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Introduccion y objetivos

Desde 1992, la enfermedad del ojo azul es considerada
una de las cinco enfermedades mas importantes de los
cerdos en Meéxico; causando pérdidas anuales de
alrededor de $20 millones de ddlares norteamericanos (1).
El Rubulavirus porcino (RvPo), pertenece a la familia
Paramyxoviridae. Tiene un genoma de ARN con
polaridad negativa, integrado por seis genes diferentes, los
cuales codifican para el mismo niimero de proteinas: la
hemaglutinina (HN) localizada en la envoltura, esta
relacionada con la antigenicidad y unién al receptor; las
proteinas de fusion (F1 y F2), también localizadas en la
membrana; la proteina de matriz (M) localizada entre la
nucleocépside y la parte interna de las glicoproteinas
transmembranales; la proteina de alto peso molecular (L);
la fosfoproteina (P), asociada al genoma viral, y la
nucleoproteina (NP) estrechamente asociada al ARN.
Objetivo.- Utilizar tres diferentes genes del RvPo para
implementar la técnica de PCR.

Material y métodos.

Utilizando la secuencia del RvPo, aislado en La Piedad
Michoacan (LPM), se disefiaron tres diferentes pares de
oligonucledtidos empleando tres diferentes genes del
RvPo (LPM). Dos de éstos genes codifican para la
hemaglutinina (HN) y para la proteina de fusion (F),
respectivamente. El tercero codifica para la proteina de
matriz (M). Los iniciadores presentan las siguientes
caracteristicas, entre 19-21 pb y 50% de GC. Para la
extraccion del ARN se emplearon dos diferentes Kkits
comerciales (RNeasy y trizol). Para la sintesis del ADN
complementario se evaluaron dos diferentes transcriptasas
reversas (superscript HII y la transcriptasa reversa del
virus Moloney de la leucemia murina [MLV-RT]), asi
como el uso de oligo (dT) y del iniciador sentido para
obtener la doble cadena. Se compararon los resultados
obtenidos con cada gen usando diferentes cantidades de
cloruro de Magnesio, picomoles de los iniciadores, y las
temperaturas de alineacion, ademas se establecieron los
programas de amplificacion para cada uno de los genes.

Resultados y Discusiéon

Los resultados indicaron que aunque con ambos reactivos
comerciales se extrajo el ARN, la cantidad obtenida con
el Trizol® fue mayor. En la sintesis del ADNc, los
mejores resultados se lograron al usar la trancriptasa
reversa del virus de la MLV-RT vy el iniciador especifico.
De acuerdo con la curva de magnesio el usar 2.5 mM es lo
mas recomendable. En cuanto a los

iniciadores disefiados, fue indistinto usar 25, 50 o 100
picomoles de cada oligo por reaccion. Al amplificar el
segmento del gen que codifica para la HN, en los
primeros ensayos se obtuvo una banda inespecifica por
arriba de lo esperado. En cuanto a la proteina F, se obtuvo
un segmento de 510 pb y de 382 pb para la M. La
especificidad de la prueba se evaludé con el virus de
PRRS, Aujeszky, Moquillo y Sarampion, la amplificacion
solo se obtuvo en el carril del RVP. Al evaluar la
sensibilidad de la prueba se detectaron hasta 4.6 pg/ul. De
acuerdo a este estudio se concluye que los mejores
resultados se obtuvieron al usar los iniciadores que
amplifican los segmentos que codifican para las proteinas
F y M del RVP. Esto podra ser utilizado para detectar
variaciones genéticas e implementar técnicas de
diagnoéstico molecular.
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