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RESUMEN

Las especies Betaarterivirus suid 1y Betaarterivirus suid 2 del virus del Sindro-
me Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRS) ocasionan brotes severos debido a
recombinaciones genéticas con alto riesgo epidemiologico, lo cual requiere de una rapida
identificacion para una eficiente vigilancia epidemiolégica molecular. Los objetivos del
estudio fueron el analisis del gen que sintetiza las proteinas de la nucleocapside (ORF 7),
asi como determinar las relaciones filogenéticas con cebadores especificos. Se realizo la
caracterizacion molecular y se identificaron 24 aislados positivos de la especie
Betaarterivirus suid 2. Se genotipificaron 10 aislados relacionando 8 de ellos al linaje 1:
sublinaje 1.5 con la variante representativa NADC34 y 2 al linaje 5: sublinaje 5.1 con la
variante representativa RespPRRS MLV. Ademas, se realiz6 el test de homologia molecular
con el programa DNAMAN a los 10 aislados, obteniéndose 99% (8) y 87% (2) de similitud
con la variante NADC34 confirmando lo antes mencionado. La relacion filogenética con
los aislados reportados y los resultados obtenidos indican que al menos 10 pertenecie-
ron a la especie Betaarterivirus suid 2 mediante el gen de la nucleocapside (ORF 7) con
los cebadores propios de la investigacion y se confirmo la relacion parental de 8 aislados
con el linaje 1: sublinaje 1.5 y 2 aislados con el linaje 5: sublinaje 5.1 de la especie
Betaarterivirus suid 2.
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ABSTRACT

The Betaarterivirus suid 1 and Betaarterivirus suid 2 species of the Porcine
Reproductive and Respiratory Syndrome (PRRS) virus cause severe outbreaks due to
genetic recombination with high epidemiological risk, which requires rapid identification
for efficient molecular epidemiological surveillance. The objectives of the study were the
analysis of the gene that synthesizes the nucleocapsid proteins (ORF 7), as well as to
determine the phylogenetic relationships with specific primers. Molecular characterization
was performed and 24 positive isolates of the Betaarterivirus suid 2 species were identified.
Ten isolates were genotyped, relating 8 of them to lineage 1: sublineage 1.5 with the
representative variant NADC34 and 2 to lineage 5: sublineage 5.1 with the representative
variant RespPRRS MLV. In addition, the molecular homology test was performed with the
DNAMAN program on the 10 isolates, obtaining 99% (8) and 87% (2) of similarity with the
NADC34 variant, confirming the aforementioned. The phylogenetic relationship with the
reported isolates and the results obtained indicate that at least 10 belonged to the
Betaarterivirus suid 2 species through the nucleocapsid gene (ORF 7) with the research’s
own primers and the parental relationship of 8 isolates with lineage 1: sublineage 1.5 and
2 isolated with lineage 5: sublineage 5.1 of the species Beftaarterivirus suid 2.

Keywords: nucleocapsid gene, open reading frame 7, Betaarterivirus suid 1,
Betaarterivirus suid 2, NADC34, RespPRRS MLV

especie europea (Betaar-terivirus suid 1)y
la americana (Betaarte-rivirus suid 2) con
aproximadamente 60% de similitud (Nelsen
et al., 1999; Brinton et al., 2021).

INTRODUCCION

El virus del Sindrome Reproductivo y
Respiratorio Porcino (PRRS) fue descrito por

primera vez en 1987 en los Estados Unidos Los genes del virus constan de 10 mar-

de Norteamérica y en 1991 en Europa. Des-
de entonces es reportado como endémico en
la mayoria de los paises (Keffaber, 1989; Hill,
1990; Wensvoort ef al., 1991) y en la actua-
lidad sigue siendo un problema permanente
para la economia y salud de las granjas
porcinas (Meng et al., 2000; Jackova et al.,
2012; Castillo y Ramirez, 2021). La severi-
dad de la infectividad del virus se debe a un
genoma representado por una molécula de
RNA lineal simple de aproximadamente 15 kb,
con polaridad positiva (Brinton et al., 2021).
El virus es parte de la familia Arteriviridae,
subfamilia Variarterivirinae, género Betaar-
terivirus y subgéneros Ampobarte-virus y
Eurpobartevirus. Se reconocen dos espe-
cies con base a las pruebas antigénicas, prue-
bas moleculares y relaciones filogenéticas: la

cos de lectura abiertos: ORF 1a, ORF 1b,
ORF 2a, ORF 2b, ORF 3, ORF 4, ORF 5,
ORF 5a, ORF 6, ORF 7 (Wootton et al., 2000;
Snijder ef al., 2013). Los genes que corres-
ponden al ORFla y 1b se traducen en dos
grandes poliproteinas no estructurales: ppla
y pplab, mientras que los genes de la ORF
2 al 6 sintetizan las proteinas del recubrimiento
viral y el gen de la ORF 7 sintetiza las protei-
nas de la nucleocapside, siendo ademas la
proteina viral mas abundante en la célula afec-
tada (Snijder y Meulenberg, 1998; Snijder ef
al., 2013).

El marco de lectura abierto ORF 7 co-
rresponde a genes que sintetizan las protei-
nas de la nucleocapside (gen N), siendo un
objetivo importante en la deteccion viral por
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PCR (Inoue et al., 2007; Castillo y Ramirez,
2021). Segtin los autores Nelsen et al. (1999)
y Kang et al. (2004), el gen ORF 7 es la
region mas conservada, lo que permite dar
un acercamiento a la deteccion y la caracte-
rizacion filogenética de la mayoria de las va-
riantes del virus. Ademas, las investigacio-
nes de Kang et al. (2004) senalaron que las
relaciones filogenéticas derivadas de los
genes ORF 7 se parecen mas a las relacio-
nes derivadas de los genomas completos de
las dos especies del virus. Por lo tanto, la ORF
7 podria considerarse el marcador molecular
mas util para revelar las relaciones genéticas
del virus entre sus variantes genéticas. Se-
gan estos antecedentes, se planteo un disefio
de diagndstico comparativo para evaluar las
especies del virus, ya que se busca mejorar
el diagndstico rapido de esta enfermedad, y
para ello es necesario identificar las especies
presentes en el pais, proporcionando una re-
ferencia cientifica para la prevencion, la de-
teccion y el control mediante vacunas. El pre-
sente estudio tuvo, por lo tanto, como objeti-
vos proporcionar un analisis de la variacion
del gen ORF 7 que sintetiza las proteinas de
nucleocapside y demostrar las relaciones
filogenéticas entre aislados peruanos con las
especies norteamericana y europeas.

MATERIALES Y METODOS

Material Biolégico

Se trabajo con 85 muestras colectadas
entre 2018 a 2020 provenientes de cerdos con
aparentes signos clinicos de PRRS de gran-
jas de la provincia de Lima, Pert. Las mues-
tras de sangre fueron colectadas en tubos
vacutainer sin heparina para separar el suero
y transportadas en cajas hermetizadas con
hielo seco al laboratorio IMBios de Montana,
Lima. Las muestras fueron centrifugadas en
el equipo Orto Alresa modelo Consul 21 a
2.800 x g por 5 min para extraer el suero, que
fue trasvasado en tubos de 1.5 ml y almace-
nado a -20 °C hasta su analisis.
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Extraccion y Cuantificacion de RNA

El RNA viral fue extraido siguiendo el
manual de extraccion del innuPREP virus
DNA/RNA kit de Analytik Jena (Alemania).
Se agrego 200 pl de muestras de suero 0 200 pl
de vacuna inactivada de tipo 2 (americano)
cepa Nebraska Prime Pac® PRRS o 200 ul
de vacuna inactivada tipo 1 (europeo) cepa
VP-046 SUIPRABAC® PRRS en tubos de
1.5 ml. Luego, se adicion6 200 pl de CBV, 20 pl
de proteinasa K, 1 ul del control interno de
extraccion (IDEXX) y 20 pl de mezcla de
transporte (Carrier). Se homogenizo e incub6
a 70 °C por 10 min. Luego se adicion6 400 pl
de SBS y se mezclo, para luego transferir
650 pl del homogenizado a una columna de
filtracion de 2 ml. Se centrifugdéa 10 000 x g
por 1 min y se descarto el filtrado. Se proce-
di6 a los lavados adicionando 500 pl tampoén
de lavado HS y 650 ul tampon de lavado LS.
En ambos casos se centrifugd a 10 000 x g
por 1 min y se descarto el contenido por fil-
tracion. Finalmente se adicion6 60 pl de agua
libre de RNasa precalentado y se dejo incu-
bar por 2 min a temperatura ambiente. Se
centrifugo6 a 8000 x g por 1 min. Se recuperd
el RNA viral resuspendido.

La pureza se verifico mediante cuantifi-
cacion utilizando el espectrofotometro para
Microplacas Epoch™ (BioTek), siendo laratio
A260/A280 de lectura similar a 2, 0 en la
mayoria de las muestras. El ARN fue alma-
cenado a -80 °C hasta su analisis. El ensayo
de deteccion por RT-qPCR y RT-PCR con-
vencional de las muestras de suero se realizo
en conjunto para validar los resultados obte-
nidos.

RT-qPCR (IDEXX) para Detectar Espe-
cies de Betaarterivirus suid 1y 2

Las muestras de suero de campo fue-
ron analizadas siguiendo el manual del
RealPCR* NA PRRS Type 1 and Type 2
Multiplex RNA Test (IDEXX), usado para la
deteccion y diferenciacion del tipo 1 (euro-
peo) y el tipo 2 (norteamericano) del ARN
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del virus del PRRS, proporcionando un mé-
todo especifico y de alta sensibilidad para la
deteccion del ARN virico mediante el gen
Nsp2. La amplificacion se realizo en el
termociclador Applied Biosystems™ Fast
7500 & 7500 Real-Time PCR. Se prepar6
la mezcla de PCR con 20 pl indicado en el
manual para los reactivos: 10 ul NA PRRS
Types 1-2 RNA Mix y 10 pl de la mezcla
maestra RNA MMx. Luego se dispens6 20 pl
de la mezcla de PCR en los pocillos de la
placa de 96 de Applied Biosystems™
Mustang Purple™ Dye Spectral Calibration
Plate for Multiplex qPCR, Fast 96-well y 5 pl
de ARN muestra o 5 pl de control positivo o
5 pl control negativo o 5 ul blanco H,O en
cada tubo diferente para las muestras y con-
troles. Se obtuvo un volumen final por reac-
cion de 25 uly se configur6 el termociclador
con los parametros de los fluordforos siguien-
tes: PRRS tipo 1(EU) sonda FAM™, PRRS
tipo 2(NA) canal Cy5, control interno de
muestra (ISC) canal HEX™ vy referencia
pasiva ROX™. Los ciclos estandar de
IDEXX Real PCR fueron 1 ciclo de trans-
cripcion inversa (RT) de 50 °C por 15 min, 1
ciclo de desnaturalizacion de 95 °C por 1 min
y 45 ciclos de amplificacion de 95 °Cpor 15s y
60 °C por 30 s.

RT-PCR Convencional in house del gen
ORF 7 Transcripcion Reversa (ADNc)

El RNA extraido fue sometido a una
retrotranscripcion para la sintesis de ADNc
utilizando el Termociclador Biometra TOne
de Analytik Jena, siguiendo las instrucciones
del Kit-OneScript® Hot cDNA Synthesis
ABM?®. La reaccion tuvo dos fases de reac-
cion: la primera mezcla tuvo un volumen final
de 14.5 pl conteniendo 5 pl ARN viral a 40
ng/ul, 1 pl de cebadores Ramdon o reversos
especificos, 1 plde dNTPsa 10 mM y 7.5 pl
agua libre de RNAsa. La mezcla se
precalent6 a 65 °C por 5 min y se incub6 en
hielo por 1 min. Luego se centrifugé breve-
mente por 1 min. La segunda mezcla se pre-
par6 con un volumen final de 5.5 pl conte-
niendo 4 pl de tampon RT a 5X, 0.5 pl
RNaseOFF Ribonuclease inhibitor a 40 U/ul

y 1 ul OneScrip RTase a 200 U/ul. Luego se
agreg6 la mezcla 2 en 1 y se homogenizo
mediante centrifugacion. Se realizo la sinte-
sis de ADNCc utilizando las siguientes condi-
ciones de amplificacion, con un tratamiento
previo para los cebadores ramdon de 25 °C
por 10 min (obviando para reversos especifi-
cos). Luego se incubaron las mezclas de re-
accion a 42 °C por 50 min. Se realizo la pa-
rada de reaccion a 85 °C por 5 min. EIADNc
se transporto en hielo y se almaceno a -80 °C.

PCR Convencional del Gen ORF 7

Los ADNc fueron amplificados en el
Termociclador Biometra TOne de Analytik
Jena. La reaccion tuvo un volumen final de
20 pl conteniendo 3 pl de ADNc a 40 ng/ul,
10 pl mezcla maestra de 2X PCR HotStart
ABM?®, 5 pl de agua libre de nucleasas
(ABM®) y 1 pl de cada cebador SKC-F-
5"CAGCCAGTCAATCARCTGTG-3";
SKC-R-5'TCGCCCTAATTGAATAGGTG-
3" a 10 pmol/pl. Estos cebadores fueron ex-
traidos de los trabajos de Balka et al. (2008),
quienes lo disefiaron de una parte gen ORF 7
de la nucleocapside y la region 3" no
codificante para detectar secuencias euro-
peas, asi como secuencias estadounidenses
en caso estén presentes en muestras clini-
cas. Las condiciones de amplificacion fue-
ron un ciclo de denaturacion inicial a 94 °C
por 3 min, seguido de 45 ciclos de 94 °C por
45 s de denaturacion, 60 °C por 30 s de ali-
neamiento y 72 °C por 60 s de extension, se-
guido de un ciclo de extension final a 72 °C
por 10 min. El tamafio del fragmento flanquea
las regiones 14 658 al 15 050 bp en Lelystad
(M96262) y 14 937 al 15 364 bp en la cepa
de referencia estadounidense VR 2332
(NC 001961) segun Balka et al. (2008).

Los cebadores fueron disefiados ma-
nualmente a partir de una region conservada
del gen ORF 7 de la nucleocapside, mediante
un alineamiento multiple de secuencias de-
positadas en el Gen Bank para ambas espe-
cies del virus y sintetizados por la empresa
Macrogen Inc (Corea del Sur). Se validaron
segun los parametros de sensibilidad, espe-
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cificidad, limite de deteccion, repetitividad y
robustez. La amplificacion fue realizada en
el Termociclador Biometra TOne (Analytik
Jena). La reaccion tuvo un volumen final de
20 ul conteniendo 3 ul de ADNc a 40 ng/ul,
10 pl mezcla maestra de 2X PCR HotStart
ABM®, 5 ul de agua libre de nucleasas
(ABM®) y 1 pl de cada cebador SKJ-F 5-
GGACCGGGGA AGAAGAACAA-3" y
SKJ-R 5"-AGTGCCGTTCACCACTCATT-
3" a 10 pmol/pl. Las condiciones de amplifi-
cado fueron: un ciclo de denaturacion inicial
a 94 °C durante 5 min seguido de 45 ciclos
de 94 °C por 45 s de denaturacion, 52 °C por
60 s de alineamiento y 72 °C por 45 s de ex-
tension, y una extension final a 72 °C por 10
min. Como producto final se obtuvo un frag-
mento de 327 bp que flanquean los 14 519 al
14 842 kb del gen ORF 7.

Electroforesis, Purificacién y Secuencia-
miento

Los productos de PCR fueron revela-
dos mediante camara de electroforesis hori-
zontal CS Cleaver Scientific multiSUB™
Choice con geles de agarosa de grado
molecular SCL AG500 Cleaver Scientific al
1%, utilizando Fluorescent Dye-DNA/Safe-
Green™ ABM®, ladder 100bp Opti-DNA
Marker 50 bp—1.5 kb ABM® y visualizados
en un fotodocumentador UVP UV solo
touch de Analytik Jena. Los trozos del gel
con el amplificado de tamafio esperado fue-
ron concentrados con el kit de purificacion
de acidos nucleicos innuPREP (Analytik
Jena). Los productos purificados fueron se-
leccionados aleatoriamente debido a la nece-
sidad de la informacion y enviados en dos
bloques. Las primeras 14 secuencias de los
cebadores de referencia y los 10 altimos di-
seflados en laboratorio. Se envio ambas he-
bras al servicio proveido por la empresa
Macrogen Inc. (Corea del Sur) mediante
BigDye v3.1 Sequencing Terminator kit (Life
Technologies) y un analizador genético ABI
3137 XL (Life Technologies).
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Analisis Filogenético del Gen ORF 7

Los 24 (14-SKC y 10-SKJ)
cromatogramas secuenciados se analizaron
por separado utilizando el paquete de secuen-
cia Chromas Lite® V. 2.6.6 y unida a las 41
secuencias de referencia del GenBank:
MF326985.1; GQ857656.1; FJ349261.1;
AY588319.1; DQ489311.1; GQ461593.1;
EF484033.1; AY032626.1; EF635006.1;
KF611905.1; KF287140.1; JQ715697.1;
EU939312.1; GQ374442.1; JQ663556.1;
HQ315837.1; FI889130.1; JX512910.2;
JQ663545.1; JF802085.1; GU047345.1;
EU076704.1; AY366525.1; KC862567.1;
AF325691.1; DQ473474.1; AB288356.1;
JIN660150.1; EU807840.1; AF184212.1;
DQ176019.1; AF331831.1; AF176348.2;
U87392.3; EF536003.1; AF066183.4;
DQ988080.1; AY424271.1; AF494042.1;
EF112445.1; EU262603.1; AY032626.1.

Con esta informacion se fabricaron los
arboles filogenéticos mediante analisis de sus-
titucion nucleotidica con el método de maxi-
ma verosimilitud basado en el modelo Kimura
2-parametros. Los valores Bootstrap se cal-
cularon utilizando 1000 réplicas de alineacion,
la busqueda heuristica se obtuvo aplicando
Nearest-Neighbour-Interchange (BioNJ).
Hubo un total de 317 y 426 posiciones en el
conjunto de datos final. Los analisis evoluti-
vos se realizaron en DNAMAN v. 10 y
MEGAG (Tamura et al., 2013). El anélisis de
homologia de nucleotidicas y aminoacidicas
(14-SKC y 10-SKJ) fueron comparadas con
la variante de referencia NADC34 de la es-
pecie Betaarterivirus suid 2 mediante el
programa DNAMAN v. 10.0 (Wang, 2016).

RESULTADOS

Las 85 muestras de suero fueron
testeadas utilizando las dos metodologias de
diagnéstico. En la primera se empled un kit
comercial, utilizando el gen Nsp2 del virus
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Figura 1. Analisis de RT-qPCR IDEXX de las especies de Betaarterivirus suid 1y
Betaarterivirus suid 2 (duplicado). (a) control positivo (CP kit): Betaarterivirus suid
1 (FAM™-celeste) y Betaarterivirus suid 2 (Cy5-verde); (b) 6 muestras RNA cam-
po: Betaarterivirus suid 2 (Cy5-verde); (c) control negativo (H,O grado molecular):
ruido sin fluorescencia (azul y verde); (¢) control interno muestra (ISC kit): RNA
enddgeno (HEX™ -rosado). Las curvas de amplificacion con valores Ct d»28 de vPRRS

como referencia para la deteccion de las es-
pecies Betaarterivirus suid 1y Betaarteri-
virus suid 2. Se identificaron 24 aislados con
un Ctd»28. Todas las muestras identificadas
fueron de la especie Betaarterivirus suid 2
(Figura 1, Cuadro 1).

RT-PCR Convencional in house del gen
ORF 7

El segundo diagndstico se se realizod
mediante un kit in house con cebadores para
el gen ORF 7 de la nucleocapside. Ambos se
usaron para tipificar las muestras de suero.
Se logro la amplificacion del gen identifican-
do 10 positivos con tamafios especificos de
327 pb con los cebadores disefiados y 14 po-

sitivos 427 pb con los cebadores de referen-
cia (Figura 2).

Analisis Filogenético del Gen ORF 7

Las genealogias construidas con el
gen ORF 7 mediante sustitucion nucleotidica
utilizando maxima verisimilitud se muestran
en las Figuras 3 y 4. Para la genealogia de
los cebadores SKC se empled un alineamiento
multiple de secuencias, tanto de las especies
Betaarterivirus suid 1 (cuadrado guinda),
Betaarterivirus suid 2 (rombo azul) y las
cepas peruanas de la presente investigacion
(circulo rojo) seglin se indica en la Figura 3.
Se obtuvieron tres linajes y se identificaron
dos subespecies y cuatro grupos (Figura 3).
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Cuadro 1.

Resultados de la identificacion molecular de 24 aislados del virus del Sindrome

Reproductivo y Respiratorio Porcino (VPRRS) en muestras de sangre de cerdos

de la region de Lima, Peru

HomologiaNADC34®(%)

cDNA RT-PCR pb RT-gqPCR kit! — — Genotipificacion
Nucle6tido  Aminoacido
1 Skc/427  Betaartevirus suid 2 89 11
2 Skc/427  Betaartevirus suid 2 89 11
3 Skc/427  Betaartevirus suid 2 89 11
4 Skc/427  Betaartevirus suid 2 89 11
5 Skc/427  Betaartevirus suid 2 89 11
6 Skc/427  Betaartevirus suid 2 89 11
7 Skc/427  Betaartevirus suid 2 89 11
8 Skc/427  Betaartevirus suid 2 89 11
9 Skc/427  Betaartevirus suid 2 89 11
10 Skc/427  Betaartevirus suid 2 89 11
11 Skc/427  Betaartevirus suid 2 89 11
12 Skc/427  Betaartevirus suid 2 89 11
13 Skc/427  Betaartevirus suid 2 89 11
14 Skc/427  Betaartevirus suid 2 89 11
15 Skj/327  Betaartevirus suid 2 100 98 Linaje 1, sublinaje 1.5
16 Skj/327  Betaartevirus suid 2 100 98 Linaje 1, sublinaje 1.5
17 Skj/327  Betaartevirus suid 2 100 98 Linaje 1, sublinaje 1.5
18 Skj/327  Betaartevirus suid 2 87 88 Linaje 1, sublinaje 5.1
19 Skj/327  Betaartevirus suid 2 87 88 Linaje 1, sublinaje 5.1
20 Skj/327  Betaartevirus suid 2 99 98 Linaje 1, sublinaje 1.5
21 Skj/327  Betaartevirus suid 2 99 98 Linaje 1, sublinaje 1.5
22 Skj/327  Betaartevirus suid 2 99 98 Linaje 1, sublinaje 1.5
23 Skj/327  Betaartevirus suid 2 99 98 Linaje 1, sublinaje 1.5
24 Skj/327  Betaartevirus suid 2 98 98 Linaje 1, sublinaje 1.5

1 RT-qPCR utilizando termociclador de Applied Biosistems 7500. Los valores Ct fueron <28 ciclos segun

control interno muestra (CSl)

2 Porcentaje de homologia a vPRRS utilizando las secuencias nucleétidos y aminoacidos mediante el

programa DNAMAN

Se observa la exclusion del clado pertene-
ciente a los 14 aislados del estudio, debido a
que estos cebadores contienen una region
codificante 3’ amplificada, por ello solo es
eficaz para el diagnoéstico. La region de am-
plificacion flanquea 14 658 al 15 060 bp en
los genotipos americanos, demostrando la
eficacia para el diagnostico de Betaarte-
rivirus suid 2 con el tamafio reportado para
las especies de origen europeo segun la refe-
rencia de estos cebadores.
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La genealogia de los cebadores disefia-
dos muestran unos valores Bootstraping de
100% para un alineamiento multiple dando
como resultado dos especies bien definidas.
Las especies de Betaarterivirus suid 1,
Betaarterivirus suid 2 segln se indica en la
Figura 4. Ademas, los clados que agrupan a
los tres linajes representativosl, 5 y 8 mues-
tran valores aceptables de Bootstraping, in-
dicando una relacion bien definida para la in-
ferencia parental de la especie Betaarteri-
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. 427bp/skc

W 327bp/skj

Figura 2. RT-PCR convencional in house de los genes ORF 7 y ORF 5 disefiados en laborato-
rio. Linea 1 y 5 (GP5-SKA): ADNc muestra positiva de campo PRRS; Linea 2, 4, 6
y 8 (bronquitis aviar): controles negativos de ADNc de IBV; Linea 3 (ORF 7-SKJ):
ADNCc muestra positiva campo PRRS; Linea 7 (ORF 7-SKC): ADNc¢ muestra posi-
tiva campo PRRS; Linea M (ladder): 100 bp Plus Opti-DNA Marker ABM® 50 bp—

1.5kb

virus suid 2. Los aislados comparten rela-
cion del linaje 1: sublinaje 1.5 de la especie
Betaarterivirus suid 2 con la variante re-
presentativa NADC34 segtin las ramificacio-
nes internas con valores Bootstraping de
99%. Sin embargo, los valores de soporte para
las ramas internas de los aislados 18 y 19
permite dar un acercamiento al linaje 5:
sublinaje 5.1 con la variante representativa
norteamericana RespPRRS -MLV. Esta va-
riante es una cepa de principal foco de pre-
valencia en Estados Unidos y es cominmen-
te utilizada como cepas vacunales.

En la Figura 4 se observa la clasifica-
cion de los linajes 1, 5 y 8, ubicando a las
cepas estudiadas en los sublinajes 1.5y 5.1.
El analisis de homologia demostr6 que los 14
primeros aislados con los cebadores de refe-
rencia tuvieron un porcentaje de identidad

nucleotidica de 89% (aminoacidica de 11%)
y los 10 tltimos aislados un porcentaje de 87%
(2) y 99% (8) de identidad nucleotidica, con
la cepa de referencia de la especie Betaarte-
rivirus suid 2 (Cuadro 1).

DiscusioN

La enfermedad viral en cerdos desde
su deteccion a finales de la década de los 90
sigue causando pérdidas considerables en la
economia porcina (Castillo y Ramirez, 2021).
Los esfuerzos de las entidades encargadas
de evaluar la prevalencia del virus a nivel
nacional han sido insuficientes. Se han re-
portado infecciones en cerdos de edades tem-
pranas mediante métodos serologicos y
moleculares como RT-PCR anidada y RFLP
(Ramirez et al., 2013, 2019; Calcina et al.,
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Figura3. El arbol filogenético de las especies de Betaarterivirus suid 1 'y Betaarterivirus
suid 2 con los cebadores de referencia. Se utiliz6 sustitucion nucleotidica mediante
maxima verosimilitud aplicando (BioNJ) con el modelo de Kimura-2-parametros, se
empled un Bootstraping de 1000 réplicas de alineacion y los analisis evolutivos se
realizaron en MEGA6
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Figura4. El arbol filogenético de las especies Betaarterivirus suid 1y Betaarterivirus suid 2

10

con el cebador SKJ. Se utilizo sustitucion nucleotidica mediante maxima verosimilitud
aplicando (BioNJ) con el modelo de Kimura-2-parametros. Se emple6 un Bootstraping
de 1000 réplicas de alineacion y los analisis evolutivos se realizaron en DNAMAN 10
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2014); no obstante, en una revision reciente
de Castillo y Ramirez (2021) se menciona que
aun no esta claro el panorama sobre la reali-
dad y la vigilancia epidemiologica molecular
de las especies del virus, asi como de las po-
sibles variantes existentes en el pais. Ante
esto, se realizaron los dos ensayos conjuntos
del presente estudio mediante un kit comer-
cial de RT-qPCR y un disefio in house de
RT-PCR convencional evaluando 85 mues-
tras de granjas porcinas de Lima.

Se validaron dos cebadores estandari-
zados para el diagndstico mediante el gen
OREF 7 de la nucleocapside demostrando una
buena deteccion para vPRRS; sin embargo,
el cebador de referencia no permite diferen-
ciar entre las especies y es ineficiente para
las relaciones filogenéticas, lo que solo seria
util para el diagnostico. Estos resultados con-
cuerdan con el estudio de Balka et al. (2008),
ya que solo fue utilizado para identificar
PRRS. Sin embargo, en esta investigacion se
utiliz6 como estandar de diagnostico para los
cebadores disefiados y corroborar la inefica-
cia para la filogenia que no es mencionada
por dichos investigadores. Por otro lado, el
cebador disefiado para este estudio muestra,
ademas de la buena deteccion, una mejor in-
ferencia filogenética, ya que ubica a ocho de
los aislados en el linaje 1 sublinaje 1.5 de la
cepa representativa NADC34. Estos mismos
resultados fueron evidenciados en los aisla-
dos tipificados como NADC34 con 99% de
identidad nucleotidica por Ramirez et al.
(2019), donde obtuvieron 15 genotipos 1-7-4
por RFLP. Ademas, es importante resaltar
que Van Geelen et al. (2018) mencionan que
este genotipo es derivado de NADC31 per-
teneciente al linaje 1: sublinaje 1.6.

Los datos de la inferencia filogenética
con los cebadores disefiados determinaron
que los 10 aislados estan en estrecha rela-
cion con las variantes NADC34 vy
RespPRRS MLV de la especie Betaarte-
rivirus suid 2; formando los linajes 1:
sublinaje 1.5 y linaje 5: sublinaje 5.1. Asimis-

Rev Inv Vet Pert 2022; 33(6): €21626

mo, los resultados muestran a las cepas 18 y
19 dentro del linaje 5 representada por la va-
riante RespPRRS MLV. La principal rele-
vancia de los hallazgos del presente estudio
se basa en la identificacion las variantes
patogénicas en sueros, una de ellas es la va-
riante NADC3, que ya ha sido reportada, y
la variante RespPRRS MLV con foco de
prevalencia en Norteamérica.

La principal preocupacion es la capaci-
dad de recombinacion de las cepas de cam-
po con las cepas vacunales, ya que una ca-
racteristica importante del virus es su gran
variabilidad (Brockmeier et al., 2012). Esto
dificulta el desarrollo de vacunas efectivas,
ya sean muertas o vivas por el alto riesgo de
reversion hacia cepas mas patogenas (Zhang
et al., 2018). Por ello hay la posibilidad que
los aislados 18 y 19 sean producto de cerdos
inmunizados con la cepa vacunal Resp-
PRRS MLV. Sin embargo, ya sea de una u
otra manera, la realidad es muy preocupante
porque la confirmacion de la prevalencia de
la variante NADC34 podria causar una
recombinacion con esta cepa vacunal (Zhang
et al.,2018). Este hallazgo debera ser corro-
borado en futuras investigaciones. Es impor-
tante indicar que los aislados de vVPRRS re-
portadas en Chile y Uruguay difieren de los
aislados identificadas en Peru (Ramirez et al.,
2019), y que los analisis de secuencia del
ORF7 de las cepas uruguayas revelaron una
estrecha relacion del virus con la cepa histo-
rica VR2385 de vPRRS (Ramos et al., 2018).

Los ensayos de vigilancia molecular en
los dos afios del estudio no reportan la pre-
sencia de la especie Betaarterivirus suid 1
en las granjas porcinas de Lima, a diferencia
de lo indicado por Ramirez et al. (2013). Por
otro lado, para poder descartar los falsos po-
sitivos en las pruebas RT-PCR anidada se
debe realizar una vigilancia mas exhaustiva
con técnicas mas sensibles, ya que la preva-
lencia de este virus es alta en lugares donde
son identificados (Dietze et al., 2011; Lopez
etal., 2015).
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CONCLUSIONES

Se identificaron 24 aislados de la espe-
cie Betaarterivirus suid 2 mediante el
gen Nsp 2 del test comercial, sin lograr
aislar Betaarterivirus suid 1 en las
granjas de Lima.

Se demuestra la especificidad de una
RT-PCR convencional in house con los
cebadores disefiados en laboratorio para
deteccion y analisis filogenéticos del gen
ORF 7.

La genotipificacion de los primeros 14
aislados del gen ORF 7 de los cebadores
SKC sirven para realizar el diagnostico
y se comprueba que no son utiles para
analisis filogenéticos.

Se genotipificaron 10 aislados de
Betaarterivirus suid 2 con los cebado-
res SKJ del gen ORF 7, estando 8 de
ellos relacionados al linaje 1: sublinaje 1.5
con la variante representativa NADC34
y 2 al linaje 5: sublinaje 1.5 con la va-
riante representativa RespPRRS MLV.
Se identificé un 99% de homologia
nucleotidica (8) y 87% (2) con la varian-
te de referencia NADC34 por con el
programa DNAMAN 10.
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