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INTRODUCCION

La fiebre porcina clasica es una enfermedad altamente contagiosa que afecta a cerdos de
todas las edades y que causa grandes pérdidas econdmicas a la porcicultura nacional. El
virus causante de la enfermedad pertenece a la familia Flaviviridae y al género Pestivirus el
cual también incluye al virus causante de la diarrea viral bovina (DVB) y ambos guardan
una relacion antigénica y estructural muy estrecha. En el laboratorio de biologia molecular
del CENID-Microbiologia del INIFAP se logré establecer la técnica de RT-PCR que
permite diferenciarlos (Carrera et al., 2000a y 2000b).

En otros paises, la RT-PCR ha sido ampliamente utilizada para la amplificacion de
diferentes fragmentos del genoma del virus de la FPC y seguida de secuenciacion de acidos
nucleicos ha permitido la tipificacion genética de un gran niimero de cepas y es
considerado un método de mayor precision que los métodos antigénicos. Las regiones del
genoma viral que han sido secuenciadas en estos estudios son principalmente tres: la del
gen que codifica para la glicoproteina E2, la del que codifica para la polimerasa y la region
no codificante del extremo 5' (Lowings et al, 1994, 1999; Fritzemeier et al., 1999;
Stadejek et al., 1997; Hofmann and Bossy, 1998; Vilcek and Paton., 1998; Bartak and
Greiser-Wilke., 2000; Greiser-Wilke et al., 2000). La clasificacion actual de las cepas de
virus de la FPC los engloba en tres grupos con tres o cuatro subgrupos: 1.1, 1.2, 1.3;
2.1,2.2,2.3; 3.1, 3.2, 3.3, 3.4. El grupo 1 esta representado por las cepas Brescia y
Alfort/187 e incluye antiguas cepas vacunales y cepas de laboratorio aisladas hasta los 80's
en Europa y Estados Unidos, y nuevos aislados de Asia, América del Sur y Rusia; el grupo
2 incluye casi todos los nuevos virus aislados después de 1985 en el este y oeste de Europa
y algunos aislados de Asia; hasta ahora, los virus del grupo 3 parecen estar restringidos a
Asia. Por otra parte, los estudios basados en esta tecnologia también han sido muy qtiles
para demostrar: 1) la diseminacion del virus de FPC; 2) la transmision entre cerdos
domésticos y silvestres; 3) la transmision a través de fronteras nacionales; 4) brotes de
diferente virulencia asociados con virus estrechamente relacionados; 5) persistencia local
de variantes particulares; 6) Diferenciacion entre virus vacunales y de campo ( Paton et al.,
2000).
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En este estudio se presenta informacion acerca de los resultados preliminares de la
clasificacion de las cepas vacunales y algunas de campo que se encuentran en nuestro pais.

METODOLOGIA

Se utilizaron tres cepas vacunales (PAV-250, PAV-1 y Minnesota, amablemente
proporcionada por Laboratorios Boehringer Ingelheim Vetmedica) y tres cepas aisladas de
brotes de campo. Para la extraccion de ARN total de las muestras se utiliz6 el reactivo
Trizol® siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. La obtencion del ADN
complementario y la amplificaciéon por PCR se llevo a cabo en un solo tubo con la
utilizacion de los oligonucleotidos: 5'- ATA TAT GCT CAA GGG CGA GT-3'Y 5'-ACA
GCA GTA GTA TCC ATT TCT TTA-3', que amplifican un fragmento de 308 pb
correspondiente al gen que codifica para la glicoproteina E2. Los productos de 308 pb, se
reamplificaron, purificaron y secuenciaron. Las secuencias obtenidas fueron analizadas
mediante el programa DNAman.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se logro la amplificacion, reamplificacion y purificacion del producto de 308 pb a partir de
las seis cepas trabajadas.

La alineacion de las secuencias de nucledtidos de la cepa vacunal PAV-250 con las tres
cepas de campo mostraron una homologia de entre 98 y 99% por lo que no se pudieron
distinguir entre si. Este resultado concuerda con el obtenido con la cepa PAV-250 por
Paton et al. (2000). Se van a analizar otras regiones del genoma viral de las cepas
trabajadas para construir los arboles filogenéticos correspondientes y determinar a que
subgrupo pertenecen. Por otra parte es muy importante analizar un mayor niimero de cepas
de campo para establecer si se trata de una o varias cepas del virus de la FPC las que se
encuentran circulando en México y dar un seguimiento epidemioldgico a los diferentes
brotes.
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