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Introduccion

PRRS se considera una de las enfermedades mas
importantes que afectan a la industria porcina
ocasionando grandes pérdidas econdmicas. Se caracteriza
por falla reproductiva en el ultimo tercio de gestacion y
enfermedad respiratoria en cerdos de todas las edades. El
analisis del virus aislado en Europa y en EE.UU. ha
llevado a la designacién de dos serotipos principales de
referencia: el americano (VR2332) y el europeo
(Lelystad), y entre ellos la variabilidad genética puede
llegar a ser muy alta. Entre cepas americanas el ORF 5
presenta una identidad de 88 a 97% vy entre cepas
americanas y europeas la identidad es de 51 a 59%.
Debido a la alta variabilidad que presenta, se utiliza para
identificar aislamientos genéticamente distintos.

Material y métodos

Se obtuvieron muestras de hisopo nasal y pulmén de
diferentes estados de la Republica Mexicana. La
extraccion de RNA se llevo a cabo siguiendo la técnica
de fenol-cloroformo. Se disefiaron oligonucleotidos
especificos para amplificar completamente el ORF5. El
RT-PCR se llevo a cabo con el kit OneStep RT-PCR de
QIAGEN® con el siguiente protocolo: un ciclo de 50°C
durante 30 min, un ciclo de 95° por 15 min, 40 ciclos de:
94 °C durante 30 s, 54°C durante 60 s, 72 °C durante 60 s
y un ciclo final de 72 °C durante 10 min. El producto se
colocd en un gel de agarosa al 2% para su visualizacion.
La purificacion se realizd6 con el kit de purificacion
QIAmp® Viral RNA (QIAGEN) segun las
recomendaciones del fabricante y los productos se
enviaron al Instituto de Fisiologia Celular para ser
secuenciados. Las cuatro secuencias obtenidas se
editaron con BioEdit Sequence Alingment Editor. La
alineacion de las secuencias obtenidas, asi como diversas
secuencias de América y Asia obtenidas de GenBank, se
realiz6 con el programa ClustalW. El arbol filogenético
se realizdo con el programa Phylip por el método de
Neighbor Joining/lUPMGA con 1000 repeticiones
bootstrap y se utilizO una secuencia de Espafia del
genotipo I como grupo externo.

Resultados y Discusion

Las mutaciones presentes en ORFS corresponden
solamente a sustituciones. Se encontraron ocho
sustituciones en comparacion con la cepa de referencia;

produciendo cuatro cambios no sinénimos en la
secuencia de aminoacidos. Se sabe que la GP5 es muy
polimorfica al estar bajo una presidn permanente de
seleccion debido a su posicion expuesta en el exterior del
virién, por esta razon es utilizada para encontrar variantes
virales en una poblaciéon. La construccion del arbol
filogenético (figura 1) con las secuencias encontradas
confirma que las muestras obtenidas pertenecen al tipo 2
del virus de PRRS, y se agrupan con subtipos virales
pertenecientes a Morelos, Canada y Colombia.
Interesantemente, presentan mayor similitud con estas
secuencias que con aquellas reportadas en México en
Sonoray el CINVESTAV.

Figura 1. Arbol filogenético de la glicoproteina de
PRRSV. Las muestras de este estudio estdn marcadas con
un triangulo, la cepa control (VR2332) con un circulo y

el grupo externo con un triangulo.
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Conclusion

La identificacion de variantes virales es esencial para el
desarrollo de vacunas y pruebas de diagnostico para el
control mas eficiente de los virus de PRRS en México. Se
deben llevar a cabo analisis mas profundos que incluyan
la identificacion de las variaciones genéticas en el
genoma completo del virus para determinar los epitopos
implicados en la respuesta inmune protectora.
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