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Resumen  

El síndrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS) es una enfermedad viral 

de los cerdos económicamente significativa en todo el mundo causando falla 

reproductiva en hembras y mortalidades en los cerdos jóvenes. Las vacunas 

disponibles no han logrado controlar la enfermedad haciendo necesario utilizar 

nuevas estrategias para ayudar a controlar la circulación continua del virus. Las 

proteínas no estructurales (Nsp´s) del virus desempeñan un papel clave en el 

procesamiento y la maduración del virión y se sabe que pueden generan 

respuestas de anticuerpos pronunciadas contra el virus de PRRS, por lo que el 

objetivo de este trabajo fue producir y purificar proteínas recombinantes de las 

Nsp´s 1, 2, 7 y 11 de ORF1 de PRRSV para estudiar in vitro su comportamiento 

inmunogénico y antigénico.  En este trabajo se clonaron y expresaron las Nsp´s 1 

y 11 con las cuales se desarrolló una prueba de ELISA utilizando Nsp1 con un 

punto de corte de 0.189 y para Nsp11 con un valor de corte de 0.179 a una 

densidad óptica de 450nm y se compararon con una prueba de ELISA-UNAM 

altamente específica con un virus de campo como antígeno de placa.  Se probó un 

panel de 50 muestras de suero de cerdos positivos a PRRS y 50 negativos 

obteniendo un 92% (92+/8-) de positividad para Nsp1 y 99% (99+/1-) para Nsp11; 

la sensibilidad para Nsp1 fue 53.8% y 98.03% de especificidad, Nsp11 obtuvo una 

sensibilidad de 50.50% y 100% de especificidad ambas en comparación con la 

prueba ELISA-UNAM. Además, se montó una prueba de seroneutralización 

utilizando sueros hiperinmunes de Nsp1 y Nsp11 elaborados en cerdo en la cual 

se observó que el suero hiperinmune de Nsp1 tuvo un título protector de 1:32 a 

100 Dosis Infectantes (DI) y 1:16 con 300 DI; en el caso de Nsp11 se obtuvo un 

título protector de 1:8 con 100 DI y 1:4 con 300 DI; con dosis más elevadas (500 y 

1000 DI) la respuesta neutralizante de los sueros fue menor. Este trabajo permitió 

evaluar la antigenicidad, inmnogenicidad de estas Nsp´s y establecer un 

antecedente para proponer el uso de estas proteínas en ensayos futuros. 

 

Palabras clave. PRRS, Arterivirus, proteínas no estructurales, protección 
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Abstract  

 

Porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) is an economically 

significant disease of pigs worldwide causing reproductive failure in sows and 

mortalities in young pigs. The available vaccines have failed to control the disease 

making it necessary to use new strategies to help control the continuous circulation 

of the virus. The nonstructural proteins (Nsp´s) of the virus play a key role in the 

processing and maturation of the virion and it is known that they can generate 

pronounced antibody responses against the PRRS virus, the objective of this work 

was to produce and purify recombinant proteins of the Nsp´s 1, 2, 7 and 11 of 

ORF1 of PRRSV to study in vitro its immunogenic and antigenic behavior. In this 

work the Nsp's 1 and 11 were cloned and expressed with which an ELISA test was 

developed using Nsp1 with a cut-off point of 0.189 and for Nsp11 with a cut-off 

value of 0.179 at an optical density of 450nm and comparing them with a highly 

specific ELISA-UNAM test with a field virus as a plaque antigen and testing a panel 

of 50 PRRS and 50 negative pig serum samples obtaining 92% (92 + / 8-) positive 

for Nsp1 and 99% (99 +/1) for Nsp11; The sensitivity for Nsp1 was 53.8% and 

98.03% specificity, Nsp11 obtained a sensitivity of 50.50% and 100% specificity 

both compared to the ELISA-UNAM test. In addition, a seroneutralization test was 

used using hyperimmune sera of Nsp1 and Nsp11 made in pig in which the 

hyperimmune serum of Nsp1 observed a protective titer of 1:32 to 100 Infecting 

Dose (DI) and 1:16 with 300 DI, in the case of Nsp11 a protective title of 1: 8 was 

obtained with 100 DI and 1: 4 with 300 DI; with higher doses (500 and 1000 DI) the 

neutralizing response of the sera was lower. This work allowed to evaluate the 

antigenicity, inmnogenicity of these Nsp's and establish a background to propose 

the use of these proteins in future trials. 

 

Keywords. PRRS, Arterivirus, proteínas no estructurales, protección  
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I. Introducción   

El síndrome reproductivo y respiratorio del cerdo (PRSS) fue descrito por primera 

vez en la década de los 80´s en Estados Unidos de Norte América (Keffaber 

1989), es una enfermedad viral grave de los cerdos que causa grandes pérdidas 

económicas a la industria porcina en todo el mundo. Se caracteriza por la falla 

reproductiva en cerdas adultas y jóvenes desarrollando fiebre transitoria, lechones 

muertos por camada además de abortos, los lechones vivos presentan pérdida de 

apetito, letargo, diarrea y en ocasiones mueren, cerdos jóvenes en crecimiento 

desarrollan neumonía y retrasos en el crecimiento (Goyal 1993; Collins et al. 1992; 

Pileri y Mateu 2016). PRRS es considerado una de las enfermedades infecciosas 

con mayor impacto en la industria porcina, que causa grandes pérdidas 

económicas (Holtkamp et al. 2013) y aunque existen varias vacunas como 

herramientas para el control de la enfermedad, ninguna es plenamente eficaz 

contra todas las cepas del virus de PRRS (Darwich, Díaz, y Mateu 2010). La 

enfermedad surgió con dos genotipos diferentes en continentes separados 

(América y Europa) (Keffaber 1989; Albina 1997) cuyo virus posee una notable 

diversidad fenotípica y genética, debido a su replicación y recombinación que 

genera un genoma viral extraordinariamente flexible (Matthew A. Kappes y 

Faaberg 2015). Estos y otros factores son los responsables de la falta de una 

protección completa de las vacunas (Darwich, Díaz, y Mateu 2010). 

El virus de PRRS (PRRSV) infecta y se replica en células que participan en la 

respuesta inmune innata y adaptativa como macrófagos particularmente 

alveolares y células dendríticas (Lunney, Benfield, y Rowland 2010), logra inhibir la 

expresión de interferón (IFN) tipo I (α/β), el cual es responsable de inducir la 

síntesis de una gran cantidad de proteínas antivirales (Darwich, Díaz, y Mateu 

2010).  La falta de una respuesta inflamatoria y la débil respuesta inmune innata 

crea un microambiente desfavorable en el desarrollo de la respuesta adaptativa (A 

Burgara-Estrella et al. 2013) ocasionando una aparición retardada de anticuerpos 

neutralizantes hasta 3-4 meses después de la infección (Flores-Mendoza y 

Hernández 2010). Las proteínas no estructurales (Nsp´s) del PRRSV juegan un 

papel clave en el procesamiento y la maduración del repertorio de proteínas 
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estructurales del virión.  Se ha comprobado que existe una respuesta de 

anticuerpos contra estas proteínas no estructurales en los cerdos infectados y 

vacunados (Johnson, Yu, y Murtaugh 2007), la cual aparece  desde el momento 

más temprano de la infección y pueden ser presentados al sistema inmune en el 

contexto de las principales vías de presentación de antígenos del complejo de 

histocompatibilidad,  generando una respuesta de anticuerpos pronunciada, 

equivalente a la respuesta inmune contra las proteínas estructurales y estos 

anticuerpos se mantienen en el organismo por varios meses (Brown et al. 2009; F. 

X. Wang et al. 2013; Lunney et al. 2016).  

Trabajos previos sobre la respuesta inmune al PRRSV se han enfocado 

principalmente en el estudio de la respuesta inmune contra proteínas estructurales 

como N ó GP5 pero la alta variabilidad así como las pobres respuestas del 

individuo frente al virus no han permitido encontrar la estrategia ideal para 

enfrentar este agente infeccioso (Chand, Trible, y Rowland 2012; Renukaradhya et 

al. 2015). Los anticuerpos específicos para Nsp´s se producen en títulos altos 

como respuesta a la replicación del virus, especialmente contra las proteínas 

Nsp1a, Nsp1b, Nsp2 y Nsp7 (Fang y Snijder 2010), y se piensa que estos 

anticuerpos pueden usarse para diferenciar los anticuerpos post-infección y post-

vacunales en animales donde previamente se aplicaron vacunas inactivadas. 

En este trabajo se clonaron y expresaron las proteínas Nsp1 Nsp11 no 

estructurales en células de Escherichia coli para comparar su sensibilidad y 

especificidad diagnósticas con un panel de sueros de cerdos de diferentes estados 

y que han estado en contacto con PRRSV y con la finalidad de determinar la 

respuesta inmune humoral al PRRSV frente a Nsp´s y desarrollar nuevas 

herramientas para la identificación de animales infectados con el virus, 

adicionalmente fueron evaluados sueros hiperinmunes elaborados con las 

proteínas recombinantes Nsp1 Nsp11 en una prueba de seroneutralización para 

determinar si estas proteínas también tienen participación en el bloqueo o 

disminución de la infección por el PRRSV.
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II. Antecedentes  

Síndrome reproductivo y respiratorio porcino 

El síndrome reproductivo y respiratorio del cerdo (PRSS Porcine Reproductive and 

Respiratory Syndrome) fue descrito por primera vez en la década de los 80´s en 

Estados Unidos de América (Keffaber 1989). Es una enfermedad grave de los 

cerdos que se caracteriza por la falla reproductiva en cerdas adultas y jóvenes, 

neumonía en cerdos jóvenes en crecimiento, y un aumento en la mortalidad 

predestete (Goyal 1993; OIE 2008). La falla reproductiva provoca infertilidad en las 

cerdas, abortos y mortinatos. También se observa el nacimiento de lechones 

débiles que mueren poco después del nacimiento a causa de las enfermedades 

respiratorias y las infecciones secundarias causada por agentes infecciosos como 

Mycoplasma hyopneumoniae y Haemophilus parasuis (Maclachlan, Dubovi, y 

Fenner 2011; Goyal 1993). Los verracos infectados con el virus de PRRS 

(PRRSV) y en animales vacunados con virus atenuado, el virus puede encontrarse 

en el semen, lo que puede provocar cambios en la morfología y función del 

espermatozoide (OIE 2008) además de que el virus puede transmitirse vía genital 

o por uso de semen contaminado (Christopher-Hennings et al. 2008). La 

enfermedad es causada por el virus del Síndrome Reproductivo y Respiratorio 

Porcino (PRRSV) un virus RNA envuelto, monocatenario, sentido positivo, 

recientemente reasignado al orden Nidovirales familia Arteriviridae, género 

Betaarterivirus, subgénero Ampobarterivirus y asignando dos especies diferentes y 

que son causantes de la enfermedad: Betaarterivirus suid 1 antes PRRSV-1 y 

Betaarterivirus suid 2 antes PRRSV-2 (King et al. 2018). 

En la familia Arteriviridae, también se incluyen  el virus de lactato-deshidrogenasa 

de elevación (LDH), el virus de la arteritis viral equina (EAV) y el virus de la fiebre 

hemorrágica del simio (Collins et al. 1992; Dea et al. 1992; J. J. Meulenberg et al. 

1993). El virus posee características importantes: capacidad de infectar 

macrófagos/monocitos por lo que se da una infección persistente, modulación del 

sistema inmune y alta variabilidad genética y antigénica (Macías et al. 2006). Por 

comparación de secuencias de los virus aislados, este se ha dividido en dos 
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diferentes genotipos: virus Lelystad o PRRSV tipo 1 (europeo), y virus de América 

del Norte o PRRSV (Matthew A. Kappes y Faaberg 2015) y se encontró que la 

identidad de aminoácidos entre estos dos tipos es menos de 60% (Murtaugh, 

Elam, y Kakach 1995). 

Reportado a principios de 1990 en Europa Occidental (Wensvoort et al. 1991) el 

PRRSV (virus de Lelystad) se aisló inicialmente en Holanda y fue considerado 

como el ancestro de PRRSV tipo 1 que formaba un grupo filogenético altamente 

homólogo (similar a Lelystad) con muestras contemporáneas provenientes de 

Bélgica, Francia, Alemania , Gran Bretaña, Países Bajos y España (Goyal 1993; 

Nodelijk 2002) sin embargo, estos virus similares a Lelystad apenas 

representaban una pequeña parte de la diversidad de PRRSV Tipo 1,  y por lo 

tanto no se pueden considerar como un virus ancestral (Shi et al. 2010). La 

diversidad de PRRSV se descubrió a medida que se incrementaron los casos y los 

muestreos en Europa, Asía y América (Nodelijk 2002; Stadejek et al. 2013). El  

PRRSV tipo 2 ó PRRSV tipo americano o del Norte (por su identificación y 

ubicación original) posee nueve linajes definidos por Shi y colaboradores (Shi et al. 

2010), siete se han mantenido por su diversidad norteamericana y dos restantes 

se encuentran sólo en los países asiáticos. El “ancestro” de tipo 2 de la cepa VR-

2332, se aisló de muestras de tejidos infectados colectados en la epidemia a 

finales de los años 80´ (Collins et al. 1992) aunque las primeras secuencias no 

fueron logradas hasta principios de 1990 (Figura 1). PRRSV es considerado uno 

de los virus ARN con más rápida evolución en el planeta con una tasa de 4.7 a 9.8 

× 10-2 /sitio/año (Hanada et al. 2005), llegando a formar cuasiespecies 

estrechamente relacionadas (Goldberg et al. 2003; Chen et al. 2015). La deriva 

antigénica y genética son los mecanismos posibles que explican la aparición de 

nuevas variantes genéticas y con ello la aparición de nuevos virus con mayor 

virulencia o con la capacidad de evadir la respuesta inmune generada por la  

vacunación (Chand, Trible, y Rowland 2012). 
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Figura 1. Clasificación e historia evolutiva de todos los linajes de PRRSV de tipo 2. Linajes divididos por líneas 

de puntos. La información de cada linaje se indica al lado de la filogenia, incluida la diversidad del linaje, su 

distribución dentro de los Estados Unidos, su distribución internacional, y algunos aislados conocidos. Tomado 

de Phylogeny-based evolutionary, demographical, and geographical dissection of North American type 2 porcine 

reproductive and respiratory syndrome viruses (Shi et al. 2010). 

 

El genoma del PRRSV (Figura 2) es de aproximadamente 15 kb con 10 marcos de 

lectura abiertos (ORF), entre ellos genes que expresan la replicasa ubicados en el 
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extremo 5 'seguido de los genes que codifican proteínas estructurales en el 

extremo 3' (Snijder, Kikkert, y Fang 2013). La mayor parte del genoma (∼60–70%) 

codifica para proteínas no estructurales que se encuentran en el extremo 5 'del 

genoma, inicialmente expresan dos poliproteínas diferentes pp1a y pp1ab que se 

dividen en al menos 14 Nsp´s y están implicadas en la replicación viral. Las 

proteínas estructurales se expresan en genes ubicados cerca del extremo 3´(ORF 

2-7), estos genes codifican cuatro glucoproteínas asociadas a la membrana 

(GP2a, GP3, GP4 y GP5), tres proteínas de membrana no glicosiladas (E, ORF5a 

y M) y una proteína de la nucleocápside (N) (Lunney et al. 2016) y otras proteínas  

que están asociadas a la envoltura viral y empaquetamiento de ARN (Dokland 

2010) (Tabla 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estructura del genoma del virus de PRRS. A) Las proteínas no estructurales se 

encuentran en el extremo 5 'del genoma, codifican para dos poliproteínas pp1a y pp1ab que se 

dividen en al menos 14 Nsps (Nsp1 a Nsp12 y Nsp1a y Nsp1b, y Nsp7a, y Nsp7b, las proteínas 

estructurales ubicadas cerca del extremo 3 'están asociadas a la envoltura viral y al empaque de 

ARN. (B) PRRSV partícula viral madura, con una bicapa lipídica donde se encuentran 

glicoproteínas del receptor viral involucradas en la infección y la internalización celular. El ARN 

positivo monocatenario está asociado con la proteína nucleocápside en la capa interna del virus. 

Tomado y modificado de Key Gaps in the Knowledge of the Porcine Respiratory Reproductive 

Syndrome Virus (PRRSV). (Montaner-Tarbes et al. 2019). 

 

Helicasa + polimerasa 

Ácido siálico  
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Tabla 1. Proteínas que conforman el virus de PRRS y sus funciones 

Gen Proteína Función 

ORF1a Nsp1 α Contiene proteasa PLPαc; proteína de zinc-finger; regulador de síntesis de 
ARNm; potencial antagonista de interferón (IFN) 

Nsp1 β Contiene proteasa PLPαc, potencial antagonista de IFN 

Nsp2  Contiene proteasa PLP2; enzima desubiquitinante; potencial antagonista de 
IFN; proteína transmembrana involucrada en la modificación de la membrana 
formando complejo de replicación 

Nsp3 Proteína de dominio transmembrana (TM) implicada en la modificación de la 
membrana; formando complejo de replicación 

Nsp4  Proteasa; inductor de apoptosis; potencial antagonista de IFN 

Nsp5  Proteína transmembranal posiblemente involucrada en modificaciones 
membranales 

Nsp6  ¿? 

Nsp7 α La proteína Nsp7 recombinante es altamente antigénica  

Nsp7 β 

Nsp8  Dominio N-terminal de Nsp9 

ORF1b  Nsp9  ARN polimerasa dependiente de ARN 

Nsp10  ARN NTPasa / helicasa; contiene dominio putativo de unión a zinc 

Nsp11  Endoribonuclease Uridilato específica (NendoU) 

Nsp12  ¿? 

ORF2a GP2a Proteína estructural menor glIcosilada; esencial para la infectividad del virus; 
incorporada en el virion como un complejo multimérico con GP3-4; proteína de 
fijación viral 

ORF2b E Proteína estructural menor no glicosilada y miristoilada; esencial para la 
infectividad del virus; incorporado en virion como un complejo multimérico; 
posee propiedades de tipo canal iónico y puede funcionar como una viroporina 
en la envoltura 

ORF3 GP3 Proteína estructural menor glicosilada; esencial para la infectividad del virus; 
altamente antigénica y puede estar involucrada en la neutralización viral; 
incorporada en los viriones como un complejo multimérico con GP2a y GP4. 

ORF4 GP4 Proteína estructural menor glicosilada; esencial para la infectividad del virus; 
formación del complejo GP2a-3-4 para incorporar al virión; proteína de unión 
viral y puede estar implicada en la neutralización viral 

ORF5 GP5 Proteína estructural mayor glicosilada; proteína trasmembranal con un número 
variable de sitios de N-glicosilación; es la proteína estructural más variable; 
forma un heterodímero unido por disulfuro con proteína M 

ORF5a ORF5a Proteína estructural menor hidrofóbica no glicosilada; esencial para la 
viabilidad del virus; incorporada en virión como un complejo multimérico 

ORF6 M Proteína estructural mayor no glicosilada, altamente conservada, la formación 
de un heterodímero con GP5 es crucial para la infectividad viral, participa en el 
ensamblaje e infectividad del virus 

ORF7 N Proteína estructual no glicosilada y fosforilada, componente de la capside viral, 
altamente antigénica, potencial antagonista de IFN 

Tomado y modificado de Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV): Pathogenesis and 
Interaction with the Immune System (Lunney et al. 2016) 
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Los genes importantes para la adaptación del virus generalmente expresan las 

proteínas ubicadas en el exterior del virión, donde interactúan con el medio 

ambiente, incluyendo el sistema inmune del huésped. Los ORFs 3, 4, 5, y 6 son 

los genes que codifican los componentes exteriores del virión del PRRSV, por lo 

que se consideran candidatos importantes para su adaptación en los cerdos 

(Hanada et al. 2005). El virus puede ser aislado de linfonodos hasta 100 días 

después de la infección y los cerdos persistentemente infectados pueden 

transmitir el virus a cerdos sanos. La replicación del virus en el huésped disminuye 

gradualmente hasta que el virus se extingue, en alrededor de 200 días después de 

la infección (Lu, Archibald, y Ait-Ali 2014), el mecanismo por el cual se mantiene la 

infección por un largo tiempo, depende de varios factores como estructura del 

virión dominada por proteínas de la superficie fuertemente glicosiladas,  la re-

dirección de la respuesta humoral hacia proteínas no superficiales como la 

proteína N , la deriva antigénica y genética dentro de los genes estructurales y no 

estructurales (Chand, Trible, y Rowland 2012) 

Replicación  

La replicación viral comienza por la interacción de las glucoproteínas virales con 

los receptores celulares CD163 y CD169 activando la endocitosis mediada por 

clatrina y la liberación del genoma viral en el citoplasma; existen otras moléculas 

involucradas en la entrada viral, como CD151 y vimentina (Zhang y Yoo 2015). 

Después de la entrada celular, el PRRSV provoca una serie de modificaciones 

intracelulares para completar su ciclo de replicación, que incluye reordenamientos 

de orgánulos de membrana intracelular para generar el complejo de replicación. 

Estos incluyen la formación de vesículas perinucleares de doble membrana 

aparentemente derivadas del retículo endoplásmico, síntesis de ARN genómico, 

transcripción de ARN segmentado y expresión de proteínas virales (M A Kappes y 

Faaberg 2015). Una vez que el genoma ingresa al citoplasma, ORF1a y ORF1b, 

ubicadas en los tres cuartos proximales del extremo 5` del genoma viral, se 

transcriben para producir dos poliproteínas grandes, pp1a y pp1ab, el 

procesamiento autocatalítico de estos precursores genera al menos 14 proteínas 
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no estructurales 10 codificados en ORF1a (NSP1α, NSP1β, NSP2 a NSP6, 

NSP7α, NSP7β y NSP8) y 4 codificados en ORF1b (NSP9 a NSP12). La mayoría, 

si no todos, de los NSP se ensamblan en un complejo de replicación y 

transcripción (RTC) que se acumula en vesículas de doble membrana derivadas 

de retículo endoplásmico inducidas por virus. El RTC dirige tanto la amplificación 

del genoma (replicación) como la síntesis de ARNm subgenómico (transcripción) 

(Fang y Snijder 2010) produciendo un conjunto anidado de seis ARNm 

subgenómicos principales a través de los cuales se expresan ocho ORF en su 

mayoría superpuestos situados en la región proximal 3` del genoma viral que 

codifican para ocho proteínas estructurales que constituyen el virión infeccioso 

(Dokland 2010) es decir, cuatro componentes menores codificados en ORF2a 

(GP2 / 2a), ORF2b (E), ORF3 (GP3) y ORF4 (GP4); tres componentes principales 

codificados en ORF5 (GP5), ORF6 (M) y ORF7 (N,) y una proteína recientemente 

identificada codificada en ORF5a que se superpone con el extremo 5` de ORF5 (J. 

J. Meulenberg et al. 1995; Yun y Lee 2013). En la etapa tardía de la replicación 

viral, múltiples copias de las proteínas N se unen al ARN genómico recién 

sintetizado para formar un complejo de nucleocápside, que brota en la luz del 

retículo endoplásmico liso y rugoso y / o complejo de Golgi y adquiere las seis 

proteínas de la envoltura viral, es decir, E, M y GP2 a GP5. Finalmente, los 

viriones maduros de la progenie acumulados en los compartimientos de la 

membrana intracelular se liberan al espacio extracelular a través de la exocitosis 

(Fang y Snijder 2010; Yun y Lee 2013; Montaner-Tarbes et al. 2019). (Figura 3). 

Patogenia 

Los cerdos son el único huésped natural conocido de PRRSV, tiene un tropismo 

muy restringido a células del linaje monocítico. El macrófago alveolar porcino 

completamente diferenciado sirve como célula blanco para la infección por 

PRRSV, las células dendríticas también pueden soportar la replicación de PRRSV 

(Lunney et al. 2016), el ciclo de replicación es rápido y la infección produce lisis de 

la célula afectada y una apoptosis inducida por el virus en las células adyacentes 

(Chand, Trible, y Rowland 2012). 
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El virus ingresa por vía oronasal y genital; penetra a epitelios nasal y tonsilar, a 

macrófagos pulmonares y a endometrio uterino. Tiene un período de incubación 

de tres días a varias semanas, y tiene periodos de latencia en casos endémicos. 

Llega a tejidos linfoides regionales y después se distribuye a nivel sistémico por 

las vías sanguínea y linfoide, circulando libre o ligado a monocitos circulantes 

produciendo leucopenia. El virus es eliminado principalmente por saliva, orina, 

semen, secreciones mamarias y transplacentarias, y excremento (López-Heydeck 

et al. 2015). 

 

Figura 3. Ciclo de replicación del virus de PRRS, tomado de: Porcine Reproductive and 
Respiratory Syndrome Virus (PRRSV): Pathogenesis and Interaction with the Immune System 
(Lunney et al. 2016) 

 

El PRRS genera una infección multisistémica; por lo que el virus se ha aislado en 

fosas nasales, pulmones, estómago, intestino delgado, colon, corazón, cerebro, 
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riñón, timo, bazo, tonsilas y linfonodos. La persistencia del virus se da cuando es 

aislado exclusivamente en las tonsilas, bazo y tejido linfoide, ya que durante esta 

fase la replicación se restringe a estos tejidos (Van Reeth 1997).  

Signos clínicos  

El PRRS tiene mucha variabilidad de signos clínicos, incluyendo infecciones 

subclínicas o inaparentes. Los signos clínicos están influidos por la cepa del virus, 

nivel de inmunidad de la piara y tipo de manejo (densidad de animales, ventilación, 

etc.) y puede haber complicaciones por infecciones secundarias. La enfermedad 

clínica en una piara no expuesta afecta a animales de todas las edades, las 

manifestaciones más frecuentes de la enfermedad son inespecíficas como 

inapetencia, fiebre y disnea, en  cerdas adultas agalactia, celos irregulares, 

disminución de la tasa de partos, abortos en el último tercio de gestación, partos 

prematuros y nacimiento de lechones nacidos débiles o muertos y expulsión de 

fetos momificados. Los verracos, presentan anorexia, letargia y signos 

respiratorios, pueden perder la líbido y tener mala calidad del semen. En cerdos 

lactantes, la mortalidad previa al destete puede alcanzar el 100%, presentan 

disnea, taquipnea, apatía, emaciación, edema periocular y palpebral (Benfield et 

al. 2000). En cerdos de engorda puede haber mortalidad de los animales 

afectados, presentan anorexia, fiebre, letargia; pueden presentar hiperemia 

cutánea o cianosis de las extremidades, orejas, hocico, mamas y vulva. Los signos 

respiratorios, incluyen la presencia de disnea, taquipnea, estornudos, conjuntivitis 

y edema palpebral. Los cerdos afectados no tienen un desarrollo normal, el pelo 

está áspero y disminuye la ganancia de peso diaria, esto produce una gran 

variación del tamaño en cerdos de edades similares (Benfield et al. 2000) 

(Zimmerman, J., Benfiel D. A., Dee, S.A., Murtaugh M. P., Stadejek T., Stevenso 

2012). 

Respuesta inmune  

El sistema inmune innato es la primera línea de defensa contra las infecciones 

virales. Incluye barreras físicas, como piel y membranas mucosas; barreras 

químicas, como péptidos antimicrobianos, pH, lípidos y enzimas; y células 
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inmunes, como monocitos, macrófagos, eosinófilos, neutrófilos y células asesinas 

naturales (NK por sus siglas del inglés Natural Killer). Después de cualquier 

infección viral, la activación adecuada del sistema inmune innato del huésped es 

crítica para prevenir la replicación viral e invasión a los tejidos (Abul K. Abbas ; 

Andrew H. Litchtman;Shiv Pillai. 2017). El virus de PRRS entra por vía oronasal y 

genital, infecta macrófagos pulmonares y/o endometrio. Su periodo de incubación 

va de tres días a varias semanas dependiendo de la edad de los animales 

afectados, dosis infectante y estado inmunológico del individuo. En tejidos linfoides 

regionales, se distribuye a nivel sistémico por vía sanguínea y linfoide, circulando 

libre o ligado a monocitos circulantes produciendo leucopenia, los macrófagos 

alveolares son su célula blanca, así como células dendríticas y monocitos, 

importantes en el desarrollo de las respuestas inmunes innata y adaptativa 

(Flores-Mendoza y Hernández 2010; Chand, Trible, y Rowland 2012). PRRSV 

inhibe la expresión del IFN I, elemento clave de la respuesta inmune innata 

implicado en infecciones virales. Sus funciones incluyen: bloquear la replicación 

viral en la célula, desarrollo de las células T CD8+, regulación del MHC-II 

(complejo principal de histocompatibilidad), diferenciación de células 

presentadoras de antígeno, estimulación de la proliferación de células de memoria 

a través de IL-15 y la prolongación de la vida media de los linfocitos T activos 

(Abul K. Abbas ; Andrew H. Litchtman;Shiv Pillai. 2017). La inhibición de los IFN de 

tipo I se ha atribuido a la capacidad de las Nsp´s de inhibir el promotor de IFN-β 

mediante el bloqueo de la translocación del factor de transcripción IRF3 y la 

inhibición de NF-kappaB (NF-kB) (Rascón-Castelo et al. 2015). Las proteínas 

antagonistas de la inducción de IFN incluyen Nsp1, Nsp2, Nsp11, y N. Nsp1 se 

auto-escinde en subunidades Nsp1a y Nsp1b, se localizan en el núcleo de la 

célula e inhiben la expresión IFN-b. Nsp2 inhibe la inducción de IFN mediante el 

bloqueo de la activación IRF3, Nsp11 también actúa como antagonista de IFN. La 

proteína de Nucleocápside (N) inhibe la inducción de IFN-b al interferir con la 

activación inducida por IRF3. Nsp´s son proteínas tempranas, y N es una proteína 

de presentación tardía, lo que implica su participación en diferentes etapas de la 

replicación viral, otras proteínas como Nsp7, Nsp12 y GP3 también son capaces 
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de inhibir la señalización del IFN (Butler et al. 2014). La infección por PRRSV 

induce la expresión de IL-10, capaz de inhibir la expresión de la IL-1 y el TNF-α. 

La falta de una respuesta inflamatoria y la débil respuesta antiviral (inducida por 

IFN tipo I) crea un microambiente desfavorable en el desarrollo de la respuesta 

adaptativa (Alexel Burgara-Estrella et al. 2013).  

En la respuesta humoral se pueden encontrar anticuerpos IgM anti-PRRSV entre 

los días cinco y siete postinfección (PI); pero, dos o tres semanas después son 

indetectables, posteriormente se detectan anticuerpos IgG entre los días siete y 10 

PI, con incremento entre la segunda y cuarta semana (Diaz et al. 2012). Los 

anticuerpos tipo IgA son detectados a partir de los 14 días hasta los 25 días PI y 

desaparecen al mes aproximadamente, los anticuerpos neutralizantes aparecen 

entre la segunda y tercera semana PI y pueden permanecer durante periodos 

prolongados, pero con títulos bajos. Estos primeros anticuerpos anti-PRRSV se 

dirigen contra la proteína N durante la primera semana PI (Diaz et al. 2012; 

Loemba et al. 1996), no tienen un efecto neutralizante y se han relacionado con la 

diseminación del PRRSV en macrófagos, a través de un fenómeno conocido como 

incremento de la infección dependiente de anticuerpos (Antibody Dependent 

Enhancement, ADE, por sus siglas en inglés) (Cancel-Tirado, Evans, y Yoon 2004; 

Flores-Mendoza y Hernández 2010) temprana a partir del día 9 PI; pero 

generalmente se presentan a partir del día 28 PI (K. J. Yoon et al. 1995), también 

se han detectado Ac’s contra GP4, proteína M y GP3 (Diaz et al. 2012). La 

respuesta de células T específicas contra el PRRSV, aparece en la cuarta y 

séptima semana PI con un declive entre las semanas 9 y 11 (Flores-Mendoza y 

Hernández 2010). El fenotipo de células T secretoras de IFN-γ consiste de 

linfocitos CD4+ CD8+ de memoria y CD4+ cooperadoras (Mateu y Diaz 2008). Los 

cerdos tienen una importante población de células T doble positivas CD4 / CD8 

que representan las células T de memoria, estas células son capaces de producir 

IFN y se localizan en los sitios de inflamación desempeñando un rol en la 

mediación de la inmunidad protectora (Zuckermann 1999). Las células T CD8+ 

aumentan después de 4-5 semanas de PI en pulmón, mientras que el aumento de 

las células CD4 + es menor. PRRSV puede interferir con la presentación de 
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antígenos y la activación de los linfocitos T así como reducir la expresión del MHC 

I y II en células dendríticas (CD) mediante la alteración de los patrones de 

citocinas de los macrófagos, CD y la modificación de la expresión de moléculas 

implicadas en la presentación de antígenos (Loving et al. 2015). 

Vacunación contra PRRS 

Desde el comienzo de los brotes de PRRSV el desarrollo de vacunas eficaces ha 

sido un desafío. Las vacunas clásicas no funcionan correctamente por razones 

como mutación viral o falta de conocimiento sobre cómo el sistema inmune 

porcino interactúa con todas las proteínas PRRSV (Cano et al. 2007; Nan et al. 

2017). No existe relación en la protección contra cepas homólogas o heterólogas y 

las cepas altamente divergentes dificultan el desarrollo de una vacuna universal 

(M A Kappes y Faaberg 2015). La mayoría de las vacunas (Porcilis PRRS de 

Merck, Ingelvac PRRSFLEX EU de Boehringer Ingelheim, Amervac-PRRS de 

Hypra, Pyrsvac-183 de Syva) contra PRRSV-1, así como algunas para controlar 

PRRSV-2 (Fostera PRRS de Zoetis, Ingelvac PRRS MLV / Ingelvac PRRSATP de 

Boehringer Ingelheim) se basan en virus vivos modificados (MLV, por sus siglas 

en ingles, atenuado por pasaje múltiple en cultivo celular).  

La mayoría de las vacunas de las especies PRRSV-1 y PRRSV-2 provocan 

respuestas inmunitarias humorales y celulares específicas al conferir protección 

contra cepas parentales homólogas y protección parcial a las cepas heterólogas, 

es posible controlar algunos brotes de PRRSV mediante el uso de MLV más las 

buenas prácticas de manejo. Existen problemas de seguridad, como una alta tasa 

de mutación que origina la reversión a la virulencia y la recombinación entre 

vacunas y cepas de campo (Lunney y Chen 2010; Renukaradhya et al. 2015)  

Las vacunas inactivadas no son efectivas ya que las respuestas inmunes 

provocadas no son suficientes para prevenir la propagación del virus. Sin 

embargo, este tipo de vacuna puede aumentar los anticuerpos neutralizantes y las 

respuestas de IFN-Ɣ después de una infección por el virus de campo o la 

vacunación con MLV y puede contribuir a la eliminación viral (Montaner-Tarbes et 

al. 2019). Actualmente se están evaluando nuevas estrategias para superar estos 
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problemas, incluidos antígenos atrapados en nanopartículas, enfoques basados 

en plantas o vacunas vectorizadas (Renukaradhya et al. 2015; Uribe-Campero et 

al. 2015). 

Se han hecho varios intentos para usar proteínas estructurales para desarrollar 

vacunas contra PRRSV porque son blancos específicos de anticuerpos 

neutralizantes, pero no se observó reducción de la viremia después del desafío. , 

Una explicación se basa en la presencia de pocos epítopos neutralizantes en sus 

secuencias, la mayoría de los cuales se encuentran en regiones variables de las 

proteínas (Huang y Meng 2010; Montaner-Tarbes et al. 2019). El punto crítico de 

conocimiento para combatir PRRSV es caracterizar con precisión epítopos 

comunes que están presentes en todas las cepas de PRRSV, responsables de 

generar una respuesta inmune eficiente. Se necesitan nuevos enfoques de 

vacunación, capaces de obtener respuestas celulares y de anticuerpos efectivas 

con protección a mediano y largo plazo contra cepas homólogas y heterólogas 

(Montaner-Tarbes et al. 2019). 

Proteínas no estructurales, algunas funciones 

Entre las proteínas no estructurales de PRRSV con capacidad de modulación de 

IFN tipo I, el Nsp1 ha sido considerado como el antagonista más fuerte de la 

producción de IFN-β al actuar sobre la fosforilación del factor regulador de 

interferón 3 (IRF3) y la translocación nuclear (Montaner-Tarbes et al. 2019). La 

reactividad de los anticuerpos contra Nsp1 y N es altamente dependiente del 

replegamiento de proteínas desnaturalizadas, sugiriendo que la respuesta del 

anticuerpo porcino se dirige principalmente a epítopos conformacionales. Las 

respuestas de anticuerpos fuertes a Nsp1 y Nsp2 pueden beneficiar al huésped al 

limitar las consecuencias patológicas de las actividades de proteasas virales de 

estas proteínas que se liberan de las células en apoptosis (Johnson, Yu, y 

Murtaugh 2007).  La inducción de la apoptosis antes de la finalización de la 

replicación viral limitaría la producción del virus de la progenie y su propagación en 

el huésped (Costers et al. 2008).  
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Nsp2 se empaqueta dentro o sobre el virión del PRRSV, presumiblemente a través 

de la interacción con la envoltura viral, se le ha reconocido como una proteína 

transmembrana de múltiples extensiones, considerándola una proteína integral de 

membrana al poseer una topología trans, el extremo N-terminal permanece 

citoplásmico, el dominio C-terminal está incrustado en membrana manteniendo 

una orientación luminal (Matthew A. Kappes, Miller, y Faaberg 2015). Nsp2 es 

multifuncional no solo como proteasa viral, también como antagonista viral de las 

defensas del huésped y parece ser una proteína altamente inmunogénica. Los 

anticuerpos para Nsp2 se montan 7 días post infección y duran muchos meses 

siendo una proteína muy inmunogénica por lo que esta proteína se puede utilizar 

para monitorear el virus circulante durante los primeros días de infección (F. X. 

Wang et al. 2013). 

Nsp7 también es altamente inmunogénica, su respuesta de anticuerpos es 

comparable a las respuestas de anticuerpos a Nsp1 y Nsp2, así como a los 

antígenos utilizados en la prueba de ELISA IDEXX comercial Janková y Celer 

2012).  La región central de Nsp2 contiene dominios hipervariables con 

inserciones y deleciones, la mayoría de los epítopos de células B identificados se 

localizan en estas regiones. En contraste, Nsp7 está relativamente conservado 

dentro de cada genotipo y es divergente entre genotipos (Brown et al. 2009). 

Péptidos de fagos a Nsp7 tienen un gran potencial como reactivos de diagnóstico 

para la detección de virus, y como candidatos antivirales eficaces para inhibir la 

replicación de PRRSV. Mediante el análisis TCID50 y PCR en tiempo real se 

demostró que los péptidos interfieren con la replicación del virus. Es posible que el 

péptido específico penetre en las células y se combine con Nsp7, interrumpiendo 

así su función e inhibiendo la replicación del virus pudiendo usarse como un 

reactivo antiviral para PRRSV (H. Wang et al. 2015). 

Nsp11, es una endoribonucleasa conservada de Nidovirus con una endonucleasa 

específica de uridilato (NendoU) antagoniza el IFN tipo I, específicamente la 

producción de IFNb, activada por el receptor 1 como el gen inducible por ácido 

retinoico, que muestra la especificidad del sustrato hacia las proteínas de 
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señalización antivirales mitocondriales (MAVS) y RIG-I. Otro mecanismo de 

respuesta antiviral de la Nsp11 está relacionado con el inflamasoma y la síntesis 

de IL-1b al interactuar con el complejo silenciador de ARN (RISC). In vitro en la 

línea celular MARC-145, esta proteína y Nsp1a son responsables de inhibir RISC 

y regular negativamente la expresión de la proteína argonauta-2, un titulador viral, 

lo que demuestra una relación directa entre este complejo silenciador y la 

replicación viral. Se han estudiado otras proteínas no estructurales, pero existe 

una brecha importante en la información sobre las funciones e interacción in vivo e 

in vitro en las vías de señalización. Además, la enorme variación entre las cepas 

hace que sea difícil caracterizar todas las variantes de proteínas e interacciones 

con los sistemas celulares (macrófagos, células dendríticas, monocitos y otros) 

(Montaner-Tarbes et al. 2019). Las proteínas no estructurales del PRRSV juegan 

un papel clave en el procesamiento y la maduración del repertorio estructural del 

virión, por ejemplo, usando clonación y expresión de Nsp1 y Nsp2 se ha 

determinado la respuesta de anticuerpos en sueros de cerdos infectados y 

vacunados. Los cerdos montan respuestas de anticuerpos con reactividad cruzada 

significativa que parecían equivalentes o mayores que la respuesta a la 

nucleocápside (N) (Johnson, Yu, y Murtaugh 2007). Las Nsp´s están disponibles 

desde el momento más temprano de la infección para su presentación al sistema 

inmune en el contexto de las principales vías de presentación de antígenos del 

complejo de histocompatibilidad de clase I; la infección citolítica también libera 

proteínas virales en espacios intersticiales, generando una respuesta de 

anticuerpos pronunciada, equivalente a la respuesta inmune a las proteínas 

estructurales (Brown et al. 2009). La respuesta temprana a Nsp´s indica que las 

proteínas se muestran en la superficie de las células infectadas para su 

presentación a las células B y se detectan después de la liberación de células 

muertas y moribundas (en apoptosis) y los anticuerpos dirigidos contra Nsp1 y 

Nsp2 pueden aparecer temprano en el curso de la infección por PRRSV a un nivel 

que depende de su inmunogenicidad y abundancia (Johnson, Yu, y Murtaugh 

2007). Ello permite sugerir que una vía mediante la cual las Nsps pueden ser 

utilizadas como inmunógenos es mediante la citotoxicidad mediada por células 
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dependiente de anticuerpo (ADCC), que se basa en la unión de IgG a antígenos 

virales presentados en la superficie de células infectadas provocando la 

señalización hacia células efectoras como NK a través de receptores que 

reconocen la Fc de las IgG. Actualmente, no hay investigaciones publicadas que 

examinen el papel de ADCC en la infección por PRRSV en macrófagos; sin 

embargo, la migración de células inmunes a endometrio infectado con PRRSV 

sugiere un aumento del reclutamiento de células NK en el tejido infectado. La 

citotoxicidad mediada por el complemento dependiente de anticuerpos (CDC) es 

otro método potencial para la destrucción de macrófagos infectados con PRRSV. 

El CDC implica la unión de anticuerpos a células infectadas y la posterior fijación 

del complemento por la vía clásica (Owen JA, Punt 2016). Estas funciones 

efectoras de anticuerpos no se han examinado en un modelo de infección por 

PRRSV o durante periodos prolongados de infección (Rahe y Murtaugh 2017). La 

viremia que genera la infección por el PRRSV y su distribución en diferentes 

órganos genera anticuerpos contra NSP en diferentes momentos.  

III. JUSTIFICACIÓN 

La enfermedad de PRRSV provoca grandes afecciones clínicas y productivas en 

las granjas porcinas y está reportada como la enfermedad que mayor impacto 

económico genera a nivel mundial, sin embargo, hasta el momento no existe un 

biológico capaz de conferir una protección efectiva que permita controlar y/o 

erradicar la enfermedad. Por otro lado, se ha demostrado que varias proteínas 

virales no estructurales (Nsp´s) en PRRSV regulan negativamente la producción 

de IFN. Una respuesta inflamatoria disminuida y una débil respuesta antiviral 

(inducida por los IFN tipo I) crea un microambiente desfavorable en el desarrollo 

de la respuesta inmune adaptativa. Las Nsp´s no han sido consideradas como 

inmunogénicas pero recientemente se ha demostrado que estimulan una 

respuesta inmune humoral temprana y semejante a la que se genera por proteínas 

estructurales en el huésped.  por lo que en este trabajo se produjeron y purificaron 

proteínas recombinantes de las Nsp´s 1, 2, 7 y 11 de ORF1 de PRRSV para 

estudiar in vitro su comportamiento inmunogénico y antigénico 



 29 

 

IV. HIPÓTESIS   

La expresión de proteínas recombinantes Nsp1, Nsp2, Nsp7 y Nsp11 del ORF1 

del virus del PRRS evaluadas in vitro determinando su actividad y reconocimiento 

por anticuerpos de cerdos expuestos previamente al virus, indicaran que dichas 

proteínas pueden ser consideradas como candidatas a ser usadas como 

inmunógenos contra el virus del PRRS. 
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V. OBJETIVO GENERAL  

Producir y purificar proteínas recombinantes de las Nsp´s 1, 2, 7 y 11 de ORF1 del 

PRRSV para estudiar in vitro su comportamiento inmunogénico utilizando pruebas 

de ELISA y sSeroneutralización. 

 

Objetivos específicos 

1.- Expresar en sistemas bacterianos las proteínas recombinantes Nsp´s 1, 2, 7 y 

11 del ORF1 del PRRSV. 

2.- Evaluar la capacidad inmunogènica de las Nsp´s 1, 2, 7 y 11 del ORF1 de 

PRRSV al generar sueros hiperinmunes en cerdos. 

3 Evaluar la capacidad antigénica de las Nsp´s 1, 2, 7 y 11 de ORF1 del PRRSV 

por medio de la prueba de ELISA 

4.- Evaluar la capacidad neutralizante de las Nsp´s 1, 2, 7 y 11 del ORF1 del 

PRRSV con la prueba de seroneutralización. 
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VI. MATERIAL Y MÉTODOS 

Propagación PRRSV 

Para replicar el virus del PRRSV se utilizó la cepa de virus PRRS ATCC® VR-

2332 ™, se infectó la línea celular MA-104 (ATCC® CRL-2378.1™), las células 

fueron crecidas con Medio Mínimo Esencial de Eagle (MEM), suplementadas con 

L-glutamina y con suero fetal bovino al 10% usando 150 μl por 5x106 células y cbp 

5 ml de Medio de crecimiento de Eagle modificado de Dulbecco, agregado con 

1000 UI de penicilina / estreptomicina y 2% de suero bovino fetal. Una vez que se 

ha observado el efecto citopático (CPE) de VPRRS, el virus se recupera y se 

almacena a -70 ° C hasta su uso.  

La extracción del ARN se realizó utilizando un kit comercial QIAamp® Viral RNA 

(QIAGEN) siguiendo las instrucciones del proveedor. Para la generación del ADN 

complementario se utilizó la enzima transcriptasa-reversa incluida en el kit 

comercial One step® (QIAGEN) y finalmente para la realización de la RT-PCR se 

realizó con el kit QIAGEN OneStep RT-PCR Kit® (catalogo 210212), la mezcla de 

reacción se optimizó a 10 µl manteniendo las concentraciones entre los reactivos 

de la siguiente manera: 

Reactivo    Cantidad  Concentración 
Buffer  5x    2.0 µl  0.2X 
DNTP´s    0.4 µl  80 µM 
Fw      0.2 µl  0.4 µM  
Rw      0.2 µl  0.4 µM 
Solución Q    2.0 µl  0.2X   
Taq     0.4 µl 
Agua libre de RNAsas  3.3 µl 
Templado     1.5 µl 
 
El diseño de los iniciadores se realizó considerando la obtención de un amplicón 

de 600 pb 

ORF7 - Seq-F 5’ AAGTGCCGCAGGCTTTCATC  3’ 

ORF7- Seq- R 5’ CCACACGGTCGCCCTAATTG   3’ 
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Para las condiciones de amplificación se utilizó un Termociclador Digital con 

Gradiente y bloque para 96 tubos de 0.2 ml, Ultigene Optimax, LABNET®, bajo las 

siguientes condiciones de amplificación: 

1.  cDNA: 50ºC por 30 min 
2. PCR: 95ºC por 15 min 
3. Desnaturalización: 94ºC por 60 s   
4. Alineación 59°C por 30 s                              35 ciclos 
5. Extensión: 72ºC  por 2 min 
6. Extensión final: 72ºC  por 10 min 
7. Mantenimiento 4°C  
 

Una vez obtenido el producto de la RT-PCR para identificar que muestras fueron 

positivas se colocaron 5µl de estas con 2µl de buffer de carga en un gel de 

agarosa al 2% (Bioline agarose Cat.AG 5-112 D) en Buffer TAE (Tris-acetate-

EDTA) 1X y se corrió a 90 volts (fuente de poder Bio Rad Power Pac Basic) en 

una cámara de electroforesis horizontal (Galileo bioscience 80-0780) durante 50 

minutos. Una vez terminado el corrimiento, el gel se tiñó con bromuro de etidio 

durante 10 minutos y se visualizó en un transiluminador Bio Imaging Systems y un 

sistema de visualización de imágenes “Kodac Gel Logic 112”, identificando los 

amplicones esperados con ayuda de marcadores de peso molecular de 100 a 

1000 pb (markers Puc Mix 8). Se utilizó la vacuna PRRS MLV Ingelvac® como 

control positivo (Imagen 1).  

La cuantificación viral en las infecciones se realizó por medio de RT-PCR 

cuantitativa (qRT-PCR) utilizando el kit comercial POCKIT ™ PRRSV Reagent 

Set, siguiendo las instrucciones del proveedor, en un termociclador Rotor-Gene de 

Corbett Research®) adicionando una curva estándar.  

Estandarización de RT-PCR para la obtención de Proteínas recombinantes 

Se amplificaron las Nsp´s 1, 2, 7 y 11 del gen ORF-1 mediante RT-PCR, el diseño 

de los iniciadores para la RT-PCR incluyo en sus extremos secuencias 

correspondientes a los sitios de restricción enzimática BamHI, XhoI y EcoR1 

(Tabla 2), a partir de la cepa de referencia PRRSV de ATCC (ATCC® VR-2332™) 

según la metodología descrita anteriormente.  
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 Tabla 2. Iniciadores con sitios de restricción utilizados para expresar NSP´s de ORF 1 del genoma 
del PRRSV 

 

 

Para las condiciones de amplificación se utilizó un Termociclador Digital con 

Gradiente y bloque para 96 tubos de 0.2 ml, Ultigene Optimax, LABNET®, bajo el 

siguiente esquema: 

 

Tabla 3. Condiciones de RT-PCR para amplificar las Nsp´s 1, 7 y 11 del ORF1 de PRRSV 

Nsp cDNA PCR Desnat. Alineación Extensión Ext final 

Nsp1 50°C 30 min 95° C 15 
min 

94° C  60 s 57°C 60 s 72° C 2 
min 

72° C  10 min 

Nsp7 50°C 30 min 95° C 15 
min 

94° C  60 s 57°C  60 s 72° C 2 
min 

72° C  10 min 

Nsp11 50°C  30 min 95° C 15 
min 

94° C  60 s 54°C  60 s 72° C 2 
min 

72° C 10 min 

 

 

Para la proteína Nsp2 se realizó una transcripción reversa-reacción cadena de la 

polimerasa (RT-PCR) utilizando el kit Superscript II RT, Invitrogen®. La reacción 

de amplificación se optimizó a 24 µl manteniendo las concentraciones entre los 

reactivos de la siguiente manera: 

Nsp Secuencia (5´- 3´) Tamaño Ref 

Nsp1  
 

F:5´GCGGATCC/G▼AATTC/TCTGGGATACTTGATCGGTG 
                                 EcoR1 
R:5´GGTGGTGGTG/C▼TCGAG/GCCGTACCACTTGTGAC 
                                       Xho1 

1148 (Johnson, 
Yu et al. 
2007) 

 

Nsp2 F:5´AATGGGTCGC/G▼GATCC/GCTGGAAAGAGAGCAAG 
                                     BamH I                            
R:5´GGTGGTGGTG/C▼TCGAG/TCGAGTATCATTTTTGGGG 
                                   Xho I 

2155 

Nsp7  
 

F:5´AATGGGTCGC/G▼GATCC/TCTCTGACTGGTGCCCTCG 
                                    BamH I 
R:5´GGTGGTGGTG/C▼TCGAG/TTCCCATTGAACTCTTCCAT 
                                        Xho I 

776 

Nsp11 F:5´AATGGGTCGC/G▼GATCC/AGCGTGTTGTAGATTCTCTCCG 
                                      BamH I 
R:5´GGTGGTGGTG/C▼TCGAG/CATAGCTGGCAAGCTGATACC 
                                        Xho I 

750  

35 ciclos 
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Reactivo    Cantidad  
Templado                                    5.0 µl 
Rw ORF7    1.0 µl   60°, 5 min 
DNTP´s mix    1.0 µl    
5x first stand Buffer   4.0 µl 
DTT     2.0 µl   42°, 2 min 
Solución Q    2.0 µl   
RNAsa Out    1.0 µl 
Enzima SSII    1.0 µl   42°, 50 min, 70° por 15 min 
 

En el caso de la proteína Nsp1 se detectó presencia de bandas  inespecíficas por 

lo que se realizó una purificación para aislar el producto de la PCR de interés 

utilizando el kit NucleoSpin® Extract II® de Clontech Laboratories, Inc. Todos los 

productos de RT-PCR fueron secuenciados para confirmar la identidad de los 

fragmentos del ORF-1. 

Para el caso de la NSP2 debido a su tamaño se realizó un paso previo de 

transcripción reversa (RT) utilizando el kit Superscript II RT de Invitrogen®. En un 

volumen de 16 µl de RNA se agregó 1 µl de oligo ORF7 Fw y se adicionó 1 µl de 

dNTPs, esta mezcla se colocó en el termociclador a una temperatura de 60° C por 

5 minutos, se bajó la temperatura a 4° C y se adicionaron 4 µl de 5X first stand 

buffer, 2 µl de 0.1 M DTT y 1 µl de RNAsa Out, se aumentó la temperatura a 42°C 

por 2 minutos, pasado este tiempo se bajó a 4°C y se adicionó 1 µl de enzima 

Superscript RT, se aumentó la temperatura a 42°C  por 50 minutos y por último a 

70°C por 15 minutos. La PCR se llevó a cabo con el uso del Kit LongAmpTM  

HotStart Taq 2X Master Mix de BioLabs® con la mezcla de trabajo:  

 

Reactivo             Cantidad  

cDNA         1.5 µl 
Fw Nsp2        0.4 µl 
Rw Nsp2        0.4 µl 
LongAmp Hot Start Taq 2X Master Mix    5.0 µl   
Agua libre de RNAsas      2.7 µl 
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Ligación de los amplificados de las Nsp´s 1, 2,7 y 11 en el vector pET23a(+) 

linearizado  

 Se utilizó un vector de clonación pET23a (+) que posee el promotor T7 y adiciona 

colas de histidina His-Tag que favorecen el reconocimiento de la proteína. 

Contiene un sitio múltiple de restricción que permite clonar el gen de interés y un 

cassette de resistencia al antibiótico ampicilina (figura 4). 

La linearización del vector se realizó mediante restricción utilizando las enzimas de 

interés bajo el siguiente esquema: 

Tabla 4. Mezcla de trabajo para digestión del vector pET23a (+) 

 Restricción 1 (Nsp´s 2, 7 y 
11) 

Restricción 2 (Nsp 1) 

Buffer NEB 3.1 5 µl 5 µl 

pET23a(+) 3.57 µl (1000 ng) pET23a(+) 3.57 µl (1000 ng) 

BamHI 1 µl EcoRI 1.5 µl 

XhoI 1 µl XhoI 1.5 µl 

Agua DEPC 39.43 µl Agua DEPC 38.43 µl 

Total 50 µl  50 µ 
Las reacciones se incubaron a temperatura ambiente por 18 horas.  

Figura 4. Mapa del vector pET23A(+). Se muestra el sitio múltiple de clonación y 
el casette de resistencia a Ampicilina. Imagen creada en Snapgene. 
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Clonación  

Para la clonación de los productos de RT-PCR de las Nsp´s y el vector linearizado 

se utilizó el kit In-Fusion® HD Plus Complete Cloning System from Clontech 

Laboratories, Inc., Takara Bio Company siguiendo las indicaciones del fabricante. 

 

Transformación  

La transformación se llevó a cabo en Stellar™ Competent Cells® de Clontech 

Laboratories, de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Solo las colonias que 

hayan incorporado el plásmido con inserto DNA tendrán resistencia al antibiótico y 

crecerán en el medio selectivo. De las colonias que crecieron se seleccionaron al 

azar cuatro para confirmar la presencia del vector-inserto. Las colonias de interés 

se inocularon en 5 ml de medio líquido LB-ampicilina) por separado y se incubaron 

a 37°C a 250 rpm por 16 horas.  Las colonias crecidas se centrifugaron a 3900 

rpm por 30 minutos. Se retiró todo el sobrenadante y se realizó la purificación con 

el QIAprep Spin Miniprep Kit® de QIAGEN, siguiendo las instrucciones del 

fabricante. La muestra purificada se separó en un gel de agarosa al 1% teñido con 

bromuro de etidio en Buffer TAE 1X y se corrió a 100 volts en cámara de 

electroforesis horizontal durante 90 minutos. De las colonias seleccionadas una 

expresó el inserto por lo que se realizó una reacción de digestión para liberar el 

inserto (tabla 5) y corroborar su presencia (figura 5). El ADN de las colonias 

positivas fue enviado a secuenciación para su confirmación (ver anexo 2) a la 

Unidad de secuenciación del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. 

 
Tabla 5. Reacción de restricción para liberar el inserto de proteínas clonadas.  

 Restricción  (Nsp 1)  

Buffer NEB 3.1 5 µl 

pET23a+Nsp 3.34 µl (1000 ng) 

EcoR1 1 µl 

XhoI 1 µl 

Agua DEPC 39.43 µl 

Total 50 µl 
Las reacciones se incubaron a temperatura ambiente por 16 horas. 
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Expresión e inducción  

Se llevó a cabo la transformación de células OverExpress™ C41(DE3) Chemically 

Competent Cells Sigma-Aldrich ®, para ello se utilizaron las clonas que resultaron 

positivas con el plásmido recombinante pET23a purificado, la metodología se llevó 

a cabo de acuerdo con las indicaciones del fabricante. 

Se eligió una colonia al azar y se inoculó en 5 ml de medio líquido LB y se dejó 

crecer a 37°C con agitación (225 rpm) 16 horas. Se tomó 1 ml del cultivo y se 

transfirió a un nuevo tubo con 4 ml de medio liquido LB, se dejó crecer a 37°C con 

agitación (225 rpm); se midió la densidad óptica (DO400nm) hasta llegar a 0.60abs. 

se realizó la inducción con IPTG con una concentración final de  1mM y se incubó 

a 37°C con agitación (225 rpm) durante ocho horas tomando 1 ml de la muestra a 

diferentes tiempos (0,2,4, 6 y 8 horas) para determinar el tiempo óptimo para la 

inducción de la proteína. Se incubaron las muestras en hielo durante 10 minutos y 

se cosecharon las células por centrifugación a 13,000 rpm durante 10 minutos. Se 

resuspendió el pellet en 100μl de solución de lisis (Tris-HCL 20 mM) y se procedió 

a sonicar las muestras sobre hielo por pulsos 10 segundos por tres ciclos y se dejó 

reposar por 30 segundos entre ciclos. 

Se centrifugaron a 8,000 rpm durante cinco minutos, se tomó el sobrenadante y se 

guardó como fracción soluble. El “pellet” se resuspendió en buffer de lavado (Tris-

HCL 20 mM pH8.0) y se centrifugaron a 13,000 rpm durante cinco minutos por dos 

repeticiones. El pellet se resuspendió en 40 μl de buffer de solubilización (Tris-

HCL 20 mM, Urea, EDTA, NaCl) para obtener así la fracción insoluble (cuerpos de 

inclusión). Las proteínas expresadas fueron separadas mediante una 

electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-

PAGE) al 10% comprobando que la proteína se expresó al teñir las bandas de 

proteínas con azul de Coomasie. El corrimiento se llevó a cabo en un equipo Bio-

Rad con un separador de 1.5mm a 115 volts. A partir de las 2 horas post-inducción 

se observó la expresión en la fracción insoluble y continuó expresándose en 

mayor cantidad conforme avanzo el tiempo (Figura 5) 

. 
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Figura 5. Proceso de clonación y expresión de proteínas Nsp´s recombinantes del PRRSV 

 

Purificación de las proteínas 

Para la purificación de las proteínas recombinantes con una cola de 6 histidinas en 

el extremo N terminal aportada por el vector de clonación pET23a(+), se utilizó una 

columna de afinidad HisTrap™ HP (GE Healthcare Life Sciences) y mediante 

cromatografía de afinidad en un sistema ÄKTA prime plus (GE Healthcare Life 

Sciences). La columna se equilibró con tampón de ligado y cantidades crecientes 

de Imidazol desde 20mM a 60mM para eliminar proteínas no unidas (ver anexo 5). 

Mediante la determinación de la absorbancia de cada una de las fracciones de 

purificación se graficó el proceso (cromatograma), las fracciones de elusión en 

donde hubo un pico de concentración se tomaron para comprobar la purificación el 

gel de poliacrilamida, para verificar la presencia de la proteína limpia. 

 



 39 

 Cuantificación de las proteínas por el método de LOWRY 

Para determinar la concentración de las proteínas purificadas se elaboró una 

curva de calibración a partir de una solución de albumina sérica bovina (BSA) (10 

mg/mL). La concentración que tienen las proteínas se determina por interpolación 

de los valores de absorbancia en la curva (ver anexo 6).  

Identificación de proteínas por Western blot 

Las proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF de 1D y 2D / SDS-PAGE 

a 110 V durante 1 h (4°C) después de su separación por SDS-PAGE, se 

bloquearon con BSA al 3% en PBS-T durante 1 h, se lavaron con PBS-T y se 

incubaron durante 1 h utilizando un anticuerpo monoclonal de ratón (Roche 

Diagnostics, Basel, Suiza) dirigido a la etiqueta his6 del producto recombinante, 

diluido 1: 4000. Las membranas se lavaron con PBS-T y se incubaron durante 1 h 

con anticuerpo policlonal IgG anti-ratón acoplado a peroxidasa de rábano (Sigma) 

diluido 1: 2000. La reacción se reveló utilizando 3 mg / ml de 3,3-diaminobencidina 

(Sigma) en PBS-T y 30% de peróxido de hidrógeno diluido 1: 1000.  

Obtención de sueros hiperinmunes 

Se utilizaron las proteínas recombinantes obtenidas. Para cada proteína se 

inmunizaron dos cerdos de la raza Landrace con un peso aproximado de 15 kg, 

realizando tres inoculaciones con la proteína Nsp11 y cuatro inmunizaciones con 

la proteína Nsp1 a intervalos de 15 días cada una y en una proporción de 1:1 con 

adyuvante Montanide para todas las inmunizaciones; la inoculación se realizó por 

vía intramuscular profunda en la tabla del cuello como emulsión, a una 

concentración de 100 µg de proteína por ml de inóculo. El día de la primera 

inmunización se tomó una muestra de sangre para obtener el suero del sangrado 

“0” o basal, de igual forma se tomó muestra de sangre siete días después de cada 

inmunización para monitorear los títulos de los sueros hiperinmunes y determinar 

el tiempo óptimo de su obtención. Dos semanas después de la última 

inmunización, se realizó la eutanasia a los cerdos positivos con la finalidad de 

obtener el suero en blanco. La eutanasia se realizó mediante anestesia y posterior 
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exanguinación de acuerdo a la NORMA Oficial Mexicana NOM-033-SAG/ZOO-

2014, métodos para dar muerte a los animales domésticos y silvestres. Los cerdos 

tuvieron restricción de alimento de 24 h, se tranquilizaron con 2.2 mg/kg xilacina 

vía intramuscular y anestesiados con 4.4 mg/kg Tiletamina-Zolacepam vía 

intramuscular; esto favoreció la sedación e inmovilización durante 

aproximadamente 20 minutos, los necesarios para realizar la exanguinación 

(figura 6). Se obtuvo el suero de los cerdos mediante centrifugación de la muestra 

y almacenado a -20°c hasta su utilización (El Comité de Experimentación Animal 

de la Facultad de Veterinaria Medicina y Zootecnia, FMVZ-UNAM SICUAE, 

número DC-2018/2-2 concedió la aprobación ética para el uso de animales de 

experimentación). 

 

 

 

Western blot para sueros hiperinmunes 

Para confirmar que los sueros hiperinmunes elaborados en cerdo son reconocidos 

por PRRSV completo estos fueron probados por prueba de Western Blot. Para ello 

se transfirió virus PRRS ATCC® VR-2332 ™ proveniente de cultivo celular en 

células MA-104 de 48 horas post infección. Se utilizó el tampón de lisis y 

extracción RIPA (Thermo Scientific) para la monocapa infectada con el PRRSV 

siguiendo las especificaciones del proveedor, una vez que se obtuvo el extracto de 

virus se realizó la transferencia a una membrana de de PVDF de 1D y 2D / SDS-

Figura 6. Calendario de inmunización de los cerdos 
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PAGE a 110 V durante 1 h (4º C) después de su separación por SDS-PAGE, se 

realizó un bloqueo con BSA al 3% en PBS-T durante 1.5 h, se lavaron con PBS-T 

y se incubaron durante 2 h con suero hiperinmune NSP1 o NSP11 1: 25 y 1:50. 

Las membranas se lavaron con PBS-T tres veces y se incubaron durante 1 h con 

anticuerpo policlonal IgG anti-cerdo acoplado a peroxidasa  (Sigma) diluido 1: 

2000. La reacción se reveló utilizando 3 mg / ml de 3,3-diaminobencidina (Sigma) 

en PBS-T y 30% de peróxido de hidrógeno diluido 1: 1000.  

 

ELISA para detección de anticuerpos contra las proteínas clonadas 

Una vez purificadas y cuantificadas las proteínas se montó una prueba de ELISA 

específica para cada proteína y para evaluarlas se utilizaron 100 sueros conocidos 

provenientes de cerdos pertenecientes a los siguientes estados de la república 

mexicana: Jalisco, Guanajuato, Sonora, Michoacán y Yucatán, clasificados entre 

los 10 estados altamente productores de cerdo según información obtenida del 

Servicio de Información Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) cuya información está 

actualizada al año 2018 (Tabla 6). Se utilizaron 10 sueros negativos y 10 sueros 

positivos de cada uno de los estados anteriormente mencionados, dando así un 

total de 100 sueros a evaluar. Los sueros fueron evaluados previamente por la 

prueba de ELISA-UNAM (García-Plata; 2016). 

Tabla 6. Producción de carne de cerdo por entidad en México, 2018. 

Estado 
Producción 

(toneladas) 

Jalisco 301,147.72 

Sonora 261,756.80 

Puebla 165,562.94 

Yucatán 138,917.13 

Veracruz 129,665.38 

Guanajuato 113,521.95 

Michoacán 44,394.39 

Chiapas 28,342.87 

Oaxaca 27,680.26 

Querétaro 22,461.79 
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La prueba de ELISA se montó siguiendo las especificaciones recomendadas por el 

Manual de las Pruebas de Diagnóstico y de las vacunas para los Animales 

Terrestres 2017, de la OIE (OIE 2017), se probaron varias concentraciones de 

conjugado y dilución de los sueros para llegar a las condiciones óptimas para 

realizar la prueba (ver anexo 7), como se describe a continuación :   

 

Se utilizaron placas con 96 pozos de poliestireno que fueron sensibilizadas con 0.1 

µg/ml de antígeno de Nsp1 ó Nsp11 diluyéndolo en un volumen final por pozo de 

100 µl de Buffer de carbonatos (carbonato de sodio, 1.59 g; bicarbonato de sodio, 

2.93 g; agua destilada, 1 000 mL; pH, 9.6).  

• Las placas se cubrieron con plástico para sellar y se incubaron toda la 

noche a 4°C.  

• Para el lavado de las placas se empleó un lavador de placas de 96 pozos 

(marca BioTek®), el sobrenadante de cada placa se eliminó y se lavaron 

tres veces con solución de lavado PBS-Tween 20 al 3%, después del 

lavado se agitaron brevemente boca abajo sobre una toalla de papel para 

eliminar los residuos de la solución de lavado.  

• Una vez lavada la placa se bloquó para evitar la unión inespecífica en los 

espacios donde no se unió el antígeno usando 100µl de albumina sérica 

bovina (PBS-BSA 1%) por pozo, se cubrieron nuevamente con plástico y se 

incubaron a 37°c una hora, se repitió el proceso de lavado. 

• Se añadieron 100 µl del suero hiperinmune (dilución 1:100 en PBS-BSA pH 

7.2), y se incluyeron sueros positivos y negativos (testigos o controles de 

placa). Las placas se incubaron una hora a 37°C. 

• Las placas se lavaron nuevamente como se describió anteriormente y se 

adicionaron 100 µl de anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa y 

dirigido a IgG totales de cerdo (Anti-Pig IgG Fc Secondary Antibody, HRP®, 

SIGMA-ALDRICH). En una dilución 1:120 000, las placas se incubaron a 

37°C por 60 minutos. 

• Para el revelado se utilizó Tetra Methyl Benzidine (TMB, Invitrogen). Se 

evaluaron los niveles de anticuerpos en función de la absorbancia obtenida. 
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Se siguieron las cinéticas de lectura cada cinco minutos hasta llegar a un 

máximo de 30 minutos. La reacción se detuvo empleando una solución de 

ácido sulfúrico 0.2 M y se capturó la absorbancia en un espectrofotómetro 

de placas a una longitud de 450nm. 

 

Seroneutralización  

Los anticuerpos generados en cerdos contra las proteínas recombinantes fueron 

evaluados por seroneutralización. Se obtuvieron monoestratos celulares 

confluentes de la línea MA-104 colocando 100 µl de una concentración de 105 

células/ ml en placas estériles de 96 pozos con fondo plano en un volumen de 150 

µl de MEM adicionado con 10% de suero fetal bovino por 24 horas. En placas 

estériles de 96 pozos con fondo en “U” se realizaron diluciones dobles en serie del 

suero hiperinmune de Nsp1 (SH Nsp1), Nsp11 (SH Nsp11), suero hiperinmune de 

VPRRS (SH PRRS) como control positivo y un suero negativo iniciando 1:2 y 

hasta 1:1240 con MEM sin suero, todas por cuadruplicado, los sueros fueron 

inactivados previamente a 56º C por 30 minutos. Una vez finalizadas las 

diluciones, se colocaron 50 µl del virus con 100, 300, 500 y 1000 DICC50%, cada 

suero se procesó por duplicado y se calculó el título promedio. El virus fue 

previamente titulado por el método de Reed and Muench (Del Castillo, Noé, y 

Casillas 2010) obteniendo un título viral de 10-5.2 DICC50%. Se incubaron los 

sueros diluidos con el virus durante una hora a temperatura ambiente, después 

estas diluciones se adicionaron a los monoestratos de células MA-104 

previamente decantadas y se suplementaron con MEM al 2% de suero fetal bovino 

hasta tener un volumen final de 150 µl por pozo (modificado de OIE, 2018). Los 

títulos de seroneutralización se expresaron como la dilución más alta de suero que 

neutralizó los efectos citopáticos del virus después de 96 horas de incubación a 

37º C en 5% CO2 (ver anexo 8).     
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VII. Resultados  

Propagación del virus y Detección molecular de ARN viral  

La propagación del virus y detección molecular de ARN viral se obtuvo a través del 

cultivo celular de la línea MA-104 e infectada con VPRRS Vacunal y/o cepa ATCC-

VR-2332 (Imagen 1) y llevando a cabo la reacción de RT-PCR. 

 

Imagen 1. RT-PCR Virus del Síndrome Reproductivo y Respiratorio Porcino. Gel agarosa 2%.  
Los amplicones obtenidos por RT-PCR fueron analizados en una cámara de electroforesis 
utilizando un marcador de peso molecular de 100 a 1000pb (M). VR2332 a 72 horas post infección 
(sobrenadante) (1), VR2332 a 96 horas post infección (sobrenadante) (2), VR2332 a 96 horas post 
infección (3). Los siguientes controles fueron probados: Vacuna PRRS MLV Igelvac® (4) y control 
negativo (TN). 

 

 

El número de copias por ml que se obtuvieron fue de 4.58X105 copias /ml = 

458,000  copias /ml de (ver anexo 4).  

Estandarización de RT-PCR para la obtención de Proteínas recombinantes 

La amplificación de los fragmentos ARN de 1148 pb de Nsp1, 2155 pb de Nsp2, 

775 pb de Nsp7 y 750 pb de Nsp11 del gen ORF-1 mediante RT- PCR y usando 
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los oligonucleótidos iniciadores específicos cuyo resultado se muestra en la 

Imagen 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Clonación y transformación de los productos de RT-PCR de las Nsp´s  

La clonación y transformación de las proteínas Nsp1 y Nsp11 se puede observar 

en la imagen 3, las Nsp2 y Nsp7 no lograron clonarse usando la metodología 

anteriormente descrita. Por medio de una digestión se corroboró su presencia; se 

observó una banda liberada de un peso aproximado de 1100pb, similar al tamaño 

de Nsp1 y otra de un peso aproximado de 750pb, similar al tamaño de Nsp11 

(imagen 4) así como la confirmación por medio de secuenciación (ver anexo 2). 

   M         1          2          3         4          5  

1148 
pb 

2155 
pb 

776 
pb 

750 
pb 

Imagen 2. RT-PCR Nsp´s 1,2,7 y 11 del Virus del Síndrome Reproductivo y Respiratorio Porcino. Gel 

agarosa 1%. Los amplicones obtenidos por RT-PCR fueron analizados en una cámara de electroforesis 
utilizando un marcador de peso molecular de 250 a 10000pb 
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Imagen 4. Liberación de Nsp1+pET23a. Gel agarosa 1%. Las muestras fueron analizadas 
utilizando un marcador de peso molecular de 500 a 10000pb (M), pET23a (flecha azul) Nsp1 (flecha 
roja). pET23a (flecha verde) Nsp11 (flecha amarilla). 

 

 

Por medio de una digestión se corroboró su presencia de las clonas, se observó 

una banda liberada de un peso aproximado de 1100pb, similar al tamaño de Nsp1 

y otra de un peso aproximado de 750pb, similar al tamaño de Nsp7 (Imagen 4). 

 

 

M     1      2     3      4     5      6      7  M     8       9      10     11     12     13     14  

Imagen 4. Clonación de Nsp1 y Nsp11 del Virus del Síndrome Reproductivo y Respiratorio Porcino. Gel agarosa 1%. 
Las purificaciones fueron analizadas utilizando un marcador de peso molecular de 500 a 10000pb (M). pET23a C+ 
(1), pET23a (2,3), Nsp1 neg (4,5, 7), Nsp1 vector con inserto, flecha roja (6), pET23a C+ (8,9), Nsp11 neg (10, 11,12, 
14),  Nsp11 vector con inserto, flecha roja (13). 
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Imagen 5. Expresión de Nsp1 y Nsp11 en células OverExpress™ Chemically Competent Cells  Sigma-Aldrich ® . 
Gel de poliacrilamida al 10%. Se corrieron las proteínas totales, fracción soluble (FS) y fracción insoluble (FI) 
obtenidas. Las muestras fueron   analizadas utilizando un marcador de peso molecular en KDa (M), FS tiempo=0h 
(1), FS tiempo=2h (2), FS tiempo=4h (3), FS tiempo=6h (4), FI tiempo=0h (5) FI tiempo=2h (6), FI tiempo=4h (7), FI 
tiempo=6h (8), FI tiempo=8h (9). Tiempo óptimo de expresión Nsp1 cuadro rojo ( izquierda) , tiempo óptimo de 
expresión Nsp11 cuadro azul (derecha).   

 

Expresión e inducción 

Una vez que se llevó a cabo la transformación en células de expresión con las 

clonas positivas que contenían el plásmido recombinante de las NSP´s  se realizó 

la inducción de los mismos, se determinó que a partir de las 2 horas post-

inducción se empieza a ver la expresión en la fracción insoluble y continúa 

expresándose en mayor cantidad conforme avanza el tiempo (Imagen 5); se tomó 

como tiempo óptimo de expresión a las 4 horas post-inducción para la Nsp1 y de 6 

horas para la Nsp11. 

 

Purificación y cuantificación de las proteínas e identificación por Western 

blot 

Al terminar con el proceso de elusión en las columnas fue posible obtener las 

fracciones en donde hubo un pico de concentración, se visualizaron en un gel de 

poliacrilamida y se verificó la presencia de la proteína limpia (Imagen 6). 
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Las proteínas Nsp1 y Nsp11 recombinantes purificadas reaccionaron al anticuerpo 

anti His6 en inmunotransferencia como se muestra en la Imagen 7. 

 

Imagen 7. Proteína NSP1 y NSP11 recombinante detectada por Western Blot con anti-His6 . (M) 
Marcador de peso molecular, unidad de referencia en kDa. 

Imagen 6. Gel de poliacrilamida al 12% teñido con azul de Comassie.  
A. Marcador de peso molecular. 1. NSP1 Extracto completo 3, 4, 5 NSP1 purificada.  
B. Marcador de peso molecular. 2. NSP11 Extracto completo, 7, 8 y 9 NSP11 

purificada. 

250 

150 

100 

75 

50 

37 

  

25 

20 
  

           A            1      2     3      4     5        B                   7     8     9 
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Obtención de sueros hiperinmunes, Western Blot  y prueba de ELISA 

Los sueros hiperinmunes se evaluaron desde el inicio del programa de 

inmunización y hasta que se llevó a cabo la prueba de ELISA para los 100 sueros, 

el título fue aumentando gradualmente conforme se hacían las inoculaciones 

obteniendo, el suero hiperinmune de Nsp1 tuvo una lectura final en D.O. de 0.9871 

y de 1.144 para Nsp11. 

 

Figura 7. Titulo sueros hiperinmunes Nsp1 y Nsp11  

Para la prueba de Western blot de PRSSV vs sueros hiperinmunes se logró 

observar un reconocimiento del antígeno o virus completo hacia los sueros 

hiperinmunes para NSP1 o NSP11 en las diferentes diluciones que se utilizaron 

(Imagen 8). 

  

Imagen 8. Suero hiperinmune vs NSP1 y 
NSP11 detectado por Western Blot con anti IgG 
pig frente a virus completo  PRRS cepa VR2332 
. Marcador de peso molecular, unidad de 
referencia en Kda, suero hiperinmune de NSP1 
(SH αNSP1), suero hiperinmune de NSP11 (SH 
αNSP11). 



 50 

Para la prueba de ELISA de ambas proteínas se utilizaron las mismas condiciones 

anteriormente mencionadas salvo que cada una contó con su suero control 

positivo (NSP1 ó NSP11), como controles negativos se utilizaron los sueros 

basales de cada uno de los cerdos utilizados para la producción de los sueros 

hiperinmunes (muestreo inicial o cero). Todos los experimentos se realizaron por 

duplicado y de cada placa utilizada se obtuvo el punto de corte, en el caso de 

NSP1 el punto de corte fue de 0.189 y para Nsp11 fue de 0.179. 

De los 100 sueros analizados y que previamente fueron evaluados con ELISA-

UNAM, sueros que fueron elegidos conociendo que el 50% fue reconocido como 

positivo y 50% como negativo. En el caso de ELISA Nsp1 92 el 92 % de las 

muestras fueron y 8%  negativas.  Para la  prueba de ELISA con Nsp11 99 

muestras fueron positivas (99%) y solo 1 negativa (Tabla 7). La sensibilidad para 

la proteína Nsp1 se calculó para 53.8% y 98.03% de especificidad; para la 

proteína Nsp11 la sensibilidad fue de 50.50% y 100% de especificidad ambas en 

comparación con la prueba ELISA-UNAM. 

 

Tabla 7. Comparativo prueba de ELISA UNAM, Nsp1 y Nsp11  

ESTADO ELISA  UNAM ELISA 

NSP1 

ELISA 

NSP11 

Reactividad 

(positivo/negativo) 

 
(+) (-) (+) (-) (+) (-) UNAM Nsp1 Nsp11 

Sonora 10 10 19 1 20 0 10/10 19/1 20/0 

Jalisco 10 10 15 5 20 0 10/10 15/5 20/0 

Michoacán 10 10 20 0 20 0 10/10 20/0 20/0 

Guanajuato 10 10 20 0 20 0 10/10 20/0 20/0 

Yucatán 10 10 18 2 19 1 10/10 18/2 19/1 

TOTAL  50 50 92 8 99 1 50/50 92/8 99/1 

% 50% 50% 92% 8% 99% 1%    
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Seroneutralización  

Se detectó la presencia de anticuerpos neutralizantes en los sueros hiperinmunes 

de NSP1 (SH Nsp1), NSP11 (SH Nsp11) y PRRS, el suero negativo no tuvo 

ninguna respuesta en la prueba; el efecto citopático (Desprendimiento celular, 

células alargadas, células con núcleos de diferentes tamaños) en los cultivos fue 

evidente  para diferenciar aquellas respuestas positivas de las negativas (imagen 

9). 

Los sueros tuvieron una mejor respuesta en aquellas condiciones donde las dosis 

infectantes fueron menores (100 y 300) obteniendo el suero hiperinmune de Nsp1 

un título protector de 1:32 a 100 DI y 1:16 con 300 DI, en el caso de Nsp11 se 

obtuvo un título protector de 1:8 con 100 DI y 1:4 con 300 DI; con dosis más 

elevadas (500 y 1000) la respuesta neutralizante de los sueros fue menor (tabla 

8).   

Tabla 8. Comparación de títulos de anticuerpos neutralizantes para las 

diferentes dosis infectantes de PRRSV probadas en la prueba de  

seroneutralización. 

Suero Título con dosis infectante 

100 300 500 1000 

SH Nsp1 32 16 8 4 

SH Nsp11 8 4 4 4 

SH PRRS 8 4 4 2 

Suero negativo 0 0 0 0 

Los valores de los títulos se expresan como la inversa de la dilución del 

suero 

 

Se observa que el suero que tuvo mayor actividad neutralizante fue el suero 

hiperinmune de Nsp1 contrastando con el suero hiperinmune de PRRSV que fue 

el que obtuvo una menor respuesta frente al virus en cultivo celular, el suero 

hiperinmune de Nsp11 también mostro una actividad neutralizante frente a las 

diferentes dosis infectantes del virus que fue menor a la actividad del SH Nsp1 y 

mayor que el SH PRRS. 



 

 

 

 

 

 

 

Imagen 9. Seroneutralizaciòn del virus de PRRS VR2332  vs diferentes sueros hiperinmunes a diferentes concentraciones donde: Suero 
Hiperinmune (SH) NSP1 A) Suero positivo, SH NSP1 B)100 dosis infectantes, SH NSP1 C)300 dosis infectantes, SH NSP1 D) 500 dosis 
infectantes, SH NSP1 D)1000 dosis infectantes., SH NSP11 A) Suero positivo, SH NSP11 B)100 dosis infectantes, SH NSP11 C)300 dosis 
infectantes, SH NSP11 D) 500 dosis infectantes, SH NSP11 D)1000 dosis infectantes, SH PRRS A) Suero positivo, SH PRRS B)100 dosis 
infectantes, SH PRRS C)300 dosis infectantes, SH PRRS D) 500 dosis infectantes, SH PRRS D)1000 dosis infectantes, Control positivo virus (C+) 
A) Monoestrato sin infectar, C+ B)100 dosis infectantes, C+ C) 300 dosis infectantes, C+ D)500 dosis infectantes y C+ D) 1000 dosis infectantes. 

Monoestraro células MA-104, confluencia 80% a 96 hpi. Vista al microscopio invertido 40X y tinción con cristal violeta. 
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VIII. Discusión  

El PRRS se observó por primera vez en 1987 en los Estados Unidos (Keffaber 

1989), en 1990 se extendió a Canadá (H 1990) y se reportó el primer brote de la 

enfermedad en Alemania (Nodelijk 2002) que se extendió rápidamente por Europa 

(Goyal 1993; Nodelijk 2002). En 1994 fue reconocido oficialmente en 16 países de 

tres continentes (América, Asia y Europa) (Nodelijk 2002; Stadejek et al. 2013). La 

enfermedad es de alta importancia económica debido a los efectos adversos 

graves sobre la producción porcina, provocando un aumento de 20 a 30% en la 

tasa de muerte fetal (Goyal 1993). El costo de pérdidas por PRRS en la cría y 

engorda de cerdos en USA se estimó en $ 664 millones de dólares al año solo en 

reproductoras es de $ 302.06 millones, mayoritariamente debido a la reducción de 

los ingresos de destete (Neumann et al. 2005; Holtkamp et al. 2013).  

La enfermedad surgió con dos genotipos diferentes en continentes separados 

(Keffaber 1989). El virus posee una notable diversidad fenotípica y genética, 

debido a su replicación y recombinación que genera un genoma viral 

extraordinariamente adaptable (Matthew A. Kappes y Faaberg 2015).  

Desde la aparición del PRRS no se ha desarrollado con éxito una vacuna eficaz 

para prevenirlo, las vacunas de ADN, de subunidades o las vacunas con virus 

completo han sido probadas, pero su valor potencial como sustitutos de la vacuna 

MLV de PRRSV actualmente en uso sigue siendo incierto (Nan et al. 2017). Por 

ello la detección de los anticuerpos tempranamente podría jugar un papel 

importante en la vigilancia y toma de medidas preventivas contra PRRSV. Una 

respuesta inmune temprana y prolongada contra proteínas de virus no 

estructurales podría ser la clave para lograr este objetivo. Este estudio buscó 

probar si las proteínas no estructurales tienen actividad inmunogénica y antigénica 

en la respuesta inmune frente al virus de PRRS. 

Las proteínas Nsp1 y Nsp11 recombinantes se expresaron con éxito en células de 

E. coli OverExpress™ Chemically Competent Cells  Sigma-Aldrich ® ambas en la 

fracción insoluble, se observó que el rendimiento de las proteínas fue mayor para 

Nsp1 que para Nsp11.   



 54 

Las Nsps 2 y 7 no se lograron clonar, aunque se intentó varias veces haciendo 

pequeñas modificaciones a la metodología, se necesita hacer más ensayos 

cambiando condiciones para tratar de lograr una clonación exitosa de estas 

proteínas. Algunas de las dificultades y limitaciones que suelen presentarse en los 

protocolos de síntesis y purificación de proteínas  es 1)  la recombinación de un 

plásmido recombinante que codifica la proteína recombinante en el genoma del 

hospedero teniendo como consecuencia la interrupción de genes importantes en 

el genoma del hospedero y dar origen a genotipos desconocidos que son 

incapaces de sintetizar la proteína de interés, 2) el deterioro de la fisiología celular 

del hospedero debido al manejo es un factor que afecta el desarrollo y crecimiento 

del hospedero además del estrés nutricional al que están sujetos los 

microorganismos hospederos, 3) una inadecuada aireación del cultivo que puede 

provocar limitaciones en la producción de aminoácidos y la estabilidad del 

plásmido, en conjunto estos factores pueden ocasionar errores de transcripción 

que repercuten en la integridad de la proteína recombinante (Mattanovich et al. 

2004; Barron, Piskareva, y Muniyappa 2007; Guevara-Hernández et al. 2013). 

Estos errores aleatorios son difíciles de detectar, ya que producen una mezcla 

heterogénea de polipéptidos. Las proteínas alteradas pueden estar presentes en 

cantidades pequeñas, pero el número total de moléculas defectuosas puede ser el 

causal del bajo o nulo rendimiento de la proteína. 

La generación de sueros hiperinmunes usando los productos recombinantes de 

las Nsp´s del PRRSV fue satisfactoria al obtener una buena respuesta por parte 

de los animales y observar un incremento en la D.O. en la evaluación por ELISA 

de los mismos, otros estudios donde se trabajó con sueros hiperinmunes muestran 

que estos fueron elaborados en otras especies como ratón (Bi et al. 2017) o en su 

caso el uso de cerdos para inoculación a partir de péptidos (Díaz et al. 2009).Se 

sabe que las proteínas no estructurales del PRRSV juegan un papel clave en el 

procesamiento y la maduración del repertorio estructural del virión, los cerdos 

montan respuestas de anticuerpos con reactividad cruzada significativa que 

parecen equivalentes o mayores que la respuesta a la proteína de nucleocápside 

N (Johnson, Yu, y Murtaugh 2007).   
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El análisis por Western Blot mostró que el virus completo del PRRS obtenido a 

partir de la infección de células MA-104 y cosechado 48 horas post infección es 

reconocido por los sueros hiperinmunes específicos contra las Nsp´s, 

contrastando con otros estudios en donde se han identificado regiones de 

proteínas usando fragmentos de péptidos expresados como proteínas antigénicas 

o identificando epítopos utilizando péptidos sintéticos (de Lima et al., 2006). Las  

Nsp´s están disponibles desde el momento más temprano de la infección para su 

presentación al sistema inmune a través de la unión con antígenos del complejo 

de histocompatibilidad de clase I; la infección citolítica también libera proteínas 

virales a espacios intersticiales, generando una respuesta de anticuerpos 

pronunciada, equivalente a la respuesta generada por proteínas estructurales 

(Brown et al. 2009), la respuesta temprana a las Nsp´s indica que las proteínas se 

muestran en la superficie de las células infectadas para su presentación a las 

células B y los anticuerpos dirigidos contra ellas pueden aparecer temprano en el 

curso de la infección por el PRRSV (Johnson, Yu, y Murtaugh 2007). 

La prueba de PRRSV ELISA-UNAM contiene virus de campo completo como 

antígeno para el diagnóstico serológico de infecciones por el PRRSV. Las 

proteínas recombinantes Nsp1 y Nsp11 demostraron ser inmunorreactivas., Nsp1 

fue reconocida por el 98.03% de los sueros utilizados y Nsp11 para un 100%, es 

un índice mayor para el que ya indicaba la prueba ELISA-UNAM que se 

consideraba muy sensible en comparación con la prueba comercial IDEXX 

(García-Plata; 2016). Un análisis de la cinética de la respuesta de anticuerpos 

mostró que la respuesta a Nsp7 es comparable a las respuestas de anticuerpos a 

Nsp1 y Nsp2, así como a los antígenos utilizados en el ELISA comercial de IDEXX 

(Brown et al. 2009). La sensibilidad obtenida en la ELISA Nsp1 (53.8) y de Nsp11 

(50.5%) al compararlas con la prueba ELISA-UNAM no es muy elevada, pero a 

diferencia de esta última se logró detectar un mayor número de sueros falsos 

negativos, es decir fueron más sensibles. Una prueba diagnóstica de alta 

sensibilidad es útil en el contexto clínico de la infección. Janková & 

Celer,realizaron un trabajo con Nsp7 y de acuerdo a sus resultados proponen que 

el uso de Nsp´s para la detección de anticuerpos post-infección y post-vacunación 
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sea cuando las vacunas inactivadas se usan ampliamente para controlar la 

infección por PRRS en granjas positivas y también para monitorear granjas 

seronegativas que podrían no serlo y más cuando existe  una alta prevalencia y 

proximidad entre las mismas lo que las hace vulnerables a la infección, esta 

diferenciación podría ayudar a mejorar la vigilancia y el control de PRRSV 

(Janková y Celer 2012). En nuestro estudio varios de los sueros identificados 

como negativos resultaron positivos debido a la alta sensibilidad de la prueba y 

consideramos que es importante tener una alta sensibilidad usando antígenos de 

placa como las Nsp`s las cuales se sintetizan de forma temprana en la infección y 

por lo tanto son reconocidas por el sistema inmune antes que las proteínas 

estructurales y además duran muchos meses. Según Johnson (Johnson, Yu, y 

Murtaugh 2007), las Nsps están disponibles desde el inicio de la infección para su 

presentación al sistema inmune vía presentación del antígeno de clase I del 

complejo principal de histocompatibilidad. La infección citolítica libera proteínas 

virales a espacios intersticiales y existe la hipótesis de que se generará una 

respuesta pronunciada de anticuerpos, equivalente a la respuesta inmune que se 

genera contra las proteínas estructurales, además existen títulos sostenidos de 

anticuerpos vs Nsps, durante un período de infección de hasta 202 días, mientras 

que la respuesta del anticuerpo a la proteína N disminuye gradualmente después 

de 126 días (Brown et al. 2009).  

Los títulos neutralizantes presentes en los sueros hiperinmunes de Nsp1 y Nsp11 

muestran que estas proteínas no estructurales tienen una actividad antigénica 

importante en la respuesta del individuo y que en algún momento de la infección 

pueden favorecer la respuesta de anticuerpos neutralizantes frente al virus. 

Existen reportes anteriores de la actividad neutralizante de anticuerpos contra 

PRRS utilizando principalmente sueros hiperinmunes de proteínas GP5, M o N 

(Loemba et al. 1996; I. J. Yoon et al. 1994; Gonin et al. 1999), pero reportes del 

papel de la actividad neutralizante que pueden llegar a tener las proteínas no 

estructurales desconocemos si existe algún estudio o protocolo anteriormente 

descrito. 
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No obstante, se ha demostrado que la Nsp2 del virus de PRRS se empaqueta 

dentro o sobre el virión, presumiblemente a través de la interacción con la 

envoltura viral. Históricamente se le ha reconocido como una proteína 

transmembrana de múltiples extensiones, pero además se demostró que la Nsp2 

de longitud completa es una proteína de membrana integral (Matthew A. Kappes, 

Miller, y Faaberg 2015) lo cual podría ser un antecedente para explicar la 

neutralización del virión involucrando los anticuerpos generados contra proteínas 

no estructurales. 

Estudios anteriores reportan que la principal actividad neutralizante frente a PRRS 

está dirigida a GP5 (Lopez y Osorio 2004; Popescu et al. 2017; Vashisht et al. 

2008), no obstante, los resultados obtenidos en este estudio sugieren que las 

proteínas no estructuraless Nsp1 y Nsp11 pueden ser reconocidas por el sistema 

inmune del individuo afectado y llegar a montar una respuesta de anticuerpos que 

además pueden tener un papel neutralizante 

Un estudio en lechones utilizó los clones infecciosos (rHuN4-F112 y rCH-1R) de la 

cepa vacunal HP-PRRSV atenuada HuN4-F112 y la cepa vacunal PRRSV clásica 

CH-1R mas una serie de clones quiméricos intercambiando individualmente las 

regiones del ORF1 dentro del genoma entre los dos clones parentales, se 

rescataron los virus y se analizó la cinética de crecimiento, la capacidad de inducir 

anticuerpos neutralizantes (NA) y la viremia en lechones inoculados con cepas de 

PRRS. Los títulos de NA de los sueros de lechones inoculados con rHuN4-F112 

contra rHuN4-F112-C1 fueron significativamente más bajos que los títulos de NA 

contra el propio rHuN4-F112. Por el contrario, los títulos de NA de los sueros de 

lechones inoculados con rHuN4-F112 contra rHuN4-F112-C27 fueron 

significativamente más altos que los títulos de NA contra rCH-1R. Estos resultados 

indicaron que ORF1a también tiene una región de neutralización de PRRSV. En la 

actualidad, estas vacunas aún se encuentran en etapa experimental, posiblemente 

porque la región de neutralización sigue sin estar clara (Leng C et al. 2017). Las 

proteínas no estructurales son las primeras proteínas virales en ser sintetizadas en 

células infectadas con PRRSV, son esenciales para el ciclo de vida viral y es 

probable que su presencia en las células sea tóxica por su actividad de proteasa, 
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estas proteínas se expresan temprano en el ciclo viral, están disponibles desde el 

primer momento de la infección para la maquinaria del proteosoma de los 

macrófagos para su degradación y presentación al sistema inmune en el contexto 

de MHC de clase I y II (Johnson, Yu, y Murtaugh 2007) aunque las anticuerpos 

dirigidos contra proteínas del ORF 1 podrían inducir respuestas de anticuerpos 

débiles debido a que su expresiones más baja en comparación con proteínas 

estructurales como ORF 5, 6 y 7 (J. J. M. M. Meulenberg 2000) son un foco de 

atención que podría orientar las estrategias del control de PRRSV a otras 

perspectivas. La información disponible sobre Nsp`s sugiere que estas contienen 

regiones altamente antigénicas y conservadas entre diferentes cepas de PRRSV, 

por lo cual pueden utilizarse como estimuladoras de la respuesta inmune, los 

inmunogenos basados en Nsp´s podrían inducir protección contra diferentes 

cepas, con una respuesta efectiva y rápida a la infección y previniendo los efectos 

inmunomoduladores del virus (Rascón-Castelo et al. 2015).  

 

IX. Conclusiones  

Usar proteínas virales no estructurales para la detección de anticuerpos post-

infección y post-vacunación podría ser de ayuda no solo para controlar la infección 

por PRRS en granjas ya positivas sino también para proteger rebaños 

seronegativos al ayudar a mejorar la vigilancia y el control de la infección por 

PRRS.  

Este trabajo mostró que las Nsp´s recombinantes del PRRSV pueden ser 

antigénicas e inmunogénicas al lograr inducir una respuesta de anticuerpos en 

cerdos inoculados con estas mismas y además fueron reconocidas por sueros de 

campo de cerdos que ya habían sido expuestos al virus en forma natural. 

En este estudio se presenta un acercamiento para proponer el uso de proteínas 

recombinantes de proteínas no estructurales como una nueva alternativa de 

inmunógeno frente al virus de PRRS y que podrían ser utilizadas como una 

herramienta diagnóstica más precisa, las pruebas serológicas actuales no tienen 

un rendimiento diagnóstico del 100%, algunas de estas pueden dar resultados 
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falsos positivos. Por lo tanto, una combinación de pruebas montadas con 

diferentes antígenos mejoraría la precisión del diagnóstico. 

Sin embargo, aun hacen falta estudios más precisos que ayuden a corroborar 

estas hipótesis. 
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Anexo 1. Secuenciación Nsp´s clonadas 
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Anexo 2. Secuenciación Nsp´s clonadas 

 

 

Figura 8. Confirmación de la clonación de la proteína Nsp1 del virus de PRRS. Metodología 

de clonación con In-Fusion® HD.  Alineamiento creado en http://multalin.toulouse.inra.fr 

 

 

Figura 9. Confirmación de la clonación de la proteína Nsp11 virus de PRRS. Metodología de 

clonación con In-Fusion® HD.  Alineamiento creado en http://multalin.toulouse.inra.fr 

http://multalin.toulouse.inra.fr/
http://multalin.toulouse.inra.fr/


 78 

Anexo 3. Gradientes Nsp´s 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Imagen 10. RT-PCR Gradientes. Virus del Síndrome Reproductivo y Respiratorio Porcino, Nsp1. 
Gel agarosa 2%. Los amplicones obtenidos por RT-PCR fueron analizados en una cámara de 
electroforesis utilizando un marcador de peso molecular de 100 a 12,000pb y 100 a 1000pb (M). 
56° (1), 57°(2), 58° (3) Control positivo (ORF7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Imagen11.. RT-PCR Gradientes. Virus del Síndrome Reproductivo y Respiratorio Porcino, Nsp7. 
Gel agarosa 2%. Los amplicones obtenidos por RT-PCR fueron analizados en una cámara de 
electroforesis utilizando un marcador de peso molecular de 100 a 12,000pb y 100 a 1000pb (M). 
50° (1), 51°(2), 52° (3) ) 53° (4), 54°(5), 55° (6) Control positivo (Nsp11). 
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M      1       2        3       4         5         6    
nsp11 
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Imagen 12. RT-PCR Gradientes. Virus del Síndrome Reproductivo y Respiratorio Porcino, Nsp11. 
Gel agarosa 2%. Los amplicones obtenidos por RT-PCR fueron analizados en una cámara de 
electroforesis utilizando un marcador de peso molecular de 100 a 3000pb (M). 54° (1), 55°(2), 56° 
(3), 57° (4), 58°(5), Control positivo ORF7 (6,7). 

 

 

 

Imagen 13. RT-PCR Gradientes. Virus del Síndrome Reproductivo y Respiratorio Porcino, Nsp2. 
Gel agarosa 0.8%. Los amplicones obtenidos por RT-PCR fueron analizados en una cámara de 
electroforesis utilizando un marcador de peso molecular de 100 a 12000pb (M). 47° (1), 49°(2), 51° 
(3), 53° (4), 55°(5). 

 

M      1        2       3        4       5       6       7 

750pb 

600pb 
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Anexo 4. qRT-PCR PRRS 

 

 

Figura 10. Curva estándar de cuantificación qRT_PCR PRRSV 
  

 

 

Figura 11. qRT-PCR Virus del Síndrome Reproductivo y Respiratorio Porcino 
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Anexo 5. Metodología para purificar proteínas recombinantes mediante 

cromatografía de afinidad en un sistema ÄKTA prime plus (GE Healthcare 

Life Sciences): 

1. Preparar 24 ml de buffer de unión. Mezclar 3 ml de solución stock de buffer 

fosfato 8x con 0,24 ml de imidazol 2 M y agua hasta 24 ml. Verificar el pH (7.4-

7.6). Este buffer contendrá 20 mM de fosfato (1x), 500 mM de NaCl e 20 mM de 

imidazol. 

2. Prepare 8 ml de buffer de elución. Mezclar 1 ml de solución stock de buffer 

fosfato 8x con 2 ml de imidazol 2 M y agua destilada hasta 8 ml. Verificar pH (7.4-

7.6). Este buffer contendrá 20 mM de fosfato, 500 mM de NaCl e 500 mM de 

imidazol. 

3. Usando una jeringa, equilibrar la columna con 10 ml de buffer de unión. 

4. Aplicar la muestra con la jeringa.  

5. Lavar con 10 ml de buffer de unión. Recoger la fracción de lavado. 

6. Eluir con 5 ml de buffer de elución. Evite la dilución del eluido recogiéndolo en 

fracciones de 1 ml. 

7. Verificar la purificación visualizando una alícuota de las muestras recogidas en 

SDS-PAGE. 

8. Después de eluir la proteína, regenere la columna lavándola con buffer de unión 

(de acuerdo con el paso 3). La columna ahora está lista para una nueva 

purificación. 
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Anexo 6. Cuantificación de las proteínas por el método de LOWRY 

Para determinar la concentración de proteínas de las proteínas purificadas se 

elaboró una curva de calibrado a partir de una solución de albumina sérica bovina 

(BSA) (10 mg/mL). La concentración que tienen las proteínas se determina por 

interpolación de los valores de absorbancia en la curva.  

 

Soluciones  

• Hidróxido de sodio (NaOH) 1N. Se pesan 10g de NaOH y se 

disuelven en agua destilada (aforar a 250 ml) 

• Tartrato de Na al 2%. Se pesa 1g d Tartrato de Na, se disuelve en 

agua destilada (aforar a 50 ml) 

• Sulfato de Cu (CuSO4)  al 1%. Se pesa 0.5g de sulfato de Cu, se 

disuelve en agua destilada (aforar a 50 ml). 

• Solución de carbonato de Na al 2% en NaOH 0.1N. Disolver en NaOH 

1:10 (5ml de NaOH 1N en 45 ml de agua destilada), agregar 1g de 

carbonato de Sodio. 

Las siguientes soluciones deben prepararse al momento del experimento 

• Solución A. Mezclar 0.5 ml de Tartrato de Na con 0.5 ml de CuSO4, 

se disuelven en 49 ml de Carbonato de Na 2%. 

• Solución B. Mezclar un volumen de reactivo de Folin (ácido 

fosfomolibdotúngstico) con un volumen d agua destilada. Cubrir de la luz, 

se debe preparar antes de agregarlo a los tubos. 

• Solución estándar de albumina. Pesar 1g de albumina y disolver el 

100 ml de agua destilada (10mg/ml) y hacer una dilución 1:10 de stock para 

la curva. 

 

La curva estándar se preparó de la siguiente forma: 
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Tabla 9. Concentraciones de la curva estándar para cuantificación de proteína 

TUBO CURVA (µg/ml) Stock albumina (0.5 µg/ml) µl agua 
destilada 

1 500 50 0 

2 400 40 10 

3 300 30 20 

4 200 20 30 

5 100 10 40 

6 50 5 45 

7 0 0 50 

 
Se prepararon diluciones de las fracciones obtenidas de la purificación de las 

proteínas de la siguiente manera: 

Dilución  Vol. Muestra Agua 
destilada 

1:5 10 µl 40 µl 

 

1. Agregar 150 µl de solución A a todos los tubos  

2. Incubar 10 minutos 

3. Agregar 15 µl de solución B a todos los tubos 

4. Incubar 30 minutos  

5. Leer a 550 nm en placa de 96 pozos con fondo plano (150 µl / pozo) 
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Anexo 7. Condiciones prueba de ELISA  

Tabla 10. Condiciones probadas para estandarizar la prueba de ELISA para Nsp´s 

ANTÍGENO 
CONCENTRACIÓN 
ANTIGENO/POZO DIL SUERO DIL CONJUGADO REVELADO 

NSP1 0.1 ug 1:100 1:140000 50 MIN 

NSP11 0.1 ug 1:100 1:140000 50 MIN 

NSP1 0.1 ug 1:200 1:120000 37 MIN 

NSP1 .05 ug 1:100 1:120000 30 MIN 

NSP1 .05 ug 1:50 1:120000 30 MIN 

NSP1 0.1 ug 1:100 1:120000 30 MIN 

NSP11 0.1 ug 1:100 1:120000 30 MIN 

NSP1 0.1 ug 1:50 1:120000 30 MIN 

NSP11 0.05 ug 1:100 1:120000 27 MIN 

NSP11 0.1 ug 1:200 1:120000 16 MIN 

 

 

Anexo 8. Efecto citopatico de PRRSV a diferentes dosis infectantes  

 

 

 

 

 

 

Imagen 14. Efecto citopático del virus de PRRS VR2332 a diferentes concentraciones donde: A) 

Control negativo, B)100 dosis infectantes, C)300 dosis infectantes, D) 500 dosis infectantes y 

E)1000 dosis infectantes. Monoestrato células MA-104, confluencia 80% a 96 hpi. Vista al 

microscopio invertido 40X y tinción con cristal violeta. Efecto citopático indicado con la flecha 

roja↑ Desprendimiento celular, células alargadas, células con núcleos de diferentes tamaños 
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