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Introduccion

El virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (VPRRS) es uno de los principales agentes
infecciosos en la porcicultura y su método mas frecuente de control es mediante el uso de la vacunacion.
Datos publicados en México indican que esta enfermedad causa dafios importantes, el costo de produccion
en granjas de ciclo completo se ha calculado como un incremento del 4.7% al 35.9% en granjas
seropositivas, respecto a granjas de referencia negativas al virus. Ademas, de acuerdo con los datos
existentes sobre brotes en otros paises, algunos especialistas estiman que, en México, esta enfermedad
puede estar causando pérdidas anuales entre 80 y 120 millones de dolares, sin considerar el efecto de
otros factores que son determinantes en el costo de la enfermedad como: region geografica, densidad
animal, clima, bioseguridad, vacunacion, entre otros.

Actualmente, para realizar la caracterizacion genética de las cepas circulantes en granja es necesario el
uso de técnicas de secuenciacion (o de RFLP), las cuales normalmente estan basadas en la clasificacion
filogenética del ORF5 [1, 2]. El identificar si la cepa vacunal que se esta utilizando en granja se encuentra
circulando y con ello evaluar el proceso, permite la toma de decisiones basada en informacion. La
aplicacion de tecnologias como la RT-PCR en tiempo real (QRT-PCR) nos permite conocer esta informacion
con rapidez. La prueba implementada para cepas vacunales amplifica una regioén variable del gen NSP2
para cada cepa vacunal, lo que permite la diferenciacion de las cepas vacunales, comparado con cepas de
campo (differentiating infected from vaccinated animals: DIVA) [3]. El objetivo del presente estudio fue
evaluar una qRT-PCR de referencia para la diferenciacion de cepas del vPRRS de granja, con respecto a
cepas vacunales empleadas en Jalisco.

Materiales y métodos

En el presente estudio se incluyeron siete granjas derivadas del programa “Sanidad Jalisco” de la URPJ,
mismas que han sido previamente estudiadas [4], estas granjas contaban con al menos una muestra de
VPRRS secuenciada y caracterizada de acuerdo con las herramientas bioinformaticas [1, 2], de estas
granjas se seleccionaron todas las muestras positivas a la prueba ORF7 qRT-PCR (n=39), incluidas las
muestras secuenciadas y caracterizadas. Con estas muestras se realizaron cuatro diferentes pruebas de
gRT-PCR para diferenciar las cepas detectadas en la granja con respecto a las cepas vacunales
disponibles en México (en adelante vacPRRS gRT-PCR). Se implementé un protocolo establecido
previamente [3], el cual permite detectar cuatro de las cepas virales vacunales PRRSV-2 (Ingelvac MLV,
Fostera, Prime Pac, y Prevacent), adicionalmente se probé una vacuna nacional comercial (Innovac). Las
condiciones de la reaccién y el protocolo de amplificacion fueron similares para el ORF7 y la prueba
vacPRRS, empleando el kit QuantiTect® Probe RT-PCR Kit (QIAGEN, Cat. No. 204445) y el termociclador
CFX96™ Real-Time System (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EE. UU.) bajo las recomendaciones
del fabricante. El valor de Ct se determind aplicando la correccién por deriva de fluorescencia, utilizando
un control positivo para garantizar valor consistente en todos los experimentos. Los testigos positivos para
cada vacuna evaluada se obtuvieron de las extracciones de ARN de cada una, mediante columnas de
silica.

455

Reuni6én Nacional de Investigacién e Innovacién

Pecuaria, Agricola, Forestal, Acuicola y Pesquera 22 al 25 de octubre, San Luis Potosi

I



Qs 60:IReunion
& cientifica
2025 » SAN LUIS POTOSI

Resultados
En la implementacién los valores de Ct obtenidos para cada testigo en la prueba vacPRRS qRT-PCR
fueron: Prevacent 14.77, Prime Pac 19.8 Ingelvac MLV 20.64 y Fostera 17.97; para el ORF7 21.31, 17.27,
18.41, 16.93 respectivamente; y para la nacional, Innovac 18.97. Las 39 muestras positivas a la prueba
ORF7 gRT-PCR se sometieron a la prueba vacPRRS gRT-PCR (n=156). En la deteccion de cepas
vacunales se registrd solo una muestra positiva idéntica a la cepa vacunal Ingelvac MLV. El resto de las
cepas vacunales no fueron detectadas en las muestras positivas (Cuadro 1).

Cuadro 4. Resultados obtenidos de la aplicacion de la qRT-PCR (vacPRRS y ORF7) a muestras
positivas y secuenciadas de campo obtenidas en granjas de Jalisco.

Uso de Ct

Granja Linaje vacuna (vacPRRS) Ct (ORF7)
1 .
(n=8) 8D Si n/a 28.81+3.69
2 .
(n=9) 8D Si n/a 31.87+3.40
3
(n=7) 1A No n/a 26.6+5.38
5A
4 N Si n=1,25.86  32.02+5.95
(n=4) Ingelvac
MLV
5 .
(n=6) 1C Si n/a 26.22+3.73
6 1A No n/a 28.96+4.08
(n=2)
7 .
(n=3) 8D Si n/a 30.54+1.19

*identificado por secuenciacién. n/a: sin amplificacion.

Discusién

La prueba vacPRRS gRT-PCR permitié diferenciar eficazmente cepas vacunales y de campo del virus
PRRS, como ha sido reportado previamente [3]. Solo se detecté la cepa Ingelvac MLV en una muestra,
mientras que las demas resultaron negativas a las vacunas evaluadas, lo que indica una circulacion
predominante de cepas de campo. Este hallazgo es notable considerando que el 80 % de las muestras
provenian de granjas vacunadas, lo cual sugiere posible discontinuidad o esquemas incompletos de
vacunacion [4]. Actualmente, las vacunas MLV se utilizan rutinariamente y se aplican independientemente
del linaje del virus vacunal y del conocimiento de la genética del virus de campo que causa el brote. Datos
de campo y de evaluaciones experimentales, han generado preguntas respecto a la seguridad de las cepas
MLV, ya que se ha demostrado la diseminacion y persistencia del virus vacunal en cerdos inmunizados,
aunado a viremia detectable y posible transmision del virus vacunal a cerdos no vacunados. Con la
implementacion de esta herramienta se ofrece una alternativa rapida y accesible a la secuenciacion para
el monitoreo de cepas vacunales, contribuyendo al seguimiento sanitario en tiempo real.

Conclusiones

La prueba vacPRRS gRT-PCR demostré ser una herramienta util para la deteccién diferencial entre cepas
vacunales y variantes circulantes no vacunales, fortaleciendo el monitoreo molecular en unidades de
produccién porcina.
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