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Resumen 

El complejo respiratorio porcino (CRP) representa una gran amenaza para la 

industria porcina. Se caracteriza por coinfección de patógenos virales y/o bacterianos, 

disminuyendo la tasa de crecimiento de los cerdos y frecuentemente causando su muerte. 

El coronavirus respiratorio porcino y el virus de la gastroenteritis transmisible (TGEV), que 

son muy similares a nivel genómico, pueden participar en el CRP. Es importante 

diagnosticar y determinar la prevalencia de estos virus porque coinfecciones de estos con 

otros patógenos pueden ser muy perjudiciales. Por esto, el objetivo del estudio fue diseñar 

un método de diagnóstico molecular que permita detectar y diferenciar a estos dos virus por 

medio de RT-PCR convencional, diseñando cebadores para la amplificación de la región de 

la glicoproteína espiga (S) específica del TGEV y de la región ORF1 (open reading frame 

1) conservada en ambos virus. Esto se realizó con ayuda de herramientas bioinformáticas 

para el diseño de cebadores, evaluación de parámetros de calidad y especificidad de los 

mismos. Se obtuvo tres juegos de cebadores específicos para la región S del TGEV y dos 

para la región conservada, compatibles con hisopados porcinos. Estos últimos podrían 

amplificar también coronavirus canino y felino, pero por la naturaleza de las muestras, no 

suponen un problema para la efectividad del método.



 

Abstract 

Porcine respiratory complex is a multifactorial infectious disease characterized by 

coinfection of viral and/ or bacterial pathogens. It includes symptoms like slow growth and 

frequently causing the death of the animal. Thus, it represents a great threat to the porcine 

industry. Porcine respiratory coronavirus (PRCV) and transmissible gastroenteritis virus 

(TGEV) can be a part of such coinfections and are very similar genomically. It´s important 

to diagnose these viruses and determine their prevalence because their coinfections with 

other pathogens may be very harmful. The aim of this research was to design a molecular 

diagnostic method to differenciate and diagnose TGEV and PRCV by conventional RT-

PCR, designing primers for the amplification of the spike glycoprotein region specific for 

TGEV and the Open Reading Frame 1 (ORF1) which is conserved in both viruses. This was 

done with the help of bioinformatics tools for primer design, evaluation of quality 

parameters and their specificity. Three sets of specific primers were obtained for the S 

region of TGEV and two for the conserved region, compatible with porcine swabs. The 

latter could also amplify canine and feline coronaviruses, but due to the nature of the 

samples, they do not pose a problem for the effectiveness of the method.  
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I. Introducción 

La industria porcina es una parte importante de la industria agraria. Esta consiste 

en la crianza y venta de cerdos para su consumo. 

Uno de los mayores problemas con la crianza de cerdos son los trastornos 

respiratorios, que son de las principales causas de muerte en la industria, especialmente 

la enfermedad del complejo respiratorio porcino, que se caracteriza por coinfección de 

patógenos virales y/o patógenos bacterianos (Thacker & Thanawongnuwech, 2002). La 

pérdida económica para los productores es considerable (Bencomo, 2010). 

Aunque existen numerosos agentes etiológicos de enfermedades respiratorias en 

cerdos entre los que se encuentran bacterias, virus y parásitos, se ha encontrado que 

infecciones por coronavirus, aunque suelen tener una mortalidad baja, son un factor de 

riesgo para contraer otras patógenos respiratorios (Charley, Riffault, & Van Reeth, 

2006), lo que puede favorecer el desarrollo de una nueva infección. Esto hace la 

detección de coronavirus respiratorios en cerdo de sumo interés. 

Dentro de los agentes causales de infecciones respiratorias en cerdos se encuentran 

los coronavirus, especialmente el coronavirus respiratorio porcino (PRCV por sus siglas 

en inglés) y el virus de gastroenteritis transmisible (TGEV) que, aunque infecta 

principalmente tejido intestinal, puede infectar también el tracto respiratorio (Kwon, Saf 

y Jackwood, 1998). 

Se han descrito múltiples casos de coinfecciones de coronavirus respiratorio 

porcino con otros patógenos que aumentan la intensidad de las infecciones, haciéndolas 

más agresivas (Opriessnig, Giménez-Lirola, & Halbur, 2011). Entre los más destacados 

se ha encontrado coinfecciones con virus reproductor y respiratorio porcino (Kristien 

Van Reeth, Nauwynck, & Pensaert, 1996), con el virus de influenza porcina (K. Van 

Reeth & Pensaert, 1994) y con Bordetella bronchiseptica (Brockmeier, Loving, 

Nicholson, & Palmer, 2008). Todos estos patógenos son considerados patógenos de alta 
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relevancia en enfermedades respiratorias en cerdos (Opriessnig et al., 2011). 
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II. Antecedentes 

A. Industria porcina 

1. Crianza de cerdos 

La crianza de cerdos para su consumo está regulada para que se lleve a cabo de manera 

eficiente. Existen diversos sistemas de crianzas, pero todos ellos toman en cuenta 

vacunación contra enfermedades importantes como diarrea por Escherichia coli, cólera 

porcino, erisipela porcina, etc, desparasitaciones y suplementaciones de hierro y vitaminas 

según edad y función del individuo (Instituto Nicaragüense de Tecnología Agropecuaria, 

2010). 

a. Demanda de carne de cerdo y derivados 

El consumo de carne de cerdo a nivel mundial se ha mantenido alrededor de los 100 

millones de toneladas desde el año 2016 con una tendencia creciente. Una tonelada vale 

aproximadamente $1800 (USDA Foreign Agricultural Service, 2018). Esto hace de la 

industria porcina un factor importante para economía a nivel mundial. 

b. Problemas comunes 

Uno de los mayores problemas en la crianza de cerdos son las enfermedades 

respiratorias que estos sufren, sobre todo el Complejo Respiratorio Porcino. Estos 

trastornos se han visto más en cerdos jóvenes, después del destete y en la etapa de engorde. 

Es menos común que cerdos adultos se vean afectados por esto (Bencomo, 2010). 

Se ha encontrado que estas enfermedades se ven favorecidas por factores ambientales 

de baja higiene, sobrepoblación de corrales, transporte y destete (Bencomo, 2010; United 

States Department of Agriculture, 2016). 
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B. Infecciones respiratorias en cerdos 

1. Síntomas comunes 

Dentro de los síntomas más comunes de las infecciones respiratorias en cerdos se 

encuentran la tos, estornudos, pérdida de apetito, fiebre, postración, disnea, secreciones 

nasales y pérdida de peso, entre otros (Bencomo, 2010). 

2. Infecciones simples 

Por lo general, las infecciones en los cerdos son causadas por más de un patógeno. 

Las infecciones con un solo agente causal suelen ser más leves y con sintomatología 

específica del patógeno infectivo. Estas, por lo tanto, suelen no ser tan relevantes como 

infecciones polimicrobianas. Sin embargo, representan un factor de riesgo frente a la 

infección de un nuevo patógeno (T. Opriessnig et al., 2011). 

3. Complejo respiratorio porcino 

El complejo respiratorio porcino se define como las infecciones respiratorias en 

cerdos que son causadas por una combinación de patógenos que pueden ser tanto agentes 

infecciosos principales como oportunistas, donde juegan un rol importante los factores 

ambientales en los que se mantiene a los cerdos. Esto se conoce como el Complejo 

Respiratorio Porcino (CRP). El término surge para describir neumonías en cerdos de 

acabado y engorde que tienen una etiología multifactorial.
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Figura 1. Interacción viral, bacteriana y ambiental resultan en complejo respiratorio 

porcino (CRP). 

*Donde M. hyopneumoniae es Mycoplasma hyopneumoniae, B. bronchiseptica es Bordetella 

bronchiseptica, P. multocida es Pasteurella multocida, A. pleuropneumoniae es Actinobacillus 

pleuropneumoniae, H. parasuis es Haemophilus parasuis y S. suis es Streptococcus suis. 

**Donde las siglas en inglés representan lo siguiente: PRRSV Virus del síndrome resproductor y respiratorio 

porcino, SIV virus de influenza porcina, PRCV coronavirus respiratorio porcino, PRV virus de pseudorabia 

y PCV2 Circovirus porcino tipo 2. 

 

El complejo se caracteriza por crecimiento lento, anorexia, letargo, fiebre, tos y 

dificultad para respirar. Se encuentra más frecuentemente en cerdos de 10 a 20 semanas 

de edad. Debido a la pérdida de apetito y el crecimiento lento de los cerdos, el complejo 

respiratorio porcino es una causa de pérdidas económicas significativas para los 

productores de cerdos en todo el mundo (Thacker & Thanawongnuwech, 2002). 
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Figura 2. Resumen de los posibles mecanismos y resultados de infecciones bacterianas 

del tracto respiratorio en cerdos 

*SIV, virus de influenza porcina; PCMV, citomegalovirus porcino; PRCV, coronavirus respiratorio porcino; 

PCV2, circovirus porcino tipo 2; PRV, virus de la pseudorrabia; MHYO, Mycoplasma hyopneumoniae, 

BORD, Bordetella bronchiseptica; PRRSV, virus reproductivo y respiratorio porcino. 

(Adaptado al español de T. Opriessnig et al., 2011). 

 

Los patógenos pueden ser tanto bacterianos como virales (ver Figura 1) y la co-

infección puede darse a partir de varias bacterias o virus, o bien, una combinación de 

patógenos bacterianos y virales. 

Como se muestra en la Figura 2, el complejo respiratorio porcino empieza con una 

infección común, que predispone al hospedero a contraer nuevas infecciones de diversas 

formas posibles, como dañando al aparato mucociliar o induciendo inmunodeficiencia, 

etc. Al haber una infección confluente, los patógenos tienden a actuar sinérgicamente, 

volviendo la enfermedad muy agresiva y dando lugar al complejo respiratorio porcino 
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(Allan, Mcneilly, Ellis, Krakowka, & Meehan, 2000; Hansen et al., 2010). Existe una alta 

tasa de morbilidad entre el 30 y 70% y una mortalidad entre el 4 y 6% (Halbur, 1998). 

Sin embargo, las pérdidas económicas debido al CRP no se deben únicamente a los 

cerdos que mueren a causa de este, sino que existen también pérdidas considerables por la 

baja en el consumo de alimento, lo que tiene una relación directa con el aumento de peso 

de los cerdos (Halbur, 1998). 

a. Factores ambientales y de manejo 

Los factores ambientales o de manejo son causas no infecciosas del CRP por dos vías 

principales, ya sea al aumentar la transmisión de los patógenos por condiciones específicas 

como la temperatura y sobrepoblación de los corrales o al generar estrés al animal, 

disminuyendo sus defensas y, por lo tanto, haciéndolo más vulnerable a contraer una 

infección (Palzer, Ritzmann, Wolf, & Heinritzi, 2015). 

b. Agentes bacterianos importantes 

1) Mycoplasma hyopneumoniae 

Mycoplasma hyopneumoniae es el agente causal de la neumonía enzoótica porcina, 

que es una infección crónica y muy contagiosa. Se encuentra también entre los patógenos 

respiratorios más comunes en cerdos. Una infección con esta bacteria disminuye 

considerablemente las defensas de los cerdos, lo que facilita que el individuo sea infectado 

por otros patógenos (Palzer et al., 2015; Simon et al., 2012). 

La infección por M. hyopneumoniae se caracteriza por la unión de la bacteria a los 

cilios de las células del epitelio pulmonar del cerdo, esto, con el tiempo lleva a la pérdida 

de los cilios y muerte de estas células (Kobisch et al., 1993). 

M. hyopneumoniae es una bacteria pequeña en tamaño y en su genoma, además de 

carecer de pared celular. Esta bacteria se adhiere a los cilios de las células epiteliales de los 

pulmones de los cerdos, lo que lleva a ciliostasis y eventualmente a la muerte de las células 

epiteliales. El daño causado por M. hyopneumoniae suele predisponer a infecciones 

secundarias (Tajima y Yagihashi, 198; Minion, 2002).  
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2) Bordetella bronchiseptica 

B. bronchiseptica es un patógeno de numerosas especies animales. En cerdos causa 

rinitis y establece una relación sinérgica con Pasteurella multocida causando rinitis 

atrófica. Está ampliamente distribuida a nivel mundial. Una infección por B. 

bronchiseptica no suele representar una amenaza fuerte para los cerdos, pero puede ser 

causante de neumonías cuando infecta como patógeno secundario (Collings & Rutter, 

1985; Pedersen & Barfod, 1981).  

B. bronchiseptica está estrechamente relacionada a Bordetella pertussis y expresa los 

mismos factores de virulencia; tales como filamentos de hemaglutinina, fimbrias y 

adenilato ciclasa – hemolisina, entre otros. Tiene pili que utiliza para la unión al epitelio ciliado 

del tracto respiratorio. Se adhiere activamente y produce ciliostasis significativa minutos después 

del contacto (Laber, Whary, Bingel, Goodrich, Smith y Swindle, 2002). 

3) Actinobacillus pleuropneumoniae 

A. pleuropneumoniae es el agente causal de pleuroneumonía porcina contagiosa. Su 

distribución es a nivel mundial y representa pérdidas económicas importantes para la 

industria porcina (Haesebrouck, Chiers, Overbeke, & Ducatelle, 1997). 

Esta bacteria coloniza de forma rápida y se adhieren a las células epiteliales de las 

amígdalas. Al replicarse, liberan toxinas, hemolisinas y LPS, lo que lleva a la lisis de los 

macrófagos y liberando lisozimas, que llevan al daño característico de la pleuroneumonía 

porcina (Brownfield, 2020)   

c. Agentes virales importantes 

1) Virus de Influenza Porcino 

El virus de influenza porcino o SIV por sus siglas en inglés es uno de los patógenos 

más importantes relacionados con el complejo respiratorio porcino (Nakharuthai et al., 

2008). Por sí solo, el virus tiene una morbilidad alta, pero una mortalidad menor al 5% 

(Kida et al., 1994). Las infecciones causadas únicamente por SIV no suelen ser muy 

severas. Sin embargo, infecciones múltiples con SIV y otros patógenos genera infecciones 
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respiratorias severas o crónicas (Halbur, 1996; Thacker, 2001). 

Existen datos de la presencia del virus de influenza porcino en Guatemala, pero no 

hay información para la mayoría de otros patógenos importantes en el complejo 

respiratorio porcino (Gonzalez-Reiche et al., 2017). 

2) Virus reproductivo y respiratorio porcino 

El virus reproductivo y respiratorio porcino se abrevia PRRSV por sus siglas en inglés. 

Causa neumonía en los cerdos, además de afectar la reproducción y reducir la tasa de 

crecimiento (Hill, 1990). Todo esto se ha relacionado con pérdidas económicas 

significativas. Solo en Estados Unidos se calculó una pérdida de 664 millones de dólares 

en 2010 debido a infecciones con PRRSV (Holtkamp, Kliebenstein, Neumann, & 

Zimmerman, 2013). 

3) Virus de la Pseudorrabia 

También conocido como el herpesvirus porcino 1, es el agente etiológico de la 

pseudorrabia o enfermedad de Aujesky. Esta es una de las enfermedades virales más 

severas en cerdos. Aunque pueden presentarse casos asintomáticos, suele generar tos, 

estornudos, fiebre, depresión entre otros síntomas. Tiene una alta mortalidad en lechones 

y puede causar abortos (Ettenleiter, 2000). 

El virus de la pseudorrabia se reproduce en macrófagos y monocitos alveolares, 

llevando a rinitis necrotizante y a una inmunosupresión severa para el animal, esto se ha 

visto relacionado con una mayor dificultad para eliminar nuevos patógenos y una mayor 

facilidad de adherencia para patógenos secundarios (Iglesias, Pijoan, & Molitor, 1992; 

Narita, Kawashima, Matsuura, Uchimura, & Miura, 1994). 

4) Circovirus porcino tipo 2 

El circovirus porcino de tipo 2 (PCV2) es el agente causal del síndrome multisistémico 

de desmejoramiento posdestete que se caracterista por múltiples padecimientos clínicos 

que incluyen palidez en la piel, estrés respiratorio, diarrea e incluso ictericia (Segalés, 

Allan, & Domingo, 2005). 
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Además de causar esta enfermedad, se ha relacionado con el complejo respiratorio 

porcino como patógeno secundario, luego de la previa infección de otros patógenos 

bacterianos o virales (Opriessnig, Meng, & Halbur, 2007). 

5) Coronavirus respiratorio porcino 

El coronavirus respiratorio porcino (PRCV, por sus siglas en inglés) es patógeno de 

cerdos exclusivamente. Suele generar infecciones respiratorias leves y que muchas veces 

quedan en estado subclínico. El virus se replica en células epiteliales del tracto respiratorio 

inferior, neumocitos tipo 2 y en menor medida en epitelio bronquiolar (Atanasova et al., 

2008). 

En el transcurso de la infección, el PRCV induce rupturas en el aparato mucociliar y 

genera pérdida parcial de la función de macrófagos alveolares, lo que promueve nuevas 

infecciones respiratorias por la incapacidad de los macrófagos de eliminar a las bacterias 

(Charley et al., 2006; Laude, Van Reeth, & Pensaert, 1993). 

C. Coronavirus en cerdos 

1. Coronavirus respiratorios en cerdos 

Hasta el momento se han presentado casos de infecciones respiratorias en cerdos 

causadas por dos tipos de coronavirus, el virus de la gastroenteritis transmisible y el 

coronavirus respiratorio porcino. 

a. Virus de la gastroenteritis transmisible 

El virus de la gastroenteritis transmisible infecta generalmente el tracto 

gastrointestinal, como su nombre lo indica. Esta fue descrita en 1946 y se caracteriza por 

diarrea severa en cerdos de todas las edades (Doyle & Hutchings, 1946). Sin embargo, se 

ha descrito numerosas veces la capacidad del virus de replicarse e infectar el tracto 

respiratorio (Harada, Furuuchi, Kumagai, & Sasahara, 1969; Sprino & Ristic, 1982; 

Underdahl et al., 1974) y se ha encontrado que utiliza los macrófagos alveolares para su 

reproducción (Laude, Charley, & Gelfi, 1984). Las infecciones respiratorias por el virus 
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de la gastroenteritis transmisible no son de mayor relevancia, pues son muy leves y poco 

frecuentes (Harada et al., 1969). 

b. Coronavirus respiratorio porcino 

El coronavirus respiratorio porcino está estrechamente relacionado con el virus de la 

gastroenteritis transmisible. La principal diferencia es que este virus solo infecta el tracto 

respiratorio de los cerdos (Pensaert, Callebaut, & Vergote, 1986). Genéticamente, la 

mayor diferencia es la deleción de un fragmento del gen S que codifica la proteína S, que 

se ha relacionado con la patogenicidad enterogénica y con la actividad de hemaglutinación 

(Krempl, Schultze, Laude, & Herrler, 1997), lo que explica que el PRCV no se replique 

en células entéricas. 

Como se mencionó en el inciso 3. c) (5) las infecciones respiratorias en las cuales 

PRCV es el único patógeno, tienden a ser leves y de poca importancia clínica. Pero 

predisponen al hospedero a contraer nuevas infecciones que pueden volverse muy severas 

por la acción sinérgica de los patógenos. También se ha observado que al actuar como 

patógeno secundario PRCV aumenta la intensidad de las infecciones de manera 

considerable (Kristien Van Reeth et al., 1996). 

2. Importancia de los coronavirus en co-infecciones 

Las infecciones respiratorias por coronavirus en cerdos suelen tener una mortalidad 

baja, pero son un factor de riesgo para contraer otras patógenos respiratorios (Charley et 

al., 2006), lo que puede favorecer el desarrollo de una nueva infección. Se han descrito 

múltiples casos de coinfecciones de coronavirus respiratorio porcino con otros patógenos 

que aumentan la intensidad de las infecciones, haciéndolas más agresivas (T. Opriessnig 

et al., 2011). Entre los más destacados se ha encontrado coinfecciones con virus 

reproductor y respiratorio porcino (Kristien Van Reeth et al., 1996), con el virus de 

influenza porcina (Van Reeth y Pensaer, 1994) y con Bordetella bronchiseptica 

(Brockmeier et al., 2008). Todos estos patógenos son considerados patógenos de alta 

relevancia en enfermedades repiratorias en cerdos y se han relacionado fuertemente con el 

complejo respiratorio porcino (T. Opriessnig et al., 2011). 
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3. Estadísticas de prevalencia 

Lo que hace tan importante al coronavirus respiratorio porcino es su alta prevalencia 

a nivel mundial. Se ha encontrado que, en cerdos introducidos a 22 granjas diferentes en 

Iowa, los individuos de en 12 de las 22 granjas se contagiaron con coronavirus respiratorio 

porcino en menos de 23 días de haber llegado (Wesley, Woods, Mckean, Senn, & 

Elazhary, 1997). Esto no solo indica la alta prevalencia del virus, sino también su facilidad 

de transmisión entre individuos. 

En Corea se ha encontrado una prevalencia del 53% de todos los individuos 

muestreados y se encuentra presente en aproximadamente el 61.4% de las granjas 

muestradas (Chae et al., 2000). En Canadá se ha encontrado una prevalencia de PRCV de 

muestras nasales de 57% y 63% dependiendo del método de detección (Costantini, Lewis, 

Alsop, Templeton, & Saif, 2004) 

En Guatemala no se tienen registros de coronavirus respiratorio porcino, pues no se 

han realizado pruebas para diagnosticarlo en el país. Sin embargo, sí se han reportado 

pérdidas económicas causadas por enfermedades respiratorias de los cerdos (Lacayo, 

2012). Es importante tener un conocimiento de su prevalencia, pues si se controlan las 

infecciones por PRCV, podrían disminuirse los casos de otras infecciones y evitar que las 

infecciones por otros patógenos sean agravadas por una coinfección con el coronavirus 

respiratorio porcino. 

D. Técnicas de detección de coronavirus 

1. Inmunológicas 

Dentro de las técnicas inmunológicas más utilizadas para la detección de coronavirus 

se encuentra la prueba ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) (Chae et al., 

2000) y la inmunofluorescencia en cultivo celular (Sirinarumitr, Paul, Halbur, & Kluge, 

1997). Por lo general, las pruebas inmunológicas se basan en la unión de antígeno y 

anticuerpo. Para su detección, uno de los anteriores debe estar modificado de modo que 

genere un cambio visible, ya sea con una enzima cuya reacción genere un cambio de color 

(ELISA) o con un marcador inmunofluorescente para su observación en un microscopio 
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específico (Inmunofluorescencia) (Costantini et al., 2004). 

2. Moleculares 

Los coronavirus son virus de ARN de una sola hebra con polaridad positiva (Laude et 

al., 1993) por lo que para la detección de su material genómico por medio de PCR se debe 

llevar a cabo una retrotranscripción para obtener el ADN complementario de alguna región 

conocida del genoma. 

a. Reacción en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Reversa (RT-PCR) 

Esta técnica lleva el nombre de reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa 

reversa. Es utilizada para detectar el ARN existente en una muestra al convertirlo en su 

ADN complementario por medio de la acción de la transcriptasa reversa. Inicialmente se 

debe obtener el ADN para que pueda darse la amplificación como en un PCR tradicional 

(Freeman, Walker, & Vrana, 1999). 

Está técnica ha probado ser muy efectiva para el diagnóstico de coronavirus, además 

de ser práctica por sus costos relativamente bajos y tiempo de realización. Una de las 

desventajas de esta técnica es que puede dar falsos negativos en infecciones con bajas 

copias del virus por estar en etapas muy tempranas o en etapas finales de la enfermedad 

(Costantini et al., 2004; Freeman et al., 1999). 
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III. Justificación 

Para una adecuada nutrición es importante consumir una cantidad adecuada de 

nutrientes, especialmente de los macronutrientes, que deben consumirse en grandes 

cantidades, como lo son los carbohidratos, las grasas y la proteína. La proteína y sus 

monómeros, los aminoácidos, son de suma importancia para el buen funcionamiento del 

metabolismo, pues forman proteínas que tienen diversas funciones muy importantes 

como funciones estructurales, como en los músculos, de señalización y como 

catalizadores de reacciones enzimáticas. Además, existen aminoácidos esenciales, que 

necesitan ser consumidos en la dieta, pues no pueden ser producidos en el cuerpo. Por 

los factores antes mencionados, un adecuado consumo de proteína en la dieta humana 

es muy importante.  

La proteína de la carne es de muy buena calidad y esta suele ser una mejor fuente 

de proteína que la mayoría de las fuentes de proteína vegetal. 

En los últimos años, debido a la creciente población mundial, la demanda de carne 

va en aumento. Los animales de rápido crecimiento presentan una ventaja, ya que el 

tiempo de producción es menor y, por lo tanto, los gastos son menores. Un ejemplo de 

este tipo de animales es el cerdo. El consumo de carne de cerdo provee proteína de alta 

calidad con costos más bajos de producción en relación con otras carnes animales como 

la carne de res. La producción de cerdos a nivel mundial también se ha visto en aumento, 

especialmente en Asia y Europa (FAO, 2014). 

Un cerdo de engorde tarda por lo general en llegar a un peso adecuado unas 21 a 

23 semanas, sin embargo, existen diversas complicaciones que pueden alargar este 

tiempo. Uno de los mayores problemas con la crianza de cerdos son los trastornos 

respiratorios, que son de las principales causas de muerte en la industria y retraso en el 

crecimiento de los animales, especialmente la enfermedad del complejo respiratorio 

porcino, que se caracteriza por coinfección de patógenos virales y/o patógenos 

bacterianos. Esto genera altas pérdidas económicas para la industria porcina. 
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Existen numerosos agentes etiológicos de enfermedades respiratorias en cerdos 

entre los que se encuentran bacterias, virus y parásitos como: Mycoplasma 

hyopneumoniae, el virus de influenza porcina y Metastrongylus spp. Dentro de los 

agentes causales de infecciones respiratorias en cerdos se encuentran los coronavirus, 

especialmente el coronavirus respiratorio porcino (PRCV) y el virus de gastroenteritis 

transmisible que, aunque infecta principalmente tejido intestinal, puede infectar también 

el tracto respiratorio 

Las infecciones respiratorias por coronavirus en cerdos suelen tener una mortalidad 

baja, pero son un factor de riesgo para contraer otras patógenos respiratorios, lo que 

puede favorecer el desarrollo de una nueva infección. Se han descrito múltiples casos de 

coinfecciones de coronavirus respiratorio porcino con otros patógenos que aumentan la 

intensidad de las infecciones, haciéndolas más agresivas. Entre los más destacados se ha 

encontrado coinfecciones con virus reproductor y respiratorio porcino, con el virus de 

influenza porcina y con Bordetella bronchiseptica. Todos estos patógenos son 

considerados patógenos de alta relevancia en enfermedades respiratorias en cerdos. 

Si se logra controlar las infecciones por coronavirus, las infecciones por otros 

patógenos pueden ser menos severas y generar un menor impacto en la economía de los 

productores de cerdos. Conocer la prevalencia de coronavirus en cerdos en granjas 

tecnificadas del país puede ayudar a evaluar si es necesario tomar medidas para combatir 

estas infecciones, como la vacunación contra PRCV, y así, proteger a los cerdos de 

infecciones respiratorias más severas en la coinfección con otros patógenos. 

Actualmente no se realizan pruebas para detectar el coronavirus respiratorio 

porcino en las granjas de engorde en Guatemala. Dentro de los métodos que se utilizan 

para diagnosticarlo se encuentran métodos como hibridación in situ, que es costosa y 

requiere equipo especializado y personal altamente capacitado para el desarrollo de esta 

técnica (Sirinarumitr, Paul, Kluge y Halbur, 1996; Franco, 2013) y técnicas 

inmunológicas que son menos sensibles y, dependiendo de la prueba, puede detectar al 

virus de manera indirecta únicamente (Costantini et al., 2004).   El objetivo de este 

proyecto es diseñar las herramientas necesarias para realizar un diagnóstico específico, 

sensible y de costo moderado, como oportunidad para diagnosticar este virus en los 
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cerdos de engorde y controlar la enfermedad, colaborando en el control del complejo 

respiratorio porcino.  
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IV. Objetivos 

 

A. Objetivo general  

 Diseñar un método para el diagnóstico molecular diferencial del coronavirus 

respiratorio porcino y del virus de la gastroenteritis transmisible. 

 

B. Objetivos específicos  

Diseñar parejas de cebadores para RT-PCR para una región conservada entre el 

coronavirus respiratorio porcino y el virus de la gastroenteritis transmisible. 

Obtener parejas de cebadores para RT-PCR específico para la región S del virus de la 

gastroenteritis transmisible. 

Evaluar parámetros de calidad de las parejas de cebadores y probabilidad de amplificación 

mediante un RT-PCR in-silico en muestras de origen porcino.  

Seleccionar la pareja de cebadores con mejores posibilidades de amplificación para la 

región conservada y específica que permitan identificar el coronavirus respiratorio porcino y el 

virus de la gastroenteritis transmisible en muestras de origen porcino. 
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V. Hipótesis 

 

Existen secuencias en los genomas de los virus porcinos, coronavirus respiratorio 

porcino y del virus de la gastroenteritis transmisible que permiten diferenciarlos y 

detectarlos en muestras de hisopados nasales de cerdos. 
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VI. Metodología 

 

 

Figura 3. Diagrama resumido de la metodología propuesta. 
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A. Selección de regiones para la amplificación 

Se trabajó con dos regiones de interés, ya que el coronavirus respiratorio porcino y 

el virus de la gastroenteritis transmisible son genéticamente iguales, salvo que el primero 

no tiene un fragmento de la región que codifica para la proteína S. Esto se representa en 

la Figura 4. Se seleccionó otra región, específica para estos dos organismos para el diseño 

de cebadores.  

 

Figura 4. Representación esquemática de los genomas de los virus TGEV y PRCV. 

 

B. Alineamiento de secuencias 

Se utilizó el software UGENE con el algoritmo MUSCLE (método iterativo) 

(Okonechinikov, Golosova y Fursov, 2012) para alinear secuencias de las regiones de 

interés de distintas cepas para obtener las secuencias consenso para diseñar los cebadores.  

C. Diseño de cebadores 

Se realizó el diseño de cebadores para las regiones seleccionadas por medio de la 

herramienta Primer blast® de NCBI (Ye, Coulouris, Zaretskaya, Cutcutache, Rozen y 

Madden, 2012), con cinco opciones de salida. Como parámetros de selección se 

mantuvieron las opciones por defecto Para la región ORF1 no se restringió el largo de los 

amplicones. .Sin embargo, para la región S se restringió a 100-300 pares de bases.  
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D. Evaluación y comparación de las parejas de cebadores obtenidos 

Se evaluaron las distintas parejas de cebadores obtenidos de acuerdo con su 

longitud, especificidad, Tm, Ta, estabilidad, autocomplementariedad, su contenido GC y 

energías libres de Gibbs, así como la posibilidad de formación de estructuras secundarias.  

Para analizar las estructuras secundarias que se pueden formar, tales como hairpins, 

homodimers y heterodimers se utilizó el OligoAnalyzer Tool de Integrated DNA 

technologies (IDT, 2020). 

Se seleccionaron tres parejas de cebadores que se consideraron más adecuadas con 

base en los parámetros antes mencionados. Se procedió a realizar los siguientes análisis 

con estos cebadores.  

Para evaluar la especificidad de los cebadores, se utilizó NucleotideBlast (NCBI). 

Se evaluó el alineamiento con las secuencias del coronavirus respiratorio porcino y el virus 

de la gastroenteritis transmisible para ver que sean específicos para la región y especie(s) 

para la(s) que fueron diseñados. Se realizó el mismo análisis para evaluar que los 

cebadores no pudieran amplificar genes del genoma y transcriptoma del cerdo, así como 

con otras cepas virales y bacterianas que se podrían encontrar en un hisopado nasal de 

cerdo. En el Cuadro 1 se muestran los parámetros de búsqueda utilizados para todos los 

alineamientos en Blast. Es importante notar que los parámetros no fueron ajustados 

manualmente, sino que estos 
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Cuadro 1. Parámetros de búsqueda para los alineamientos por Blast. 

Programa Blastn 

Tamaño de palabra 7 

Valor esperado  1000 

Tamaño de la lista de coincidencias 100 

Puntajes de coincidencia/no coincidencia 1,-3 

Costos de brecha 5,2 

Cadena de filtro F 

Código genético 1 

*Los valores fueron ajustados automáticamente por el programa para una secuencia de entrada corta.  

Se realizó un PCR in silico por medio de la plataforma “In silico PCR 

amplification” (Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004) para estimar los 

resultados posibles a obtener en un PCR con las parejas de cebadores propuestos y 

obtención de los resultados esperados del PCR previstos en la electroforesis posterior al 

PCR. Esto se realizó con la secuencia de los virus de interés y bacterias que infectan 

comúnmente el tracto respiratorio porcino (B. bronchiseptica, M. hyopneumoniae y A. 

pleuropneumoniae). Contra el genoma del cerdo se realizó por medio de la herramienta 

UCSC In-Silico PCR (Kent, 2013). 

La simulación del gel de electroforesis se realizó con el software de SnapGene (de 

Insightful Science; disponible en snapgene.com) 
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VII. Resultados  

Los genomas de los virus TGEV y PRCV son muy similares salvo por un fragmento 

de la región S y algunas variaciones puntuales a partir de la posición nucleotidica 24724, 

como se observa en la Figura 5.  

  

 

 

 

 

 

Figura 5. Alineamiento de secuencias del genoma completo del TGEV y PRCV. 

*a) muestra los códigos de acceso de las secuencias utilizadas para el alineamiento, b) muestra el alineamiento 

de las secuencias y c) muestra una visión en conjunto del alineamiento y la similitud a lo largo de toda la 

secuencia ingresada.  

La región S de las distintas cepas de TGEV es muy conservada. Ver figura 6. Al 

introducir algunas cepas del coronavirus respiratorio porcino, se puede observar la deleción 

de un fragmento de la región S de aproximadamente el nucleótido 60 al 732, como se 

observa en la Figura 7.  

 

a) b) 

c) 

b) 
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Figura 6. Alineamiento de secuencias de la región S del TGEV. 

*a) muestra los códigos de acceso de las secuencias utilizadas para el alineamiento, b) muestra el alineamiento 

de las secuencias y c) muestra una visión en conjunto del alineamiento y la similitud a lo largo de toda la 

secuencia ingresada.  

 

Figura 7. Alineamiento de secuencias de la región S del TGEV y PRCV. 

*a) muestra los códigos de acceso de las secuencias utilizadas para el alineamiento, b) muestra el alineamiento 

de las secuencias y c) muestra una visión en conjunto del alineamiento y la similitud a lo largo de toda la 

secuencia ingresada. *La cepa marcada (TOY56-165) no presenta la deleción característica de PRCV  

 

La región ORF1 está bastante conservada en ambos virus, lo que se puede observar 

en la Figura 8. Las secuencias consenso obtenidas se encuentran en anexos. 

a) 

a) 

b) 

b) 

c) 

c) 

b) 
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Figura 8. Alineamiento de secuencias de la región ORF1 del TGEV y PRCV. 

*a) muestra los códigos de acceso de las secuencias utilizadas para el alineamiento, b) muestra el alineamiento 

de las secuencias y c) muestra una visión en conjunto del alineamiento y la similitud a lo largo de toda la 

secuencia ingresada. 

 

En los cuadros 2 y 3 se muestran las parejas de cebadores obtenidas a través de 

Primer Blast y Oligo Analyzer para la región S del TGEV y sus características. Los tamaños 

esperados para los amplicones de las parejas de cebadores se encuentran entre 136 pares de 

bases y 270 pares de bases. La temperatura de fusión de todos los cebadores se encuentra 

entre 58 y 61°C y su contenido GC está entre 45.5 y 55%. Todos los cebadores pueden 

formar entre 10 y 16 homodímeros con una energía libre de Gibbs total de entre -41 y -36. 

Las parejas de cebadores pueden formar entre 12 y 16 heterodímeros con energía libre de 

Gibbs total entre -41 y -36. Los cebadores pueden formar entre 3 y 7 estructuras tallo-bucle 

(hairpins) con temperaturas de fusión entre 4.6 y 40.7°C.

a) b) 

c) 



 

 
 

Cuadro 2. Características, homodímeros y heterodímeros posibles de los cebadores obtenidos para la región S del TGEV. 

*datos obtenidos con Primer Blast y Oligo Analyzer.  

Cuadro 3. Estructuras tallo-bucle posibles de los cebadores obtenidos para la región S del TGEV. 

Cebadores 

Estructuras tallo-bucle (Hairpin) 

Enlaces 

estructura 1 
ΔG (kcal/mol) Tm(ºC) 

Enlaces 

estructura 2 
ΔG (kcal/mol) Tm(ºC) 

Enlaces 

estructura 3 
ΔG (kcal/mol) Tm(ºC) 

Total 

estructuras 

1F 2 -1.08 40.7 2 -0.83 37.6 3 -0.45 32.5 3 

1R 2 0.65 5.8 3 0.84 9.9 1 1.11 4.6 7 

2F 2 -1.08 40.7 2 -0.83 37.6 3 -0.45 32.5 3 

2R 2 0.65 5.8 3 1.05 6.9 1 1.11 4.6 3 

3F 2 -1.08 40.7 2 -0.83 37.6 3 -0.45 32.5 3 

3R 5 -0.07 25.7 2 1.55 16.1 2 0.58 14.3 3 

4F 2 -1.08 40.7 2 -0.83 37.6 3 -0.45 32.5 3 

4R 2 0.58 14.7 5 0.73 17.2 2 1.35 1.5 3 

5F 3 -0.51 31.2 2/2 -0.1 25.8 2 -0.04 25.6 5 

5R 2 0.65 5.8 2 1.17 7.8 1 1.11 4.6 4 

*datos obtenidos con Primer Blast y Oligo Analyzer.

Cebadores Secuencia (5’ - 3’)  Tm (ºC) %GC 
Tamaño 

esperado (pb) 

Homodímeros Heterodímeros 

Cantidad 
ΔG total 

(kcal/mol) 
Cantidad 

ΔG total 

(kcal/mol) 

1F TGTAAGGGCTCACCACCTACT 60.2 52.4   13 -38.48 
14 -38.97 

1R CTAATGTTGTCGCACGCATATC 60.04 45.5 270 12 -38.97 

2F AAGGGCTCACCACCTACTAC 58.43 55   10 -36.53 
12 -38.96 

2R AAGCGTGCCAGGACTTCTAA 59.31 50 266 13 -38.96 

3F GTAAGGGCTCACCACCTACT 58.43 55  11 -36.53 
14 -36.53 

3R TGACAGTGCCAGACCATTGA 59.24 50 222 10 -36.36 

4F TGTAAGGGCTCACCACCTACTA 59.96 50   16 -39.44 
16 -39.44 

4R GTGACAGTGCCAGACCATTG 59.12 55 224 12 -36.13 

5F GGCCTACAATGGTTTGCAGAT 58.9 47.62   11 -40.5 
15 -40.5 

5R AGCGTGCCAGGACTTCTAAT 59.09 50 136 14 -38.49 
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En los cuadros 4 y 5 se muestran los mismos datos que en el cuadro 1, pero para las 

parejas de cebadores de la región ORF1. Los tamaños esperados para los amplicones de las 

parejas de cebadores se encuentran entre 435 pares de bases y 871 pares de bases. La 

temperatura de fusión de todos los cebadores se encuentra entre 58 y 61°C y su contenido 

GC está entre 50 y 55%. Todos los cebadores pueden formar entre 8 y 13 homodímeros 

con una energía libre de Gibbs total de entre -42 y -36. Las parejas de cebadores pueden 

formar entre 14 y 18 heterodímeros con energía libre de Gibbs total entre -42 y -38. Los 

cebadores pueden formar entre una y cuatro estructuras tallo-bucle (hairpins) con 

temperaturas de fusión entre 18.9 y 64.2°C.  

En los cuadros 1-4 se muestran únicamente las características de tres de las 

estructuras (las que tienen una mayor temperatura de fusión) en los casos, aun cuando hay 

más estructuras posibles.  

Las imágenes de todas las estructuras tallo-bucle posibles de las parejas de 

cebadores seleccionadas que se encontraron específicas para la región objetivo se 

encuentran en anexos. La mayoría tiene uno o dos enlaces, sin embargo, hay algunas 

estructuras con 3 y 4 enlaces. 

Todos los cebadores diseñados tienen un largo alrededor de 21 nucleótidos, una 

temperatura de fusión cercana a 60°C y contenido GC entre 45 y 55%, lo que está dentro 

de los parámetros óptimos para el diseño de cebadores. El número de homodímeros, 

heterodímeros y energías libres de Gibbs no varían mucho entre cebadores, por lo que el 

primer factor para seleccionar los cebadores fue la cantidad de estructuras de tipo tallo-

bucle y sus temperaturas de fusión. La mayoría de las estructuras tallo-bucle obtenidas 

tienen temperaturas de fusión alrededor de 40°C o menores. Los cebadores con 

temperaturas de fusión más altas son los ORF1 3R y ORF1 4F con 64.2 y 55.4°C 

respectivamente. Estas, al ser más altas que la temperatura de fusión de sus cebadores 

implican un problema para la amplificación. Por esto, estas parejas de cebadores fueron 

descartadas. Con esto, se seleccionaron por descarte las otras tres parejas para continuar el 

análisis de la región ORF1.  



 

 
 

Cuadro 4. Características, homodímeros y heterodímeros posibles de los cebadores obtenidos para la región ORF1a conservada en 

TGEV y PRCV.*datos obtenidos con Primer Blast y Oligo Analyzer 

 

Cuadro 5. Estructuras tallo-bucle posibles de los cebadores obtenidos para la región ORF1a conservada en TGEV y PRCV. 

Cebadores 

Estructuras tallo-bucle (Hairpin) 

Enlaces 

estructura 1 
ΔG (kcal/mol) Tm(ºC) 

Enlaces 

estructura 2 
ΔG (kcal/mol) Tm(ºC) 

Enlaces 

estructura 3 
ΔG (kcal/mol) Tm(ºC) 

Total 

estructuras 

1F 3 -2.01 44.1 4 -1.81 44.8 -- -- -- 2 

1R 3 -0.7 32.6 -- -- -- -- -- -- 1 

2F 2 0.24 21.2 2 0.39 18.9 3 0.39 19.5 4 

2R 2 -0.57 32.6 2 0.37 10.5 -- -- -- 2 

3F 3 -0.44 29.9 2+2 -0.4 28.8 3 0.07 24.1 4 

3R 3 -2.17 64.2 -- -- -- -- -- -- 1 

4F 2 -2.01 55.4 2 -1.58 45.5 -- -- -- 2 

4R 3 -1 40.3 -- -- -- -- -- -- 1 

5F 2 -1.39 42.9 4 -0.67 34.9 -- -- -- 2 

5R 2 -0.43 30.9 2 -0.08 26.5 -- -- -- 2 

*datos obtenidos con Primer Blast y Oligo Analyzer.  

Cebadores Secuencia (5’ - 3’)  Tm (ºC) %GC 
Tamaño 

esperado (pb) 

Homodímeros Heterodímeros 

Cantidad 
ΔG total 

(kcal/mol) 
Cantidad 

ΔG total 

(kcal/mol) 

1F TGTCTTCGGACACCAACTCG 59.97 55 
 

9 -37.98 14  -38.97  
1R TGTCCAAGCGCAATGGTACT 59.96 50 699 9 -38.97 

2F CAGGCTCGTAACGGTGTTCT 60.04 55 
 

10 -38.57 16  -38.57  
2R AGACGAACTGTTGCACCGAT 59.97 50 581 10 -37.95 

3F GCCTGTTGACATGCAAGGTG 60.04 55 
 

11 -38.3 18  -41.16  
3R AGCGCGAGCTTTTTCAAGTG 60.04 50 871 12 -41.16 

4F GTGATTTTGAGCGCGAAGCA 60.11 50 
 

11 -41.02 17  -41.02  
4R AACGGCACCACGTCTAAGAG 60.04 55 734 9 -38.57 

5F TCAGAGCGTCAGCACTCTTG 60.04 55 
 

13 -36.63 16 -38.18 

5R ACCAGCACCATTTGAGAGCA 58.89 50 435 8 -38.18 
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En el caso de la selección de las parejas de cebadores de la región S, se eliminó la 

pareja 5F-5R por tener la mayor cantidad de estructuras tallo-bucle y las mayores energías 

libres de Gibbs tanto para la formación de homodímeros, como de heterodímeros. El 

cebador 1R es el que tiene mayor cantidad de estructuras tallo-bucle, pero las temperaturas 

de fusión de estos son sumamente bajas, por lo que se decidió conservar. Se descartó 

también la pareja 4F-4R por tener las energías libres de Gibbs más altas para heterodímeros 

y uno de los cebadores, la mayor para los homodímeros.  

Se seleccionaron para continuar en las siguientes fases, las parejas de cebadores 1F-

1R, 2F-2R y 3F-3R para la región S y las parejas 1F-1R, 2F-2R y 5F-5R para la región 

ORF1. Los resultados de los alineamientos por Blast (NCBI) mostraron que todos los 

cebadores seleccionados para la región S son específicos para TGEV y una única cepa de 

PRCV; TOY56-165.  

Los cebadores 1F, 1R, 2F y 2R para la región ORF1 hibridan tanto en TGEV como 

en PRCV, pero también en otros coronavirus, como el coronavirus felino y el coronavirus 

canino. Los cebadores 5F y 5R no presentaron alineamientos significativos con secuencias 

de cepas de los virus PRCV y TGEV y fueron descartados para los siguientes pasos.   Los 

resultados de los alineamientos se pueden encontrar en anexos.  

A los cebadores restantes se le asignó un nuevo nombre codificado a modo de 

facilitar su diferenciación. Los nuevos nombres se muestran en el Cuadro 6. 

Cuadro 6. Codificación de los nombres de los cebadores seleccionados. 

Nombre original Nombre codificado Secuencia (5’ a 3’) 

S 1F TGEV-S-399(266) TGTAAGGGCTCACCACCTACT 

S 1R TGEV-S-664(266) CTAATGTTGTCGCACGCATATC 

S 2F TGEV-S-396(253) AAGGGCTCACCACCTACTAC 

S 2R TGEV-S-648(253) 
AAGCGTGCCAGGACTTCTAA 

S 3F TGEV-S-397(222) GTAAGGGCTCACCACCTACT 

S 3R TGEV-S-618(222) TGACAGTGCCAGACCATTGA 

ORF1 1F TGEV/PRCV-ORF1-64(699) TGTCTTCGGACACCAACTCG 

ORF1 1R TGEV/PRCV-ORF1-763(699) TGTCCAAGCGCAATGGTACT 
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Nombre original Nombre codificado Secuencia (5’ a 3’) 

ORF1 2F TGEV/PRCV-ORF1-11150(581) CAGGCTCGTAACGGTGTTCT 

ORF1 2R TGEV/PRCV-ORF1-11730(581) AGACGAACTGTTGCACCGAT 

*La codificación se llevó a cabo de la siguiente manera (nombre del virus - región objetivo o gen - nucleótido 

inicial del alineamiento dentro del gen (tamaño esperado del amplicón). 

Los cebadores seleccionados de la región S hibridan en la región del gen en la que 

PRCV tiene una deleción, como se ve en la Figura 9. Los cebadores seleccionados para la 

región ORF1 hibridan en fragmentos distintos de la región, como se ve en la Figura 9. 

 

Figura 9. Diagrama del alineamiento de los cebadores en los genes objetivo para ambos 

virus. 

 

En la Figura 10 se muestran las bandas esperadas en la electroforesis posterior al 

RT-PCR de muestras positivas para estas regiones. Los tamaños de banda son comparados 

con una escalera de peso molecular GeneRulerTM 1kb Plus DNA Ladder de Thermo Fisher 

(pozo 1). Los tamaños moleculares de los amplicones de ambas regiones son distintos. Los 

amplicones esperados para la región ORF1 se encuentran entre 500 y 700 pares de bases, 

mientras que los de la región S se encuentran alrededor de 200 pares de bases.  
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Figura 10. Imagen del gel con los tamaños esperados de los amplicones de los distintos 

cebadores. 

*En el pozo 1 está la escalera de peso molecular GeneRulerTM 1kb Plus DNA Ladder de Thermo Fisher. En 

los pozos 2 y 3 se muestran los resultados esperados para los amplicones de la región ORF1 con las parejas 

de cebadores 1 y 2 respectivamente. En los pozos 4, 5 y 6 se muestran los amplicones de la región S del 

TGEV con las parejas de cebadores 1, 2 y 3 respectivamente. Los tamaños moleculares esperados para los 

amplicones están señalados con las flechas en azul y verde, para la región ORF1 y S, respectivamente. 

Se encontró que ninguna de las parejas de cebadores amplifica genes del cerdo, ni 

de algunas bacterias y virus comunes en infecciones respiratorias porcinas por medio de 

PCR in silico. Los resultados de estos análisis se resumen en los Cuadros 7 y 8, y se 

muestran específicamente en las Figuras 40, en adelante. 
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Cuadro 7. Resumen de los resultados de PCR in silico realizados contra el genoma del 

cerdo y bacterias que infectan comúnmente su tracto respiratorio. 

Parejas de 

cebadores 

Resultados de PCR in silico 

Sus scrofa  
Bordetella 

bronchiseptica,  

Mycoplasma 

hyopneumoniae  

Actinobacillus 

pleuropneumoniae 

TGEV-S-399(266) 
-- -- -- -- 

TGEV-S-664(266) 

TGEV-S-396(253) 
-- -- -- -- 

TGEV-S-648(253) 

TGEV-S-397(222) 
-- -- -- -- 

TGEV-S-618(222) 

TGEV/PRCV-

ORF1-64(699) 
-- -- -- -- 

TGEV/PRCV-

ORF1-763(699) 

TGEV/PRCV-

ORF1-11150(581) 
-- -- -- -- 

TGEV/PRCV-

ORF1-11730(581) 

*Se muestran los resultados de las reacciones de PCR in silico de los cebadores seleccionados. Los resultados 

negativos se muestran con “—“ y los positivos con “x”. Los resultados específicos pueden encontrarse en 

anexos a partir de la página 82. Para los análisis contra el genoma de cerdo se utilizó la secuencia: sscrofa 

11.1/susScr11 de UCSC. Para los bacterianos se utilizaron las cepas: AP014582.1 para B. bronchiseptica, 

CP002274.1 para M. hyopneumoniae y CP000569.1 para Actinobacillus pleuropneumoniae. En todos los 

análisis se permitieron 0 no coincidencias (mismatches).  
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Cuadro 8. Resumen de los resultados de PCR in silico realizados contra otros virus que 

infectan comúnmente su tracto respiratorio. 

Parejas de cebadores 

Resultados de PCR in silico 

Virus de 

Influenza A 

Virus del síndrome 

respiratorio y reproductivo 

porcino 

Circovirus porcino 

2  

TGEV-S-399(266) 
-- -- -- 

TGEV-S-664(266) 

TGEV-S-396(253) 
-- -- -- 

TGEV-S-648(253) 

TGEV-S-397(222) 
-- -- -- 

TGEV-S-618(222) 

TGEV/PRCV-ORF1-

64(699) 
-- -- -- 

TGEV/PRCV-ORF1-

763(699) 

TGEV/PRCV-ORF1-

11150(581) 
-- -- -- 

TGEV/PRCV-ORF1-

11730(581) 

*Se muestran los resultados de las reacciones de PCR in silico de los cebadores seleccionados. Los resultados 

negativos se muestran con “—“  y los positivos con “x”. Los resultados específicos pueden encontrarse a 

partir de la página 89. Para las secuencias virales se utilizaron las secuencias: NC_002023.1, NC_002021.1, 

NC_002022.1, NC_002017.1, NC_002019.1, NC_002018.1, NC_002016.1 y NC_002020.1  para el virus de 

Influenza A, AB288356.1 para el virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino y KY084478.1 para 

Circovirus porcino 2. En todos los análisis se permitieron 0 no coincidencias (mismatches).  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

34 

 

VIII. Discusión de resultados 

Se logró diseñar cebadores específicos para la detección y diferenciación por medio 

de RT-PCR dúplex de los virus PRCV y TGEV. El alineamiento de las secuencias de 

distintas cepas del TGEV y el PRCV presentó alta similitud (97%), salvo por una deleción 

observada en un fragmento de la región S de los virus. Esto coincide con la literatura, que 

lo marca como la mayor diferencia genética entre el TGEV y el PRCV y a la cual se le 

atribuye la incapacidad del PRCV de infectar el tracto gastrointestinal de los cerdos 

(Krempl, Schultze, Laude, & Herrler, 1997; Pensaert, Callebaut, & Vergote, 1986). 

Aprovechando esta deleción, se diseñaron los cebadores de la región S, específicamente 

para una región que el coronavirus respiratorio porcino no tiene, lo que facilita su 

diferenciación.  

El algoritmo utilizado, MUSCLE, al ser un algoritmo iterativo, permite ir 

mejorando el alineamiento inicial para obtener la mejor solución posible, por lo que 

presenta una ventaja frente a un algoritmo progresivo. En este último, la calidad del 

alineamiento depende completamente de los emparejamientos y análisis iniciales, a partir 

de los cuales se completa el alineamiento. Por esto, si se comete un error en los pasos 

iniciales, este afecta todo el alineamiento.  

Al momento de hacer el alineamiento por medio de Blast (NCBI), se obtuvo 

resultados específicos para TGEV con los cebadores de la región S. La única cepa de PRCV 

que presenta un alineamiento es la cepa TOY56-165, con porcentajes de identidad del 

100% para todos los cebadores y valores E variables, estando la mayoría por debajo de 1, 

aunque algunos tienen valores E de hasta 8.0Al realizar el alineamiento de la región S de 

cepas de TGEV con 2 cepas del PRCV, incluyendo la TOY56-165, se pudo observar que 

esta no tiene presente la deleción característica, lo que explica que los cebadores diseñados 

para la región S puedan hibridarse a esta cepa. Esto resulta inesperado, pues la característica 
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principal que diferencia al PRCV del TGEV es justamente esta deleción (Pensaert, 

Callebaut, & Vergote, 1986). Al investigar las fuentes de la secuencia en NCBI, se encontró 

que se trata realmente de una cepa de TGEV aislada por primera vez en Japón en 1956, no 

de una cepa de PRCV (Sánchez, Gebauer, Suñé, Mendez, Dopazo y Enjuanes, 1992; 

Furuchi, Shimizu y Kumagai, 1976). Esto pareciera indicar un error en el nombre en la base 

de datos de NCBI, por lo que no se trata de una cepa de PRCV, sino de una TGEV mal 

anotada. 

Como región conservada para la detección de ambos virus se seleccionó la región 

ORF debido a que presentaba alta similitud entre las cepas de TGEV y PRCV. Los 

cebadores diseñados para la región ORF1 son complementarios para ambos virus y esto se 

puede ver en los alineamientos en anexos. Sin embargo, también algunos cebadores son 

complementarios para coronavirus canino y felino y podrían, teóricamente, amplificar estos 

virus además de los objetivo. Estos alineamientos se encuentran en anexos en las páginas 

60-67. Dado que el método está diseñado para hisopados nasales de cerdos y los 

coronavirus felino y canino no infectan el tracto respiratorio sino de forma gastrointestinal 

(Foley, Poland, Carlson y Pedersen, 1997; Tennant, Gaskell, Kelly, Carter y Gaskell, 1991) 

esto no debería implicar un problema para el método. 

Los tamaños esperados de los amplicones de ambas regiones son diferentes, lo que 

permite que sean amplificados en dúplex. Al ser la diferencia de tamaños moleculares 

esperados para todos los cebadores de las distintas regiones de más de 300 pares de bases, 

estos serían fácilmente diferenciables por medio de electroforesis para poder detectar 

ambas regiones. Por esto, y porque las temperaturas de fusión de los cebadores son muy 

similares, se considera que se podría llevar a cabo un RT-PCR dúplex para la identificación 

y diferenciación de los dos virus. Esto permite una identificación más rápida y de menor 

costo que si se realizara por medio de reacciones de RT-PCR separadas. 

Los cebadores no amplifican genes de Sus scrofa (cerdo doméstico), ni de bacterias 

y virus que infectan frecuentemente el tracto respiratorio de los cerdos: Bordetella 

bronchiseptica, Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae, Virus de 

Influenza A, Virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino y Circovirus porcino 

2 (Collings & Rutter, 1985; Palzer et al., 2015; Haesebrouck, Chiers, Overbeke, & 
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Ducatelle, 1997) como se puede ver en los resultados de los PCRs in silico mostrados en 

anexos. Esto respalda la especificidad del método y que su uso con muestras de hisopado 

es apropiado. Sin embargo, es importante que se evalúen los cebadores en el laboratorio 

para verificar que amplifiquen las regiones y optimizar las condiciones de reacción para 

obtener los mejores resultados posibles.  

Dentro de las limitaciones más relevantes de la investigación se encuentran, 

primero, que todo el trabajo fue realizado in silico, por lo que depende de las herramientas 

bioinformáticas a disposición, así como de las secuencias y datos que ya han sido 

publicados. En el caso de los virus en cuyos se enfoca el estudio, no hay muchas secuencias 

publicadas, especialmente de PRCV. Como segunda limitación importante, se realizó el 

análisis de PCR in silico para descartar que los cebadores pudieran amplificar otros 

organismos comúnmente patógenos del tracto respiratorio del cerdo y del cerdo como tal, 

pero solo se realizó con una cepa por cada organismo, por cuestiones de tiempo y 

disponibilidad de secuencias para el análisis y las herramientas utilizadas no presentan 

estadísticas que respalden el resultado. 

Dentro de los próximos pasos para esta investigación se encuentran:  evaluar los 

cebadores en el laboratorio para comprobar su eficiencia y optimizar la reacción de RT-

PCR para seleccionar una pareja para cada región, así como decidir si se desea realizar un 

tamizaje para coronavirus respiratorios porcinos en hisopados nasales de cerdos con los 

cebadores para la región ORF1 y posteriormente pasar las muestras positivas al RT-PCR 

dúplex para diferenciar los virus o realizar el análisis en simultáneo desde el inicio. 

Se considera que sería muy valioso iniciar una investigación que permita determinar 

la prevalencia de estos virus en las poblaciones porcinas del país y compararlas con 

estadísticas mundiales, así como evaluar si vale la pena iniciar un programa de prevención 

contra el PRCV, que es el más frecuente en infecciones respiratorias en cerdos. 
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IX. Conclusiones 

Se obtuvieron cinco parejas de cebadores para la región ORF1, que es conservada 

en el TGEV y el PRCV. 

Se obtuvieron cinco parejas de cebadores para un fragmento de la región S, 

específico del TGEV, exceptuando la cepa TOY56-165 de PRCV, que se cree está mal 

nombrada en la base de datos del NCBI. 

Se seleccionaron dos parejas de cebadores para la región ORF1 y tres para la región 

S del TGEV que cumplen con los parámetros de contenido GC, temperatura de fusión y 

estructuras secundarias óptimas para la amplificación y son específicas para las regiones 

objetivo, con algunas excepciones. 

Las parejas seleccionadas son específicas y no amplifican genes del cerdo o de 

patógenos comunes en infecciones respiratorias del cerdo (Bordetella bronchiseptica, 

Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae, Virus de Influenza A, 

Virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino y Circovirus porcino 2), por lo que 

son apropiados para la detección de los virus de muestras de hisopados nasales de origen 

porcino. 
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X. Recomendaciones 

Se recomienda que se puedan realizar los alineamientos con un mayor número de 

secuencias para asegurar una secuencia consenso más robusta.  

Se considera importante incluir otros patógenos importantes en los análisis de PCR 

in silico para descartar que los cebadores puedan amplificar otro patógeno importante del 

tracto respiratorio porcino, dando lugar a falsos positivos.  

Se recomienda que se evalúen los cebadores en el laboratorio para verificar que 

amplifiquen las regiones y optimizar las condiciones de reacción del RT-PCR para 

seleccionar la pareja con mejor rendimiento para su uso en el método de identificación 

diferencial de TGEV y PRCV. 

Se puede evaluar la posibilidad de realizar un tamizaje para coronavirus porcinos 

en hisopados nasales de cerdos con los cebadores para la región ORF1 y posteriormente 

pasar las muestras positivas al RT-PCR dúplex con amplificación de ambas regiones para 

identificar si la infección es dada por TGEV o PRCV y la posibilidad de realizar el análisis 

en simultáneo desde el inicio. 

Una vez optimizado el método en el laboratorio, se recomienda iniciar una 

investigación que permita determinar la prevalencia de estos virus en las poblaciones 

porcinas del país y compararlas con estadísticas mundiales, para evaluar la necesidad de 

implementar un programa de vacunación contra el PRCV, que es el más frecuente en 

infecciones respiratorias en cerdos.  
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XII. Anexos 

>Secuencia consenso obtenida para la región S de TGEV 

ATGAAAAAACTATTTGTGGTTTTGGTCGTAATGCCATTGATTTATGGAGACAATTTTCCTTGTTC

TAAATTGACTAATAGAACTATAGGCAACCAGTGGAATCTCATTGAAACCTTCCTTCTAAACTATA

GTAGTAGGTTACCACCTAATTCAGATGTGGTGTTAGGTGATTATTTTCCTACTGTACAACCTTGG

TTTAATTGCATTCGCAATATAGTAATGACCTTTATGTTACACTGGAAAATCTTAAAGCATTGTAT

TGGGATTATGCTACAGAAAATATCACTTGGAATCACAGACAACGGTTAAACGTAGTCGTTAATGG

ATACCCATACTCCATCACAGTTACAACAACCCGCAATTTTAATTCTGCTGAAGGTGCTATTATAT

GCATTTGTAAGGGCTCACCACCTACTACCACCACAGAATCTAGTTTGACTTGCAATTGGGGTAGT

GAGTGCAGGTTAAACCATAAGTTCCCTATATGTCCTTCTAATTCAGAGGCAAATTGTGGTAATAT

GCTGTATGGCCTACAATGGTTTGCAGATGAGGTTGTTGCTTATTTACATGGTGCTAGTTACCGTA

TTAGTTTTGAAAATCAATGGTCTGGCACTGTCACATTTGGTGATATGCGTGCGACAACATTAGAA

GTCCTGGCACGCTTGTAGACCTTTGGTGGTTTAATCCTGTTTATGATGTCAGTTATTATAGGGTT

AATAATAAAAATGGTACTACCGTAGTTTCCAATTGCACTGATCAATGTGCTAGTTATGTGGCTAA

TGTTTTTACACACAGCCAGGAGGTTTTATACCATCAGATTTTAGTTTTAATAATTGGTTCCTTCT

AACTAATAGCTCCACGTTGGTTAGTGGTAAATTAGTTACCAAACAGCCGTTATTAGTTAATTGCT

TATGGCCAGTCCCTAGCTTTGAAGAAGCAGCTTCTACATTTTGTTTTGAGGGTGCTGGCTTTGAT

CAATGTAATGGTGCTGTTTAAATAATACTGTAGACGTCATTAGGTTCAACCTTAATTTTACTACA

AATGTACAATCAGGTAAGGGTGCCACAGTGTTTTCATTGAACACAACGGGTGGTGTCACTCTTGA

AATTTCATGTTATACAGTGAGTGACTCGAGCTTTTTCAGTTACGGTGAAATTCCGTTCGGCGTAA

CTGATGGACCACGGTACTGTTCGTACACTATAATGGCACAGCTCTTAAGTATTTAGGAACATTAC

CACCTAGTGCAAGGAGATTGCTATTAGTAAGTGGGGCCATTTTTATATTAATGGTTACAATTTCT

TTAGCACATTTCCTATTGATTGTATATCTTTTAATTTGACCACTGGTGATAGTGACGTTTTCTGG

ACAATAGCTTACACATCGTACACTGAAGCATTAGTACAAGTTGAAAACACAGCTATTACAAAGGT

GACGTATTGTAATAGTCACGTTAATAACATTAAATGCTCTCAAATTACTGCTAATTTGAATAATG

GATTTTATCCTGTTTCTTCAAGTGAAGTTGGTCTTGTCAATAAGAGTGTTGTGTTACTACCTAGC

TTTTACACACATACCATTGTTAACATAACTATTGGTCTTGGTATGAAGCGTAGTGGTTATGGTCA

ACCCATAGCCTCAACATTAAGTAACATCACACTACCAATGCAGGATCACAACACCGATGTGTACT

GTATTCGTTCTGACCAATTTTCAGTTTATGTTCATTCTACTTGCAAAAGTGCTTTATGGGACAAT

ATTTTTAAGCGAAACTGCACGGACGTTTTAGATGCCACAGCTGTTATAAAAACTGGTACTTGTCC

TTTCTCATTTGATAAATTGAACAATTACTTAACTTTTAACAAGTTCTGTTTGTCGTTGAGTCCTG

TTGGTGCTAATTGTAAGTTTGATGTAGCTGCCCGTACAAGAACCAATGAGCAGGTTGTTAGAGTT

TGTATGTAATATATGAAGAAGGAGACAACATAGTGGGTGTACCGTCTGATAATAGTGGTGTGCAC

GATTTGTCAGTGCTACACCTAGATTCCTGCACAGATTACAATATATATGGTAGAACTGGTGTTGG

TATTATTAGAAAACTAACAGGACGCTACTTAGTGGCTTATATTACACATCACTATCAGGTGATTT

GTTAGGTTTTAAAAATGTTAGTGATGGTGTCATCTACTCTGTAACGCCATGTGATGTAAGCGCAC

AAGCAGCTGTTATTGATGGTACCATAGTTGGGGCTATCACTTCCATTAACAGTGAACTGTTAGGT

CTAACACATTGGACAACAACACCTAATTTTTATTACTACTCTATATATAATTACACAAATGATAG

GACTCGTGGCACTGCAATTGACAGTAATGATGTTGATTGTGAACCTGTCATAACCTATTCTAACA

TAGGTGTTTGTAAAAATGGTGCTTTTGTTTTTATTAACGTCACACATTCTGATGGAGACGTGCAA

CCAATTAGCACTGGTAATGTCACGATACCTACAAACTTTACCATATCCGTGCAAGTCGAATATAT

TCAGGTTTACACTACACCAGTGTCAATAGACTGTTCAAGATATGTTTGTAATGGTAACCCTAGGT
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GTAACAATTGTTAACACAATACGTTTCTGCATGTCAAACTATTGAGCAAGCACTTGCAATGGGTG

CCAGACTTGAAAACATGGAGGTTGATTCCATGTTGTTTGTTTCTGAAAATGCCCTTAAATTGGCA

TCTGTTGAAGCATTCAATAGTTCAGAAACTTTAGACCCTATTTACAAAGAATGGCCTAATATAGG

TGGTTCTTGGCTAGAAGGTCTAAAATACATACTTCCGTCCCATAATAGCAAACGTAAGTATCGTT

CAGCTATAGAGGACTTGCTTTTTGATAAGGTTGTAACATCTGGTTTAGGTACAGTTGATGAAGAT

TATAAACGTGTACAGGTGGTTATGACATAGCTGACTTAGTATGTGCTCAATACTATAATGGCATC

ATGGGCTACCTGGTGTGGCTAATGCTGACAAAATGACTATGTACACAGCATCCCTTGCAGGGGTA

TAACATTAGGTGCACTTGGTGGAGGCGCCGTGGCTATACCTTTGCAGTACAGTTCAGGCTAGACT

TAATTATGTTGCTCTACAAACTGATGTATTGACAAAAACCAGCAGATTCTGGCTAGTGCTTTCAA

TCAAGCTATTGGTAACATTACACAGTCATTTGGTAAGGTTAATGATGCTATACATCAACTCCGAG

GTCTTGCTACTGTGCTAAAGCATTGGCAAAAGTGCAAGATGTTGTCACATACAAGGGCAAGCTTT

AAGCCACCTAACAGTACAATTGCAAATAATTTCCAAGCCATTAGTAGTTCTATTAGTGACATTTA

TAATAGGCTTGACGAATTGAGTGCTGATGCACAAGTTGACAGGCTGATCACAGGAAGACTTACAG

CACTTAATGCATTTGTGTCTCAGACTCTAACCAGACAAGCGGAGGTTAGGGCTAGTAGACAACTT

GCCAAAGACAAGGTTAATGAATGCGTTAGGTCTCAGTCTCAGAGATTCGGATTCTGTGGTAATGG

TACACATTTGTTTTCACTCGCAAATGCAGCACCAAATGGCATGATTTTCTTTCACACAGTGCTAT

TACCAACGGCTTATGAAACTGTGACTGCTTGGCCAGGTATTTGTGCTTCAGATGGTGATCGCACT

TTTGGACTTGTCGTTAAAGATGTCCAGTTGACTTTGTTTCGAATCTAGATGACAAGTTCTATTTG

ACCCCCAGAACTATGTATCAGCCTAGAGTTGCAACTAGTTCTGACTTTGTTCAAATTGAAGGGTG

CGATGTGCTGTTTGTTAATGCAACTGTAAGTGATTTGCCTAGTATTATACCTGATTATATTGATA

TTAATCAGACTGTTCAAGACATATTAGAAAATTTTAGACCAAATTGGACTGTACCTGAGTTGACA

TTTGACATTTTTAACGCAACCTATTTAAACCTGACTGGTGAAATTGATGACTTAGAATTTAGGTC

AGAAAAGCTACATAACACCACTGTAGAACTTGCCATTCTCATTGACAACATTAACAATACATTAG

TCAATCTTGAATGGCTCAATAGAATTGAAACCTATGTAAAATGGCCTTGGTATGTGTGGCTACTA

ATAGGCTTAGTAGTAATATTTTGCATACCATTACTGCTATTTTGCTGTTGTAGTACAGGTTGCTG

TGGATGCATAGGTTGTTTAGGAAGTTGTTGTCACTCTATATGTAGTAGAAGACAATTTGAAAATT

ACGAACCAATTGAAAAAGTGCACGTCCATTAA 

 

>Secuencia consenso obtenida para la región ORF1 del TGEV y PRCV 

ATGAGTTCCAAACAATTCAAGATCCTCGTCAATGAGGACTACCAAGTCAACGTGCCTAGTCTTCC

TATTCGTGACGTGTTACAGGAAATCAAGTACTGTTACCGTAATGGATTTGAGGGCTATGTTTTCG

TACCAGAATACTGTCGTGACCTAGTTGATTGCGATCGTAAGGATCACTACGTCATTGGTGTTCTT

GGTAACGGAGTAAGTGATCTTAAACCTGTTCTTCTTACCGAACCCTCCGTCATGTTGCAAGGCTT

TATTGTTAGACTAACTGCAATGGCGTTCTTGAGGACTTTGACTTTAAAATTGCTCGACTGGCAGA

GGTGCATATATGTTGATCAATATATGTGTGGTGCTGATGGAAAACCAGTCATTGAAGGCGATTTT

AAGGACTACTTCGGTGATGAAGACATCATTGAATTTGAAGGAGAGGAGTACCATTGCGCTTGGAC

AACTGTGCGCGATGAGAAACCGCTGAATCAGCAAACTCTCTTTACCATTCAGGAAATCAATACAA

CTGGACATTCCTCATAATTGCCAAACTGTGCTACTAGACATGTAGCACCACCAGTCAAAAAGAAC

TCTAAAATAGTTCTGTCTGAAGATTACAAGAAGCTTTATGATATCTTCGGATCACCTTTATGGGA

AATGGTGACTGTCTTAGCAAATGCTTTGACACTCTTCATTTTATCGCTGCACTCTTAGATGCCCG

TGTGGTTCTGAAAGTAGCGGCGTTGGAGATTGGACTGGTTTTAAGACTGCTGTTGTGGTCTTTCT

GGCAAAGTTAAGGGTGTCACTTTGGTGATATTAAGCCTGGTGATGCTGTTGTCACTAGTATGAGC

GCAGGTAAGGGAGTTAAGTTCTTTGCCAATTGTGTTCTTCAATATGCTGGTGACGTTGAAGGTGT

CTCTATATGGAAAGTTATTAAAACTTTTACAGTTGATGAGACGTTGCACCCTGGTTTTGAAGGCG

AATTGAACGACTTCATCAAACCTGAGAGCAAATCACTAATTGCATGCAGGTTAAAAGAGCATTCA

TTACTGGTGAGATTGATGATGCTGTACATGATTGTATCATTACAGGAAAATTGGATCTTAGTACA

AACCTTTTTGGTAACGTTGGTCTATTATTCAAGAAGACTCCATGGTTTGTACAAAAGTGTGGTGC

ACTTTTTGTGGATGCTTGGAAAGTAGTGAGGAGCTTTGTGGTTCACTCACACTTACATACAAGCA

AATTTATGAAGTTGTAGCATCACTTTGCATTCTGTTTTACGATTGTAAACTACAAGCCAACATTT
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GTGGTTCCAGACAATCGTGTTAAAGACTTGTAGACAAGTGTGTGAAAGTTCTTGTAAAAGCATTT

GATGTTTTTACGCAGATATAAATAGCTGGTATTGAGGCCAAATGCTTTGTCTTGGTGCTAAATAC

CTGTTGTTCAATAATGCACTTGTCAAACTTGTCAGTGTTAAAATCCTTGGCAAGAAGCAAAAGGG

TCTTGAATGTGCATTCTTTGCTACTAGCTTGGTTGGTGCAACTGCTAATGTGACACCTAAAGAAC

GAGACTGCCACTATCAGCTTGAACAAGGTTGATGATGTTGTAGCACCAGGAGAGGGTTATATCGT

CATTGTTGGTGATATGGCTTTCTACAAGAGTGGTGAATATTATTTCATGATGTCTAGTCCTAATT

CTGTTCTTACTAACAATGTTTTTAAAGCAGTTAAAGTTCCATCTTATGACATCGTTATGATGTTG

ATAATGATACCAAAAGCAAAATGATTGCAAAACTTGGTTCATCATTTGAATATGATGGTGATATT

GATGCTGCTATTGTAAAAGTCAATGAATTACTCATTGAATTTAGGCAGCAAAGCTTGTGCTTCAG

AGCTCTTAAGGACGACAAAAATTTTTGTTGAAGCCTATTTAAAAAGTATAAAATGCCAGCATGCC

TTGCAAAACATATTGGTTTGTGGAACATCATAAAGAAAGATTCATGTAAGAGGGTTTTCTTAATC

TCTTCAATCATTGAATGAATTGGAAGATATCAAAGAAACTAATATCAGGCTATTAAAAACATTCT

TTGCCTGATCCTCTTCTTGATCTGGATTATGGTGCCATTTGGTACAATTGCATGCCAAGTTGCTC

TGATCCTCAGTTTTGGGGAGTGTTCAACTTTTGATTGGTAATGGTGTGAAAGTGGTTTGTGATGG

TGCAAAGGTTTTGCTAATCAACTTTCAAAAGGTTACAACAAGCTCTGTAATGCGGCTCGAATGAT

ATTGAGATCGGTGGTATACCATTTTCCACTTTTAAAACACCTACAAATACTTTTATTGAAATGAC

AGATGCTATCTATTCAGTTTTGAACAAGGTGAGGCATTATCCTTTAGAGATGCTGATGTGCCAGT

TGTAGACATGGTACCATTGCTACTGTGATTGGTCTGAACCCATTCTGCTTGAACCTGCTGAATAT

GTAAAACCAAAGAACAATGGTAATGTCATTGTTATTGCAGGTTATACATTTTATAAAGATGAGGA

TGAACATTTTTATCCTTATGGTTTTGGTAAAATTGTGCAGAGAATGTATAATAAAATGGGTGGTG

GTGACAAATGTCTCATTTTCAGACGAAGTAGATGTTCAAGAAATTGCACCTGTTACACGTGTTAA

ACTTGAATTCGAATTTGAAATGAAATTGTAACTGGTGTTCTTGAACGGGCTATTGGTACTAGATA

CAATTTACTGGTACAACTTGGGAAGAATTTGAAGAGTCTATTTCTGAAGAACTCGATGCAATCTT

TGATACTTAGCAAACCAAGGTGTCGAACTTGAAGGTTACTTCATTTATGACACTTGTGGTGGCTT

TGATATAAAAAATCCAGATGGTATTATGATCTCTCAGTATGATATTACTGCTGATGAAAAATCAG

AAGTTAGTGCATCAAGTGAAAAGAAGAAGTTGATCTGTTGAAGAAAATCCTGGTGAAGTGAAGCA

TCTGAAGGTGCTGAAGGGATTTCTTCTCAAGAAGAGGTGAAACAGTAGAAGTTGCAGATTTACTT

CTACAGAAGAAGATGTTGACATTGTTGAAGTATCTGCTAAAGATGACCCTTGGGCTGCAGCTGTT

GATGTACAAGAAGCTGAACAATTTAATCCTTCTTACCACCTTTCAAGACAACGAATCTCAACGGA

AAAATTATCCTTAAGCAAGGGGATAATAATTGTTGGATAAATGCTTGTTGCTACAGCTTCAGGCT

TTGATTTTTTCAACAATGAAGCTTGGGAGAAATTTAAGAAAGGTGATGTCATGGACTTTGTAAAC

CTTGTTATGCAGCAACAACACTAGCAAGAGGTCATTCTGGTGATGCAGATATCTTCTTGAACTTA

TGCTCAATGATTATAGCACAGCCAAGATAGTACTTGCAGCTAAGTGTGGTTGTGGTGAAAAAGAA

ATTGTTTTGGAAAGAGCTGTTTTTAAACTCACCCCACTTAAGGAGAGTTTTAATTATGGTGTTTG

TGGTGACTGCATGCAAGTTAACACCTGTAGATTTTTAAGTGTTGAAGGCTCGGTGTTTTTGTTCA

TGACATATTAAGCAAGCAAACGCCAGAACTATGTTTTTGTCAAACCTGTTATGCAGCAGTTTACA

CTGGCACAACTCAAAATGGCCATTACATGGTTGATGATATTGAACACGGTTATTGTGTAGATGGT

ATGGGTATTAAACCACTTAAGAAACGGTGTTATACATCCACATTGTTCATTAATGCCAATGTAAT

GACTAGAGCTGAAAAACCAAAACAAGAGTTTAAAGTTGAAAAAGTAGAACAGCAACTATAGTGGA

GGAAACAAATCCTCTATTGAAAAAGAGGAAATTCAAAGTCCTAAAAACGATGATCTTATACTCCA

TTTTACAAAGTGGTAAACTTTCCTTTTATCAGGGTGCTTTGGATGTTTTGATCAATTTCTTGGAA

CCTGATGTTATTGTTAATGCTGCTAATGGTGATCTTAAACACATGGGTGGTGTCGCAAGAGCCAT

CGATGTTTTCACTGGTGGCAAATTAACAGAACGTTCTAAGGATTATCTTAAAAAGAACAAATCTA

TTGCTCCTGGTAATGCTGTTTTCTTTGAAAATGTCATTGAGCATCTTAGTGTTTTGAATGCAGTT

GGACCACGTAATGGTGACAGCCGAGTTGAAGCCAAACTTTGTAATGTTTACAAAGCAATTGCAAA

GTGTGAAGGAAAAATATTAACACCACTTATTAGTGTTGGTATCTTTAATGTTAGACTTGAAACAT

CATTGCAGTGCTTACTTAAGACTGTGAATGACAGGGGATTGAATGTCTTCGTATAACTGACCAGG

AAAGGCAAACTATTGAGAATTTCTTTCTTGTTCTATCCCTGTCAATGTTACTGAGGATAATGTTA



 

50 
 

ACCATGAACGTGTGTCTGTTTCTTTTGACAAAACATAGGTGAACAGCTTAAGGGCACCGTTGTCA

TCAAAGAAAAGATGTTACAAACCAGTTGCCTAGCGCTTTGATGTTGGTCAAAAAGTTGTTAAGGC

TATTGATATAGATTGGCAAGCTCATTATGGTTTCCGTGATGCTGCTGCTTTTAGCGCTAGTAGTC

ATGATGCTTAAAATTTGAAGTTGTTACACATAGCAATTTCATTGTGCATAAGCAGACTGACAACA

ACTGTTGGATTAATGCAATTTGTCTTGCATTACAGAGACTCAAGCCACAGTGGAAATTTCCTGGT

GTTAGAGGTCTCTGGAATGAATTTCTTGAGCGTAAAACACAAGGTTTTGTACATATGTTGTATCA

CATTTCTGGAGTAAAGAAAGGTGAGCCAGGTGATGCTGAATTAATGTGCATAAACTTGGTGACTT

GATGGACAATGATTGTGAAATCATTGTCACACACACTACAGCATGTGACAAGTGCGCAAAAGTAG

AAAAGTTTGTTGGACCAGTGGTAGCAGCACCTCTTGCAATTCATGGCACTGACGAAACATGTGTG

CATGGCGTTAGTGTCAATGTCAAAGTCACCCAAATTAAGGGCACTGTTGCTATTACTTCTTTGAT

TGGTCCTATTATTGGAGAAGTACTAGAAGCAACTGGTTATATTTGTTATAGCGGTTCTAAAGGAA

TGGTCATTACACCTATTACGATAACCGTAATGGATTAGTGGTTGATGCAGAAAAGGCTTACCATT

TTAATAGAGACTTATTACAGGTCACAACAGCTATTGCAAGTAATTTCGTTGTCAAGAAACCACAA

GCAGAGAAAGACCTAAGAATTGTGCTTTTAAAAAGTTGAGCATCTCCTAAGATTGTACAAGAACA

AAAATTGTTGGCTATTGAAAGTGGTGCTAACTATGCTCTTACTGAATTTGGAAATATGCTGACAT

GTTCTTTAGGCTGGAGATAAAATTCTTAGGTTGCTGCTTGAGTCTTTAAATATTTGCTGGTTTTA

TTTATGTGTCTTAGAAGTACTAAGATGCCTAAAGTTAAAGTCAAACCGCCTTTGCATTTAAAGAT

TTTGGTGCTAAGGTCAGAACCTCAATTACATGAGACAATTGAACAAACCCTCTGTTGGCGTTACG

CAAAACTAGTTTTATTGTTGATAGCAATATATAATTTCTTTTATTTGTTTGTCAGTATACCAGTA

GTGCATAAATTAACATGTAATGGTGCTGTACAGGCATATAAAAATTCTAGTTTTATAAAGTCAGC

AGTCTGTGGCAACTCTATTTTATGCAAAGCCTGTTTGGCTTCTTATGATGAGTTGGCGATTTTCA

ACATCTCCAAGTTACTTGGGATTTCAAATCTGACCCATTATGGAACAGACTGGTACAATTGTCTT

ACTTTGCATTCTTGGCTGTTTTTGGTAATAACTATGTTAGGTGTTTTCTTATGTATTTTGTATCT

CAGTACCTCAACCTTTGGCTTTCTTATTTTGGTTATGTAGAGTACAGTTGGTTTTTGCATGTTGT

CAACTTTGAATCATCTCAGCTGAGTTTGTGATCTAGTTATAGTGGTTAAGGCAGTTCTCGCCCTT

AAACATATTGTTTTTCATGCTCAAACCCTCTTGCAAAACGTGCTCTAGGACTGCAAGGCAGACAC

GATTCCTATTCAAGTTGTTGTTAATGGTTCAATGAAGACTGTTTATGTTCATGCTAATGGTACTG

GTAAATTCTGCAAGAAACACAATTTTTATTGTAAGAACTGTGATCTTATGGTTTTGAAAACACAT

TCATCTGTGACGAAATTGTACGTGATCTCAGTAATAGTGTTAAACAAACTGTTTACGCCACTGAT

AGATCTCATCAAGAAGTCACAAAAGTTGAATGTTCAGATGGCTTTTACAGATTTTATGTTGGTGA

TGAATTCACTTCATATGATATGATGTAAAACACAAGAAATATAGTAGTCAAGAGGTTCTCAAGAA

CATGCTCTTGCTTGATGACTTCATTGTGTACAGTCCATCTGGTTCTGCTCTTGCAAATGTTAGAA

ATGCCTGTGTTTACTTTTCACAACTTATTGGTAAGCCTATTAAGATTGTTAACAGTGATTTGCTT

GAAGACTCTCTGTAGATTTTAAAGGGGCACTTTTTAATGCTAAAAAGAATGTAATTAAGAATTCT

TTCAATGTTGATGTCTCAGAATGCAAAAATCTTGACGAATGTTACAGGCTTGCAATCTTAATGTT

TCATTTTCTACATTTGAAATGGCTGTAACAATGCTCATAGATTTGGTATTCTGATTACTGATCGT

TCTTTTAACAATTTCTGGCCATCAAAAGTTAAGCCTGGTTCATCTGGTGTGTCGGCCATGGACAT

TGGTAAGTGTATGACTTCTGATGCTAAGATTGTTAATGCTAAAGTTTTAACTCAACGTGGTAAAA

GTGTTGTTTGGCTTAGCCAGGATTTTGCTGCACTTAGCTCAACTGCTCAGAAAGTTTTGGTTAAA

ACTTTTGTAGAAGAAGGTGTCAACTTTTCACTCACATTTAATGCTGTAGGTTCAGATGATGATCT

TCCTTATGAAAGATTCACTGAATCTGTGTCTCCAAAAAGTGGTTCAGGCTTTTTGATGTAATTAC

ACAGCTTAAACAAATTGTGATTTTGGTTTTTGTTTTTATTTTTATTTGTGGTTTGTGCTCTGTTT

ACAGTGTTGCTACACAGTCCTACATTGAATCTGCTGAAGGCTATGATACATGGTTATTAAGAATG

GAATTGTTCAACCTTTTGACGATACCATTTCATGTGTTCATAACACTTATAAAGGATTCGTGACT

GGTTTAAAGCTAAGTATGGTTTTATCCCTACTTTTGGTAAATCATGTCCAATTGTTGTAGGAACT

GTTTTTGATCTTGAAAATATGAGACCAATTCCTGAGTGCCTGCATATGTTTCTATTGTGGGTAGA

TCTCTTGTTTTGCTATTAATGCTGCTTTTGGTGTTACTAATATGTGTATGATCATACTGGCAATG

CAGTTAGTAAGGACTCTTACTTTGATACTTGTGTGTTTAATACTGCGTGCACCACTCTTACAGGT



 

51 
 

CTTGGTGGTACAATTGTTATTGTGCAAAGCAAGGTTTAGTTGAAGGTGCTAAGCTCTATAGTGAT

CTTATGCCAGACTATTATATGAGCATGCTAGTGGTAACATGGTTAAATTGCCAGCAATTATTAGA

GGACTTGGTCTACGTTTTGTGAAAACACAGGCTACAACTTATTGTAGAGTGGGAGAGTGCATTGA

TAGTAAAGCTGGTTTTTGCTTTGGTGGGATAACTGGTTTGTCTACGACAATGAGTTTGGAATGGA

TACATTGTGGTAATTCTGTGCTAGGATTTTTAAGAATGTCTTCAAACTCTTTAACTCTAACATGT

CTGTGGTAGCTACATCTGGTGCGATGCTTGTTAACATTATTATTGCATGCTTAGCTATTGCAATG

TGTTATGGTGTTCTTAAGTTTAAGAAGATTTTTGGTGATTGTACTTTCCTCATTGTTATGATCAT

TGTCACTCTTGTTGTGAAAATGTGTCTTATTTTGTCACTCAAAACACGTTCTTTATGATCATTAC

GCCATTGTTTACTATTTTACAACAAGAAATTGCATACCCAGGCATTTTGATGCTGGGTTTATTAT

TGCTATATTAATATGGCTCCATGGTACGTGATTACCGCATATGTCTAGTTTTCCTTATGACTCAC

TCCCTTCACTGTTTAAACTTAAAGTTTCACAAATCTTTTTGAAGGTGACAAATTTGTGGGTAACT

TTGAATCTGCTGCTATGGGTACTTTTGTTATTGAATGCGTTCATATGAAACTATTGTTAATTCTA

CTCCTATTGATAGAATTAAATCATATGCTAACAGCTTCAATAAATATAAGTACTACACAGGTTCA

ATGGGAGAAGCTGACTACAGAATGGCTTGCTATGCTCATCTTGGTAAAGCTCTTATGGACTATTC

TGTTAATAGAACGACATGCTTTACACACCTCCTACTGTTAGTGTTAATTCCACACTTCAGTCAGG

TTTACGGAAAATGGCACAGCCTAGTGGTCTTGTAGAGCCTTGCATTGTAAGAGTCTCCTATGGTA

ACAATGTGCTTAATGGTTTATGGTTAGGAGATGAAGTCATTTGCCCTAGACATGTTATTGCTAGT

GATACCACACGTGTTATCAACTATGAAAATGAAATGTCTAGTGTGAGACTTCACAACTTTTCAGT

TTCTAAGAATAATGTTTCTTGGGTGTTGTGTCTGCCAGATATAAGGGTGTGAATCTTGTACTTAA

AGTCAACCAGGTTAATCCTAATACACCAGAACATAAATTTAAGTCTATTAAAGCTGGTGAAAGTT

TTAACATTCTGCTTGTTATGAAGGATGTCCTGGCAGTGTTTATGGTGTCAACATGAGAAGTCAAG

GTACCATTAAGGGATCTTTTATAGCTGGTACTTGTGGATCAGTAGGTTATGTGTTAGAAAATGGA

ATTCTCTATTTTGTATACATGCATCACTTAGAACTTGGAAATGGCTCGCATGTTGGTTCCAATTT

TGAAGGAGAAATGTACGGTGGTATGAAGATCAACCTAGCATGCAATTGGAAGGTACTAATGTCAT

GTCATCAGATAATGTGGTTGCATTCTATATGCCGCACTTATCAATGGTGAAAGGTGGTTTGTTAC

AAACACATCGATGTCATTAGAATCATACAATACATGGGCCAAAACTAACAGTTTCACAGAACTTT

CTCAACTGATGCTTTTAGCATGTTGGCTGCAAAAACTGGTCAAAGTGTTGAGAAATTACTAGATA

GTATCGTAAGACTCAACAAGGGTTTTGGAGGTCGTACTATACTTTCTTATGGCTCATTGTGTGAC

GAGTTCACTCCAACTGAAGTCATAAGGCAAATGTAGGTGTAAATCTTCAGGCTGGTAAAGTAAAA

TCTTTCTTCTACCCTATTATGACTGCAATGACAATTCTTTTGCCTTTTGGCTTGAATTCTTTATG

TACACACCCTTCACGTGGATTAATCCAACTTTTGTTAGTATTGTATTGGCTGTTACAACTTTGAT

CTCGACGTTTTTTGTCTCTGGCATCAAACATAAAATGTTGTTCTTTATGTCTTTTGTCTTCCTAG

TGTTATCCTGTGACAGCACACAATTTGTTCTGGGACTTTTCTTACTATGAAGTCTTCAGTCATTG

TTGAGAATACTAACACTATGTTTTTGCCTGTTGACATGCAAGGTGTCATGCTCACAGTGTTTGTT

TATTGTCTTTGTTACATATAGTGTTAGATTCTTCACTTGCAAACAATCATGGTTCTCACTTGCTG

TGACAACTATTCTTGTGATCTTTAACATGGTTAAAATCTTTGGAACATCTGATGAACCATGGATG

AAAACCAAATTCTTTTGCTTTGTGAACATGCTTACTATGATTGTCAGTCTTACTACAAAGGATTG

GATGGTTGTCGTTGCATCATACAGAATTGCATATTATATTGTTGTTGTGTAATGCCATCTGCTTT

TGTATCTGACTTTGGGTTTATGAAGTGTATTAGCATTGTTTACATGGCTGCGGTTATTTGTTTTG

TTGCTATTATGGCATTCTTTATTGGGTTAACAGATTTACATGCATGACTTGTGGTGTTTATCAAT

TCACTGTGTCTGCAGCTGAACTTAAATACATGACCGCTAACAACCTTCTGCACCTAAGAACGCAT

AGAGCTATGATTCTTAGTGCTAAATTGATTGGTGTTGGAGGTAAGAGAAACATCAAAATTTCAAC

TGTACAGTCAAAACTTACAGAGATGAAATGTACCAATGTTGTCTTGCTTGGTCTTTTGTCTAAAA

TGCATGTGATCTAATCAAAAGAGTGGAACTATTGTGTTGGACTACATAATGAGATAAACTTTGTG

ACGACCTGAAATCGTTCTTGAGAAATTGTTAGCTCTTATTGCATTTTTCTTGTCCAAACATAACA

CTTGTGACCTTAGCGAACTTATTGAATCATACTTTGAGAACACCACCATACTCCAAAGTGTGGCC

TCAGCTTATGCTGCATTGCCTAGCTGGATTGCACTTGAAAAAGCTCGCGCTGATCTTGAAGAGGC

TAAGAAAAATGATGTTAGCCCTCAAATTTTGAAGCAGCTTACTAAAGCATTTAACATTGCCAAGA
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GTGATTTTGAGCGCGAAGCATCAGTGCAAAAGAAACTGACAAAATGGCTGAGCAGGCTGCAGCTA

GTATGTATAAAGAGCACGAGCTGTGGACAGAAAGTCAAGATTGTTTCTGCTATGCATAGCCTACT

TTTTGGTATGCTTAAGAAACTTGATATGTCCAGTGTCAACACTATTATTGACCAGGCTCGTAACG

GTGTTCTACCTTTAAGTATCATTCCAGCTGCATCAGCTACAAGACTTGTTGTTATTACACCTAGC

CTTGAAGTGTTTTCCAAGATTAGGCAGGAAAACAATGTTCATTATGCTGGTGCTATTTGGACTAT

TGTTGAAGTTAAAGATGCTAATGGTTCACATGTACATCTTAAGGAAGTACCGCTGCAATGAATTA

AACCTTACTTGGCCATTGAGCATTACTTGTGAGAGAACCACAAAGCTTCAGAACAATGAAATTAT

GCCAGGTAAACTTAAAGAGAGAGCTGTCAGAGCGTCAGCACTCTTGATGGTGAAGCTTTGGCAGT

GGAAGGCTCTTATGGCGCTGAAAGTGGAAAAAGCTTTATGTATGCATTTATAGCCTCAGACAACA

ATCTTAAGTATGTTAAGTGGGAGAGCAATAATGATATTATACCTATTGAACTTGAAGCTCCATTG

CGTTTCTATGTTGACGGCGCTAATGGTCCTGAAGTAAGTATTTGTATTTGTAAGAATTTAAACAC

TCTTAGACGTGGTGCCGTTCTTGGTTATATCGGTGCAACAGTTCGTCTGCAAGCTGGTAAACCCA

CTGAACATCCATCTAACAGTAGTTTATTGACATTGTGTGCTTTTGCACCTGATCCTGCTAAAGCA

TATGTTGATGCTGTTAAGAGAGGATGCAACCAGTTAATAACTGTGTAAAAATGCTCTCAAATGGT

GCTGGTAATGGTATGGCTGTTACAAACGGTGTCGAAGCTAACACGCACAGGACTCTTATGGTGGT

GCTTCAGTTGTATTTATTGCAGATGCCATGTTGAACATCCTGCTATTGATGGATTTGCCGCTAAA

AGGTAAGTTGTGCAAATACCAACTGGCACACAAGATCCAATTCGGTTTGTATTGAAAATGAAGTT

TGTGTTGTCTGTGGTTGTTGGCTTAACAATGGTTGATGTGCGATCGTACTTCTATGCAGAGTTCT

ACTGTTGATCAAGTTATTTAAACGAGTGCG GGGTTCTAGTGCAGCTCGACT
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Resultados del alineamiento del cebador 1F región S 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Continuación de resultados del alineamiento del cebador 1F región S 
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Resultados del alineamiento del cebador 1R región S 
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Continuación de resultados del alineamiento del cebador 1R región S 
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Resultados del alineamiento del cebador 2F región S 
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Continuación de resultados del alineamiento del cebador 2F región S 
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Resultados del alineamiento del cebador 2R región S 
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Continuación resultados del alineamiento del cebador 2R región S 
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Resultados del alineamiento del cebador 3F región S 
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Continuación resultados del alineamiento del cebador 3F región S 

 

  



 

63 
 

Resultados del alineamiento del cebador 3R región S 
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Continuación resultados del alineamiento del cebador 3R región S
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Resultados del alineamiento del cebador 1F región ORF1
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Continuación resultados del alineamiento del cebador 1F región ORF1 
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Resultados del alineamiento del cebador 1R región ORF1 
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Continuación resultados del alineamiento del cebador 1R región ORF1 
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Resultados del alineamiento del cebador 2F región ORF1 
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 Continuación resultados del alineamiento del cebador 2F región ORF1 
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Resultados del alineamiento del cebador 2R región ORF1 
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 Continuación resultados del alineamiento del cebador 2F región ORF1 
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Figura 11. Estructura tallo-bucle 1 

cebador 1F región S TGEV. 

 

Figura 12. Estructura tallo-bucle 2 

cebador 1F región S TGEV. 

 

Figura 13. Estructura tallo-bucle 3 

cebador 1F región S TGEV. 

 

Figura 14. Estructura tallo-bucle 1 

cebador 1R región S TGEV. 
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Figura 15. Estructura tallo-bucle 2 

cebador 1R región S TGEV. 

 

Figura 16. Estructura tallo-bucle 3 

cebador 1R región S TGEV. 

 

Figura 17. Estructura tallo-bucle 4 

cebador 1R región S TGEV. 

 

Figura 18. Estructura tallo-bucle 5 

cebador 1R región S TGEV. 
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Figura 19. Estructura tallo-bucle 6 cebador 

1R región S TGEV. 

 

 

 

Figura 20. Estructura tallo-bucle 7 cebador 

1R región S TGEV. 

 

Figura 21. Estructura tallo-bucle 1 cebador 

2F región S TGEV. 

 

 

Figura 22. Estructura tallo-bucle 2 cebador 

2F región S TGEV. 
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Figura 23. Estructura tallo-bucle 3 cebador 

2F región S TGEV. 

 

 

Figura 24. Estructura tallo-bucle 1 cebador 

2R región S TGEV. 

 

Figura 25. Estructura tallo-bucle 2 cebador 

2R región S TGEV. 

 

 

Figura 26. Estructura tallo-bucle 3 cebador 

2R región S TGEV. 
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Figura 27. Estructura tallo-bucle 1 cebador 

3F región S TGEV. 

 

Figura 28. Estructura tallo-bucle 2 cebador 

3F región S TGEV. 

 

Figura 29. Estructura tallo-bucle 3 cebador 

3F región S TGEV. 

 

 

Figura 30. Estructura tallo-bucle 1 cebador 

3R región S TGEV. 
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Figura 31. Estructura tallo-bucle 2 cebador 

3R región S TGEV. 

 

 

Figura 32. Estructura tallo-bucle 3 cebador 

3R región S TGEV. 

 

Figura 32. Estructura tallo-bucle 1 cebador 

1F región ORF1. 

 

 

Figura 33. Estructura tallo-bucle 2 cebador 

1F región ORF1. 
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Figura 33. Estructura tallo-bucle 1 cebador 

1R región ORF1. 

 

Figura 34. Estructura tallo-bucle 1 cebador 

2F región ORF1. 

 

Figura 35. Estructura tallo-bucle 2 cebador 

2F región ORF1. 

 

 

Figura 36. Estructura tallo-bucle 3 cebador 

2F región ORF1 
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Figura 37. Estructura tallo-bucle 4 cebador 

2F región ORF1. 

 

Figura 38. Estructura tallo-bucle 1 cebador 

2R región ORF1. 

 

Figura 39. Estructura tallo-bucle 2 cebador 

2R región ORF1
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Figura 40. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la región S de 

TGEV contra Bordetella bronchiseptica por medio de la plataforma “In silico PCR 

amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 

 

 

Figura 41. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la región S de 

TGEV contra Mycoplasma hyopneumoniae 168 por medio de la plataforma “In silico PCR 

amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 
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Figura 42. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la región S de 

TGEV contra Actinobacillus pleuropneumoniae L20 por medio de la plataforma “In silico PCR 

amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 

 

 

 

Figura 43. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la región S de 

TGEV contra Bordetella bronchiseptica por medio de la plataforma “In silico PCR 

amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 
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Figura 44. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la región S de 

TGEV contra Mycoplasma hyopneumoniae 168 por medio de la plataforma “In silico PCR 

amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 

 

 

Figura 45. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la región S de 

TGEV contra Actinobacillus pleuropneumoniae L20 por medio de la plataforma “In silico 

PCR amplification”. 
*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 
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Figura 46. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 3F-3R de la región S de 

TGEV contra Bordetella bronchiseptica por medio de la plataforma “In silico PCR 

amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 

 

 

Figura 47. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 3F-3R de la región S de 

TGEV contra Mycoplasma hyopneumoniae 168 por medio de la plataforma “In silico PCR 

amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 
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Figura 48. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 3F-3R de la región S de 

TGEV contra Actinobacillus pleuropneumoniae L20 por medio de la plataforma “In silico PCR 

amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 

 

 

Figura 49. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la región ORF1 de 

TGEV y PRCV contra Bordetella bronchiseptica por medio de la plataforma “In silico PCR 

amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 
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Figura 50. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la región ORF1 de 

TGEV y PRCV contra Mycoplasma hyopneumoniae 168 por medio de la plataforma “In silico 

PCR amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 

 

 

Figura 51. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la región ORF de 

TGEV y PRCV contra Actinobacillus pleuropneumoniae L20 por medio de la plataforma “In 

silico PCR amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 
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Figura 52. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la región ORF1 de 

TGEV y PRCV contra Bordetella bronchiseptica por medio de la plataforma “In silico PCR 

amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 

 

 

Figura 53. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la región ORF1 de 

TGEV y PRCV contra Mycoplasma hyopneumoniae 168 por medio de la plataforma “In silico 

PCR amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 
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Figura 54. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la región ORF de 

TGEV y PRCV contra Actinobacillus pleuropneumoniae L20 por medio de la plataforma “In 

silico PCR amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 

 

 

Figura 55. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la región S de 

TGEV contra el virus de Influenza A (H1N1) por medio de la plataforma “In silico PCR 

amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 

 

 



 

 

 

 

 

89 
 

 

Figura 56. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la región S de 

TGEV contra el virus de Influenza A (H1N1) por medio de la plataforma “In silico PCR 

amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 

 

 

Figura 57. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 3F-3R de la región S de 

TGEV contra el virus de Influenza A (H1N1) por medio de la plataforma “In silico PCR 

amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 
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Figura 58. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la región ORF1 de 

TGEV y PRCV contra el por medio de la plataforma “In silico PCR amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 

 

 

Figura 59. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la región ORF1 de 

TGEV y PRCV contra el por medio de la plataforma “In silico PCR amplification”.  

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 
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Figura 60. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la región S de 

TGEV contra el virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino por medio de la 

plataforma “In silico PCR amplification”  

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 

 

 

 

Figura 61. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la región S de 

TGEV contra el virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino por medio de la 

plataforma “In silico PCR amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 
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Figura 62. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 3F-3R de la región S de 

TGEV contra el virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino por medio de la 

plataforma “In silico PCR amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 

 

 

Figura 63. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la región ORF1 de 

TGEV y PRCV contra el virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino por medio de la 

plataforma “In silico PCR amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 
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Figura 64. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la región ORF1 de 

TGEV y PRCV contra el virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino por medio de la 

plataforma “In silico PCR amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 

 

 

 

Figura 64. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la región ORF1 de 

TGEV y PRCV contra el virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino por medio de la 

plataforma “In silico PCR amplification” . 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 
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Figura 65. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la región s de 

TGEV contra el virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino por medio de la 

plataforma “In silico PCR amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 

 

 

 

Figura 66. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la región s de 

TGEV contra el circovirus porcino 2 por medio de la plataforma “In silico PCR amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 
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Figura 67. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 3F-3R de la región s de 

TGEV contra el circovirus porcino 2  por medio de la plataforma “In silico PCR amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 

 

 

Figura 68. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la región s de 

ORF1 de TGEV y PRCV contra el circovirus porcino 2  por medio de la plataforma “In silico 

PCR amplification”. 

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 
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Figura 69. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la región s de 

ORF1 de TGEV y PRCV contra el circovirus porcino 2  por medio de la plataforma “In silico 

PCR amplification”  

*(Bikandi, San Millán, Rementeria y Garaizar, 2004). 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 70. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la región S de TGEV contra Sus scrofa (cerdo doméstico) por 

medio de la herramienta UCSC In-Silico PCR. 

*(Kent, 2013). 

 

 

 

Figura 71. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 2F-2R de la región S de TGEV contra Sus scrofa (cerdo doméstico) por 

medio de la herramienta UCSC In-Silico PCR. 

*(Kent, 2013). 

 

 

 



 

 

 

 

 

  

 

Figura 72. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 3F-3R de la región S de TGEV contra Sus scrofa (cerdo 

doméstico) por medio de la herramienta UCSC In-Silico PCR  
*(Kent, 2013). 

Figura 73. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la región ORF1 de TGEV y PRCV contra Sus scrofa (cerdo 

doméstico) por medio de la herramienta UCSC In-Silico PCR 

*(Kent, 2013). 

 



 

 

 

 

 

  

Figura 74. Resultados de PCR in silico para la parejas de cebadores 1F-1R de la región ORF1 de TGEV y PRCV contra Sus scrofa (cerdo 

doméstico) por medio de la herramienta UCSC In-Silico PCR. 

*(Kent, 2013). 

 


