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PALABRAS CLAVE Resumen El sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS) es una enfermedad viral
Marco de lectura endémica en las regiones porcinas del mundo, y su control es deficiente. La rapida identificacion
abierto 5; de las especies PRRSV-1 y PRRSV-2 es de gran importancia para la vigilancia epidemiologica
PRRSV-1; molecular del virus. El objetivo de este estudio fue la caracterizacion molecular del gen ORF5,
PRRSV-2; que codifica la proteina glicosilada 5 (GP5), del agente causal del virus causante del PRRS
Sublinaje 1.5 detectado en granjas porcinas de Lima, Perd. De 100 muestras de suero porcino, 24 fueron
(NADC34) positivas para el PRRSV-2, lo que fue confirmado mediante 2 técnicas moleculares. La inferencia

filogenética demostrd la relacion parental con la variante NADC34 y se observo una mejor
relacion filogenética de las cepas en estudio con aislados peruanos de referencia en el linaje 1
y sublinaje 1.5 y con las cepas patogenas de diversas partes del mundo. Las cepas 25 a 35, 40,
41y 43 a 48 tuvieron valores altos de homologia nucleotidica (95-98%) y aminoacidica (92-98%),
mientras que las cepas 36, 37, 38 y 39 mostraron una alta variabilidad genética, con valores
bajos de homologia nucleotidica (83%) y aminoacidica (79%), y la cepa 42 tuvo homologias
del 89 y 84% en relacion con la variante NADC34. En conclusion, demostramos la eficacia en la
identificacion de los cebadores in house validados en comparacion con un kit comercial, ademas
de la evolucion y dispersion del linaje 1 sublinaje 1.5 y la relacion filogenética con la variante
NADC34 de la especie PRRSV-2 en Lima, Peru.
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Molecular characterization of the ORF5 (GP5) gene from porcine reproductive and
respiratory syndrome virus (PRRSV) detected in pig farms in Lima, Peru

Abstract The porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) is an endemic disease
in pork-producing regions of the world, and its control remains poor. Rapid identification of
PRRSV-1 and PRRSV-2 species is of great importance for molecular epidemiological surveillance
of the virus. The objective of this study was the molecular characterization of the ORF5 gene
that synthesizes glycosylated protein 5 (GP5) from PRRS virus detected in pig farms in Lima,
Per(. One hundred serum samples were used, obtaining 24 PRRSV-2-positive strains confirmed by
two molecular techniques. Phylogenetic inference demonstrated the parental relationship with
the NADC34 variant, and we achieved a better phylogenetic relationship of the study strains
with Peruvian reference isolates in lineage 1 and sublineage 1.5 and pathogenic strains from
various parts of the world. Homology analysis showed that strains 25 to 35, 40 to 41, and 43
to 48 obtained high nucleotide homology values of 95-98% and amino acid homology of 92-98%;
strains 36, 37, 38, and 39 with high genetic variability with low nucleotide homology values of
83% and amino acid homology of 79%, and strain 42 with homology of 89 and 84% in relation
to the NADC34 variant. In conclusion, we demonstrated the effectiveness of the validated in-
house primers for identification compared to a commercial kit, in addition to the evolution
and dispersion of lineage 1, sublineage 1.5 and the phylogenetic relationship with the NADC34

© 2025 The Authors. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. on behalf of Asociacion Argen-
tina de Microbiologia. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://

PRRSV-2;
Sublineage 1.5
(NADC34)
variant of the PRRSV-2 species in Lima, Peru.
creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
Introduccion

El virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino
(PRRSV) es causante de brotes con alta tasa de mortalidad
en todo el mundo, generando pérdidas econémicas de millo-
nes de ddlares en la industria porcina’®. La enfermedad
se caracteriza por abortos, nacimiento de lechones débi-
les, mortalidad de lactantes y enfermedades respiratorias en
cerdos de mediana edad*?2. El virus es parte de la familia
Arteriviridae, subfamilia Variarterivirinae, género Betaar-
terivirus y subgéneros Ampobartevirusy Eurpobartevirus®®.
Se reconocen dos especies, Betaarterivirus americense y
Betaarterivirus europensis, con aproximadamente un 60%
de similitud entre si*>'°. La particula viral mide entre 50 y
74nm, es de simetria icosaédrica, su envoltura cubre una
nucleocapside esférica interna de 39nm de diametro y su
genoma esta representado por una molécula de ARN lineal
simple, de aproximadamente 15 kb, con polaridad positiva®.
El genoma viral contiene al menos 10 marcos de lectura
abiertos: ORF1a, ORF1b, ORF2a, ORF2b, ORF3, ORF4, ORF5,
ORF5a, ORF6 y ORF7%477,

El gen ORF5 codifica la principal glicoproteina de la envol-
tura viral, la GP5. Esta proteina se encuentra en la superficie
y es necesaria para la union del virus a los receptores
celulares®?*. EL ORF5 es uno de los genes mas variables del
genoma viral y a menudo se utiliza en analisis filogenéti-
cos como marcador molecular para rastrear la mutacion del
virus'4,

En trabajos previos, el analisis filogenético del gen ORF5
en la especie Betaarterivirus americense 2 dio como resul-
tado 9 linajes monofiléticos, L1 a L9, y 3 linajes especificos
de Corea (KOR A, KOR By KOR C)'®"7, Esta gran diversidad de
variantes debido a la alta heterogeneidad genética y variabi-

lidad expuesta en la glicoproteina 5 respalda la teoria de que
las variantes del PRRSV pueden adquirir de forma inherente
distintos patrones de virulencia y presentaciones clinicas'?,
ademas de jugar un papel importante en la infectividad viral
por importantes dominios inmunolégicos asociados con la
neutralizacion, como el epitopo neutralizante viral®°23.

En el Peru, se desconoce el afo de ingreso del PRRSY, pero
se sabe que a finales de la década de 1990 se incrementé la
frecuencia de problemas respiratorios y reproductivos por-
cinos en granjas, principalmente en la zona de Lima'®. Por
esta razon, fue necesario identificar los linajes y sublinajes
presentes en nuestro pais, para proporcionar una referen-
cia cientifica para la prevencion, la deteccion y el control
mediante vacunas legales por SENASA. El objetivo de esta
investigacion fue efectuar la caracterizacion molecular de
las especies del PRRSV circulantes en granjas porcinas de
Lima, aplicando vigilancia epidemioldgica molecular para la
identificacion del patégeno por un diseio in house de RT-
PCR convencional y secuenciacion del gen ORF5. También
se exploraron las relaciones genéticas con las secuencias
del PRRSV originarias de otros paises americanos, latinos,
europeos Yy asiaticos disponibles en GenBank. Los resultados
de este estudio proporcionan una comprension de la varia-
cion genética del virus y demuestran variantes circulantes
en nuestro pais por técnicas moleculares.

Materiales y métodos

Material biolégico

Los veterinarios de las granjas realizaron un muestro
por conveniencia debido a las limitaciones logisticas
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y presupuestarias. Ellos determinaron como criterios la
accesibilidad y tenencia de cerdos con signos clinicos com-
patibles con el PRRS en los anos 2020 y 2021 en la provincia
de Lima. Se recibieron 100 muestras de sangre de un total
de 12 granjas; cada representante trajo un promedio de 9
tubos, algunos se eliminaron por no cumplir con los requi-
sitos para el procedimiento. Las muestras se transportaron
en cajas de hielo seco hermetizadas al laboratorio IMBios de
Montana y se centrifugaron en el equipo Orto Alresa modelo
Consul 21 a 2.500 x g x 5min. Los sueros resultantes fueron
trasvasados a tubos de 1,5ml y congelados a —20°C.

Extraccion y cuantificaciéon del ARN

El ARN viral fue extraido utilizando el InnuPREP virus
DNA/RNA kit (Analytik Jena), siguiendo el instructivo del
producto. Para esto, se utilizaron 200 ul de muestras de
suero y vacuna inactivada de tipo 2 (americano) cepa
Nebraska Prime Pac® PRRS y vacuna inactivada tipo 1 (euro-
peo) cepa VP-046 SUIPRABAC® PRRS. Se verificd la pureza
mediante la cuantificacién por espectrofotémetro, siendo
la relacion A260-A280 de lectura similar a 2 en la mayoria
de las muestras. El ARN fue almacenado a —80°C.

Retrotranscripcion en tiempo real (RT-qPCR) de
IDEXX para la deteccion de especies de
Betaarterivirus americense y Betaarterivirus
europensis

Las muestras de suero de campo fueron analizadas siguiendo
el instructivo del RealPCR* NA PRRS Type 1 and Type 2 Mul-
tiplex RNA Test de IDEXX, usado para detectar y diferenciar
el tipo 1 (europeo) y el tipo 2 (norteamericano) del ARN del
virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino. Se
trata de un método especifico y de alta sensibilidad para
la deteccion del ARN virico mediante la busqueda del gen
Nsp2. La amplificacion se realizo en el termociclador Applied
Biosystems™ Fast 7500 & 7500 Real-Time PCR y luego se
siguio la metodologia descrita en Cotaquispe et al.”.

Retrotranscripcion convencional (RT-PCR) in house
del gen ORF5

Transcripcién reversa (ADNc)

El material genético viral extraido fue sometido a una retro-
transcripcién para obtener ADNc utilizando un termociclador
Biometra TOne (Analytik Jena), siguiendo las instrucciones
del Kit-OneScript® Hot cDNA Synthesis ABM®. Luego se siguio
la metodologia descrita en Cotaquispe et al.”.

PCR convencional del gen ORF5

Los ADNc fueron amplificados en el termociclador antes
mencionado. La reaccion tuvo un volumen final de
20ul, con 3pl de ADNc a 40ng/pl, 10pl de mez-
cla maestra de 2X PCR HotStart ABM®, 5ul de agua
libre de nucleasas (ABM®) y 1ul de cada cebador:
SKA-F-5GGTGGGCAACKGTTTTAGCCTGTC-3; SKA-R-

5GGTAATAGARAAYGCCAAAAGCAC C-3; a 10pmol/pl. Se
emplearon los cebadores para el gen ORF5 que codifica
la GP5 descritos en Key et al.'", los que fueron validados

segun los parametros de sensibilidad, especificidad, limite
de deteccion, repetitividad y robustez. Las condiciones
de amplificacion fueron un ciclo desnaturalizacion inicial
a 94°C durante 5min seguido de 45 ciclos de desnatura-
lizacion a 94°C por 45s, alineamiento a 60°C por 60s y
extension a 72°C por 45s, con una extension final a 72°C
por 10min. El producto final fue un fragmento de 723 pb
que flanquea las regiones entre 13.400 y 14.000 kb.

Electroforesis, purificacion y secuenciacion

Los productos amplificados fueron revelados mediante
camara de electroforesis horizontal CS Cleaver Scientific
multiSUB™ Choice con geles de agarosa de grado molecular
SCL AG500 Cleaver Scientific al 1%, utilizando Fluorescent
Dye-DNA/Safe-Green™ ABM® y el Ladder 100 bp Opti-DNA
Marker 50 bp-1.5kb ABM®. Los productos se visualizaron en
un fotodocumentador UVP UVsolo touch de Analytik Jena.
Luego, los trozos del gel con el amplificado del tamano
esperado fueron concentrados con el kit de purificacion de
acidos nucleicos innuPREP (Analytik Jena). Los productos
purificados fueron secuenciados por ambas hebras con el ser-
vicio provisto por la empresa Macrogen (Corea) mediante el
BigDye v3.1 sequencing terminator kit (Life Technologies) y
un analizador genético ABI 3137 XL (Life Technologies).

Analisis filogenético del gen ORF5

Los cromatogramas secuenciados se analizaron utilizando
el paquete de secuencia Chromas Lite® v.2.6.6 y unieron
a las 58 secuencias de referencia del GenBank: 9 de ellos
se correspondieron con cepas peruanas (MH791386.1;
MH791385.1; MH791383.1; MH791388.1; MH791379.1;
MH791378.1; MH791376.1; MH791391.1; MH791390.1) y el
resto con cepas patogénicas aisladas del resto del mundo

(MF326985.1; DQO009647.1; DQ306879.1; DQ306878.1;
DQ306877.1; GQ857656.1; FJ349261.1; AY588319.1;
DQ489311.1; GQ461593.1; EF484033.1; AY032626.1;
EF635006.1; KF611905.1;  KF287140.1; JQ715697.1;
EU939312.1; GQ374442.1; JQ663556.1; HQ315837.1;
FJ889130.1; JX512910.2; JQ663545.1;  JN411262.1;
AY743931.1;  JF802085.1; GUO047345.1; EU076704.1;
AY366525.1; KC862567.1;  AF325691.1; KC862577.1;
DQ473474.1;  AB288356.1; JUN660150.1; EU807840.1;
EU262603.1; AF184212.1; DQ176019.1;  AF331831.1;
AF176348.2; U87392.3; MF279253.1; EF536003.1;
AF066183.4; DQ988080.1;  AY424271.1;  AF494042.1;

EF112445.1.).

Se efectud el estudio filogenético molecular por el
método de maxima verosimilitud mediante el analisis de
sustitucion nucleotidica, utilizando el modelo de parame-
tro Tamura 3. Los valores de robustez del arbol en los que
los taxones asociados fueron agruparon, se muestra en la
parte superior de las ramas. Los valores de bootstrapping
se calcularon utilizando 1.000 réplicas de alineacion; para
la busqueda heuristica se obtuvieron aplicando el método
de Neighbor-Joining a una matriz de distancias por pares
estimadas utilizando el enfoque de maxima verosimilitud
compuesta (MCL). El arbol esta dibujado a escala, con las
longitudes de las ramas medidas en nimero de sustituciones
por sitio. El analisis involucro 82 secuencias de nucledtidos.
Las posiciones de codon incluidas fueron 19+22+32+sin codifi-
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Figura 1 RT-PCR convencional in house de los genes ORF5
disefiados en laboratorio. Linea 1 (GP5-SKA): ADNc muestra
positiva Montana cepa 25; Linea 4 (GP5-SKA): ADNc muestra
positiva Montana cepa 26. Linea 7 (GP5-SKA): control positivo
de la cepa Nebraska Prime Pac® de PRRSV. Lineas 2, 5y 8 (bron-
quitis aviar): controles negativos de ADNc de IBV. Lineas 3, 6y 9:
blancos de PCR. Linea M (ladder): 100 bp Plus Opti-DNA Marker
ABM®.

cacion. Hubo un total de 603 posiciones en el conjunto final
de datos. Los analisis evolutivos se realizaron en MEGA® 62° y
DNAMAN® v.10. En el analisis de homologia de nucledtidos y
aminoacidos se incluyeron las 58 variantes de referencia del
linaje 1, 5y 8 de las especies Betaarterivirus americense y
Betaarterivirus europensis mediante el programa DNAMAN®
version 10.0, Lynnon Co?.

Resultados

Las muestras de suero se analizaron utilizando un kit comer-
cial en busqueda del gen Nsp2 del virus para la deteccion
de las especies Betaarterivirus americense y Betaarterivirus
europensis, y, en simultaneo, se desarrolld el procedimiento
in house. Con ambos se obtuvo el mismo resultado. Identifi-
camos 24 materiales genéticos de la especie Betaarterivirus
americense con un Ct <28 (tabla 1) y con bandas de 723 pb
(cepas 25 a 48). Ademas, se ensayo y valido un kit in house
con cebadores para el gen ORF5 de la GP5 del virus, usando
los controles positivos de la vacuna inactivada de tipo 2
(americano) cepa Nebraska Prime Pac® PRRSV y de la vacuna
inactivada tipo 1 (europeo) cepa VP-046 SUIPRABAC® PRRSV
(fig. 1). Logramos la amplificacion del gen, identificando 24
cepas positivas con tamanos especificos de 723 pb con los
cebadores SKAF y SKAR (fig. 1y tabla 1). La secuenciacion
del total de los amplificados parciales demostro la presencia
de los genes que sintetizan la glicoproteina 5, con longitudes
de 603 nucledtidos y 201 aminoacidos funcionales.

Las genealogias construidas a partir del gen ORF5
mediante sustitucion nucleotidica utilizando maxima verisi-
militud se muestran en la figura 2. La inferencia filogenética
fue estimada empleando un alineamiento multiple de
secuencias de la especie Betaarterivirus europensis con sus
variantes el linaje 1, sublinajes 1.A y 1.C (violeta), y el
linaje 3 (gris). Lo mismo se efectud con la especie Betaarte-
rivirus americense con sus variantes del linaje 1: sublinajes
1.1, 1.5, 1.6, 1.8 y 1.9, linaje 5 con la variante representa-
tiva el sublinaje 5.1 -VR2332 y el linaje 8 con las variantes
representativas CH-1a o CH-1R, anadiendo las cepas de

la investigacion y las cepas peruanas de referencia ORF5
(fig. 2).

La genealogia mostré valores bootstrapping cercanos al
100% para un arbol ramificado, dando como resultado dos
especies de PRRS. Sin embargo, los clados que agruparon
a los tres linajes muestran valores altos de robustez, evi-
denciando una relacion clara para la inferencia parental
dentro de la especie Betaarterivirus americense. Nuestros
24 materiales genéticos virales se distinguieron en el linaje
1, sublinaje 1.5, segun las ramificaciones internas, con valo-
res de bootstrapping del 100%. Los valores de confianza en
el linaje 1 formado por los materiales genéticos del estudio y
los materiales genéticos peruanos de referencia permitieron
demostrar la tipificacion relacionada especificamente con el
sublinaje 1.5 de la variante NADC34 (verde), acompanado
por el sublinaje 1.6 NADC31 (verde). Estas variantes tie-
nen importancia porque han sido reportadas anteriormente
y es un hecho preocupante su gran variabilidad. Los subli-
najes que acompanan nuestros hallazgos son el 1.1, 1.8 y
1.9 (celeste). También el linaje 5 con el sublinaje 5.1 de la
variante VR2332 y el linaje 8 con los sublinajes 8.7 y 8.9
(bordd) (fig. 2).

El origen evolutivo de nuestras cepas en relacion con la
variante NADC34 fue estudiado al alinear los 603 bp del gen
ORF5 y observar el arbol filogenético. Su relacion con otras
variantes del mismo linaje confirmé su clasificacion y tipi-
ficacion, por lo tanto, nos permitié tener el primer reporte
completo de las cepas peruanas en el linaje 1 y sublinaje
1.5 de la especie Betaarterivirus americense. Asimismo, se
observéd la alta divergencia de las cepas 36, 37, 38, 39 y
42, mostrando una amplia distancia genética en la rama al
formar subgrupos genéticos que se diferencian de las otras
cepas.

El analisis de homologia demostro que los 24 materiales
genéticos del gen ORF5 tuvieron altos y bajos porcentajes
de identidad nucleotidica y aminoacidica, lo que significa
una marcada variabilidad genética con la cepa NADC34, con
la que se alined. Las cepas 25 al 35, 40, 41 y 43 al 48 obtu-
vieron valores altos de homologia nucleotidica, del 95-98%,
y aminoacidica, del 92-98%. Por otra parte, las cepas 36,
37, 38 y 39 mostraron una alta variabilidad genética con
valores bajos de homologia nucleotidica, del 83%, y aminoa-
cidica, del 79%. La cepa 42 tuvo una homologia nucleotidica
del 89% y aminoacidica del 84% en relacion con la variante
NADC34 del sublinaje 1.5 en un analisis comparativo de las
58 secuencias mas representativas y patogenas (fig. 3).

Discusion

Las especies del PRRSV tienen una capacidad epidémica alta
y constituyen una amenaza para la economia de la indus-
tria porcina'®. Se han realizado innumerables esfuerzos para
controlar el virus, pero las vacunas adn no garantizan una
proteccion satisfactoria debido a la capacidad mutagénica y
la aparicion de nuevas variantes de las especies Betaarteri-
virus europensis y Betaarterivirus americense; la eficiencia
de aquellas cae drasticamente frente a confrontaciones
heterologas, aumentando los brotes locales y causando nue-
vas epidemias de la enfermedad'" ',

En el Perd, el virus se detecto a finales de la década que
se inicié en 1990 y desde entonces se han incrementado los
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Figura2 Arbol filogenético de las especies Betaarterivirus europensis y Betaarterivirus americense. Se utilizé sustitucién nucleo-
tidica mediante maxima verosimilitud con el método de Neighbor-Joining, enfoque de maxima verosimilitud compuesta (MCL)
aplicado al gen ORF5 de las 24 cepas, con un bootstrapping de 1.000 réplicas de alineacion. Los analisis evolutivos se realizaron en

MEGA® v.6 y DNAMAN® v.10.
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Tabla 1

Resultados de la identificacion molecular de los 24 materiales genéticos del virus del sindrome reproductivo y respi-

ratorio porcino (PRRSV) en muestras de sangre de cerdos de la region de Lima, Per(

Cdna RT-PCR pb RT-gPCR kit? Homologia DNAMAN® (%)P Genotipificacion
Nucleotido Aminoacido

VR2332 - Betaarterivirus americense Linaje 5: sublinaje 5.1
98-3403 — Betaarterivirus americense Linaje 1: sublinaje 1.1
NADC31 - Betaarterivirus americense Linaje 1: sublinaje 1.6
MN184A - Betaarterivirus americense Linaje 1: sublinaje 1.9
HENAN - Betaarterivirus americense Linaje 1: sublinaje 1.8
NADC34 - Betaarterivirus americense 100 100 Linaje 1: sublinaje 1.5
42 Ska/723 Betaarterivirus americense 89 84 Linaje 1: sublinaje 1.5
36 Ska/723 Betaarterivirus americense 83 79 Linaje 1: sublinaje 1.5
37 Ska/723 Betaarterivirus americense 83 79 Linaje 1: sublinaje 1.5
38 Ska/723 Betaarterivirus americense 83 79 Linaje 1: sublinaje 1.5
39 Ska/723 Betaarterivirus americense 83 79 Linaje 1: sublinaje 1.5
45 Ska/723 Betaarterivirus americense 95 92 Linaje 1: sublinaje 1.5
40 Ska/723 Betaarterivirus americense 97 98 Linaje 1: sublinaje 1.5
41 Ska/723 Betaarterivirus americense 97 98 Linaje 1: sublinaje 1.5
30 Ska/723 Betaarterivirus americense 98 97 Linaje 1: sublinaje 1.5
31 Ska/723 Betaarterivirus americense 98 97 Linaje 1: sublinaje 1.5
32 Ska/723 Betaarterivirus americense 98 97 Linaje 1: sublinaje 1.5
33 Ska/723 Betaarterivirus americense 98 97 Linaje 1: sublinaje 1.5
25 Ska/723 Betaarterivirus americense 97 96 Linaje 1: sublinaje 1.5
26 Ska/723 Betaarterivirus americense 97 96 Linaje 1: sublinaje 1.5
27 Ska/723 Betaarterivirus americense 97 96 Linaje 1: sublinaje 1.5
28 Ska/723 Betaarterivirus americense 97 96 Linaje 1: sublinaje 1.5
29 Ska/723 Betaarterivirus americense 97 96 Linaje 1: sublinaje 1.5
34 Ska/723 Betaarterivirus americense 97 96 Linaje 1: sublinaje 1.5
35 Ska/723 Betaarterivirus americense 97 96 Linaje 1: sublinaje 1.5
46 Ska/723 Betaarterivirus americense 95 96 Linaje 1: sublinaje 1.5
47 Ska/723 Betaarterivirus americense 95 96 Linaje 1: sublinaje 1.5
48 Ska/723 Betaarterivirus americense 95 96 Linaje 1: sublinaje 1.5
43 Ska/723 Betaarterivirus americense 96 94 Linaje 1: sublinaje 1.5
44 Ska/723 Betaarterivirus americense 96 94 Linaje 1: sublinaje 1.5

@ RT-gPCR utilizando termociclador de Applied Biosistems 7500. Los valores Ct fueron <28 ciclos segiin control interno muestra (CSI).
b porcentaje de homologia a VPRRS utilizando las secuencias de nucledtidos y aminoacidos mediante el programa DNAMAN® v.10.

reportes tardios de pequenas epidemias en diversas regiones
de Lima'®. Sin embargo, la escasa vigilancia epidemioldgica
y la falta de tecnologia para detectar rapidamente las nue-
vas variantes estan causando grandes pérdidas econémicas
en las granjas afectadas?.

El gen ORF5, que codifica la glicoproteina 5, es
ampliamente utilizado para la investigacion epidemiologica
molecular, asi como para evaluar la virulencia y la variabi-
lidad. Las aplicaciones del analisis filogenético basado en
este gen son muy similares a las del genoma completo segun
los antecedentes bibliograficos, ya que tiene una alta tasa
de mutacion y recombinacion y, por lo tanto, se emplea en
secuenciacion para encontrar estas variaciones.

Los resultados de los diagndsticos rapidos evaluados en
este estudio, en los que se empleod una porcion del genoma
viral y técnicas sensibles, revelaron la presencia de 24 cepas
de la especie Betaarterivirus americense en la region de
Lima; estos datos se asemejan a los reportados por Ramirez
et al."®?%, quienes mostraron variantes del linaje 1 patogé-
nicas en la region.

La inferencia filogenética realizada a partir de las
secuencias extraidas de la base de datos, que fueron ele-
gidas por ser responsables de graves brotes epidémicos,
muestra dos ramas pertenecientes a las especies del virus,
los linajes 1, 5y 8 (fig. 2), e indica la buena relacion filogené-
tica de los aislados utilizando los primers empleados por Key
etal."". La genealogia también mostro6 que las cepas evalua-
das en esta investigacion mediante tipificacion molecular
pertenecen al linaje 1, estos mismos datos fueron reporta-
dos por Ramos et al.?!, pero nuestro objetivo fue categorizar
los sublinajes presentes en la region de Lima y los resultados
muestran la presencia del sublinaje 1.5 con la cepa repre-
sentativa NADC34 utilizando el gen ORF5; esta informacion
y clasificacién fueron validadas por Nguyen et al.'®2¢,

Los aislados peruanos de referencia fueron reporta-
dos por Ramirez et al.?’ y muestran la relacion con la
variante NADC34, estos fueron tipificados como 1-7-4 en
su mayoria utilizando RFLP'®2%, En una publicacion previa’
nuestro grupo ha confirmado estos resultados; la investiga-
cion basada en el gen ORF7 puso de manifiesto la presencia
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Figura 3  Arbol filogenético de las especies Betaarterivirus
europensis PRRSV-1 y Betaarterivirus americense PRRSV-2. Se
empled homologia nucleotidica, enfoque de maxima verosimili-
tud compuesta (MCL) aplicado al gen ORF5 de las 24 cepas, con
un bootstrapping de 1000 réplicas de alineacion, mediante el
programa DNAMAN® v.10.

de dos linajes: el linaje 1 (sublinaje 1.5) y el linaje 5 (subli-
naje 5.1) en un muestreo realizado en el ano 2018. Entonces
estos datos previos ya daban cuenta de la prevalencia y
presencia del linaje 1, sublinaje 1.5, pero en esta segunda
investigacion muestreada en el afio 2019 no hubo presencia
del linaje 5 (sublinaje 5.1). Sin duda, es importante hacer un
muestreo mas exhaustivo para evidenciar con mayor ampli-
tud y dar seguimiento al linaje 5 (sublinaje 5.1).

El analisis filogenético mostro la realidad de la rapida
evolucion y dispersion del sublinaje 1.5 del virus; nos propo-
nemos estudiar mas a fondo las caracteristicas moleculares
de la variabilidad viral en futuras investigaciones.
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