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RESUMEN

El sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS) es causado por un virus de ARN
que se caracteriza por su alta variabilidad genética y antigénica que genera una enfermedad
de importancia econdomica en la industria porcina.

En este estudio se analizaron un total de 8,126 muestras de sueros de 275 granjas
tecnificadas y semi-tecnificadas de 30 de los 32 estados de México, representativas de las
ocho regiones del pais.

Se encontraron anticuerpos anti-virus PRRS (VPRRS) contra un virus de campo aislado en
mexicano en 15 a 49 por ciento de los sueros ensayados, 2.4 a 9.8 frente a la vacunay 7.7 a
26 por ciento contra el virus de campo.

El virus vPRRS fue detectado por RT-PCR en 77 de los 1,630 pools de sueros probadas en
siete de las ocho regiones geograficas en las que se dividi6é la Republica Mexicana. Se
determinaron las secuencias de los genes del marco de lectura abierto 5 y 7 de 20
aislamientos de VPRRS. El andlisis de las secuencias obtenidas y las publicadas en el
Genbank reveld que todas pertenecian a la especie PRRSV2. Se encontraron diferencias
importantes en la ORF5 y ORF7 entre secuencias del virus aislado y de referencia debido a
inserciones y sustituciones en posiciones que juegan un papel clave en el reconocimiento, la
estructura y la funcion del virus.

Los resultados obtenidos nos permiten establecer la magnitud de la transmision del virus de

PRRS y de la cepa viral mas frecuente que prevalece en México.

El virus de PRRS esta presente en la produccion porcina de México, las cepas circulantes
presentan importantes cambios en su ORF5 y ORF7, los cuales probablemente son una
explicacion de los resultados obtenidos en el analisis seroldgico con la cepa de campo y

cepa vacunal.



ABSTRACT

Porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) is caused by a genetically diverse
RNA virus that produced an economically significant disease in the swine industry.

In this study a total of 8,126 samples of sera from 275 technified and semitechnified farms
of 30 of the 32 states of Mexico, representative of the eight regions of the country, were
tested.

Anti-PRRSv antibodies against a Mexican isolated wild virus were found in 15 to 49
percent of the sera tested, 2.4 to 9.8 against the vaccine and 7.7 to 26 percent against the
wild virus.

The vPRRS virus was detected by RT-PCR in 77 of the 1,630 pools of samples tested in
seven of the eight geographic regions in which the Mexican Republic was divided. The
complete sequences of the open reading frame 5 and 7 of 20 vPRRS isolates were
determined. The analysis of the sequences together with those published in the GenBank
revealed that all belonged to the North American-type. Striking differences were found in
the ORF5 and ORF7 between sequences of the isolated and the reference virus due to
insertions and substitutions in positions that play a key role in the recognition, structure and
function of de virus.

Overall, these results established the magnitude of the PRRS virus transmission and the

most frequent virus strain that prevail in Mexico.

PRRS virus is present in Mexican porcine production, circulating strains present important
changes in their ORF5 and ORF7, which are probably an explanation of the results

obtained in the serological analysis with the field strain and vaccine strain.
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I. INTRODUCCION

El Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRS) es de gran importancia en la
industria porcicola mundial por las pérdidas econémicas que genera (FAO, 2011). El agente
etiologico de esta enfermedad es un virus del orden de los Nidovirales, familia
Arteriviridae, género Porarterivirus que se caracteriza por su alta variabilidad genética;
clasificado de forma general en dos especies diferentes: PRRSV1 European strain Lelystad
LV y PRRSV2 American strain ATCC VR2332 (Adams et al., 2017). Consta de nueve
marcos de lectura abiertos: ORF la y ORF 1b que codifican para proteinas no estructurales
(NSPs); ORF 2a, 2b, 3, 4, 5 que codifican para las proteinas glicosiladas estructurales
Gp2a, Gp2b, Gp3, Gp4 y Gp5, respectivamente. ORF6 codifica para la proteina de matriz
(M) y ORF7 codifica para la nucleocapside (N). En México, las autoridades sanitarias han
reconocido la circulacion del virus PRRS (vPRRS) en las granjas tecnificadas a partir del
afio 1999, sin embargo, a la fecha no se tienen datos claros de la prevalencia de esta a nivel
nacional. A pesar de existir avances significativos en el estudio de esta enfermedad, no ha
sido posible su control y erradicacion. Entre las causas que pueden explicar la
imposibilidad de erradicar este virus figura su alta variabilidad genética y la baja inmunidad
protectora que induce, lo que ha dificultado el desarrollo de vacunas eficientes.

Este estudio fue disefiado para identificar y caracterizar las variantes endémicas del vPRRS
en México y cuyos resultados pueden ser utiles en estudios futuros sobre el control y

erradicacion de esta enfermedad en nuestro pais.
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II. ANTECEDENTES

En 1991 la industria porcina fue afectada por una enfermedad desconocida llamada
“enfermedad misteriosa del cerdo” (MSD, por sus siglas en ingles Mystery swine disease).
Los signos clinicos de las en cerdas enfermas eran anorexia y fiebre y las gestaciones se
interrumpian por abortos en el Ultimo tercio de la gestacion, lechones nacidos débiles,
mortinatos o momificados, los lechones presentaban problemas respiratorios y aumento en
el porcentaje de mortalidad. Después de varias investigaciones fue aislado el agente causal
en lechones y cerdas, identificado como el “virus Lelystad”. Anticuerpos dirigidos contra
este virus también fueron encontraron en cerdos con la enfermedad misteriosa del cerdo en

Inglaterra, Alemania y Estados Unidos (Wensvoort et al., 1991).

En 1987 se presentan signos clinicos en cerdos de una enfermedad desconocida en Estados
Unidos, seguido de brotes en Europa y Asia en 1990. En el afio de 1991, Europa informa
que esta enfermedad es ocasionada por un agente viral del género Arterivirus y se le asigna
el término de “Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino" (PRRS) por la signologia

que desarrollaban los cerdos infectados (Zimmerman, 2003).

La enfermedad esta presente en todo el mundo, con excepcion de Australia, Nueva Zelanda,
Finlandia, Noruega, Suecia y Suiza. Algunos otros paises estan participando activamente en

campafias de erradicacion (OIE, 2008).

El PRRS es de gran importancia en la industria porcicola mundial por las pérdidas
economicas que genera, en Estados Unidos se ha estimado que el costo total de las pérdidas
anuales de productividad debido al vPRRS en los hatos de cria y engorda fue de $664
millones de dolares (Holtkamp et al., 2013). En México se ha calculado que la pérdida por
cerda al afio es de $586.40 (Amador, 2013).
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Agente etiolégico

En el X Congreso Internacional de Virologia en agosto de 1996, el Comité Internacional de
Taxonomia de los Virus (ICTV) propuso clasificar el orden Nidovirales de la siguiente
manera: El orden incluye tres familias, Arteriviridae, Coronaviridae y Rinoviridae. Los
miembros de la familia Arteriviridae se caracterizan por ser virus pequenos, envueltos y de
cadena simple positiva de ARN (ssARN) con una longitud entre 12.7 y 15.7 kilobases (kb)
y su extremo 3’ es poliadenilado. Esta familia incluye al virus de deshidrogenasa lactica
(LDV) del raton, arteritis viral equina (EAV), arteritis viral de los burros (EAV donkey) y
al virus de la fiebre hemorragica del simio (SHFV) (Snijder et al., 1998) (figura 1).

Figura 1. Relaciones filogeneticas de miembros de la familia Arteriviridae.

Deshidrogenasa lactica (LDV) del ratdn, arteritis viral equina (EAV), arteritis viral de los
burros (EAV donkey) y el virus de la fiebre hemorragica del simio (SHFV) (Murtaugh et
al., 2010).

El vPRRS es un virus pequeiio, envuelto, de ARN de cadena simple, polaridad positiva con
un genoma de aproximadamente 15 Kb, al comparar la secuencia de nucledtidos de
diferentes cepas se ha observado que existen dos especies antigénicamente distintas:

PRRSV1 European strain Lelystad LV y PRRSV2 American strain ATCC VR2332.
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(Nelsen et al., 1999; Meulenberg, 2000; OIE, 2010; Adams et al., 2017). La comparacion
entre sus secuencias nucleotiidicas revelan una identidad del 55 al 80 % entre ellas. El
analisis de diferentes cepas de un mismo tipo muestra heterogeneidad significativa que
varia segun la proteina analizada. Varios estudios han demostrado que el vPRRS tiene una

gran diversidad genética que lo hace distinto en virulencia (Nelsen et al., 1999; Batista et

al., 2004; Wang et al., 2010) (figura 2).

Figura 2. Clasificacion del virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino.
PRRSV1 dividido en tres subtipos; PRRSV2 clasificado en nueve linajes segun el ORF5
(Murtaugh et al., 2010).

El vPRRS consta de nueve marcos de lectura abiertos (ORF’s), dos de estos genes, ORF 1la
y ORF 1b constituyen aproximadamente 75 al 80% del genoma viral, codifican proteinas
no estructurales (NSPs). Los ORF’s 2a, 2b, 3, 4, 5 estan ubicados en el extremo 3’,
constituyen aproximadamente el 20 al 25% del genoma con una longitud de 3 Kb y
codifican para las proteinas glicosiladas estructurales Gp2a, Gp2b, Gp3, Gp4 y GpS,
respectivamente. El ORF6 codifica para la proteina de matriz (M) no glicosilada y el ORF7
codifica para la proteina no glicosilada de la nucleocédpside (N), la cual constituye entre el
20 y 40% de las proteinas que contiene el virion (Meulenberg, 2000; Wang et al., 2010)
(tabla 1).
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Proteinas no estructurales (NSPs) del vPRRS

Los ORFla y ORF1b estan ubicados en el extremo 5” y constituyen entre el 70 y 80 % del
genoma viral, tienen una longitud aproximada de 12 kb y codifican para trece poliproteinas
no estructurales (nsp), nspla, nsplb, nsp2 a nspl2, las cuales tienen actividad de ARN
polimerasa involucradas en la replicacion y transcripcion del ARN viral. La region que
codifica para la nsp2 es la mas variable y directamente relacionada con la replicacion viral

(Amonsin et al., 2009; Kedkovid et al., 2010).

Proteinas estructurales del vPRRS

El ORF2 codifica para la proteina 2a, ademas contiene un marco interno de lectura que
codifica para una proteina no glicosilada nombrada 2b de aproximadamente 10 Kda; la

glicoproteina Gp2 es el componente menor de la envoltura del vPRRS (Wu et al., 2001).

Uno de los genes del vPRRS de mayor interés para su estudio es el gen ORFS5, debido a que
es el gen con mayor variabilidad genética, el ORFS5 estd compuesto por 603 pb, para la cepa
americana y aislados obtenidos de granjas del norte de México y 606 pb para la cepa
europea. Al comparar la secuencia del ORF5 obtenida en México con la cepa americana se
observa que el porcentaje de similitud es del 88% y con la vacuna Ingelvac PRRS virus
vivo modificado (MLV por sus siglas en inglés) corresponde al 87% (Macias et al., 2006).
Con base en el analisis de 8,624 secuencias de este gen pertenecientes al PRRSV2, se han
clasificado en 9 linajes y cada linajes a su vez se divide en sub-linajes, lo que demuestra la
gran diversidad genética de este virus (Shi et al., 2010a). La Gp5 es la proteina estructural
mas variable, con so0lo 51-55% de identidad de aminoacidos entre aislados americanos y
europeos. Presenta varios dominios, un péptido seial, un ectodominio, una region
transmembranal y un endodominio. En el ectodominio se han detectado dos epitopes que

inducen la produccion de anticuerpos (Ostrowski et al., 2002).

El ORF6 codifica para la proteina estructural no glicosilada de matriz (M). Es la proteina

mas conservada con 78-81 % de identidad de aminoacidos entre la cepa americana y la
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europea.

La proteina de la nucleocapside (N) codificada por el ORF7 es la mas abundante del virus,
no es glicosilada y esta compuesta por 123 aminodcidos. Esta proteina es altamente
antigénica y genera una respuesta de anticuerpos de forma rapida y persistente (Yan-Jun et
al., 2006). En las cepas europeas y americanas contiene dominios antigénicos que han sido
mapeados dentro de su genoma y epitopes lineales altamente conservados, por lo cual es
empleada en el desarrollo de pruebas diagnosticas para la identificacion de anticuerpos
especificos para VPRRS en suero (Xiofang et al., 2011). En México, Batista et al.,(2004),
analizaron las secuencias del gen ORF7 de 31 aislados del vPRRS procedentes de granjas
de los estados de Sonora y Puebla, obteniendo como resultado que el ORF7 muestra una

similitud genética del 88% al 100% al ser comparados con la cepa de referencia americana.

Tabla 1. Proteinas virales del PRRS.

Proteina ORF Caracteristicas Funcion / importancia
NSPs ORFla. b proteina no Enzimas y proteinas involucradas en la replicacion y
’ estructural transcripcion.
Gp2a ORF2a proteina Poco antigénica, 29-30 KDa.
estructural
Gp2b ORF2b proteina Poco antigénica, 29-30 KDa.
estructural
Gp3 ORF3 proteina Tamafio de 45-50 KDa, se ha encontrado en forma
estructural soluble.
Gpd ORF4 proteina Tamafio de 31-35 KDa. Participa en la induccion de
P estructural anticuerpos neutralizantes.
Tamafio de 25 KDa, Constituye heterodimeros con la
roteina proteina M que pueden ser encontrados en el reticulo
Gp5 ORF5 eStruc tural endoplasmico de las células infectadas, interaccion
virus-célula huésped, induce apoptosis, participa en la
induccion de anticuerpos neutralizantes.
proteina Tamafio de 18 KDa, constituye heterodimeros con la
Matriz (M) ORF6 estructural, no proteina GpS que pued’en ser encontradgs en el r.eEtlculo
licosilada endoplasmico de las células infectadas, interaccion
& virus-célula huésped. Es la mas conservada.
L. proteina Es la mas pequena (15 KDa), constituye 20-40% de las
Nucleocapside , . L
(N) ORF7 estructural, no | proteinas que contiene el virion, induce elevada
glicosilada produccion de anticuerpos sin actividad protectora.

Lunney et al., 2016
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Patogenia de la enfermedad de PRRS

El sindrome reproductivo y respiratorio porcino es una de las enfermedades que afecta a
cerdos de todas las edades causando falla reproductiva, abortos en el ultimo tercio de
gestacion, nacidos muertos y aumento en la tasa de mortalidad en la primera semana de
edad de los lechones, ademds de generar cuadros con problemas respiratorios, aumento en
la tasa de mortalidad de lechones, cerdos destetados, en crecimiento y finalizacion (figura

3).

Virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino
transmisién por inhalacién, ingestion, coito
reproduccion en mucosas o macréfagos pulmonares
viremia (hasta B semanas)

tracto reproductive del macho feto infeccion subclinica enfermé&dad clinica

semen aborto o lesiones miltiples
parto prematuro de 6rganos

cerdos nacidos
vivos débiles

"
vertimiento de virus

secreciones oro/faringeas, sangre, heces, arina

Figura 3. Patogenia del vPRRS. Obtenida de Rossow et al., 1995.

El tropismo del vPRRS esta determinado por la presencia o ausencia de mediadores
especificos en las células diana, los macrofagos son célula blanco para el virus. El contacto
inicial del virus con el macréfago porcino se produce a través del heparan sulfato en la
superficie celular. Posteriormente, el virus se acopla a moléculas de sialoadhesina creando
una interaccion mas estable. La interaccion del virus con este receptor implica la union del
heterodimero viral formado por sus proteinas M/Gp5 con la sialoadhesina. La union del
virus a la sialoadhesina es seguido por la internalizacion del complejo virus-receptor a

través de endocitosis mediada por clatrina. Después de la internalizacion, el genoma viral
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se libera en el citoplasma. Esta ultima etapa de la entrada se produce cuando el virus esta
presente en el endosoma temprano y es criticamente dependiente de la acidificacion del
endosoma y su reconocimiento con el receptor CD163 presente en el macrofago (Breedam

etal., 2010).

Este virus genera viremia prolongada y persistencia. Estudios previos han demostrado que
el vPRRS puede persistir en los cerdos durante largos periodos después de la infeccion

inicial y que los animales persistentemente infectados pueden eliminar el virus (Allende et

al., 2000).

Una caracteristica de los cerdos infectados con vPRRS es la viremia prolongada como se
demuestra en el estudio realizado por Macias et al., 2006, donde reportan cerdos virémicos
hasta cuatro semanas postinfeccion (pi). Los sementales infectados pueden contener virus

en el semen hasta por 70 dias pi. (Christopher-Hennings et al., 2001).

En los sementales, el VPRRS infecta células germinales del testiculo tales como
espermatides y espermatocitos induciendo la apoptosis. Estas células infectadas pueden ser
las principales responsables de la excrecion de VPRRS en el semen; también infecta

macrofagos presentes en el intersticio de los testiculos (Sur et al., 1997).

En las piaras donde se presenta esta enfermedad se observa desbalance de las infecciones,
ocasionadas por microorganismos primarios y secundarios, por lo que se incrementan las
enfermedades de diversa indole como rinitis atréfica, neumonias y salmonelosis (Salinas et

al., 2008).

El vPRRS puede ser transmitido a grandes distancias a través de vias que son caracteristicas
de la produccion moderna de cerdos, en particular el transporte de los cerdos y el uso de

semen contaminado (Shi et al., 2010a).
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Aislamiento del virus in vitro

El vPRRS se replica principalmente en macrdéfagos alveolares de cerdo (PAM, por sus
siglas en ingles Porcine Alveolar Macrophages), en cultivo primario de macrofagos
alveolares y en lineas celulares continuas como células derivadas de rinién de mono verde
africano (MA.104) y células derivadas de éstas (CL2621 o MARC-145) observandose
efecto citopatico caracterizado por redondeamiento y desprendimiento celular (Benfield et

al., 1992; Snijder et al., 1998; Muelenberg, 2000).

Respuesta inmune

El vPRRS puede infectar y replicarse en macrofagos y células dendriticas, los cuales son
importantes en el desarrollo de la respuesta inmune innata y adaptativa. Una caracteristica
de la respuesta innata frente a virus es la produccion de IFN tipo I (o y B), todas las células
nucleadas tiene la habilidad de producir IFNs o/f; sin embargo, las celulas dendriticas
plasmacitoides son las principales productoras de IFN tipol, el cual induce la sintesis de
proteina antivirales como proteina cinasa y oligoadenilato-sintetasa que inhiben la
replicacion y sintesis de proteinas virales. Este virus también inhibe la expresion de ARNm
de las citocinas pro-inflamatorias IFNa, TNFa e IL-1B. La falta de una respuesta
inflamatoria y la débil o nula respuesta antiviral crea un microambiente desfavorable para
el desarrollo de la respuesta adaptativa (Flores-Mendoza et al., 2010; Hanzhong et al.,
2017).

Los cerdos infectados con el VPRRS presentan seroconversion entre el dia 7 y 9 pi,
alcanzando su maximo de 28 a 56 dias pi. Los titulos de anticuerpos forman una meseta tras
alcanzar un maximo y después disminuyen. Los anticuerpos que aparecen durante la fase
temprana de infeccidon no tienen capacidad neutralizante, pero es hasta la semana cuatro pi,
en la fase tardia de la infeccidon, cuando se pueden encontrar anticuerpos con actividad

neutralizante (Allende et al., 2000; Lopez et al., 2004; Macias et al., 2006).

El epitope con mayor actividad neutralizante se encuentra en la proteina Gp5, nombrado

epitope B, seguido por el epitope presente en la proteina Gp4 y el de la proteina M (Allende
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et al., 2000). El epitope A del ectodominio de Gp5 induce una fuerte respuesta de
anticuerpos no neutralizantes rapidamente después de la infeccion; se encuentra localizado
a siete residuos de aminoacidos del epitope B, que es un inductor de la produccion de
anticuerpos neutralizantes (Ostrowski et al., 2002).

La respuesta de anticuerpos desencadenada por el VPRRS estd representada por IgM
detectadas entre 5—7 dias pi y declinan rapidamente hasta no ser detectadas 2 o 3 semanas
después. Las IgG son detectadas a los 7-10 dias post-infeccion (dpi), alcanzando niveles
altos entre la semana 4-6 pi, manteniéndose constantes por varios meses y decaen alrededor
de los 300 dias pi. Los anticuerpos neutralizantes IgG estan dirigidos a las proteinas
estructurales Gp4, Gp5 y M, estos anticuerpos pueden ser detectados a partir de la tercera

semana pi manteniéndose hasta 604 dias pi (Nelson et al., 1994).

En cerdos de 4 meses de edad infectados experimentalmente con PRRSV2, se ha detectado
viremia hasta el dia 30 pi, anticuerpos en suero desde el dia 14 hasta el 120 pi y persistencia
del virus en el tejido linfoide de tonsila y ganglios linfaticos desde los 30 hasta 135 dias pi,
fue posible hacer el aislamiento del vVPRRS en muestras de suero en los dias 7 a 14 pi. La
presencia simultdnea del vPRRS y de anticuerpos especificos en el suero de los cerdos
durante la viremia del periodo temprano de infeccion se interpreta como un indicador de la

inhabilidad protectora de los anticuerpos en esta fase (Batista et al., 2004).

Secuenciacion de semiconduccion

La secuenciacion de nueva generacion (NGS, por sus siglas en inglés) consiste en
tecnologias mas rapidas, precisas, faciles de operar y de menor costo. Los sistemas NGS
son tipicamente representados por Solid, lon Torrent PGM Genome Analyzer / HiSeq
2000/MiSeq de Illumina, y GS FLX Titanium / GS Junior Roche.

Ion Personal Genome Machine (PGM) fue lanzado por Ion Torrent en el 2010, es de
tamafio pequefio y cuenta con tasas de rotacion rapida. Utiliza tecnologia de secuenciacion
de semiconductores. Cuando un nucledtido se incorpora en las moléculas de ADN por la
polimerasa, se libera un hidrogenion. Al detectar una baja en el pH de la solucion, reconoce

que un nucledtido a sido incorporado.
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Cada vez que el chip se llena con un nucledtido después de otro, si no es el nucledtido
complementario a la cadena molde de ADN no se unira, no se liberaran iones de hidrogeno
en la solucidn y, por lo tanto, no se registrara ningun cambio; si hay 2 nucleoétidos afiadidos,

se detecta doble voltaje por la cantidad de iones liberados (Lin et al., 2012) (figura 4).

dNTP

Palymerase ;
Template Stran;

The nuclectide does not compliment the template - no release of hydrogen

g

ﬁl»«wu» — "

The nuclectide compliments the template - hydrogen is released.

The nuclectide compliments several bases in a row - multiple hydrogen lons are released.

Figura 4. Secuenciacion por semiconduccion: incorporacion de nucleodtidos.

Cuando un nucleotido es incorporado a la cadena molde de ADN mediante una polimerasa,

un ion de hidrégeno es liberado (https://www.thermofisher.com/).

Cada pocillo del chip contiene una plantilla de ADN diferente, lo que permite la
secuenciacion masiva en paralelo. A diferencia de otros métodos de secuenciacion, la
secuenciacion por semiconduccion no requiere de fluorescencia y de barrido de la camara,

lo que resulta en mayor velocidad y menor costo.

Los pasos requeridos para obtener la secuencia de ADN mediante este método son
construccion de la libreria, preparacion del templado, corrida de secuencia y analisis de

datos.
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III. JUSTIFICACION

El Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino es una enfermedad viral de alta
importancia a nivel mundial por las grandes pérdidas econdmicas que genera. A pesar de
existir avances significativos en el estudio de esta enfermedad, no ha sido posible su control
y erradicacion debido a la alta variabilidad genética que caracteriza a su agente causal.
Identificar y caracterizar las variantes endémicas del VPRRS en México serd una
herramienta util en estudios futuros sobre el control y erradicacion de esta enfermedad en

nuestro pais.

IV. HIPOTESIS

En México, existen cepas endémicas del vVPRRS con alta variabilidad genética que circulan

en las granjas de produccion porcina nacionales.

V. OBJETIVO GENERAL

El objetivo del presente estudio fue identificar y analizar las cepas del vPRRS endémicas

de México y conocer su distribucion geografica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estimar la prevalencia del vPRRS en cerdos de México.

e Estimar la seroprevalencia del vPRRS en cerdos de México.

e Caracterizar los ORF5 y ORF7 del vPRRS en muestras de sangre obtenidas en
granjas porcinas de México.

e Analizar la variacion genética del vPRRS en muestras de cerdos de México.

e Analizar la distribucion geografica del vVPRRS en cerdos de México.
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VL. MATERIAL Y METODOS

Muestras

Un total de 8,126 muestras de sangre de las cuales se separ6 el suero por centifugacion
fueron obtenidas de 275 unidades de produccion porcina de tipo tecnificada y
semitecnificada en 30 Estados de la Republica Méxicana (no se incluye Michoacan y
Ciudad de México) durante el periodo de mayo 2013 a marzo 2014, las cuales fueron
colectadas a través del programa de Vigilancia Epidemiologica de las Enfermedades
Porcinas, por el personal de SAGARPA-SENASICA. El tamafo promedio de las muestras
fue de 30 sueros por granja, obtenidas de diferentes etapas de produccion incluyendo
destete, desarrollo, crecimiento, engorda, vientres, reemplazos y sementales. Los sueros
fueron refrigerados y remitidos al Departamento de Medicina y Zootecnia de Cerdos
(DMZC) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad

Nacional Autéonoma de México (UNAM), donde se almacenaron a -70°C hasta su uso.

ELISA para anticuerpos del vPRRS vacunales y de campo

La estimacion de la seroprevalencia del vPRRS se realizé detectando la presencia de
inmunoglobulinas IgG especificas para el vPRRS a través de la técnica de ELISA indirecto
desarrollado por el DMZC de la UNAM, que permite identificar anticuerpos especificos
contra la cepa de referencia VR-2332 del vPRRS y para un aislado de campo obtenido en el
DMZC-FMVZ, UNAM. La metodologia empleada para este ensayo fue previamente
descrito por Garcia (2016). La publicacion y patente en los que se reporta la
estandarizacion del método se encuentran en proceso. Los controles negativos (5 en cada
ensayo) son analizados por duplicado y la DOy4sp no debe ser mayor a 0.3 en cada uno de
ellos. El punto de corte negativo-positivo se determind utilizando el promedio de las
densidades opticas de los 5 controles negativos y sumdandole tres desviaciones estdndar
resultante de este promedio (Prom. + (DS*3)), de esta manera, se asume que es
estadisticamente probable que los valores por debajo de este valor tienen un 99% de
probabilidad de ser negativos y contrariamente, los valores por arriba del punto de corte

tienen el 99% de probabilidad de ser positivos.
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Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se realizé haciendo uso de perlas magnéticas del kit comercial 5X
MagMax ™ Pathogen RNA/DNA (Applied biosystems, USA), a partir de 50 pl de muestra
y siguiendo las indicaciones del fabricante. El acido nucleico purificado se resuspendié en

50 pl de buffer de elucion y se almacend a -70°C hasta su uso.

RT-PCR para los ORFS y ORF7 del vPRRS

Se utiliz6 la técnica de RT-PCR punto final para la identificacion de las muestras positivas
y para la amplificacion del ORF5 y ORF7 del vPRRS, haciendo uso del kit comercial
OneStep RT-PCR, (QIAGEN, Alemania). La reaccion de amplificacion se llevo a cabo en

un volumen final de 10 pl.

Tabla 2. Oligonucleétidos empleados para la deteccion de ORF7 del vPRRS

Oligonucleétido Secuencia Longitud | Tamafio
del
amplicén
ORF5-7F 5'TTT GGC AAT GTG TCA GGC ATC GTG 3' 24 pb
ORF5-7R 5'CCA TTC ACC ACA CAT TCT TCC 3' 21 pb 1700 pb

Ambos oligonucleétido se emplearon a una concentracion de 10 pmol, haciendo uso de un
termociclador Labnet International, Inc., siguiendo el protocolo de 50°, C 30° min para la
retrotranscripcion; 95°C 15 min y 94°C 30 seg; 59 °C 1 min; 72°C 1 min durante 40 ciclos;
con una extension final de 72°C 10 min. Los productos de la amplificacion fueron
observados en gel de agarosa al 2%, mezclando 5 pl del producto de amplificacion mas 2 pl
de buffer de carga 6X (6X DNA loading Dye, Thermo Cientific.), su utilizo un marcador de
peso molecular de ADN de bajo rango (ADN pBR322/Mspi, BioTecMol). Posterior al
corrimiento electroforético se hizo la tincion de los geles de agarosa con bromuro de etidio

a una concentracion de 1 pg/pl, visualizdndolo en un transiluminador de luz UV y software
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Gel Logic 112. Las muestras se consideraron positivas cuando se observo una banda de

alrededor de 1700 pb.

Secuenciacion de los ORFS5 y ORF7 del vPRRS

Se realiz6 la secuenciacion de 9 muestras obtenidas de los 1,630 pools provenientes de
toda la Republica Mexicana, asi como 11 muestras positivas obtenidas del servicio de

diagnostico del DMZC

1. Construccion de la libreria
El ADN total fue cuantificado con el Qubit dsDNA HS (High Sensitivity) Assay Kit
(Invitrogen, USA) y el Qubit Fluorometer (Invitrogen, USA).
Se utiliz6 el kit Ion Plus Fragment Library (Life technologies, USA) para la construccion
de librerias de 200 nucledtidos con un input de 100 ng de ADN, siguiendo el protocolo de
fragmentacion del ADN total con Bioruptor Sonication System durante 17 ciclos de 30s de
encendido y 30s de apagado. Posteriormente el ADN fragmentado fue purificado con
Agencourt. AMPure. XP Kit (Beckman Coulter, USA) y fue confirmada la obtencion de
fragmentos de ADN de 200 pb con el kit Agilent High Sensitivity DNA (Agilent, USA), el
software y equipo Agilent 2100 Bioanalyzer.
Se identificaron cada una de las muestras que se incluyeron en un mismo flujo de
secuenciacion con los adaptadores del kit Ion Xpress Barcode Adapters (Life technologies,
USA) al mismo tiempo que se reparan los extremos de los fragmentos y se realizd una
tercera purificacion.
Se seleccionaron los fragmentos que tuvieron alrededor de 350 pb mediante electroforesis
con E-Gel SizeSelect 2% Agarose Gel (Invitrogen, USA). Una vez seleccionados los
fragmentos se amplifico la libreria y se realiz6 una cuarta purificacion.
Se calcul6 la molaridad del ADN de cada muestra con el kit Agilent High Sensitivity DNA
para determinar el factor de dilucidon requerido de cada libreria para ajustarlas a 100 pM de

forma individual y posteriormente se preparo el templado.
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2. Preparacion del templado
Una vez obtenidas las librerias se elaboré el templado con el lon OneTouch™ 2 System y
el lon PGM™ Hi-Q™ OT2 Kit (Life technologies, USA). En un volumen de 5 pl se
elabord una mezcla equimolar de todas las librerias previamente ajustadas a 100 pM y se
adicioné 20 pl de agua libre de nucleasas para obtener un volumen final de 25 pl, esta
mezcla se someti6 a PCR de emulsion en el que las librerias reconocen por

complementariedad las Ion Sphere Particules (ISPs).

3. Corrida de secuencia
La reaccion de secuencia se llevd a cabo con el kit lon PGM™ Hi-Q™ Sequencing,
empleando un chip Ion 314 Chip v2, con 500 flujos, siguiendo las indicaciones del
fabricante. Las lecturas obtenidas fueron sometidas a filtro de calidad usando el plug-in
FastQC, todas las lecturas con un Q-score >20 fueron alineadas y ensambladas con

AssemblerSPAdes v5.4.0. La profundidad genomica promedio fue de 300X.

Analisis de los resultados

Las muestras fueron clasificadas segun el estado de procedencia y siguiendo la clasificacion
de las 8 regiones agropecuarias de Meéxico: 1. Noreste: Coahuila, Nuevo Ledén y
Tamaulipas; 2. Noroeste: Baja California Norte y Sur, Chihuahua, Durango, Sinaloa y
Sonora; 3. Occidente: Colima, Nayarit, Michoacan y Jalisco; 4. Oriente: Hidalgo, Puebla,
Tlaxcala y Veracruz; 5. Centro-norte: Aguascalientes, Guanajuato, Querétaro, San Luis
Potosi y Zacatecas; 6. Centro-sur: Ciudad de México, Estado de México y Morelos; 7.
Sureste: Campeche, Quintana Roo, Tabasco y Yucatan; 8. Suroeste: Chiapas, Guerrero y

Oaxaca (figura 5).

Para la asociacion de variables se realizaron estudios de distribucion de frecuencias, tablas
de contingencia para el 95% de confianza, modelo lineal generalizado y prueba de Tukey,
haciendo uso del programa JMP v12.

Para el analisis de las secuencias obtenidas se uso el Torrent Suite Server, nucleotide Blast

del NCBI y el programa MEGA V7 y DNASTAR.
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VII. RESULTADOS

Seroprevalencia (ELISA)

Un total de 3,420 sueros presentaron anticuerpos especificos para el vPRRS, lo que
representa un 42.09 % del total de muestras obtenidas en todos los estados de México con
excepcion de Michoacan y Ciudad de México. Los sueros positivos fueron clasificados en
1,477 sueros seropositivos para el virus de campo, 319 sueros seropositivos para virus
vacunal y 1,624 sueros seropositivos para ambas cepas empleadas, (sueros dobles

positivos) (figura 6).

Seroprevalencia del vPRRS para cepa
de campo y vacunal (%)

su S

Ac anti-

\ vPRRS 15

Figura 6. Seroprevalencia del PRRv estimada a nivel nacional para la cepa vacunal de

referencia VR2332 y la cepa de campo.

La seroprevalencia del vPRRS fue diferente entre las regiones (p<0.001) (tabla 3). La
menor proporcion de cerdos seropositivos se identificé en la region centro-sur, en la cual
unicamente el 1.8% de las muestras analizadas presentaron seropositividad al virus de
campo; en esta regidon no se registraron sueros con anticuerpos especificos para la cepa
vacunal, ni dobles positivos. Por otra parte, la mayor presencia de anticuerpos especificos al
virus de campo se observd en la region Noroeste con el 26.1%, seguido de las regiones
Suroeste (24.1%), Centro-norte (23.6%), Occidente y Oriente (14.3%), Noreste (11.0%),
Sureste (7.7%) y Centro sur (1.8%).
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Tabla 3. Seroprevalencia y prevalencia del virus de PRRS a nivel regional.

Seroprevalencia Prevalencia
o Anti-PRRS | Anti-PRRS
Regién No.de | ¢ mpo Vace Doble ' 1 1ital (%) P1 P2 P3 No. de pools | rotal
sueros o o positivo (%) (%)
(%) (%)

Noreste 325 11 2.4 2.4 15.8° 0.0001 0.0001 NS 66 3.07%
Noroeste 1,041 26.1 2.4 20.6 49.1° 0.0001 0.0001 0.033 211 10.95°
Oriente 750 143 3.5 6.9 24,7° 0.0001 0.0001 0.055 150 3.33%
Occidente 2,850 143 4.6 28.9 47.8* 0.0001 0.0001 0.0001 570 1.40°
Centro-norte | 2,249 23.6 32 14.4 41.2° 0.0001 0.0001 0.0001 450 5.33%
Centro-sur 161 1.8 0 0 1.8° NS NS NS 33 27.2°
Sureste 480 7.7 9.8 11.5 29.0° NS NS NS 96 6.25"

Suroeste 270 24.1 52 14.4 43.7° 0.001 0.006 0.0005 54 0

Numero de muestras analizas para cada region. Diferencia de literales indica diferencia significativa entre regiones:
seroprevalencia p<0.001; prevalencia p<0.003. Porcentaje de sueros con anticuerpos anti-vPRRS para la cepa de campo y la cepa
vacunal, respectivamente. La seroprevalencia para vPRRS cepa de campo versus la cepa vacunal (pl) y los dobles positivos
versus cepa de campo (P2) o la cepa vacunal (P3).
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La seroprevalencia mas alta hacia vPRRS, sin diferenciar entre virus vacunal y de campo,
se encontrd en la region Noroeste (49.1), seguido de la region Occidente (47.8%), Suroeste

(43.7%) y Centro norte (41.2%) (figura 7A).

Prevalencia del vVPRRS (RT-PCR)

La prevalencia de vVPRRS a nivel nacional se estimé en un 4.6% de los 1,630 pools de
suero provenientes de las 8 regiones de la Republica Mexicana, analizados mediante la
técnica de RT-PCR.

A nivel regional, la presencia del vPRRS difiere significativamente entre de las regiones
(p<0.003). En siete regiones se identificaron animales positivos a la presencia del virus de
PRRS (tabla 3).

La region donde se encontrd un mayor porcentaje de positividad a vPRRS fue la region
Centro-sur, en donde el 26.8% de las muestras analizadas resultaron positivas. Las muestras
fueron obtenidas de cerdos en las etapas de destete, desarrollo y reproductoras,
pertenecientes a dos granjas de la region. Por otra parte, en la region Noroeste el 10.95% de
las muestras (23 pools de suero) fueron positivas las cuales provenian de 10 granjas y
pertenecen a cerdos en las etapas de destete, desarrollo y crecimiento. En el Noreste del
pais 3.07% de las muestras analizadas resultaron positivas al vPRRS (2 pools),
provenientes de una misma explotacion y corresponden a cerdas reproductoras.

En el Occidente la positividad fue del 1.4%; las muestras provinieron de 7 granjas
diferentes y fueron obtenidas de cerdos en desarrollo y reproductoras/reemplazo. La
positividad de la region oriente fue del 3.3%, las muestras son de 3 granjas, un pool
pertenece a cerdos en desarrollo y del resto se desconoce la etapa productiva de los cerdos.
En 10 granjas de la region Centro-norte se detectd la presencia del virus de PRRS en las
etapas reprodutoras y engorda; el porcentaje de positividad registrado fue del 5.3%.

Del Sureste del pais, se desconoce la etapa productiva de los cerdos, aunque el porcentaje
de muestras positivas fue de 6.25%, provenientes de tres granjas.

En la region Suroeste no se detectd ninguna muestra positiva a la presencia de este virus y

por tal motivo se excluyd del andlisis estadistico (figura 7B).
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Se consider6 como granja positiva, aquella granjas con uno o mas pools de sueros positivos
a VPRRS. Asi se identificaron 36 explotaciones porcinas positivas, estimando una

frecuencia a nivel de granja del 13.09%.
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Figura 7. Identificacion del vPRRS a través de las regiones de México.
A. Seroprevalencia de anticuerpos anti- VPRRS a nivel regional, B. Prevalencia del vPRRS a nivel regional. La escala de gris en
ambos mapas representa la clasificacion de las ocho regiones de México segun la diferencia estadistica determinada por la
prueba de Tukey. Las regiones con el color mas intenso representan los valores mas altos, el gris mas claro identifica las regiones

con los valores mas bajos.
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Secuenciacion de ORF5 y ORF7 del vPRRS

En 20 muestras positivas a la presencia del vVPRRS se obtuvieron las secuencias de

nucleotidos que conforman los ORF5 y ORF7. Estas muestras provienen de los Estados de

Jalisco (3), Puebla (4), Guanajuato (1) y Veracruz (12), las cuales fueron ingresadas a el

GenBank.

Tabla 4. Secuencias del vVPRRS: identificacion, tipo de muestra y nimero de acceso en

GenBank
] N Tipo de No. de acceso en el GenBank
Identificacion
muestra Gp5 Nucleocapside
vPRRS/Mex/Jal/DMZC181/2015 suero MF279253 MF352172
vPRRS/Mex/Jal/DMZC205/2015 suero MF279254 MF352173
vPRRS/Mex/Pue/DMZC217/2015 suero MF279255 MF352174
vPRRS/Mex/Ver/DMZC01/2015 suero MF279256 MF352175
vPRRS/Mex/Ver/DMZC02/2015 suero MF279257 MF352176
vPRRS/Mex/Ver/DMZC03/2015 suero MF279258 MF352177
vPRRS/Mex/Ver/DMZC04/2015 suero MF279259 MF352178
vPRRS/Mex/Ver/DMZC05/2015 suero MF279260 MF352179
vPRRS/Mex/Pue/DMZC06/2015 suero MF279261 MF352180
vPRRS/Mex/Pue/DMZC07/2015 suero MF279262 MF352181
vPRRS/Mex/Pue/DMZC08/2015 suero MF279263 MF352182
vPRRS/Mex/Gto/DMZC43/2016 pulmon MF279264 MF352183
vPRRS/Mex/Jal/DMZC144/2016 pulmén  MF279265 MF352184
vPRRS/Mex/Ver/DMZCIN27-1/2016 BAL MF279266 MF352185
vPRRS/Mex/Ver/DMZCIN27-2/2016 BAL MF279267 MF352186
vPRRS/Mex/Ver/DMZCIN27-3/2016 BAL MF279268 MF352187
vPRRS/Mex/Ver/DMZCIN27-4/2016 BAL MF279269 MF352188
vPRRS/Mex/Ver/DMZCIN27-5/2016 BAL MF279270 MF352189
vPRRS/Mex/Ver/DMZCIN27-6/2016 BAL MF279271 MF352190
vPRRS/Mex/Ver/DMZCIN27-7/2016 BAL MF279272 MF352191
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Andlisis filogenético de ORF5

El andlisis filogenético incluye 316 secuencias de nucledtidos del ORFS del PRRSv de los
estados de Jalisco, Puebla, Guanajuato y Veracruz procedentes de este estudio, secuencias
obtenidas del GenBank y secuencias publicadas por Shi et al., 2010a, 2010b, 2013.

La relacion filogenética del ORF5 demuestra que las secuencias incluidas se clasifican en
diferentes ramas, en las cuales se encuentran distribuidas las secuencias mexicanas de este
estudio y estudios previos.

En la rama superior se observa un cluster que incluye las cepas del estado de Veracruz y
dos cepas de Jalisco, las cuales comparten este grupo con mas cepas mexicanas y dos
muestras histdricas aisladas en los Estados Unidos (USA): SDSU73 que fue aislada como
cepa atipica en 1996 en cerdas con alto porcentaje de abortos, mortalidad en cerdas
gestantes y afeccion en cerdos jovenes, cepa Abst vacc, ademds de otras cepas que han
sido clasificadas como linaje 8. En la rama de las secuencias del linaje 8, pero en un cluster
diferente se agrupd una secuencia del estado de Puebla identificada en 2015 con estrecha
relacion filogenética con las muestras historicas 98-31701 aislada en Iowa (USA) en
cerdos vacunados, cepa 24901 aislada en Guatemala en 1994 y la cepa P129.

En un grupo diferente se ubican cepas mexicanas ciad que muestran estrecha relacion con
cepas historicas previamente clasificadas como linaje 8 :IngelvacATP y JA-142 aislada en
1997 en USA.

En la rama media del arbol se encuentra el cluster de las cepas clasificadas como linaje 5
que incluye las secuencias historicas NADCS8 aislada en USA en 1992, Jynl aislada en
Japon, LUS534 aislada en Australia, la cepa de referencia para PRRS tipo americano
VR2332 aislada en 1991, PAS aislada en Canada e IngelvacMLV, ademas de la cepa
Pue/DMZC217 identificada en México en 2015.

En la rama inferior se formaron diferentes clusters que agrupan a las cepas del los linajes 1,
2,3 y 4. En el cluster del linaje uno se encuentran las cepas mexicanas identificadas como
Gto/DMZC43/2016(MEX) 'y las secuencias Pue/DMZC06/2015(MEX) y
Pue/DMZCO07/2015(MEX), que se relacionan estrechamente con las cepas 02SP3 de
Tailandia, 98-3298 de USA y la IAF-EXP91 de Canada (figura 8).
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Figura 8. Arbol filogenético contruido con secuencias nucleotidicas de la regiéon ORF5

del vPRRS
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Andlisis filogenético molecular de 316 secuencias de nucleotidos del ORFS del vPRRS por

el método Neighbor-Joining, usando un bootstrap test de 1000 replicas. Los tridngulos en

color rojo representan las cepas obtenidas en este estudio, en color azul las cepas historicas

previamente reportadas. Se muestran los valores de bootstrap > 50%.

Cambios en la secuencia de ORF5 (nty aa)

La comparacion de la secuencias de nucledtidos indica una similitud del 78.2-99.8 % entre

las cepas obtenidas en este estudio y del 80.9-98.3 % al comparar estas nuevas cepas

reportadas con la cepa de referencia VR2332. La mayor divergencia genética entre las

secuencias reportadas en este estudio se encuentra entre las cepas de Jalisco y Puebla y

Guanajuato (tabla 5).

Tabla 5. Similitud entre las secuencias de nucledtidos del ORFS del vPRRS.

=T I 7 T P R

R T < =
A N R W N =D

17

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
EF536003.1 VR2332  *** 854 80.9 81.7 82.6 88.7 983 839 844 821 823 823 824 821 826 81.8 81.8 828 834 823 833
Gto/DMZC043/2016 **% 809 82.1 829 856 849 847 852 831 83.6 833 831 831 833 831 828 828 833 829 83.1
Ja/DMZC144/2016 %k 86.4 87.1 863 804 782 784 828 83.7 82.7 83 832 827 82.8 825 83.7 838 82.8 837
Jal/DMZC181.2/2015 ko 86.8 86.6 81.6 792 79.7 843 853 839 843 84.1 839 839 841 848 853 841 85.1
Jal/DMZC205/2015 Hokk 87 827 804 803 86.6 86.8 86.6 863 86.6 86.6 86.5 858 87.8 87 86 86.6
Pue/DMZC/2015 *** 893 832 83.1 853 863 855 856 851 855 851 851 863 86.5 855 863
Pue/DMZC217/2015 Hxx 84 84.1 82 822 825 823 82 828 81.7 81.7 82.7 833 822 832
Pue/DMZCH/2015 ¥k 972 804 80.7 80.4 80.7 80.5 804 804 804 794 80 80.5 79.9
Pue/DMZCM/2015 *kk 804 80.4 80.3 80.8 80.6 803 804 804 79.4 80.1 80.6 79.9
Ver/DMZC01/2015 #*x 082 979 987 99 975 993 98.7 957 956 985 954
Ver/DMZC02/2015 Hxx 98 98.5 97.7 97.7 97.7 982 95.6 957 98.7 959
Ver/DMZC03/2015 ¥k 979 972 997 97 975 951 947 98 949
Ver/DMZC04/2015 *kk 985 975 979 99.7 956 957 99.8 956
Ver/DMZC05/2015 ¥k 969 99.2 98 957 95.6 982 952
Ver/DMZCIN27-1/2016 ***96.7 972 951 947 97.7 949
Ver/DMZCIN27-2/2016 Hkk 98 956 954 97.7 952
Ver/DMZCIN27-3/2016 ¥k 951 952 995 95.1
Ver/DMZCIN27-4/2016 *¥*% 087 954 985
Ver/DMZCIN27-5/2016 X956 99.8
Ver/DMZCIN27-6/2016 **k 957

Ver/DMZCIN27-7/2016
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Similitud expresada en porcentaje entre las secuencias obtenidas en el presente estudio al
comparar la region ORFS5 con la cepa de referencia VR2332 (GenBank numero de acceso

EF536003.1) y entre ellas mismas.

El alineamiento multiple de las secuencias de nucledtidos del ORF5 del vPRRS de las 20
cepas del DMZC vy la cepa de referencia americana VR2332 (GenBank nimero de acceso
EF536003.1) demuestra que las cepas provenientes del Estado de Veracruz presentan una
insercion de dos tripletes de nucledtidos: 90ACC y 108 AGC al ser comparadas con la cepa
de referencia VR2332, generando una longitud de 609 nucleodtidos. Todas las secuencias

obtenidas presentan sustituciones en diferentes posiciones.

Al inferir la secuencia de aminoacidos (aa), se identificaron numerosos cambios con
respecto a la cepa de referencia (tabla 6). Los cambios observados con mayor frecuencia
fueron: E3G, YI11C, S32N/D, N33S/G, D34S/N/T, S35N, L39/F, DS54K/G/E
N58K/H/G/D/E, S66T, VI1A, A92G, V94A/I/L, T951, V102Y/C/H, V124A/T/1, F127L,
A128T, A137S/T, R164G, 1189V/L/S y R191K. Ademads, hubo sustituciones que so6lo se
presentaron en cepas de un mismo estado, principalmente en Veracruz, con cambios como
L2W, T71, L41S, L45M, D54K/G/E y R199H. Todas las cepas del Estado de Veracruz
presentan insercion de una treonina (T) entre las posiciones 30-31 y una serina (S) entre los

aminodcidos 36-37, también presente en una muestra de Jalisco del afio 2016.

Los dominios funcionales de Gp5 como el péptido sefial, ectodominio, regiones
transmembrana y endodominio fueron identificados en las secuencias de aminoacidos. Las
primeras 26 posiciones corresponden al dominio del péptido senal, en el cual se observaron
los siguientes cambios de aa: L2W en todas las secuencia provenientes del Estado de
Veracruz, L2S en Jal/DMZC144/2016, E3G en todas las cepas excepto en
Pue/DMZC217/2016, K4N/R en Jal/DMZC181/2015 y Ver/DMZCIN27-02/2016, C5Y en
Veracruz y Jalisco, T71 en Veracruz, G9V/A para Jalisco y Veracruz, C19Y
Jal/DMZC181/2015 y cepas de Veracruz, F25L/S en Jal/DMZC205/2015 y las cepas de

Veracruz, A26V en Guanajuato, Puebla y Veracruz; entre otros cambios observados.
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Table 6. Sustitucion de aminoacidos presentes en la region ORFS de las cepas de vPRRS aisladas en México al ser

comparadas con la cepa de referencia VR2332.

Posicion [2 3 4 5 7 9 11 12 13 14 15 16 17 19 24 25 26 27 28 29 30 32 33 34 35 39 41 44 45 47 54
VR2332 EF536003.1 LEKCTGY SQLULSLCCTFAVLVYVNS-SNDS SS-LLNILILD
Jal/DMZC181/2015 G N v C R F . .Yy . . . . . . . -N S N - F I
Jal/DMZC205/2015 G v C R S L . - N SN - I
Pue/DMZC217/2015 . .. . C . . A - L= . .
Ver/DMZC01/2015 W G Y I A C Y S Vv T G TNST FS . M K
Ver/DMZC02/2015 W G Y I A C Y S Vv T G TNSTF S DM G
Ver/DMZC03/2015 W G Y I A C Y S Vv A T S T NSTFSDM E
Ver/DMZC04/2015 W G Y I A C Y S Vv T G TNST FS . M E
Ver/DMZC05/2015 W G Y I AC . Y S Vv . T . GTNSTFSKM .
Pue/DMZC06/2015 G C F v . P T - D R - 1
Pue/DMZC07/2015 G C F . vV . PTS - D S - . 1
Pue/DMZCO08/2015 G C R w . G D - N S - F

Gto/DMZC43/2016 . G . .. c L . S F V A T - D T . - . 1
Jal/DMZC144/2016 S G Y .V R . S L . D-N.SNSVF . . . .
Ver/DMZCIN27-1/2016 WG . YT AC . Y S Vv A T S T NSTFSDM E
Ver/DMZCIN27-2/2016 W GRY T ATC . Y S Vv T G T NS F S M N
Ver/DMZCIN27-3/2016 W G Y I A C . Y S Vv T G T NS F S M K
Ver/DMZCIN27-4/2016 W G A C R p Y S Vv T G S NI/S F S M
Ver/DMZCIN27-5/2016 W G . A C R . Y S Vv T G NNSTFS . M .
Ver/DMZCIN27-6/2016 W G Y I A C . . Y S Vv T G TNSVF S DM E
Ver/DMZCIN27-7/2016 W G A C R . Y S Vv T G NNSF SDM

La composicion de aminoéacidos fue deducida de las secuencias de nucledtidos obtenidas en este estudio, solo se indican las

posiciones que presentaron cambios; las inserciones se muestran con sombra gris
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Continuacion de Tabla 6. Sustitucion de aminoacidos presentes en la region ORFS de las cepas de vPRRS aisladas en

México al ser comparadas con la cepa de referencia VR2332.

Posicién 57 58 59 61 66 72 80 90 91 92 94 95 101 102 104 106 114 120 121 124 127 128 137 146 151 164 167 170 187 189 191 198 199 200
VR2332 EF536003.1 ANKDSVGTVAVTV F V GY VLTV F A AL RIRVYVETTITRGRP
Jal/DMZC181/2015 S HN.T . . . .G Y Y . R S . F L T S G L K
Jal/DMZC205/2015 G G T . . MAG . . Y E . . . . .. L T S . G L K
Pue/DMZC217/2015 L . . . . . . . . . . . G . . . .
Ver/DMZC01/2015 G R T A G A 1 Y A L T S G L K H L
Ver/DMZC02/2015 D T A G A 1 Y A L T S G . L K H L
Ver/DMZC03/2015 G . T A G A 1 Y ... T . T S G A L K H L
Ver/DMZC04/2015 . D R T A G A 1 C I AL T S Q G L K H L
Ver/DMZC05/2015 vV G R T . A GAT1T . C . A L T S . G . L K H L
Pue/DMZC06/2015 N D T L A G 1 Y Y H 1 L T T K G I N vV K
Pue/DMZC07/2015 K D T L . A G 1 Y Y H 1 L T S K G I N vV K .
Pue/DMZC08/2015 . E T C G Y I . L S . L . . L
Gto/DMZC43/2016 DK . . T A G L Y Y . 1 L . S G . vV K C .
Jal/DMZC144/2016 G DNNT .. G . . Y H F A L T S G G S L K . L
Ver/DMZCIN27-1/2016 G . T A G A 1 Y . T . T S G L K H L
Ver/DMZCIN27-2/2016 vV G R T A G A 1 Y R A L T S G L K H L
Ver/DMZCIN27-3/2016 T D R T A G A 1 C I A L T S Q G L K H L
Ver/DMZCIN27-4/2016 G T A G A 1 Y A L S G S K H L
Ver/DMZCIN27-5/2016 D . T A G A 1 Y . A L . S . G S K H L
Ver/DMZCIN27-6/2016 D R T A G A 1 C I A L T S Q G L K H L
Ver/DMZCIN27-7/2016 D T A G A I Y A L S G S K H L

La composicion de aminoécidos fue deducida de las secuencias de nucledtidos obtenidas en este estudio, s6lo se indican las

posiciones que presentaron cambios.
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El ectodominio de Gp5 esta ubicado entre los aa 27-64 y en el cual también se presentan
cambios al comparar las secuencias obtenidas y la secuencia de la cepa de referencia. V27A
en la cepa del Estado de Guanajuato, L28P en Pue/DMZCHz/2015, V29A/T/G para Puebla
y Veracruz, N30T/D/S cepas de Jalisco, Guanajuato y Puebla, todas las cepas del Estado de
Veracruz tienen una insercion de una treonina y serina.

Algunos de los cambios mencionados se encuentran en posiciones con importancia
biologica y estructural, por ejemplo, en el sitio de glicosilacion N33 donde se observaron
sustituciones por los aa treonina, serina, asparagina o arginina en las secuencias de
Veracruz (tabla 7). Ademads en este dominio se ubica el principal epitope neutralizante (aa
36 — 52), en el cual se identifico la insercion de una serina; L39F, la cual junto con H38 son
aminodcidos criticos en este epitope; L41S, en el sitio de glicosilacion N44D/K y L45M

para Veracruz y L471 en Jalisco, Guanajuato y Puebla.

En el dominio de transmembrana uno (TM1), ubicado entre los aa 65-82, en la posicion
S66 en todos los casos hubo cambio por una treonina, excepto en el virus
Pue/DMZC217/2015; V72L 'y G80C en cepas del Estado de Puebla.

En el dominio de transmembrana dos (TM?2), ubicado entre los aa 96-100, no se observaron
cambios con respecto a la cepa de referencia VR2332. La cepa Pue/DMZC217/2015 es la
cepa con menores cambios al ser comparada a la cepa VR2332, s6lo presentd cambio en

tres aa.
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Tabla 7. Alineamiento de secuencias de aminoacidos del ectodominio del ORFS5 del vPRRS.

VR2332 EF536003.1
Jal/DMZC181/2015
Jal/DMZ(C205/2015
Pue/DMZC217/2015
Ver/DMZCO01/2015
Ver/DMZC02/2015
Ver/DMZC03/2015
Ver/DMZC04/2015
Ver/DMZC05/2015
Pue/DMZC06/2015
Pue/DMZC07/2015
Pue/DMZC08/2015
Gto/DMZC43/2016
Jal/DMZC144/2016
Ver/DMZCIN27-1/2016
Ver/DMZCIN27-2/2016
Ver/DMZCIN27-3/2016
Ver/DMZCIN27-4/2016
Ver/DMZCIN27-5/2016
Ver/DMZCIN27-6/2016
Ver/DMZCIN27-7/2016

Ectodominio
PNE
27 28 29 30 31 32 33 34 35|36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52|53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64
VLVNS-ASNDS S|[S-SHLOQLTITVYNVLTLCETLNG|TDWLANEKTFDWAYV
- N . SN - . . F . .. . . .1 . . . . 0. . . . SHN
. - N S N - F I . . . . .|. . . . GG
A - - ) ) ) . Lo
T G TN S F S .M K G R
. T G TN S F S D M G D
A T S TN S F S D M E G .
T G TN S F S .M E . DR
.o T . G TN S F S K M V G R
P T . - D R - I N D
P TS - D . S - ) I K D
. G D - N S S - F E
A T - D T . - ) I D K )
. D - N . SN S F ) . ) G DN . N
A T S TN S F S D M E G .
T G TN S F S M N V G R
T G TN S F S M K T DR
T G S N S F S M G
T G N N S F S .M ) D .
T G TN S F S D M E D R
T G N N S F S D M D

Mutaciones observadas en algunas posiciones de la secuencia de aminoacidos que conforman el ectodominio de ORFS5, las

inserciones

S€

muestran

con sombra gris.
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Analisis filogenético de ORF7

El analisis filogenético incluye 93 secuencias de nucledtidos del ORF7 del PRRSv de los
estados de Jalisco, Puebla, Guanajuato y Veracruz procedentes de este estudio, secuencias

obtenidas del GenBank .

La relacion filogenética del ORF7 demuestra que las secuencias incluidas se clasifican en
diferentes ramas, en las cuales se encuentran distribuidas las secuencias mexicanas (MEX)
de este estudio y estudios previos (figura 9).

En la rama superior se observa un cluster que incluye Gnicamente las cepas del estado de
Veracruz y en la misma rama pero en un cluster diferente se agrupan las tres cepas de
Jalisco de este estudio de los afios 2015 y 2016, con dos cepas mexicanas reportadas en el
Genbank.

Algunas cepas mexicanas reportadas por Batista et al., 2004 del estado de Puebla y Sonora
forma un cluster que incluye ademés la cepa Pue/DMZCO08/2015(MEX) y las cepas
historicas de Estados Unidos (USA) JA-142, IngelvacATP, MN30100, cepa China (CHN)
CH-laylaP129.

En una rama diferente y ubicada en la parte media del arbol se agruparon dos cepas del
estado de Puebla 06 y 07 del afio 2015 en estrecha relacion filogenética con la cepa
historica de USA MN184 y de Canada IAF-Klop.

En la rama inferior se formaron dos clados, uno de ellos con la cepa de Guanajuato de este
estudio mostrando estrecha homologia con cepas mexicanas reportadas previamente por
Batista et. al. provenientes del estado de Sonora y Puebla. En el segundo clado de esta rama
se encuentra la cepa Pue/DMZC217/2015 en estrecha relacion con cepas historicas ISU-P,

NADC-8 de USA, PA8 de CAN y la cepa de referencia americana VR2332.
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Figura 9. Arbol filogenético construido con secuencias nucleotidicas de la region

ORF7 del vPRRS.
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Andlisis filogenético molecular de 93 secuencias de nucleotidos del ORF7 del vPRRS por

el método Neighbor-Joining, usando un bootstrap test de 1000 replicas. Los tridngulos en

color rojo representan las cepas obtenidas en este estudio, en color azul las cepas historicas

previamente reportadas. Se muestran los valores de bootstrap > 50%.

Cambios en la secuencia de ORF7 (nty aa)

La comparacion de las secuencias de nucleotidos de ORF7, indica que las cepas endémicas

de México del vPRRS tienen una similitud del 81.8 al 100% entre ellas y del 87.8 al 99.5%

al ser comparadas con la secuencia del VR2332 (tabla 8).

Tabla 8. Similitud entre las secuencia de nucleotidos del ORF7 del vPRRS.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
1 | EF536003.1VR2332 88.5 91.2 923 913 941 995 89.8 90.6 90.8 91 91.1 91.6 90.8 914 904 913 87.8 90.6 91.6 89.9
2 | Gto/DMZC043/2016 84.8 87.8 855 87.1 885 824 82.1 84 843 83.6 845 83.6 835 832 843 81.8 844 846 838
3 | Ja/DMZC144/2016 93.8 91.7 909 912 855 858 895 89.8 902 89.5 892 904 89.1 89.2 87.1 903 89.5 89.8
4 | Ja/DMZC181.2/2015 939 925 923 864 86.1 90 90.3 90.6 90.5 89.8 90.7 89.7 903 87.6 90.9 90.6 90.3
5 | JaVDMZC205/2015 91.3 913 87.1 874 897 90 89.7 89.7 89.6 90.1 894 894 873 90.6 89.7 90
6 | Pue/DMZC/2015 946 873 873 91.6 91.8 919 91.8 91.6 919 912 916 88.6 914 91.8 90.8
7 | Pue/DMZC217/2015 89.5 903 91 913 913 91.8 91 91.7 90.7 91.6 88.1 909 91.8 90.2
8 | Pue/DMZCH/2015 98 85.6 853 86.5 864 851 86.5 848 86.1 833 86.5 86.4 859
9 | Pue/DMZCM/2015 853 856 86.2 86.1 853 86.5 85 859 83 857 86.1 85.1
10 | Ver/DMZCO01/2015 98.1 97 98.1 992 974 993 984 93.6 96.5 98.1 959
11 | Ver/DMZC02/2015 96.7 97.8 97.8 97.1 98 97.6 934 962 978 95.7
12 | Ver/DMZC03/2015 98.4 96.7 99.6 96.7 98.1 92.8 952 984 95.1
13 | Ver/DMZC04/2015 97.8 98.5 98 99.7 939 96.7 100 96.2
14 | Ver/DMZC05/2015 97.1 99.6 98.1 934 962 97.8 957
15 | Ver/DMZCIN16-27-1/2016 973 982 929 958 985 952
16 | Ver/DMZCIN16-27-2/2016 98.2 935 96.1 98 958
17 | Ver/DMZCIN16-27-3/2016 93.6 96.5 99.7 959
18 | Ver/DMZCIN16-27-4/2016 96.6 93.9 96.6
19 | Ver/DMZCIN16-27-5/2016 96.7 99.5
20 | Ver/DMZCIN16-27-6/2016 96.2
21 | Ver/DMZCIN16-27-7/2016

Similitud expresada en porcentaje de las secuencias obtenidas en el presente estudio al

comparar las secuencias de nucledtidos del ORF7 con la cepa de referencia VR2332

(GenBank, numero de acceso EF536003.1) y entre ellas mismas.
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El alineamiento multiple de las secuencias de nucledtidos del ORF7 del vPRRS de las
cepas endémicas de México y la cepa de referencia VR2332 (GenBank niimero de acceso
EF536003.1) demuestra que todas las cepas presentan sustituciones en diferentes
posiciones. La longitud de la secuencia del ORF7 del PRRSV2 es de 372 nucledtidos, las
cepas de Jalisco tuvieron una longitud de 375 nucleodtidos y la cepa de Guanajuato 372
nucledtidos. En este sentido y con respecto a la cepa de referencia, las cepas del Estado de
Jalisco presentaron insercion de 3 nucledtidos entre las posiciones 128-129,
Jal/DMZC144/2016 insercion de AAA, Jal/DMZC181/2015 insercion AGG 'y
Jal/DMZC205/2015 insercion de AAG. Por su parte, la cepa del Estado de Guanajuato

presento delecion de 3 nucledtidos CAG en las posiciones 354 a 356.

Los cambios observados en las secuencias de nucleétidos tuvieron efecto en la deduccion
de las secuencias de aa (tabla 9), se encontraron diferentes sustituciones de aminoacidos en
las cepas de México, las mas comunmente identificadas fueron N10K/R, R11K, K12N,
DI5N, K47R, N48S, V116A y A118T. En la tabla 8 se muestran las posiciones con
sustituciones o inserciones de aminodcidos identificados en las cepas endémicas de México,
tomando como referencia la cepa VR2332, todas las cepas provenientes del Estado de

Jalisco presentaron insercion de dos aa KG, RR y KK ubicados entre los aa 42 -43.

Los epitopes lineales y discontinuos de ORF7, previamente descritos por otros autores
fueron identificados en las secuencias de aa obtenidas en el presente estudio, observando
que las sustituciones e inserciones de aa estan ubicadas en algunos de los dominios
funcionales de esta proteina (tabla 10). Las cepas mexicanas del vPRRS mostraron cambios
en los determinantes antigénicos conformados por los aa 2 a 12, en los cuales todas las
cepas tuvieron sustituciones en los ultimos tres aminodacidos; el epitope de la posicion 42-
48 tuvo insercién de dos aminodcidos y sustituciones en diferentes posiciones. Ademads se
identificaron epitopes lineales y fragmentos de epitopes discontinuos como los ubicados en

las posiciones 25 a 30 y 78 a 86, que se mantienen conservados en todas las cepas.
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Table 9. Sustitucion de aminoacidos presentes en la region genética de ORF7 de las cepas de vPRRS aisladas en México al

ser comparadas con la cepa de referencia VR2332.

Posicidon 3 5 7 8 10 11 12 13 15 28 36 39 42-43 43 44 45 47 48 49 69 90 97 100 108 116 117 118 119 120 121
VR2332 EF536003.1 NNKQNIRKKDI K SK K- -KNKKNPSTITHV T A S P S
Jal/DMZC181/2015 K K N QN KG. . .R . . . . . . . A T
Jal/DMZC205/2015 K K N QK RRN . . RS . . . . . . A

Pue/DMZC217/2015 K . . - - . .

Ver/DMZC01/2015 .S R K N N - - S A

Ver/DMZC02/2015 R K N N - - S A

Ver/DMZC03/2015 R K N N - - S A

Ver/DMZC04/2015 . . R KN N - - S A

Ver/DMZC05/2015 .S . R R KN N - - S . A .
Pue/DMZC06/2015 K R R P - - R R S vV A A T
Pue/DMZC07/2015 K . R P - - R . S vV A A T
Pue/DMZC08/2015 . . K K . N - - S G

Gto/DMZC43/2016 S . R K K N R . R - - I R L G S Q . A -
Jal/DMZC144/2016 K KN Q S R K K R I A T P
Ver/DMZCIN27-1/2016 . . R KN N - - S A
Ver/DMZCIN27-2/2016 - S . R R K N N - S A
Ver/DMZCIN27-3/2016 R K N N - - S A .
Ver/DMZCIN27-4/2016 R K N N - - .S A S
Ver/DMZCIN27-5/2016 R K N N - - R S A
Ver/DMZCIN27-6/2016 R K N N - - .S A )
Ver/DMZCIN27-7/2016 R K N N - - R S A S P

La composicion de aminodcidos fue deducida de las secuencias de nucledtidos obtenidas en este estudio. So6lo se indican las

posiciones que presentaron cambios. Las inserciones se muestran en sombra gris.
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Tabla 10. Secuencia de aminoacidos de epitopes lineales en el ORF7 del vPRRS y su alineamiento con la cepa de

VR2332 EF536003.1
Jal/DMZC181/2015
Jal/DMZ(C205/2015
Pue/DMZC217/2015
Ver/DMZC01/2015
Ver/DMZC02/2015
Ver/DMZC03/2015
Ver/DMZC04/2015
Ver/DMZC05/2015
Pue/DMZC06/2015
Pue/DMZC07/2015
Pue/DMZC08/2015
Gto/DMZC43/2016
Jal/DMZC144/2016
Ver/DMZCIN27-1/2016
Ver/DMZCIN27-2/2016
Ver/DMZCIN27-3/2016
Ver/DMZCIN27-4/2016
Ver/DMZCIN27-5/2016
Ver/DMZCIN27-6/2016
Ver/DMZCIN27-7/2016

referencia VR2332.
ORF7a
Epitope lineal Epitope lineal Epitope lineal
2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 R T S S (U VI O LA CR R 3 4 45 46 47 48| O 515 s
PNNNGIKOQQNRK MLGKTITITIAQQNOQSRGKGP|G - - KNKIZKZIKN|PEZKPH
K K N R R N R S
. K . . - - .
S R K N - - S
R K N - - S
R K N - - S
. R K N - - S
S R R K N . . - - .S
K R R P - - R R S
K . R P - - R . S
. K K . . - - S .
S R K K N R - - I R .

K K N R K K R .
. R K N - - S
S R R K N - - S
R K N - - S
R K N - - . S
R K N - - R S
R K N - - .S
R K N - - R S

Mutaciones observadas en las posiciones de la secuencia de aminoacidos que conforman determinantes antigénicos

en ORF7. Las inserciones se muestran con sombra gris.

importantes
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VIIL. DISCUSION

En Meéxico, las explotaciones porcinas se han visto afectadas por el vVPRRS. Se ha
detectado la presencia del virus y anticuerpos especificos para esta enfermedad en cerdos
de diferentes regiones del pais y de diferentes etapas productivas. En este estudio se
describe por primera vez en una muestra representativa de las diferentes regiones de
México, la prevalencia del virus de PRRS, asi como, la probabilidad de contacto con el
mismo (fig 7). La prevalencia y seroprevalencia de esta enfermedad en las explotaciones
porcinas puede estar asociada a diferentes factores como la region en la que se ubican las
granjas y la etapa productiva de los cerdos.

En todas las regiones se identificaron cerdos con anticuerpos especificos para el virus de
PRRS (tabla 3). Aproximadamente, la mitad de la poblacién de cerdos incluidos en este
estudio (42.09%) ha generado una respuesta de anticuerpos contra el virus. Identificamos
que del total de sueros con anticuerpos para el virus de PRRS, la mayor proporcion son
sueros con anticuerpos para virus de campo, lo que sugiere que una mayor proporcion de
cerdos han estado expuestos a cepas de campo contra la proporcion de cerdos que
probablemente han sido vacunados para esta enfermedad.

Ademas, una quinta parte de los sueros analizados son ELISA positivos para ambas cepas
(vacunal y de campo), desafortunadamente no fue posible conocer cudles de estos cerdos
han sido vacunados contra esta enfermedad y poder diferenciar si estos dobles positivos se
deben a vacunacion o a desafio con cepas de campo.

En el presente estudio, la prevalencia del virus de PRRS a nivel nacional (4.6%) es menor
que la prevalencia estimada a nivel de granja (13.09%). Estos resultados pueden atribuirse a
que segun datos del INEGI, el mayor nimero de existencias de ganado no corresponde a las
entidades con mayor nimero de unidades de produccion de ganado porcino; el 58.2% de
estas unidades se concentran en siete Estados: 13.7% en Veracruz, 11.2% en Puebla, 9.1%
en Guerrero, 7.1% en Oaxaca, 6.4% en San Luis Potosi, 5.5% en Chiapas y 5.2% en

Guanajuato (INEGI, 2007).
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A nivel regional, la prevalencia del virus de PRRS es estadisticamente significativa a través
de las regiones. Las regiones con mayor presencia del virus son Centro-sur y Noroeste; en
la region Occidente se identifico una menor prevalencia al vPRRS, mientras que todos los
cerdos procedentes de la region Suroeste fueron negativos a la presencia del virus. En el
Noreste, Oriente, Centro-norte y Sureste del pais la prevalencia de esta enfermedad es
similar entre si.

En la region Noreste (Coahuila, Nuevo Leon y Tamaulipas) solo en el estado de Coahuila
se detectd la presencia del virus. Probablemente porque los Estados que conforman esta
region no juegan un papel importante en la porcicultura nacional por tener un bajo
inventario de porcinos y granjas semitecnificadas y tecnificadas. En esta region,
aproximadamente una sexta parte de la poblacion de cerdos ha sido infectada por el vPRRS,

principalmente por cepas de campo, donde se observd mayor seroprevalencia.

En la region Noroeste (Baja California Sur, Baja California Norte, Chihuahua, Durango,
Sinaloa y Sonora) también se identifico la presencia del vPRRS, siendo la segunda region
con mayor prevalencia. Es importante considerar que en el Estado de Sonora se alojan el
0.3% de las unidades de produccion porcina en las que concentra el 18.8% del inventario
porcino, siendo el primer lugar a nivel nacional, el cual distribuye a grandes ciudades como
Ciudad de México y Guadalajara, y destina animales para la exportacion (INEGI, 2007;
SIAP, 2013). Segtn los resultados obtenidos, uno de cada dos cerdos de esta region ha
generado una respuesta de anticuerpos anti-vPRRS, con mayor frecuencia contra cepas de

campo.

La menor circulacion viral se identifico en la region Occidente (Nayarit, Colima,
Michoacan y Jalisco). Sin embargo, esta region ocupa el segundo lugar de cerdos con
anticuerpos anti-vPRRS. Aproximadamente un tercio de la poblaciéon analizada ha
generado una respuesta de anticuerpos para cepas de campo y la cepa vacunal, lo cual
puede atribuirse a que el Estado de Jalisco tiene gran variedad de sistemas y tipos de
productores, encontrando incluso un gran numero de pequefios productores en la zona

urbana (Bobadilla SEE, et al., 2010) concentra el 1.6% de las unidades de produccion.
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Jalisco ocupa el segundo lugar a nivel nacional del inventario porcino, es uno de los
Estados que concentra y vende un mayor numero de vientres, al igual que Michoacan

(INEGI, 2007; SIAP, 2013), estado no incluido en este estudio.

En la region Oriente (Hidalgo, Tlaxcala, Puebla y Veracruz) se observo pocas muestras con
la presencia del vVPRRS, aunque aproximadamente uno de cada cuatro cerdos ha sido
infectado con cepas de campo, ya que la mayor proporcion de cerdos con anticuerpos anti-
vPRRS fue para la cepa de campo.

En esta region, los Estados de Veracruz y Puebla desempenan un papel importante en la
porcicultura nacional ya que juntos concentran el 24.9% de la unidades de produccion de

ganado porcino y el 14.8% del inventario nacional de cerdos (INEGI, 2007; SIAP, 2013).

En la regiéon Centro-Norte (Aguascalientes, Guanajuato, Querétaro, San Luis Potosi y
Zacatecas) el VPRRS se identifico en pocos casos, lo cual no significa que los cerdos
alojados en esta region no se infecten con el virus, aproximadamente uno de cada 2 cerdos
ha sido infectado, ya que presentan anticuerpos especificos para esta enfermedad.

La prevalencia mas alta a nivel nacional se encontrd en la regiéon Centro-Sur (Ciudad de
México, Estado de México y Morelos), aproximadamente en uno de cada cuatro cerdos se
pudo identificar la presencia del virus. Cabe mencionar que en esta region predominan las
unidades de produccion porcina de tipo semitecnificado, principalmente en el Estado de
Meéxico.

En el Sureste (Campeche, Quintana Roo, Tabasco y Yucatdn) hay presencia del vPRRS
(6.2%) pero no significativamente diferente a las regiones Noreste, Oriente y Centro-Norte.
La prevalencia de esta zona estd determinada por Yucatan. En Campeche, Quintana Roo y
Tabasco no se identificaron muestras positivas.

En la region Suroeste no se identificaron cerdos positivos a la presencia del virus, aunque
en esta region se encuentran Guerrero, Oaxaca y Chiapas, que segun datos del INEGI,

alojan el 21.7% de las unidades de produccién porcina del pais, principalmente de traspatio.

La importancia de esta enfermedad radica en las pérdidas econdmicas que genera en la
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industria porcina a nivel mundial. Para poder controlar el PRRS es necesario conocer su
prevalencia y seroprevalencia, asi como los factores de riesgo que predisponen a esta
infeccion: tipo de explotacion, fin zootécnico, etc (Rovelo et al., 2010).

Holtkamp y colaboradores (2013), demuestraron que el costo total de las pérdidas de
productividad asociadas a la presencia del vPRRS en las piaras de pie de cria y cerdos de
engorda nacional de los EU es de $664 millones de dolares anuales. La mayor proporcion
de estas pérdidas, estimadas en un 12% a 45%, se encuentra en los cerdos de pie de cria a
razon de $114.71 dolares por hembra al afio. En México, se ha reportado una reduccion en
las utilidades que pueden ser de $174.53 a $1,467.45 pesos por hembra seropositiva al
vPRRS al afio, ademas de un aumento en los costos de produccion por kilogramo de cerdo
seropositivo producido de $2.73 a $5.88 pesos (Amador, 2013).

Diversos estudios han demostrado la variabilidad genética y antigénica del vPRRS, ambos
factores le confieren a este virus mecanismos especificos para modular la respuesta inmune
del cerdo generada ante una infeccion o por el empleo de la vacunacion. Los mecanismos
patogénicos mediante los cuales el VPRRS modula la respuesta inmune son: respuesta
deficiente de la inmunidad innata caracterizada por supresion de la induccion de IFN tipol y
de TNF-a, uso de epitopes sefiuelo y escudos de glucidos para prevenir la neutralizacion
por anticuerpos (Osorio, 2012).

Hacer uso de una técnica diagnostica que ayude a identificar y diferenciar anticuerpos anti-
vPRRS para la cepa vacunal MLV y para cepas de campo (A4 PRRS MEX 2014), nos
permite confirmar que en México circulan cepas del vVPRRS con variabilidad antigénica, ya
que los anticuerpos generados ante infecciones con algunas cepas de campo no tienen la
capacidad de identificar a la cepa vacunal. Por lo tanto, es evidente la necesidad de
actualizar los métodos diagndsticos, asi como generar otra alternativa de vacuna o
estrategia para el control de esta enfermedad.

Se han empleado diferentes vacunas contra el VPRRS desde 1994, las mas usadas y
eficientes han sido las vacunas de virus activo modificado, ya que brindan hasta 100% de
proteccion para virus homoélogos, pero tienen la desventaja de proteger sélo entre un 50 a
80% contra la infeccion con cepas heterologas, en las cuales la vacunacion disminuye la

duracion de la persistencia y los signos clinicos, pero no la proporcion de animales
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enfermos (Osorio, 2012; Flores-Mendoza et al., 2010; Cano et al., 2007; Cano et al., 2007).
Ademas interfieren de forma negativa en el diagndstico de laboratorio de esta enfermedad
(Garcia, 2016). Sin embargo, las caracteristicas propias de este agente viral, alta
variabilidad genética y antigénica, no han permitido el desarrollo de una vacuna que
confiera proteccion inmunoldgica ante la infeccion con virus heterdlogos de PRRS.

Actualmente el PRRSV2 se ha clasificado en 9 linajes basados en el andlisis filogenético de
la secuencia del ORF5 (Shi et al., 2010a). Esta clasificacion podria cambiar si, ademas se
analizaran otros ORFs o el genoma completo, ya que hay otras proteinas que a pesar de ser
mas conservadas, también presentan importantes cambios genéticos, por ejemplo la

nucleocapside.

Todas las secuencias obtenidas en este estudio demuestran (tabla 4) pertenecer al PRRSV2
que en México es el Unico reportado, con excepcion del informe de un s6lo caso de una

cerda infectada con PRRSV1 (Lopez et al., 2013).

El anélisis filogenético de las secuencias de nucledtidos de las cepas del vVPRRS en México
demuestra la relacion entre la cepa de referencia VR2332 y las cepas mexicanas,
incluyendo secuencias historicas de la base de datos de Shi et al.,2010a.

De acuerdo al analisis filogenético podemos demostrar que en México se encuentran
circulando cepas del virus de PRRSV2 que pueden ser clasificadas como linaje 1, 5y 8 de
acuerdo a lo reportado por Shi et al., 2010a. En el arbol de ORFS se observa que la mayoria
de las secuencias reportadas en este estudio se encuentran en linaje 8, sin embargo este
linaje se encuentra dividido en dos clados, el de abajo cuenta con 22 secuencias mexicanas,
reportadas por el estado de Sonora. El clado superior cuenta con siete clusters, en el mas
grande de ellos se agrupan 15 secuencias mexicanas secuenciadas en este estudio, de las
cuales 12 provienen del estado de Veracruz y 3 de Jalisco, en conjunto ambos estados
representan mas del 50% de la produccion de carne de cerdo en México.

Es de suma importancia reportar que en las muestras provenientes del estado de Puebla se
encontraron secuencias en tres diferentes linajes. La cepa Pue/DMZC08/2015n (MEX) se

encuentra en el linaje 8, la cepa Pue/DMZC217/2015 estd dentro del linaje 5 y las cepas
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Pue/DMZCO06 y 07/2015 estan agrupadas en el linaje 1. La cepa de Puebla reportada en el
linaje 5 tiene una estrecha homologia a la cepa vacunal Ingelvac MLV. En ese cluster se
encuentran en total 12 cepas mexicanas relacionadas a la cepa vacunal, 4 secuencias
reportadas en USA y 1 secuencia de Thailandia.

Las cepas situadas en el linaje 1 pertenecen al Estado de Guanajuato y Puebla, pero se
ubican en clusters diferentes. Demostrando que la cepa de Gto/DMZC43/2016 esta alejada
del resto de las secuencias mexicanas que conforman éste linaje. Nuestras dos secuencias
Pue/DMZC/06 y 07 2015 estan agrupadas en el mismo cluster con secuencias reportada en
el estado de Sonora.

El andlisis filogenético del ORF7 demuestra que aun siendo el segundo ORF mas
conservados dentro del genoma del PRRSv en este estudio se identifico que las cepas
mexicanas del presente estudio tienen cambios en su secuencia de nucledtidos que generan
que estas cepas se distribuyan en ambos clados del arbol filogenético. El cado superior esta
formado por 4 clusters, el mas grande de ellos esta agrupando a las cepas del estado de
Veracruz y Jalisco, de la misma forma que en el anélisis de ORFS5, ademas de dos cepas
mexicanas reportadas previamente. Del total de las secuencias mexicanas, solamente la
cepa Pue/DMZC08/2015 demostr6 homologia con las secuencias vacunal IngelvacATP,
con las cepas historicas de China y USA asi como la cepa P129 agrupandose todas ellas en
el cado superior.

En un tercer cluster, las cepas de Puebla DMZCO06 y 07 tiene estrecha homologia entre si 'y
con cepas historicas.

La menor homologia se encontré en las Gto/DMZC43/2016 y Pue/DMZC217, con respecto
al resto de las cepas mexicanas de este estudio, ya que se ubican en el clado inferior y en
clusters diferentes, esta cepa de Puebla es la mas cercana a la VR2332.

Esto es de suma importancia debido a la funcién del ORF7 en la generacion de anticuerpos
tempranos, que no son capaces de proteger pero que son el blanco de pruebas serologicas
comerciales.

Con éstos resultados obtenidos es importante conocer las implicaciones en la variacion
genética de las regiones descritas como altamente inmunogénicas, debido a que se

demuestra una gran variabilidad del virus en México identificada en diferentes linajes.
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Esta relacion entre las cepas mexicanas y la cepa vacunal puede ser el resultado del uso
extensivo de la vacunacion con MLV, la cual puede revertir y ser virulenta. Nuestros
resultados demuestran que la identificacion de cepas endémicas con diferencias genéticas
es esencial para los programas de vacunacion y el desarrollo de pruebas diagndsticas que

permitan el control eficiente del vVPRRS en México.

Futuros andlisis deben incluir la identificacion de las variantes genéticas considerando el
genoma completo de este virus y de esta forma determinar los epitopes que participan en la
respuesta inmune protectora frente a la infeccion. Para ello se han sugerido posibles
alternativas como secuenciar genomas completos del vPRRS circulante en una determinada
zona geografica y elaborar ensayos funcionales, identificar e implementar epitopes y
anticuerpos que confieran neutralizacion cruzada (Osorio, 2012).

Se ha identificado que el VPRRS cuenta con un epitope altamente inmunodominante,
conservado en el PRRSV2 y que no genera anticuerpos neutralizantes. Este epitope es
llamado Epitopo-M201, se encuentra localizado en el extremo carboxilo-terminal (residuos
161-174) de la proteina M y es considerado una alternativa para la elaboracion de vacunas
DIVA (por sus siglas en inglés differentiating infected from vaccinated animals) que nos
permitird diferenciar animales infectados con cepa de campo y animales vacunados (Vu et

al., 2013).

ORFS5 codifica para la principal proteina de envoltura GpS5, con caracteristicas de un perfil
hidropatico y con 2 a 4 sitios de glicosilacion, una longitud de 603 pb (201 aa) que contiene
el principal epitope neutralizante en el extremo N-terminal del ectodominio, lo cual implica

su participacion en el reconocimiento del receptor (Wang et al., 2010).

Las cepas del vPRRS que circulan en la poblacion porcina de México presentan numerosos
cambios en su secuencia de nucleotidos, los cuales generan cambios en su secuencia de aa
ubicados en epitopes que participan en el reconocimiento virus-receptor, en la respuesta

inmune y, por lo tanto, en la produccion de anticuerpos con capacidad protectora o
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neutralizantes. Hemos identificado que algunos cambios en la secuencia de aa de esta
proteina parecen ser caracteristicos del estado de procedencia de la muestra. Tal es el caso
de las cepas del Estado de Veracruz, que de forma general presentan sustituciones e
inserciones en las mismas posiciones al ser comparadas entre si y que no estan presentes en

cepas de otros estados (tabla 6).

La Gp5 es la principal inductora de anticuerpos neutralizantes, con los sitios de
glicosilacion N33, N44 y N51 localizados en los principales epitopes neutralizantes (Wang
et al., 2010). En la posicion 33 de las cepas mexicanas se encuentran sustituciones de
asparagina por serina (S), ambos aminoacidos neutros polares con perfil hidrofilico, en
algunos casos este sitio de glicosilacion fue ocupado por una glicina (G) que es neutro polar
hidrofobico; en el sitio de glicosilacion de la posicion 44, cinco cepas del Estado de
Veracruz presentan sustituciones por aa acidos o basicos: N44D/K, los cuales pueden
afectar la estructura y funcion de la proteina; el aminoéacido asparagina (N) de la posicion

51 se encuentra conservado en todas las cepas de este estudio.

También se ha reportado que el principal epitope neutralizante (PNE) del vPRRS esta
ubicado en medio del ectodominio de Gp5 (posicion de aa 36-52). Estos determinantes
antigénicos neutralizantes estan flaquedados por multiples sitios N-glicosilacion, los cuales
son probablemente importantes para el plegamiento correcto y la actividad bioldgica de la
proteina. La pérdida de estos sitios de glicosilacion favorecen la sensibilidad de estos virus
a la neutralizacion in vitro y la inmunogenicidad del epitope neutralizante cercano (Wang et
al., 2010).

En el ectodominio, cerca del PNE, correspondiente a la secuencia V27/A27LVN es el sitio
principal de reconocimiento de anticuerpos (Yin et al., 2012). En las cepas mexicanas se
identificaron cambios en diferentes posiciones de este determinatne antigénico en casi todas
las secuencias, excepto en 10 cepas de Veracruz y 2 de Jalisco, en las que esta region se

observa conservada.

56



La proteina de la nucleocéapside (N) codificada por el ORF7 es la mas abundante del virus,
es no glicosilada y estd compuesta por 123 aa. Esta proteina es altamente antigénica y
genera una respuesta de anticuerpos de forma rapida y persistente (Yan-Jun et al., 2006).
Las cepas europeas y americanas contienen dominios antigénicos que han sido mapeados
dentro de su genoma y epitopes lineales altamente conservados, por lo cual la proteina N es
empleada en el desarrollo de pruebas diagndsticas para la identificacion de anticuerpos
especificos para VPRRS en suero (Xiofang et al., 2011), actualmente esta proteina es
empleada para el diagnostico serologico de este virus en kits comerciales de ELISA, ya que
es altamente conservada en comparacion con la GpS5. Ademas, N es inductora de

anticuerpos no neutralizantes generados en infecciones tempranas y de forma persistente.

Batista y colaboradores (2004) identificaron la insercion de un triplete de nucledtidos que
da origen a la insercion de una glutamina (Q) en la posicion 14 de la secuencia de aa de la
nucleocapside de una cepa proveniente del Estado de Sonora. Nuestros resultados
demuestran que las cepas analizadas de los Estados de Guanajuato, Jalisco, Puebla y
Veracruz no presentan esta insercion. Sin embargo, las cepas del Estado de Jalisco tienen

insercion de dos aa (KK/G/R) (tabla 9).

Diferentes estudios han demostrado que la nucleoproteina del vPRRS contiene varios
epitopes lineales o continuos y discontinuos o conformacionales. En la secuencia de aa de
esta proteina se han identificado 4 regiones antigénicas: tres sitios antigénicos contienen
epitopes lineales y un sitio contiene epitopes dependientes de conformacién. Los epitopes
lineales se denominan A, B y C, y han sido identificados en las posiciones 2-12, 25-30 y
40-46, respectivamente; el epitope D discontinuo se encuentra en los aa 51-67 y 80-90
(Muelenberg, 1988). Todas las cepas secuenciadas en este estudio presentaron sustituciones
de aa en diferentes epitopes, ya sea por aa del mismo grupo como N/S, ambos del grupo
neutro polar (hidrofilicos), y sustituciones por aa de diferentes grupos como N por K/R
donde N es un aa neutro polar sustituido por un aa basico K o R; también se presentaron
inserciones en dos cepas provenientes del Estado de Jalisco y una de Veracruz (tabla 10),

estos cambios pueden alterar la estructura y funcion de la proteina y puede ser una de las
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causas por las cuales los programas de vacunacion no han logrado el control de la
enfermedad.

La secuencia de aa E*’KPHFPLA’" representa una regién de inmunodominio de la proteina
N que esta altamente conservada en cepas americanas y europeas. Esta region de 8 aa es un
grupo de tres diferentes epitopes y se encuentra ubicada en la parte mas hidrofilica de la
proteina (Yan-Jun Z et al., 2006). Esta secuencia de aminoacidos también se mantuvo
conservada en las cepas mexicanas estudiadas, evidenciando la importancia de esta region

para su probable uso en el diagnostico de esta enfermedad.

Se ha identificado una pequefia proteina llamada 7ap (ORF7a), que es codificada
“overlapping” en la region que codifica para la proteina N del vPRRS, puede tener una
longitud de 36 a 56 aa dependiendo de la cepa. Posee multiples funciones como
sintonizacion nuclear y citoplasmatica de los procesos celulares normales y de
inmunosupresion. EIl ORF7a que codifica para la proteina 7ap contiene una metionina en
una posicion conservada y esta seguida de una region codificante ubicada en la posicion 26

a 53 de aa (Olasz et al., 2016).

En la secuencia de aa de la nucleocapside se han identificado otros determinantes
antigénicos como I QTAFNQGAY, epitope lineal conservado en cepas europeas y
americanas, la posicion de esta region depende de la cepa en estudio. En una cepa aislada
en Japon en 1993 se encontr6 la mutacion Q80H. De acuerdo a la estructura tridimensional
antigénica de la proteina N, I'” QTAFNQGA®’ esta situado en una vuelta desde un alfa-
hélice hasta una ldmina-beta, lo que sugiere que esta expuesto sobre la superficie de la
proteina N y estaria facilmente disponible para la unioén con células B (An et al., 2005).
Todas las cepas de nuestro estudio tienen esta region altamente conservada, ya que no se
identificé ningun cambio de aa. Una mutacion en este epitope podria generar que no sea
reconocido por los anticuerpos, vacunales o por cepa de campo, especificos para el vPRRS.
El vPRRS se replica en el citoplasma al igual que otros virus ARN. Durante la infeccion, la
proteina N estd localizada especificamente en el nucleo y nucléolo en adiciéon a su

distribucion normal en el citoplasma. La secuencia de aa 41PGKK(N/S)KKKN es una sefial
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de localizacion nuclear de la proteina N asociada con la virulencia y con la respuesta del
huésped a PRRS. Se ha demostrado experimentalmente que la presencia de deleciones o
sustituciones en la secuencia de aa de esta region puede inducir titulos mas altos de
anticuerpos neutralizantes, viremias con menor titulo y de menor duracion que una cepa de
campo; es posible que las mutaciones de lisina en NLS puedan afectar negativamente a la
interaccion de ARN de la proteina N. La localizacion de la proteina N en el nucleo y
nucléolo de la célula huésped parece asociarse con la patogénesis del PRRSV, a pesar de

que el mecanismo preciso atun no se ha dilucidado. (Pei et al., 2008).
En el presente estudio hemos evidenciado que el PRRSV2 est4 presente en la produccion

porcina de México representando una prevalencia del 4.7% y una seroprevalencia de 42%,

y que las cepas del vPRRS demostraron tener cambios en su secuencia de nucledtidos y aa.
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IX. CONCLUSIONES

El virus del PRRS se encuentra circulando en la poblacion porcina de México, en el
presente estudio se identifico la presencia del virus y de anticuerpos especificos para una

cepa de campo y para la cepa VR2332 de este virus.

Cerca de la mitad de la poblacion porcina de México ha generado un respuesta humoral
frente al virus de PRRS. Se dentificaron cerdos seropositivos para la cepa de campo A4

PRRS MEX 2014, principalmente.

La prevalencia del virus de PRRS a nivel nacional es del 4.7%.

La seroprevalencia y la prevalencia del vPRRS en México dependen de la ubicacion
geografica donde se encuentran ubicadas las explotaciones porcinas, ya que hay diferencia

estadisticamente significativa a través de las ocho regiones de México.

En la region Centro-Sur se identificd la menor prevalencia del vPRRS y la seroprevalencia
mas alta para este virus a nivel nacional. En la regién suroeste no fue identificada la
presencia del virus, pero esta region se agrupa estadisticamente entre las regiones con

mayor proporcion de cerdos seropositivos.

Las cepas del vPRRS que circulan en la poblacion porcina de México presentan numerosos
cambios en su secuencia de nucleétidos, los cuales generan cambios en su secuencia de aa
ubicados en epitopes que participan en el reconocimiento virus-receptor, en la respuesta
inmune y por lo tanto, en la produccién de anticuerpos con capacidad protectora o

neutralizantes.

En el presente estudio hemos evidenciado que el PRRSV2 estd presente en explotaciones

porcinas de México y que las cepas circulantes presentan importantes cambios en su

60



genoma. Esto probablemente es una explicacion de los resultados obtenidos en el analisis

serologico que nosotros realizamos.
Futuros anélisis deben incluir la identificacion de las variantes genéticas en el genoma

completo de este virus y de esta forma determinar los epitopes que participan en la

respuesta inmune protectora frente a este virus.
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