secuencias publicadas (Anexo A) obtenidas de la base de datos de NCBI 

(National Center for Biotechnology, siglas en inglés) que compartían un 97% de identidad 

con la cepa china para la verificación de nucleótidos a emplearse en el diseño de primers. 

2.3 Diseño de Primers 

Para obtener la construcción final se diseñaron primers con regiones quiméricas 

complementarias al molde de interés, necesarios para aplicar la técnica de PCR por 

sobrelapamiento Fig.2.5.  
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Esquema que muestra el diseño de primers u oligonucleótidos sobrelapados. Los 

primers contienen regiones quiméricas complementarias a la secuencia molde de 

interés, así como regiones que se sobrelapan con las secuencias adyacentes.  Los 

diferentes fragmentos de primera PCR se combinan en una reacción común, donde las 

regiones que se sobrelapan fungen como primers. Finalmente se utilizan primers 

externos a los fragmentos fusionados para amplificar la construcción quimérica. 

Para el set 1, el primer Forward cuenta con la secuencia de la ribozima cabeza de martillo 

y el sitio de reconocimiento de la enzima KpnI, el primer reverse contiene la secuencia 

incorporada complementaria al gen eGFP. 

En el set 2, los primers Forward y Reverse contienen secuencias complementarias para 

el gen eGFP y Npro como se muestra en la gráfica.  

En el set 3 correspondiente a la proteína no estructural Npro el primer Forward incluye la 

región de eGFP, y el primer reverse posee los sitios de las enzimas de restricción Afl II y 

Bsmb I. 

Fig.  2.5 Esquema de diseño de primers 



 

 

24 

 

 Los primers del set 4 poseen las secuencias complementarias a la región 3´ UTR y 

finalmente el set 5 es utilizado para la amplificación de la Ribozima del Virus de la 

Hepatitis Delta agregando el sitio de reconocimiento para Bgl II en la porción N-Terminal.  

Posteriormente estos fragmentos pueden ser empleados para fusionar los fragmentos 

que se necesitan introducir en el vector de expresión. 

2.4 Clonación en el Vector de Expresión  

Adicionalmente, los oligonucleótidos diseñados 5´UTR NproN-F y HDV RZ-R cuentan 

con secuencias reconocidas por las endonucleasas de restricción tipo II, KpnI y Bgl II 

respectivamente, que reconocen secuencias específicas añadidas en los extremos de la 

construcción (fig.2.6.), necesarias para su inserción en el Sitio de Clonación Múltiple 

(MCS) del vector de expresión pCAGGS [62]. 

 

Fig.  2.6 Esquema del ensamblaje de la construcción. 

Muestra la digestión por las endonucleasas KpnI y Bgl II para su inserción en el Sitio de 

Clonación Múltiple del vector de expresión.  

2.5 Extracción de ARN y síntesis de ADNc 

El protocolo (Anexo C) de extracción de ARN usado fue el método de Trizol-LS 

(Invitrogen) así como también el kit de extracción Epicentre (Ilumina) siguiendo las 
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especificaciones del fabricante. El ARN se suspendió en 30 µl en H2O ultrapura y fue 

almacenado a -80°C.  

El ARN total se midió en un NanoDrop2000 (Thermofisher) y la transcripción reversa se 

realizó usando la enzima ThermoScriptTM Reverse Transcriptase (Invitrogen) con un 

volumen final de 20 µl, usando los primers específicos 3´ UTR-R y NproC-R (Tabla I).  

2.6 Amplificación de fragmentos de interés 

Los sitios de sobrelapamiento se añadieron a los segmentos de interés eGFP y HDV Rz 

como en la Fig. 2.5. siguiendo las condiciones de la Polimerasa Platinum Pfx 

(Thermofisher Scientific, NY, USA) de acuerdo con el protocolo expuesto en el Anexo B 

usando los primers de la Tabla I.   
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CAPÍTULO 3  

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1 Diseño del subgenoma viral de la Peste Porcina Clásica  

En la Fig. 3.7. se observa la construcción propuesta, la cual incluye partes del plásmido 

de expresión; iniciador y terminador de la Polimerasa II. La mínima unidad de 

transcripción para PPC está formado por las porciones UTRs 5´ y 3´, más la proteína 

viral no estructural Npro en sentido genómico viral. Flanqueados por las secuencias de 

las ribozimas Cabeza de Martillo y del Virus de la Hepatitis Delta.  

Las secuencias de las Ribozimas colocadas en los extremos de la construcción cumplen 

con la función auto catalítica de corte en sí mismas; la Ribozima cabeza de Martillo hacia 

el lado 3´, mientras que la ribozima del virus de la Hepatitis Delta hacia el lado 5´, de esta 

manera dejando libre únicamente el subgenoma desde la región 5´ UTR hasta la región 

3´ UTR con el gen reportero insertado dentro de la proteína Npro.  

Con el subgenoma libre en el citoplasma la región 5´UTR debería cumplir con su función 

de IRES e iniciar el proceso de transcripción anclándose directamente a la subunidad 

pequeña del ribosoma de la célula huésped sin necesidad de poseer secuencias 

iniciadoras Cap y terminadoras polyA, transcribiendo el gen Reportero y finalizando la 

transcripción en la región 3´ UTR.  
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1)  Región 5´UTR hasta el aminoácido 13 de Npro conteniendo la secuencia de la Ribozima 

cabeza de martillo. 2) eGFP 3) Npro aa 14 C-Terminal 4) Región 3¨UTR. 5) Ribozima del 

virus de la Hepatitis Delta. Hhm Rz:Ribozima Hammerhead. Se muestran los tamaños en 

pares de bases de cada segmento. 

El gen reportero para probar la actividad en la transcripción del ARN viral se sitúa dentro 

de la proteína no estructural Npro, entre los aminoácidos 13 y 14 siguiendo el modelo de 

rescate de [4] [1] [2] [41] en los que se insertan dentro de dicha proteína los genes 

reporteros eGFP, Luc, y CAT ya que la excepcional eficiencia del IRES está fuertemente 

influenciada por las secuencias inmediatas (corriente abajo) del codón de inicio, y es 

óptima con secuencias virales codificantes en esta posición [51].  

3.1.1 Diagnóstico Molecular del Virus 

Se realizó un diagnóstico molecular de las vacunas comerciales por medio de la técnica 

de PCR semi-anidada como se observa en la Fig.3.8. usando los primers de la Tabla I, 

detectándose en todas en la segunda reacción de PCR a partir de 100 µl de ARN 

extraído, indicando baja carga viral. 

Fig.  3.7 Estrategia de Construcción del Sistema Biológico. 
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Fig.  3.8. Diagnóstico molecular del virus. 

 Arriba: Producto de la One-Step RT-PCR. Abajo: Producto de la One-Step RT-PCR 10-1. 

P: Porcivir ® JB: James Brown ®, LL: Lab. Llaguno ®. C- control negativo, CE: Control 

de Extracción. El producto esperado se encuentra en 190 bp. C+: al no contar con un 

control positivo se decidió aplicar los mismos protocolos para una muestra con la cual 

ya había sido probada cuya banda esperada se encuentra en los 232 bp.  

3.2 Primers diseñados 

Tabla I. Primers diseñados en este estudio. Azul: secuencias 

complementarias al genoma viral, Negrita: Endonucleasas KpnI y Bgl II 

Set Nombre Secuencia 

Set 1 5´ UTR-NproN-
F 

ACGGTACCGCGTCTGATGAGGCCGAAAGGCCGAAACTCCGTAAGGA
GTCGTATACGAGGTTAGTTCATTC 

5´ UTR-NproN-
R 

TCGCCCTTGCTCACCATGTTTGTTTTGTATAAAAG 

Set 2 eGFP-F TTATACAAAACAAACATGGTGAGCAAGGGCGAG 

eGFP-R CATTGGTTTTTGTTTATCCTTGTACAGCTCGTC 

Set 3 NproC-F GAGCTGTACAAGGATAAACAAAAACCAATGGGAG 

NproC-R TGAGACGCTTAAGCGTCTCAGCAACTGGTAACCCACAATG 

Set 4 3´ UTR-F TGAGACGCTTAAGCGTCTCATGAGCGCGGGTAACCCGGGATC 

3´ UTR-R TGGGACCATGCCGGCCGGGCCGTTAGAAATTACC 

Set 5 HDV RZ-F AATTTCTAACGGCCCGGCCGGCATGGTCCCA 

HDV RZ-R TAAGATCTGTCCCATTCGCCATTACC 

CSFV_F1C CCTGAGYGACAAYGGCAC 

200 bp 
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Diagnó
stico 

CSFV_F2C AACATGGATGGTGTAACTGG 

CSFV_RA ATAYAAGATGTCCTCCACGG 

CSFV_RA CCTTTCTTGCAGCCAGTC 

 

Se diseñaron los primers de la Tabla I, que contienen nucleótidos complementarios al 

temple de interés y nucleótidos flanqueantes en las colas 5´ para añadir las regiones que 

se sobrelapan unas a otras. Lo que permitió amplificar las secciones 2 y 5 (fig.3.7.) 

siguiendo las condiciones de la Polimerasa Platinum Pfx (Thermofisher Scientific, NY, 

USA) expuestas en el Anexo B.  

Los fragmentos eGFP y HDV Rz fueron amplificados a partir de plásmidos para la 

construcción de minigenomas de otros virus de ARN poseedores de dichas secuencias 

[38, 39].  

Por otra parte, para el fragmento viral 3´ UTR no se obtuvieron resultados óptimos 

posiblemente debido a la baja cantidad viral encontrada en la vacuna utilizada como se 

visualiza en el gel de la fig.3.8, a la vez otros autores han mencionado que esta región 

del genoma viral presenta dificultades al retro transcribir la región en ADNc [68].   

3.2.1 Enhanced Fluorescent Protein eGFP 

Se amplificaron las secuencias de eGFP (Fig 3.9) agregando los sitios quiméricos de los 

primers de la Tabla I siguiendo las condiciones del Anexo B, al mismo tiempo se decidió 

experimentar dos concentraciones del Buffer de amplificación de la enzima Platinum Pfx 

(Thermofisher) para probar de esta manera si se mejoraba la eficiencia de la reacción. 

Se observó que se obtiene una banda más fuerte con la concentración final de 2x, por lo 

que se decidió trabajar con esta concentración para las demás reacciones. 
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Fig.  3.9.  Electroforesis del fragmento eGFP en gel de agarosa al 1%. 

Se muestra el gel resultado de la amplificación de eGFP con una banda esperada de 750 

pares de bases, las diferentes numeraciones representan diferentes concentraciones del 

plásmido usado según las especificaciones de Platinum Pfx (Thermofisher Scientific, NY, 

USA). Arriba: concentración final del Pfx Amplification Buffer 1x. Abajo: concentración 

final del Pfx Amplification Buffer 2x. M: 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). 1) Plásmido 

75ng/µl 2) Plásmido 75ng/l 3) 83 ng/µl 4) 67 ng/µl, C) Control negativo.  

3.2.2 Ribozima del Virus de la Hepatitis Delta 

Se amplificaron las secuencias de Ribozima de la Hepatitis Delta Fig.3.10.  agregando 

los sitios quiméricos de los primers de la Tabla I con las condiciones del Anexo B, 

esperándose una banda de 107 pares de bases a diferentes concentraciones del molde 

usado. 
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Fig.  3.10. Electroforesis de la Ribozima Delta del Virus de Hepatitis HDV Rz en gel de 

agarosa al 2% .  

Se muestra el resultado de la amplificación del fragmento de la Ribozima del Virus de la 

Hepatitis Delta (HDV Rz) con una banda esperada de 107 pares de bases. Se probaron 

diferentes concentraciones del plásmido usado como molde. M) 1Kb plus DNA ladder 

(Invitrogen) 1) 100ng/µl 2) 50ng/µl 3) 25 ng/µl, C-) Control negativo.  
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CAPÍTULO 4  

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

4.1 Conclusiones 

 Se diseñó un modelo innovador de virus recombinante de la vacuna de la PPC, el 

cual es una herramienta para la cuantificación directa de anticuerpos 

neutralizantes. 

 Se identificó las secuencias necesarias para el diseño del subgenoma viral, que 

incluyen las regiones 5´ UTR, 3´ UTR y la proteína No estructural Npro, así como 

de las secuencias eGFP y HDV Rz obtenidas a partir de plásmidos ya construidos.  

 Se diseñaron primers con secuencias quiméricas para la clonación de los 

segmentos de interés por medio de PCR por sobrelapamiento (overlapping). 

 Se amplificaron las secuencias eGFP, HDV Rz, para su futuro ensamblaje en un 

plásmido que permita su replicación en cultivo celular 

4.2 Recomendaciones 

 Se debería mejorar los métodos de titulación de las vacunas del mercado 

ecuatoriano.  

 Continuar con la optimización de protocolos de laboratorio, basados en la 

construcción propuesta, para obtener el virus recombinante y llevar a cabo el 

ensayo de Neutralización 

4.2.1 Ensayo de neutralización  

Se propone probar la eficacia de la vacuna como en la fig.4.11 donde a partir de suero 

de animales vacunados se obtienen los AcN desarrollados por el animal, para luego de 

una incubación con el virus recombinante, transfectar en células permisivas para la 

infección del virus (p.e. línea celular PK-15) y así al cabo de varias horas (16h-24h) 

observar la respuesta del crecimiento del virus en presencia de los anticuerpos del suero.  

Si se observa bajo el microscopio florescencia emitida, significa que el virus tiene la 

capacidad de crecer, es decir, el virus recombinante no ha sido neutralizado por los 
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anticuerpos presentes en el suero. Por otra parte, si no se observa coloración verde, el 

virus no ha podido infectar las células; ha sido neutralizado, por lo que no existen 

partículas virales que emitan fluorescencia.  

 

 

Fig.  4.11. Ensayo de Neutralización propuesto. 

1) Extracción de suero de animales vacunados para ser 2) incubado con el virus 

recombinante y así 3) enfrentar al virus contra los AcN, para luego 4) transfectar a un 

cultivo celular que permita la infección y así observar el resultado final. 5) Si existen AcN 

el virus no podrá infectar las células y no podrá crecer, lo que significa que existe 

neutralización y no se observaría fluorescencia. Caso contrario el virus recombinante 

que expresa el gen reportero podrá crecer y el cultivo celular bajo microscopio de 

fluorescencia presentaría la coloración verde.  
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ANEXO A 

Número de 
Accesión  

Autor 
(principal) Organismo  Origen  Cepa  

AF352565 Chang, T.-J. Classical swine fever virus Taiwan - 

AF091507 Wang, J.-F. Classical swine fever virus China C-Strain 

AF091661 Kyle, J, et al Classical swine fever virus Switzerland Brescia 

U45478 Mueller, H.M. Classical swine fever virus Germany Glentorf 

X96550 Tratschin, J.D. Classical swine fever virus Switzerland CAP 

KC503764 Tomar, N Classical swine fever virus India C-Strain 

KM262189 
Kamboj, A Classical swine fever virus India 

CSFV/IVRI/VB-

131 

DQ127910 Li, X Classical swine fever virus China SWH 

AF092448 Wang, J.F. Classical swine fever virus China Shimen 

AF333000 Mingxiao, D Classical swine fever virus China cF114 

LC374604 Tran, H. T Classical swine fever virus Vientam VN91 

HQ380231 Shen, H Classical swine fever virus China CSFV-GZ-2009 

EU497410 Qiu, H.-J. Classical swine fever virus China JL1 

AY775178 Zhao, J. J Classical swine fever virus China C-Strain 

D49533 
(HCVPOLYP2 

Nagai, H. Classical swine fever virus Japan GPE- 

KY860615 Tomar, N. Classical swine fever virus India CSFV212L-13 

EU789580 Park, G. Classical swine fever virus Korea LOM 

EU915211 Park, G. Classical swine fever virus Korea LOM 

EU490425 Fan, Y.F. Classical swine fever virus China Thiverval 

X87939 Ruggli, N Classical swine fever virus Switzerland  Alfort/187 

D49532 
(HCVPOLYP1 

Ishikawa, K. Classical swine fever virus Japan C-Strain 

HM237795 Leifer, I. Classical swine fever virus Germany Koslov 

EU857642 Gupta, P.K. Classical swine fever virus India C-Strain 

Z46258 
Moormann, R.J. Classical swine fever virus 

Netherland

s C-Strain 

AY259122 Mayer, D. Classical swine fever virus Switzerland Riems 

U45477 (HCU45477) Mueller, H.M Classical swine fever virus Germany Riems 

AF091507 Wang, J. Classical swine fever virus China C-Strain 

AY663656 Qian, P. Classical swine fever virus China C-Strain 

AY382481 He, C.-Q. Classical swine fever virus China C-Strain 

HM175885 Chen, N. Classical swine fever virus China C-Strain 

AF531433 Yu, X. Classical swine fever virus China C-Strain 

AY805221 Qiu, H. Classical swine fever virus China C-Strain 



 

 

 

 

ANEXO B 

Condiciones de amplificación región 3´ UTR 

Componentes Vol Concentración final 

10 X PfxAmplification Buffer 5 2x 

10 mM dNTP mix 0.75 0.3mM 

50mM MgSO4 0.5 1mM 

10 um Primer Forward 3´ UTR-F 0.75 0.3uM 

10 um Primer Reverse 3´ UTR-R 0.75 0.3uM 

Platinum Pfx Polymerase 0.2 1 U 

H2O 16.05 - 

Template cDNA 1 10 pg - 200ng 

Total  25 2x 

Condiciones del termociclador 3´ UTR 

Paso Temperatura Tiempo 

Desnaturalización Inicial  94°C 5 min 

Desnaturalización  94°C 30s 

Anillación 58°C 30s 

Extensión  68° C 30s 

Extensión Final  68°C 5 min 

Hold   ∞ 

 

Condiciones de amplificación región eGFP 

Componentes Vol Concentración final 

10 X PfxAmplification Buffer 5 2x 

10 mM dNTP mix 0.75 0.3mM 

50mM MgSO4 0.5 1mM 

10 um Primer Forward 3´ UTR-F 0.75 0.3uM 

10 um Primer Reverse 3´ UTR-R 0.75 0.3uM 

Platinum Pfx Polymerase 0.2 1 U 

H2O 16.05 - 

Template cDNA 1 10 pg - 200ng 

  25   

 

 

 



 

 

 

 

Condiciones Termociclador eGFP 

Paso Temperatura Tiempo 

Desnaturalización Inicial  94°C 5 min 

Desnaturalización  94°C 30s 

Anillación 60°C 30s 

Extensión  68° C 1 min 

Extensión Final  68°C 5 min 

Hold 15°C ∞ 

 

Condiciones de amplificación región HDV Rz 

Componentes Vol Concentración final 

10 X PfxAmplification Buffer 5 2x 

10 mM dNTP mix 0.75 0.3mM 

50mM MgSO4 0.5 1mM 

   

10 um Primer Forward 3´ UTR-F 0.75 0.3uM 

10 um Primer Reverse 3´ UTR-R 0.75 0.3uM 

Platinum Pfx Polymerase 0.2 1 U 

H2O 16.05 - 

Template cDNA 1 10 pg - 200ng 

  25   

 

Condiciones del termociclador HDV Rz 

Paso Temperatura Tiempo 

Desnaturalización Inicial  94°C 5 min 

Desnaturalización  94°C 30s 

Anillación 58°C 30s 

Extensión  68° C 30s 

Extensión Final  68°C 5 min 

Hold 15°C ∞ 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

ANEXO C 

Protocolo de Extracción de ARN: Trizol-LS 

INACTIVACIÓN DE LA MUESTRA 

1. Agregar 750 µl de TRI Reagent ® LS en un tubo estéril de 1.5 ml. 

2. Añadir entre 250 µl de muestra, homogenizar la muestra 2 veces mediante 

pipeteo, evitando formar 

burbujas durante el proceso. La relación entre volumen de trizol y la muestra es 

3:1, en este parte 

del proceso se puede guardar las muestras y mantenerlas a -60°C ó -80°C hasta 

un mes. 

FASE DE SEPARACIÓN 

3. Incubar la muestra por 5 min a temperatura ambiente. 

4. Agregar 200 µl de cloroformo, rápidamente mezclar invirtiendo el tubo. 

5. Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente. 

6. Centrifugar a 14.000 g por 15 min a 4°C (se debe formar 2 fases). 

7. Paralelamente, en tubo estéril de 1.5 ml agregar 4 µl de glucógeno (5 mg/ml 

ambion) y 50 

µl de Acetato de sodio 3M. 

8. Al finalizar la centrifugación, remover la fase acuosa 500ul (evitando absorber 

la interfase) 

y colocarla en el tubo del paso 7. Vortex rápido. 

*En la fase acuosa se encuentra el ARN, en la interfase el ADN (de color blanco), 

seguida en la parte inferior de la fase 

orgánica con proteínas y otras moléculas. 

*El acetato de sodio y el glucógeno ayudan a la visualización del pellet durante la 

precipitación con isopropanol. 

PRECIPITACIÓN DE ARN 

9. Agregar 500 µl de isopropanol, mezclar con Vortex 

10. Incubar a temperatura ambiente por 10 min. 

11. Centrifugar a 14.000 g por 10 min a 4°C 

LAVADO DE ARN 



 

 

 

 

12. Remover el sobrenadante con cuidado para no absorber el pellet. Si es 

necesario dejar 50 µl. 

13. Agregar 1 ml de etanol 75% frío. Vortex rápido 

*Aquí se puede guardar las muestras por 1 año a -20°C, o por 1 semana a 4°C 

14. Centrifugar a 14.000 g por 5 min a 4°C. 

15. Repetir los pasos del 12 y 13 para un segundo lavado. 

16. Descartar todo el sobrenadante, si es necesario usar la pipeta de 10 µl para 

retirar todo residuo de 

etanol 75% dejando completamente seco el pellet. 

17. Secar completamente el tubo y el pellet, colocando el tubo abierto sobre papel 

toalla (previamente 

esterilizada con UV) en la cámara de flujo laminar (CFL) por 5-10 min. 

18. Suspender el pellet en 30 µl de H2O libre de RNAse y DNAse (ultra pura), otra 

opción es suspender 

en Buffer TE (10mM Tris HCl; 0.1mM EDTA; pH=7.5). 

19. Dejar 10-30 min a 4°C, antes de usar el ARN. Esto ayuda a disolver el pellet. 

20. Conservar el ARN restante en un congelador a -80ºC. 


