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AISLAMIENTOY GENOTIPIFICACION DEL VIRUS DEL SINDROME
RESPIRATORIOY REPRODUCTIVO PORCINO (VPRRS) EN GRANJAS
SEROPOSITIVAS DE LAS PROVINCIAS DE LIMAY AREQUIPA, PERU

IsoLATION AND GENOTYPING OF PORCINE RESPIRATORY AND REPRODUCTIVE
SyNDROME VIRUS ON P1G FARMS IN LiMA AND AREQUIPA, PERU

Mercy Ramirez V.*2?, Hermelinda Rivera G.}, Alberto Manchego S.!, Juan More B.%,
Kim Lam Chiok C.t

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue aislar e identificar el genotipo de las cepas del
virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (VPRRS) de granjas porcinas de
las provincias de Lima y Arequipa. Se identificaron granjas porcinas seropositivas al
VPRRS mediante la prueba de ELISA. Se colectaron muestras de suero de porcinos en
etapa de recria, engorde y acabado de tres granjas de Lima (A=44, B=20, C=16) y dos de
Arequipa (D=32, E=92) en 2010. Las 204 muestras fueron procesadas en 51 mezclas de 4
muestras cada una, respetando el lugar de procedencia, para el aislamiento viral en el clon
3D4/31 de la linea celular de macro6fago alveolar porcino (PAM). La identificacion del
genoma viral se realiz6 mediante la técnica de Transcripcion Reversa Reaccion en Cade-
nade la Polimerasa tipo anidada (RT-nPCR). EI ADN complementario (ADNCc) de cepas
vacunales del VPRRS del genotipo 1y 2 fueron utilizados como controles positivos y
ADNC de los virus de la arteritis viral equina y peste porcina clasica y de las células PAM
como controles negativos en la técnica de RT-nPCR. Se realizaron tres pasajes ciegos en
la linea celular PAM con las 51 mezclas de suero antes de ser procesadas para la blsque-
da de antigeno del VPRRS mediante la técnica de inmunofluorescencia directa (IF). El
19.6% (10/51) de las muestras de suero resultaron positivas al aislamiento viral por IF. El
70% (7/10) de las cepas aisladas no presentaron efecto citopatico. De los 10 aislados
positivos, 8 fueron confirmados como VPRRS por la técnica de RT-nPCR y 1 de las 41
mezclas negativas por IFD fue positiva al VPRRS por RT-nPCR. El 17.6% (9/51) de las
muestras resultaron positivos al VPRRS utilizando los cebadores que reconocen a la
secuencia génica comun al genotipo 1 y 2 del VPRRS. Todas las cepas del VPRRS confir-
madas por la técnica de RT-nPCR pertenecieron al genotipo 1. No hubo amplificacion del
ARN de los controles negativos. Esta es la primera evidencia del genotipo 1 del VPRRS
en granjas porcinas en el Per0.

Palabrasclave: porcino, virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino, PRRS,
virus ARN, genotipo, RT-nPCR, células de macréfagos alveolares de
porcino
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ABSTRACT

The aim of this study was to isolate and genotyping the Porcine Respiratory and
Reproductive Syndrome Virus (PRRSV) strain in pig farms in Lima and Arequipa, Peru.
Seropositive pig farms to PRRSV were identified by ELISA test. Blood samples were
collected from weaned pigs from positive pig farms in Lima (A=44, B=20; C=16) and
Arequipa (D=32, E=92). The serum samples (n=204) were processed in 51 pools of 4
samples each for virus isolation using Porcine Alveolar Macrophage (PAM) cell line. The
genome of the virus isolated was identified by Reverse Transcription-nested Polimerase
Chain Reaction (RT-nPCR). The complementary DNA (cDNA) of genotype 1 and 2 of
PRRSV vaccine strains were used as positive controls and cDNA of equine viral arteritis
virus, classical swine fever virus and PAM cells as negative controls in the RT-nPCR.
Three blind passages in PAM cell line with each of the 51 pool were done before searching
PRRSV antigen by Immunofluorescence test. The 19.6% (10/51) of samples were positive
to viral antigen by IF. The 70% (7/10) of the isolated strains had no cytopathic effect.
Eight out of ten positive samples were confirmed as PRRSV using RT-nPCR test and 1 of
the 41 negative samples was positive to PRRSV by RT-nPCR. The 17.6% (9/51) of isolated
were positives to PRRSV using primers that recognize the common genomic sequence to
genotype 1 and 2 of PRRSV. All the PRRSV strains confirmed by RT-nPCR test belonged
to genotype 1. This is the first evidence of genotype 1-European of PRRSV in pig farms
in Peru.

Keywords: porcine, Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome virus, PRRS, ARN
virus, genotype, RT-nPCR, Porcine Alveolar Macrophage cell line

INTRODUCCION

La enfermedad cominmente llamada
PRRS (por sus siglas en inglés «Porcine
Reproductive and Respiratory Syndrome») es
causada por el virus del Sindrome Respirato-
rio y Reproductivo Porcino (VPRRS), que
emergio a fines de la década del 80 y co-
mienzos del 90 en los EEUU y Europa
(Wensvoort, 1993; Meulenberg, 2000). El vi-
rus emergente recibid varias denominaciones
ante la dificultad para el aislamiento del agente
causal, que se caracterizo por ocasionar par-
tos prematuros, momificaciones fetales, na-
cimiento de crias muertas o débiles, alta mor-
talidad predestete y problemas respiratorios,
especialmente en animales en crecimiento y
acabado (Meulenberg, 2000; OIE, 2008). El
PRRS es una de las enfermedades de mayor
impacto econdmico para los productores de
cerdo en todo el mundo, estimandose una
pérdida anual de 560 millones de délares en
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los EEUU (Neumann et al., 2005; Beura et
al., 2010).

Actualmente, el PRRS estad mundial-
mente distribuido y las cepas pertenecen a
dos genotipos relacionados, pero antigénica
y genéticamente distinguibles: el genotipo 1 o
europeo y el genotipo 2 o americano (Guarino
etal., 1999; OIE, 2008; Spilmanet al., 2009).
Ambos genotipos tienen un alto tropismo por
células de la linea monocito/macrdfago, prin-
cipalmente por macréfagos alveolares
porcinos (PAMS) que constituyen el princi-
pal blanco para la replicacion viral (Genini et
al., 2008).

Se desconoce la fecha del ingreso del
virus al Perd, pero a fines de la década del 90
se incrementd la frecuencia de problemas
respiratorios y reproductivos en porcinos de
granjas, principalmente de la zona de Lima.
Actualmente, la porcicultura nacional ha me-
jorado notablemente por el uso de tecnologia
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moderna y el mejoramiento genético de la
poblacién porcina (MINAG, 2011); sin em-
bargo, a veces este desarrollo se ve limitado
por enfermedades infecciosas como el PRRS.

En un estudio seroldgico realizado por
Alegria et al. (1998) se detect6 una preva-
lencia de 13.6% de VPRRS en porcinos de
engorde provenientes de granjas tecnificadas
de Lima. La infeccion estuvo presente en 6
de las 29 granjas muestreadas y en el 77%
de los animales de las granjas positivas. Pos-
teriores estudios seroldgicos indican que la
prevalencia del VPRRS se ha incrementado
(H. Rivera, comunicacion personal); sin em-
bargo, no ha habido reportes de aislamientos
de cepas de VPRRS ni de los genotipos pre-
sentes en la poblacion porcina nacional.

El objetivo del estudio fue aislar e iden-
tificar los genotipos del VPRRS que circulan
en granjas porcinas de las provincias de Lima
y Arequipa, como base para futuros estudios
epidemiolégicos y, adicionalmente, imple-
mentar la técnica de RT-PCR como una he-
rramienta diagnostica de alta sensibilidad y
especificidad.

Granjas Seropositivas y Muestras

Se seleccionaron tres granjas porcinas
de la provincia de Lima: A (n=44), B (n=20),
C (n=16) y dos de Arequipa: D (n=32) y E
(n=92), teniendo como criterio de seleccion
un nimero mayor o igual a 600 madres en
produccién y al menos 30% de
seroprevalencia del VPRRS en el grupo de
animales de engorde de estas granjas.

Se colectaron 204 muestras de suero
sanguineo de lechones (21 a 70 dias de edad)
y gorrinos (71 a 140 dias de edad) entre ma-
chos y hembras de las cinco granjas durante
el afio 2010. Con estas muestras, se hicieron
51 mezclas (pool) conformadas por 4 mues-
tras de suero de 50 ul cada una, obteniendo
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un volumen total de 200 ul por mezcla, respe-
tando el lugar de procedencia.

Aislamiento Viral

Se inoculd 100 ml de cada mezcla de
suero sanguineo en una monocapa confluen-
te de la linea celular de macréfago alveolar
porcino (PAM, por su sigla en inglés), clon
3D4/31(cortesia del Dr. John Pasick, Cana-
da). La monocapa con los inéculos se incu-
baron a 37 °C por 1 hora para permitir la
adsorcion viral. Luego se reconstituy6 con 2
ml de medio de cultivo celular RPMI (en in-
glés, Roswell Park Memorial Institute) (Sigma,
USA) y 3% de suero fetal bovino, y se dejo
incubando a 37 °C con una atmdsfera de 5%
de CO, durante 72-96 horas. Posteriormen-
te, se cosecharon las células infectadas, que
sirvieron de in6culo en pasajes ciegos hasta
por tres veces en nuevas monocapas de ce-
lulas PAM.

Identificacion del antigeno del VPRRS

Luego de 72-96 horas de inoculacion,
las monocapas fueron procesadas para la
identificacion del antigeno viral en el aislado
mediante la prueba de IF, utilizando el anti-
cuerpo monoclonal SDOW 17 (cortesia del
Dr. David Benfield, EEUU) que reconoce
ambos genotipos del VPRRS (Allende et al.,
2000).

Las muestras positivas fueron someti-
das a dos choques térmicos (-20 °C) y los
lisados celulares fueron centrifugados a 650
g por 30 minutos en una centrifuga refrigera-
da a 4 °C. El sobrenadante fue cosechado
por triplicado en viales de microcentrifuga y
almacenado en volumenes de 1 ml a -70 °C
hasta su procesamiento para la extraccion del
ARN de VPRRS.

Determinacion del Genotipo Viral
Se utilizé la técnica de Retrotrans-
criptasa Reversa-PCR tipo anidado conven-

cional (RT-nPCR) descrita por Gilbert et al.
(1997), previa optimizacion de la técnica uti-
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Cuadro 1. Cebadores oligonuclettidos para la amplificacion y genotipificacion del virus
del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino por RT-nPCR

. . .., Tamafio del

Cebador* Tipo Secuencia Posicion en producto de
detectado 5 -3) el genoma PCR (pb)

Externos RT-nPCR
EU-F Comdn CCTCCTGTATGAACTTGC 8628-8645 255
ED-R AGGTCCTCGAACTTGAGCTG 88638882
Internos RT-nPCR
U1-F Euroneo GTATGAACTTGCAGGATG 2233:22?; 186
D1-R P GCCGACAATACCATGTGCTG
U2-F Americano S GCCCAGTGACTAAGAGA 8713-8730 107
D2-R GTAACTGAACACCATATGCTG  8799-8819

L F: Forward R: Reverse

lizando el ADNc de los genotipos 1 o euro-
peo y 2 o0 americano del VPRRS. Asimismo,
como controles negativos se usé el ARN de
muestras de suero (n= 30) procedente de
granjas negativas a VPRRS por analisis
seroldgico realizado por més de tres afios
consecutivos (H. Rivera, comunicacion per-
sonal) y el ARN de las células normales de
PAM. Agua destilada libre de nucleasas
(Ambion, The RNA Company, EEUU) fue
utilizada como control de contaminacién de
las mezclas.

Extraccion de ARN

La extraccion del ARN de los aislados
en cultivo celular se realizé de acuerdo a las
especificaciones del kit comercial de extrac-
cion y purificacion de ARN «SV Total RNA
Isolation System» (Promega) y siguiendo las
instrucciones del fabricante.

RT-nPCR
Para determinar el genotipo viral se si-
gui6 con el protocolo disefiado por Gilbert et

al. (1997) con algunas variaciones. ElI RT-
nPCR se desarroll6 en dos pasos separados,
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utilizando los kit comerciales de Invitrogen y
Promega, siguiendo las especificaciones del
fabricante.

En el primer paso se utilizé el Kit
«SuperScript™ Il First-Strand Synthesis
SuperMix» (Invitrogen, EEUU) para la sin-
tesis de ADN complementario (ADNc) a
partir de las muestras de ARN total extrai-
dos previamente. En el segundo paso se em-
pled el Kit «Go Tag® Colorless Master Mix»
(Promega, USA) para la amplificacion del
ADN por cebadores especificos para la se-
cuencia comdn a ambos genotipos y
cebadores para cada uno de los genotipos del
VPRRS (Cuadro 1), a partir del ADNCc obte-
nido en el paso anterior. En ambos pasos se
uso el termociclador PTC 200 (Peltier therme
cycler) (MJ Research-UK). EIl software uti-
lizado fue el Opticon Monitor 2, v. 2.03 (MJ
Research, UK).

Obtencion del ADNc
Los ARN totales extraidos fueron pro-
cesados para la obtencion de una hebra de

ADNCc viral por accién de la enzima
transcriptasa reversa del virus de la Leucemia
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Cuadro 2. Aislamiento del virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino
(VPPRS) en linea celular de macréfago alveolar de porcino (PAM), mediante la
prueba de inmunofluorescencia directa, en muestras de granjas porcinas
tecnificadas y seropositivas (2010)

Muestras
Efecto citopatico Positivas Negativas Total
(n) (n) (n)
Positivo 3 7 10
Negativo 7 24 41
Total 10 (19.6%) 41 (80.4%) 51 (100.0%)

Cuadro 3. Muestras de suero positivas y negativas al virus del Sindrome Respiratorio y
Reproductivo Porcino por las técnicas de inmunofluorescencia directa y RT-
nPCR, provenientes de granjas porcinas tecnificadas y seropositivas (2010)

RT-nPCR Total
Positivo Negativo
o Positivo 8 2 10
Inmunofluorescencia directa )
Negativo 1 40 41
Total 9 42 51

Murina Moloney (M-MLV). EI ARN total se
incubd junto con los oligo (dT),,, hexameros
al azar, cloruro de magnesio (MgCl,),
desoxirribonucleétidos trifosfatos (ANTPs) y
la transcriptasa M-MLV, segln el protocolo
recomendado por el fabricante. Los ADNc
fueron utilizados para la reaccién de PCR
convencional, preferentemente, el mismo dia
de su sintesis.

PCR Convencional
Se prepard una mezcla de reaccion para
el PCR convencional utilizando los cebadores

externos (EU/ED) y la Tag DNA polimerasa
para la identificacion del VPRRS, siguiendo
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las recomendaciones del fabricante en un
volumen final de 20 pl/muestra y tomando
como referencia los parametros establecidos
por Gilbert et al. (1997).

Para la genotipificacion del VPRRS se
utilizaron los cebadores internos especificos
U1/D1 (Europeo) y U2/D2 (Americano) en
rondas separadas tomando como templado
el producto obtenido en la primera amplifica-
cion. El volumen final fue de 20 pl/muestra.
Los productos de la PCR fueron amplifica-
dos por electroforesis en gel de agarosa al
2% tefiida con bromuro de etidio y examina-
dos sobre un transiluminador UV.

Rev Inv Vet Per(12013; 24(2): 222-232
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200 pb
150 pb

6 7 8

9 10 11 2

Figural. Bandas de amplificacion de ocho aislados del VPRRS genotipo 1 (186 pb). Linea 1:
marcador; lineas 2 al 8: VPRRS de campo; linea 9: control negativo (células PAM);
linea agua libre de nucleasas 10: VPRRS de campo; linea 11: control positivo (VPRRS,
genotipo 1); linea 12: agua libre de nucleasas

Interpretacion de Resultados

La positividad de las muestras al
genotipo 1 o 2 fue determinada por la pre-
sencia de bandas en el gel de agarosa segun
el producto esperado, teniendo como refe-
rencia el marcador de peso molecular y los
controles positivos por cada genotipo.

El nimero de muestras positivas a
antigeno viral mediante la prueba de
Inmunofluorescencia directa (IF) y RT-nPCR
se presentan en porcentajes.

REsuLTADOS

El 19.6% (10/51) de las muestras de
suero procesadas resultaron positivas al ais-
lamiento viral. Asimismo, el 70% (7/10) de
las cepas aisladas no presentaron efecto
citopatico (NCP) (Cuadro 2).

Rev Inv Vet Per2013; 24(2): 222-232

Ocho de los 10 aislados positivos a
VPRRS por IF fueron confirmados como
positivos al VPRRS mediante la técnica de
RT-nPCR, mientras que una de las 41 mues-
tras negativas por IF result6 positiva median-
te RT-nPCR (Cuadro 3).

Nueve de las 51 mezclas (17.6%) re-
sultaron positivas al VPRRS por la técnica
de RT-nPCR usando los cebadores que de-
terminan la secuencia comin a ambos
genotipos del VPRRS y todas pertenecieron
al genotipo 1 del VPRRS. Asimismo, el 77.8
(7/9) y el 22.2% (2/9) de las muestras identi-
ficadas como genotipo 1 fueron de las gran-
jas de Arequipa y Lima, respectivamente.

Dado que las 204 muestras de suero
fueron trabajadas en mezclas (pool) de 4 sue-
ros en unoy ante la posibilidad de que el ais-
lado contenga mas de una cepa, las 9 mues-
tras positivas trabajadas como mezclas fue-
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123 456 7 8 910111213 14

200 ph
100 ph

Figura 2. Banda de amplificacion por RT-nPCR de las muestras negativas a aislamiento-IF.
Linea 1: marcador; lineas 2 y 3: muestras de campo; linea 4: VPRRS de campo; lineas
5-10: muestras de campo; linea 11: control negativo (linea celular PAM); lineas 12 y
13: muestras de campo; linea 14: control positivo (VPRRS genotipol- Europeo)

100 pb
50 pb

Figura3. Banda de amplificacién del control del genotipo 2 - americano del VPRRS (107 pb)
determinado por RT-nPCR. Ninguna muestra resulté positiva. Linea 1: marcador;
lineas 2 al 6: muestras de campo; linea 7: control negativo (linea celular PAM); linea
8: control positivo (VPRRS genotipo 2 - americano)

228 Rev Inv Vet Per2013; 24(2): 222-232
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ron procesadas individualmente por RT-nPCR,
encontrando que solo un aislado de cada
«pool» fue identificado como positivo al
genotipo 1.

Las monocapas de PAM inoculadas con
las muestras positivas evidenciaron efecto
citopatico posterior a las 48 horas de inocula-
das. Asimismo, la completa destruccion de
las monocapas se observé, generalmente, al
cuarto dia. Siete aislados no mostraron efec-
to citopatico.

En la Fig. 1 se muestran las bandas de
amplificacion de ocho aislados de VPRRS
genotipo 1 en gel de agarosa al 2% tefida
con bromuro de etidio. En la Fig. 2 se pre-
sentan los resultados de las muestras negati-
vas, donde ademas, se observa una banda de
amplificacion correspondiente a la Unica
muestra negativa por IF que resultd positiva
por la técnica de RT-nPCR

El aislamiento viral en cultivo celular es
una técnica altamente especifica siempre que
se disponga de un sistema celular permisible
al virus y de la correcta eleccion de la mues-
tra. Varios autores sefialan a las células PAM
como el sistema celular mas sensible para
aislar VPRRS de muestras de suero sangui-
neo, debido a que los anticuerpos presentes
en el suero facilitan la replicacion del virus al
ingresar via endocitosis al macréfago a tra-
vés de los receptores Fc presentes en su
membrana (Bautista et al., 1993; Yoon et al.,
1997; Thacker, 2003; Rovira et al., 2007).

No se logro aislar el VPRRS en las cé-
lulas PAM en la mayor parte de las muestras
(82.4%, 42/51), pese a que el macréfago
alveolar porcino es la célula mas susceptible
a este virus. No obstante, se sabe que esta
susceptibilidad puede variar entre lotes de
células (OIE, 2008). Si bien la linea emplea-
da en el presente estudio era bastante esta-
ble, es posible que haya sido menos suscepti-
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ble a las cepas que circulan en las granjas
porcinas del pais, y que de haber empleado
un cultivo primario de macrdfagos alveolares
de porcino, como indica Mengeling et al.
(1995), se habria podido aislar mas cepas
virales. Ademas, la gran variabilidad genética
y antigénica que presentan las cepas del
VPRRS sugiere que el uso de un dnico siste-
ma celular no seria el mas adecuado para el
asilamiento de cepas de campo (Reiner et
al., 2009; Spilman et al., 2009).

El 70% (7/10) de los aislados no pre-
sentaron lesion celular o efecto citopatico
(ECP) en las células PAM pero hubo
replicacion viral comprobado por la técnica
de RT-nPCR. Dos de las tres muestras que
produjeron ECP fueron negativas a VPRRS
por RT-nPCR, indicando que las lesiones ob-
servadas en las células no correspondieron a
este virus (Cuadros 2 y 3). En total, mas del
80% (8/9) de los aislados no fueron
citopatogénicos, indicando la posibilidad de
que necesitan mas de tres pasajes adiciona-
les para manifestar ECP. Se debe considerar
que los aislados provienen de muestras de
suero de animales de apariencia normal, de
alli que las cepas pueden ser de baja virulen-
cia, coincidiendo con su comportamiento in
vitro.

De los 10 aislados positivos a VPRRS
por IF sometidos a la técnica de RT-nPCR,
solo ocho fueron confirmados como VPRRS
y una muestra negativa por IF resultd ser
VPRRS por RT-nPCR (Cuadro 3, Figs. 1y
2). Esto puede deberse a que la prueba de
RT-nPCR es mas sensible que el aislamiento
viral para identificar cerdos infectados con
VPRRS (Wills et al., 2003; OIE, 2008; Ruiz
et al., 2009). Los dos aislados que resultaron
como VPRRS por la técnica de IF y negati-
vos a RT-nPCR fueron sin duda falsos positi-
vos. Si bien la técnica de IF posee 99.5% de
especificidad pero tiene baja sensiblidad
(Collins et al., 1996), esta baja sensibilidad
sumado a la falta de una cepa del VPRRS de
referencia podrian haber contribuido a la de-
teccion de dos falsos positivos.
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Mediante la técnica de RT-nPCR se
determind que 9 aislados fueron VPRRS y
42 no lo fueron (Cuadro 3). Si bien es cierto
que la técnica de RT-nPCR y sus variantes
son extensamente utilizadas para los estudios
moleculares y de diagndstico del VPRRS por
su sensibilidad y especificidad cercana al
100% (Gilbert et al., 1997; Guarino et al.,
1999; Truyen et al., 2006), también puede dar
mas resultados falsos negativos (Truyen et
al., 2006), sobre todo cuando la PCR no esta
adecuadamente optimizada o cuando los
cebadores no son correctamente disefiados.

Existen dos regiones altamente conser-
vadas del genoma del VPRRS, la region
ORF1b, que codifica la polimerasa viral y la
region ORF7, que codifica la mas abundante
proteina estructural, la nucleoproteina. En el
estudio se utilizaron cebadores disefiados para
amplificar la region ORF1b del genoma del
VPRRS con resultados satisfactorios, ya que
permite la identificacion viral en muestras de
suero de animales vivos. Sin embargo, un
estudio realizado por Truyen et al. (2006) en
el que evaluaron protocolos de RT-nPCR para
la identificacion del VPRRS y sus genotipos,
el protocolo con mas ventajas utilizd
cebadores disefiados para amplificar la re-
gion ORF7 del genoma de VPRRS, por lo
que debe considerarse su aplicacion en futu-
ros estudios.

La ausencia de cepas del genotipo 2 de
VPRRS por RT-nPCR (Fig. 3) podria deber-
se a la granja muestreada y al empleo de la
linea celular PAM que es mas sensible para
las cepas del genotipo 1. La porcicultura en
el pais se ha desarrollado, en parte, con la
importacion reproductores y semen de pai-
ses donde el genotipo 2 fue ampliamente di-
fundido (Carman et al., 1995; Zimmerman et
al., 1997), pudiendo haber ingresado al pais
en las décadas del 80 y 90 cuando el VPRRS
no estaba en la lista de enfermedades a ser
consideradas como barreras sanitarias. Ac-
tualmente la enfermedad es endémica a ni-
vel global (Shi et al., 2010). Por esto, el pre-
sente estudio no descarta la presencia del
genotipo 2 de VPRRS en la poblacién porcina
del pais.
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Mas investigaciones deben realizarse
con el fin de establecer el real estado del vi-
rus del genotipo 2 en mayor nimero de gran-
jas con diversidad de tecnologia y utilizando
otras lineas celulares como MARC-145, CL-
2621, MA-104 que son reconocidas por su
mayor susceptibilidad al aislamiento de ce-
pas del genotipo 2 del VPRRS (Nielsen et
al., 2001; OIE, 2008; Ruiz et al., 2009). Pai-
ses como Chile, que maneja un estricto con-
trol sanitario, presentd brotes recientes de
PRRS en sus explotaciones porcinas ocasio-
nados por cepas del genotipo 2 con 88.9% de
identidad con la cepa americana de referen-
cia V-2332 (Ruiz et al., 2009; Rojas, 2010).

Actualmente se conoce el cuadro clini-
co asi como la epidemiologia de la enferme-
dad, y se dispone de vacunas para su control,
pero aun falta conocer detalles de la
patogénesis, biologia del virus y sobre todo
los aspectos inmunitarios (Mateu y Diaz,
2008). Asimismo, en el pais, falta mucho por
conocer sobre el agente viral y la
epidemiologia de esta importante enferme-
dad que hasta el momento esta siendo identi-
ficado como parte del complejo respiratorio
porcino.

e Seaislaron nueve cepas del virus del Sin-
drome Respiratorio y Reproductivo Por-
cino en la linea celular de macréfagos
alveolares porcinos (PAM) clon 3D4/31,
confirmadas por la técnica de RT-nPCR.

e Los aislados pertenecen al genotipo 1 -
europeo del VPRRS.

e No se aislaron cepas del genotipo 2 -
americano del VPRRS.
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