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INTRODUCCION:

Actualmente las vacunas autdgenas constituyen una
opcion mas en el control de algunos agentes virales como
PRRS, en las piaras infectadas este control requiere sin
embargo un monitoreo constante para la deteccion de
nuevas cepas,” para lo cual se requiere contar con la
técnica de secuenciacion que permita conocer las cepas
de importancia presentes en cada region para la
elaboracion de vacunas que puedan ser continuamente
actualizadas.

La secuenciacion del virus de PRRS es usada para
investigar el origen de los brotes **, comparar
aislamientos entre granjas, determinar cuantas cepas
existen en una misma poblacidon, asi como para
determinar cuanto ha cambiado el o los virus de una
poblacién en un periodo de tiempo.“*

MATERIALES Y METODOS:

Para determinar la secuencia genética del virus de
PRRS, se utiliz6 un equipo de secuenciacion automatica
DNA Analyzer 4300 V. Para la obtencién del producto
de PCR se utilizdo un equipo Bio-Rad iQ5 Real Time
PCR Detection System, y el producto obtenido, de 603
pb se clond antes de secuenciar.

La clonacidn se llevo a cabo mediante el kit de ligacion
pGEM-T Easy Vector system y células competentes E.
coli IM1009.

Se utilizaron diferentes cepas de virus de PRRS aisladas
en el laboratorio de diagnostico de Lapisa y provenientes
de diversas regiones de importancia porcicola en
Meéxico.

Los productos de PCR obtenidos se verificaron en gel de
agarosa, se extrajeron del gel mediante el kit de
extraccion Axyprep DNA gel extruction kit y se procedio
a la clonacion de los fragmentos.Para la secuenciacion se
utilizaron los primers “forward” y

”reverse” T7 y SP6 marcados con IRdye en 700 y 800
nm.

RESULTADOS Y DISCUSION:

Los fragmentos obtenidos mediante PCR punto final
fueron clonados y el producto obtenido de aprox. 1200
pb, incluye la secuencia del ORFS5 del virus de PRRS
contenia ya los marcadores T7 y SP6, las secuencias
obtenidas a partir del mismo corresponden a 603 pb.

El analisis por medio del programa de secuenciacion nos
permitié obtener la secuencia de 603 pb correspondiente
al ORF5 del virus de PRR ©® Mediante el programa
apropiado se compararon las secuencias obtenidas con
otras previamente analizadas y con la del virus vivo
modificado (VVM) de la vacuna actualmente autorizada
en México.

Las comparaciones entre las secuencias de ORFS5 de cepas de
cada region del pais se realizaron por medio del programa CLC
Main Workbench 5 y mostraron que de 90 muestras menos del
10% presentan una similitud mayor o igual a 94% con respecto al
virus vivo modificado (Vacunal).

CONCLUSIONES:

La implementacion de la técnica de secuenciacion del virus de
PRRS en nuestro laboratorio de diagnéstico nos permitira tener
un seguimiento mas rapido de cambios en las cepas de PRRS
existentes en un una region o regiones determinadas del pais, asi
como detectar nuevas cepas.
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Figura 1.- Arbol filogenético obtenido por secuenciacion de cepas
de PRRS y comparacion vs virus vivo modificado.

La clonacién de los productos de PCR ofrece muestras mas puras
para secuenciar que las obtenidas como productos de una
reaccion de PCR no purificados y/o clonados. Asi mismo la
utilizacion de los primers universales marcados permiten
secuenciar ademas del virus de PRRS, otros virus como influenza
porcina 'y Ojo Azul entre otros, sin que la técnica sufra
modificaciones.
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