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RESUMEN

Por primera vez en Colombia se caracterizaron cuarenta cepas del virus del Síndrome Reproductivo y Res
piratorio Porcino aisladas de campo, utilizando Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restric
ción (RFLP). De estas cepas fueron secuenciadas cinco para establecer sus relaciones genéticas. Se encon
traron tres patrones de RFLP circulando en el país: 172, 262 y 252. Se presentó circulación simultánea en 
dos granjas de cepas virales con patrones de restricción 252 y 262, a la vez que se dio el caso de animales 
que presentaban infecciones mixtas y se detecto el virus en muestras de fetos. Las cepas colombianas 
secuenciadas pertenecen al genotipo americano del VSRRP. Se discutió la importancia de estos hallazgos 
con relación a la epidemiología de la enfermedad en Colombia.

Palabras claves: Síndrome reproductivo y respiratorio porcino, transcripción reversa, reacción en cadena de la 
polimerasa anidada, polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción, secuenciación.

INTRODUCCIÓN
El Síndrome Reproductivo y Respiratorio Porcino 

(SRRP) es una enfermedad infecciosa de gran impacto eco
nómico debido a que causa alteraciones reproductivas que 
incluyen nacimiento de prematuros, incremento en el núme
ro de mortinatos, momias, nacidos débiles, severa enferme
dad respiratoria en recién nacidos y cerdos postdestete e in
cremento de las enfermedades respiratorias secundarias en 
los cerdos de finalización (Zimmerman, 1998).

El virus causante del SRRP pertenece a la familia 
Arteviridae, dentro de la cual se encuentra el virus de la 
Arteritis Equina (EAV), el virus elevador de la lactato 
deshidrogenasa (LDV) y el virus de la fiebre hemorrágica 
del simio (SHFV). El genoma del VSRRP está conformado 
por una molécula de ARN de cadena sencilla , polaridad po
sitiva, de aproximadamente 15 kb. Contiene 8 marcos de lec
tura abiertos ORFs. El ORF 1 (la, Ib) comprende cerca del
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80% del genoma viral y codifica para la ARN polimerasa. 
Los ORFs 2, 3 y 4 codifican para unas proteínas asociadas al 
virion designadas GP2, GP3 y GP4 respectivamente. Los 
ORFs 5, 6 y 7 codifican la proteína de envoltura (GP5), la 
proteína de membrana (M) y la proteína de nucleocápside 
(N), respectivamente (Snijder et al., 1998).

Estudios alrededor del mundo indican que las cepas de 
campo del VSRRP difieren en su virulencia y son biológica, 
antigénica y genéticamente heterogéneas, se reconocen dos 
genotipos virales; el europeo y el americano (Meng, 2000).

Se han desarrollado métodos para controlar los efectos 
negativos del SRRP dentro de los cuales se encuentra la va
cunación. Existe evidencia tanto de campo como experi
mental sobre la capacidad del virus de difundirse de un ani
mal a otro, ya que algunas vacunas están preparadas con vi
rus vivo modificado(Bomer et al., 1997).
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En Colombia los estudios de reactividad serológica y el 
aislamiento de cepas virales de campo han demostrado que la 
infección se halla ampliamente difundida en el país(Mogollon 
et al., 2000). El propósito del presente estudio fue caracterizar 
cuarenta cepas virales de campo aisladas en Colombia me
diante la aplicación de la técnicas de RT-PCR anidada, RFLP 
y la secuenciación de cinco de ellas.

MATERIALES Y METODOS.

Muestras: Se procesaron un total de 130 muestras que in
cluyeron: macerados de pulmón, sueros y tejidos. Las muestras 
de macerado de pulmón fueron procesadas para aislamiento viral 
y las muestras de suero y tejidos para extracción de ARN viral.

Aislamiento Viral: Las cepas virales se aislaron en la lí
nea celular MARC-145. Las células se cultivaron en Medio 
Mínimo Esencial Eagle (Sigma, Estados Unidos), suple- 
mentado con suero fetal bovino al 10% (Sigma, Estados 
Unidos) y sulfato de gentamicina 50 ug/ml (Sigma, Estados 
Unidos). Se adicionó a la monocapa celular 200 ul de fluido 
de macerado de pulmón; el inoculo fue incubado por una 
hora a 37°C y posteriormente aspirado. Las células se man
tuvieron en el medio ya descrito por siete días a 37°C. Perió
dicamente se examinaron las células para determinar la pre
sencia de efecto citopático (ECP ) procedimiento empleado 
por el Laboratorio de Medicina Porcina ICA-CEISA.

Extracción de ARN viral: Los sobrenadantes de cultivo 
celular que mostraron ECP y las muestras de suero que pre
sentaron títulos altos por ELISA, se utilizaron para la extrac
ción del ARN viral utilizando el kit comercial QIAam viral 
RNA (Quiagen , Estados Unidos). Se siguió la metodología 
propuesta por el kit. Las muestras de tejidos se procesaron 
para extracción de ARN utilizando Trizol (GIBCO BRL, 
Estados Unidos).

Trancripción Reversa - Reacción en Cadena de la 
Polimerasa Anidada RT-PCR Anidado: La amplificación 
del marco de lectura abierto cinco (ORF5) se realizó utili
zando un RT-PCR anidado, para esto se utilizaron los inicia
dores externos P208F , P331R y los iniciadores internos 
P420F, P620R; descritos en estudios anteriores.(Umthuun, 
et al., 1999; Wesley, et al., 1999).

La mezcla para el RT-PCR contiene buffer II1X con tritón 
al 0.1%, MgCl2 5mM, DNTPS 0.8mM' , P208F2 1 pmol/ul, 
P331R2 1 pmol/ul, inhibidor de RNAsas1 , 0.1 U/ul, Taq 
polimerasa' , 0.03U/ul, RT MuMLV1,0.5U/ul, 5ul de RNA 
por reacción ; concentraciones finales en un volumen final 
de 50 ul de reacción. Las condiciones de reacción empleadas 
fueron las siguientes: Transcripción Reversa a 42 °C. por 1 
hora, 95 °C por 5 minutos, 30 Ciclos: (94°C por 15 segun
dos, 55°Cpor 30 segundos, 72°C por 75 segundos), 72°C por
10 minutos.

La mezcla para el segundo ciclo de PCR contenía : buffer
11 IX con tritón al 0.1%, MgCl2 3mM, DNTPS1 0.8mM, 
P420F2 1 pmol/ul, P620R 2 1 pmol/ul, Taq polimerasa1, 
0.03U/ul , 2 ul del producto del primer PCR ; concentracio
nes finales en un volumen final de 50 ul de reacción.Las con
diciones de reacción empleadas fueron las siguientes: 30 
Ciclos: (94°C por 15 segundos, 55°Cpor 30 segundos, 72°C 
por 75 segundos), 72°C por 10 minutos.

RFLP para el ORF 5 del VSRRP: Para cada muestra se 
preparó una premezcla de digestión con las enzimas SacII, MluI 
y HincII, empleando cada enzima por separado. Las enzimas 
estaban a una concentración de 2U/ml y el producto de ampli
ficación del ORF 5 a una concentración de 1 Oug en un volumen 
final de reacción de 10 ul, la solución se homogenizó y final
mente se incubó la reacción a 37°C por 2 horas.

Secuenciación: Se sometieron cinco muestras a 
secuenciación automática en Estados Unidos por el labora
torio SEQUWRIGHT, utilizando el secuenciador ABI3700 
Aplied Biosystem.

RESULTADOS

Por la técnica de RT-PCR anidado 130 muestras fueron 
positivas para el VSRRP. De las cuarenta muestras 17 pro
venían de muestras de suero, 17 de sobrenadantes de cultivo 
celular y 6 de tejidos que incluían 3 muestras de fetos. Un 
resultado positivo por dicha técnica permitió la observación 
en un gel de agarosa al 1.5% de una banda de ADN de 716pb. 
Figura 1.
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Con la enzima de restricción Hiñe 11 se encontraron tres 
diferentes patrones de restricción 5, 6 y 7, cuatro muestras 
presentaron simultáneamente el patrón de restricción 5 y 6, 
Figura 3.

Figura 1. Resultado Positivo por RT-PCR Anidada para el virus del 
SRRP. El orden de las muestras en el gel es el siguiente: P. Patrón de 
Peso Molecular. Carriles 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10. Muestras positivas por 
RT-PCR Anidada para PRRSV. Obsérvese fragmento de 716pb. Carril 
11. Control Positivo. Cepa de Referencia VR 2332. Obsérvese fragmento 
de 716pb. Carril 12. Control Negativo. Ausencia del fragmento de 716pb.

Las muestras positivas por RT-PCR anidado se sometie
ron a digestión con las enzimas de restricción MluI, Hiñe II 
y Sac 11. Con los patrones obtenidos se estableció un código 
de tres números para cada cepa de acuerdo a estudios descri
tos previamente ( Umthun et al., 1999; Wesley et al., 1999). 
El primero, segundo y tercer número representan el resulta
do obtenido con Mlu I, Hiñe II y Sac II respectivamente.

La digestión con la enzima Mlu 1 permitió la obtención 
de dos diferentes patrones de restricción : 1 y 2.Figura 2.

Figura 3. Patrones de Restricción Obtenidos con la Enzima. Hiñe II. 
El orden de los patrones de restricción en el gel es el siguiente: P. 
Patrón de Peso Molecular. Carriles 1 y 2. Patrón de Restricción 
/.Fragmentos de 326 pb , 141 pb, 131 pb y 118 pb. Carriles 3, 4, 
6,7. y 11. Patrón de Restricción 6. Fragmentos de 326 pb,272 pb y 
118 pb. Carriles 5, 9, 10, 12, 13, 14. Patrón de restricción 5. Frag
mentos de 326 pb y 390 pb. Carril 8. Muestra que presenta el pa
trón de restricción 5 y 6. Fragmentos de 390 pb, 326 pb,272 pb y 118 
pb. Carril 15. Patrón de Restricción 5 Cepa de referencia ATCC VR 
2332.
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Figura 2. Patrones de Restricción Obtenidos con la Enzima MluI. 
El orden de las muestras examinadas en el gel fue el siguiente: P. 
Patrón de peso Molecular. Carriles 1 y 2. Patrón de restricción 1. 
Fragmento de peso molecular de 716pb. Carriles 3 - 14. Patrón de 
restricción 2. Fragmentos de 438 pb y 278 pb. Carril 15. Patrón de 
restricción 2. Cepa de referencia ATCC VR 2332.

La digestión con la enzima de restricción Sacll permitió 
la obtención de un solo patrón de restricción para todas las 
muestras: 2. Figura 4.

Figura 4. Patrones de Restricción Obtenidos con la Enzima Sac II.
El orden de los patrones de restricción en el gel fue el siguiente: P. Patrón 
de peso Molecular. Carriles 1 - 10. Patrón de Restricción 2. Fragmentos 
de 662pb y 54 pb. Carril 11. Cepa de referencia VR2332. Patrón 2.
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De un total de 40 muestras, 2 presentaron el patrón de 
restricción 172 (5%), 23 muestras el patrón 262(57.5%) y 
15 muestras el patrón 252(37.5%). El patrón de restricción 
de las cepa control utilizada ATCC VR2332 fue de 2 5 2 y de 
igual forma para el virus vacunal.

Un total de cinco muestras se analizaron por secuenciación 
por el laboratorio SEQUWRIGHT en Estados unidos, utili
zando el equipo ABI3700 Aplied Biosystem. Para su selec
ción se tuvo en cuenta el patrón de restricción, su ubicación 
geográfica y la historia de vacunación de la granja en el mo
mento de la toma de muestra (Tabla 1).

Tabla 1. Relación de muestras seleccionadas para secuenciar.
MUESTRA VACUNACION DEPARTAMENTO PATRON DE RFLP

1.2976 -Coi No Valle 172
2 12- Col No Atlántico 262
3.2063 -Col No Atlántico 252
4.9- Col No Cundinamarca 262
5.189-41 -Col No Antioauia 252

Con el propósito de establecer comparaciones se obtuvo 
la información de la secuencia de nucleótidos del ORF 5 de 
20 cepas virales del virus del PRRS descritas en el Gen 
Bank. Posteriormente se realizó un BLAST para identificar 
zonas de homología utilizando el programa Bio edit Sequence 
Alignement Editor (Estados Unidos), logrando de esta for
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ma la generación de un 
árbol de distancias 
genéticas para las se
cuencias Colombianas 
y las de referencia (Fi
gura 5).

El dendrograma de 
distancias genéticas 
permitió observar que 
las cepas 2.12.col y 
4.9.col provenientes de 
dos granjas diferentes 
fueron clasificadas en 
un mismo grupo y 
genéticamente muy cer
canas a cepas de proce
dencia americana La

Figura 5. Dendrograma de las cepas 
secuenciadas en el presente trabajo y 
de las cepas de referencia del Gen Bank 
del Virus del Síndrome Reproductivo 
y Respiratorio Porcino. 

cepa 3.2063.col que te
nia patrón de restric
ción 252 se consideró 
muy cercana de un gru
po de cepas Norte ame

ricanas. La cepa 5.189-41 col con patrón de restricción 252 
se encontraron genéticamente muy relacionada con el virus 
vacunal. Estas cepas tienen entre si una distancia genética 
inferior al 10%. La cepa 1.2976.col tiene una distancia 
genética de aproximadamente el 15% en relación con las 
cuatro cepas y se encontró relacionada con aislados cana
dienses con los que mantiene una distancia genética del 10%.

DISCUSIÓN

Al Centro Nacional de Referencia Diagnóstica del Insti
tuto Colombiano agropecuario ICA, llegan de manera 
aleatoria muestras de granjas para ser analizadas para el SRRP, 
dichas granjas tienen como antecedentes manifestaciones clí
nicas y reproductivas que sugieren la posible presencia del 
virus del SRRP en la granja.

La técnica de transcripción reversa - reacción en cadena 
de la Polimerasa Anidada, permitió la amplificación del ORF 
5 del virus del SRRP en muestras de campo al visualizarse 
una banda de un peso molecular de 716 pb. Esta técnica 
ofrece como ventajas el aumento de la sensibilidad y la 
especificidad al utilizar dos reacciones consecutivas de PCR; 
el aumento de la sensibilidad se debe a la reamplificación del 
primer amplicón, mientras que el aumento de la especifici
dad se da por el éxito que haya tenido la primera reacción de 
PCR.

Los patrones de restricción detectados en este trabajo fue
ron 252,262 y 172. Los patrones de restricción 252 y 262 
se hallaron distribuidos en granjas de los diferentes departa
mentos estudiados. El patrón de restricción 172 se encontró 
presente en dos muestras provenientes de una misma granja 
en el mismo departamento. Sería interesante examinar otros 
aislamientos de esta región para determinar si este patrón 
esta limitado a esta zona del país .

En dos de las granjas se encontraron circulando simultá
neamente tanto el patrón de restricción 252 como el 262, a la 
vez se puede observar que tres de las cuatro muestras que 
presentan el posible patrón de infección mixta pertenecen a 
estas dos granjas. El patrón de restricción del virus vacunal ( 
252) se presentó con una alta frecuencia en las muestras ana
lizadas , lo que lleva a pensar en la posibilidad de vacuna
ción reciente o que se hayan introducido animales positivos 
importados o comprados de granjas donde circula el virus 
vacunal. Sin embargo, cerca del 80% de las muestras estu
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diadas provenían de granjas no vacunadas , se puede inferir 
que los animales que entraron a estas granjas habían estado 
en contacto con cerdos vacunados, o infectados con cepas 
relacionadas con el subtipo americano

El patrón de RFLP que se encontró en mayor porcentaje 
fue el 262. A las cepas que presentan este patrón de res
tricción, se les considera estrechamente relacionadas con el 
virus vacunal (Umthun, et al, 1999). Se sugiere que bajo cier
tas condiciones, el virus vacunal puede persistir, mutar y even
tualmente convertirse en una variante que produzca respues
ta clínica en los cerdos (Mengeling et al., 1999).

Es evidente que la caracterización de cepas virales del 
SRRP utilizando la técnica de RFLP, es una valiosa herra
mienta en estudios epidemiológicos y es útil para diferenciar 
cepas individuales en casos de infección por cepas múltiples 
del virus del SRRP (Wesley, et al, 1998). En cuatro muestras 
analizadas en el presente estudio, se observó una posible 
infección mixta, por encontrarse simultáneamente el patrón 
de RFLP 252 y 262. La alta mutación, recombinación y va
riación entre cepas del virus del SRRP (Faaberg et al., 1999; 
Wesley et al., 1999), hace posible que en una granja se en
cuentre más de una cepa viral circulante, como fue el caso 
de dos granjas de este estudio, sugiriendo infección mixta , 
asociada seguramente con factores ambientales , de manejo 
y de estado sanitario propios de las granjas.

Se encontró además que tres de las muestras analizadas 
provenían de tejidos de fetos muertos y se comprobó en es
tas muestras la presencia del virus del SRRP con patrón de 
restricción 262. El virus vacunal y las cepas de campo pue
den atravesar la placenta e infectar los fetos ocasionando, 
aborto, mortinatos y momias (Mengeling, et al, 1999). La 
infección congénita puede resultar en infección persistente, 
con la probabilidad de que se propague el virus después del 
nacimiento y la eventual mutación del virus. Además se pue
de sugerir que en el campo se estén presentando problemas 
reproductivos asociados con la presencia de estas cepas.

Numerosas investigaciones han demostrado que el virus 
del SRRP es genéticamente heterogéneo (Meng, 2000). El 
análisis de las secuencias muestra dos genotipos mayores: el 
europeo y el americano, y dentro de estos genotipos, meno
res o variantes (Meng, 2000). De acuerdo con los hallazgos 
de la presente investigación las cinco cepas Colombianas 
secuenciadas se pueden catalogar como pertenecientes al 
genotipo americano, lo cual puede relacionarse con la im

portación de pie de cría procedente de Estados Unidos y 
Canadá ó la utilización de vacuna elaborada con la cepa de 
referencia americana ATCC VR 2332.

Se debe enfatizar que el presente estudio fue realizado 
utilizando iniciadores específicos para cepas americanas por 
lo cual se sugiere incluir iniciadores específicos para cepas 
europeas ya que no se puede descartar que estas estén circu
lando en el país, máxime si se tiene en cuenta que en Colom
bia se importa pie de cría y cerdas de reemplazo europea.

CONCLUSIONES

Se encontraron tres patrones de RFLP: 172, 262 y 252, 
en 40 cepas aisladas del virus del síndrome reproductivo y 
respiratorio porcino SRRP.

En dos granjas se encontró circulando simultáneamente 
dos patrones de RFLP, el 252 y el 262, a la vez que se da el 
caso de animales que presentan infecciones mixtas por cepas 
virales con estos patrones de restricción.

Se identificaron cepas aisladas de fetos lo que sugiere que 
en condiciones de campo el virus puede estar asociado a pro
blemas reproductivos ocasionados por la presencia del virus 
vacunal circulando en la granja ó por la inadecuada utiliza
ción del esquema de vacunación.

El dendrograma de distancias genéticas para los RFLP 
permitió ubicar las muestras en tres conglomerados diferen
tes pero todos pertenecientes a un mismo clon.

La secuenciación permitió ubicar las cepas Colombianas 
estudiadas dentro del genotipo americano.
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