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Introducción 
   La Rinitis Atrófica (RA) es una enfermedad económicamente 
importante que afecta  a los cerdos, producida por los agentes 
Bordetella bronchiseptica  y Pasteurella multocida , además de 
diferentes factores ambientales, sin embargo los casos mas 
severos de esta enfermedad se presentan con Pasteurella 
multocida  el cual es un patógeno oportunista en veterinaria, 
encontrándose principalmente como flora normal en el tracto 
respiratorio alto en cerdos, sin embargo existe una subespecie la 
cual sintetiza una proteína de 146.5 KDa codificada por el gen 
extracromosomal ToxA de 4381 pb1,5. Esta proteína ToxA es el 
principal factor de virulencia de la Rinitis Atrófica Progresiva 
(PAR), que se caracteriza clínicamente por estornudo, sangrado y 
deformación del morro, retraso del crecimiento, atrofia en los 
cornetes y desviación del tabique5. 
   Por lo tanto un método rápido y exacto para la detección de este 
agente etiológico ayudaría a tener un buen diagnóstico preciso y, 
así aplicar un tratamiento adecuado consiguiendo una estabilidad 
en la bioseguridad de la granja con estudios epidemiològicos2. 
   El objetivo principal de este trabajo es establecer el 
procedimiento de la técnica de reacción en cadena de la 
polimerasa para la detección de Pasteurella multocida  toxigenica. 
 
Material y Métodos 
   Las cepas utilizadas de  Pasteurella multocida  tipo A y D que 
fueron cultivadas en agar infusión cerebro corazón (BHI) y 
nuevamente tipificadas con una estría de Staphylococcus aureus 3, 
a 37 ºC por 24 horas. 
   La extracción de ADN bacteriano se realizo con el método 
etanol-cloroformo, y detectado en gel de agarosa teñido con 
bromuro de etidio4. 
   La técnica de PCR se realizo con 1ml de ADN  molde para 25 ml 
de reacción.   El Kid utilizado para el ensayo fue de la marca 
QIAGEN® Taq ADN Polymerase con los siguientes volúmenes 
Q-Solution 5x, 5ml; QIAGEN PCR Buffer 10x con  MgCl2 15 

mM, 2.5ml; MgCl2 25 mM, 0.5 ml; dNTP´s 10 mM, 0.5ml; 
iniciadores ToxAF2 y ToxAR2 10 mM, 1 ml respectivamente; Taq 
polimerasa 1 U/ml, 1ml.   Las condiciones de amplificación son 30 
ciclos con temperaturas de desnaturalización de 94 ºC a 30 seg., 
alineamiento 52.5 ºC a 30 seg., extensión 72 ºC a 1 minutos.   El 
producto de amplificación fue detectado en gel de agarosa teñido 
con bromuro de etidio4. 
 
Resultados y Discusión. 
   Se tipifico la cepa de Pasteurella multocida  tipo A usando la 
hialuronidasa del Staphylococcus aureus , observando una 
descapsulaciòn como resultado positivo, por lo tanto un resultado 
negativo no presenta reducción del tamaño, la cual fue observado 
en la cepa de tipo D. 
   La obtención de ADN se muestra en la figura 1, se observan 
bandas de alto peso molecular localizadas por arriba de 2642 pb, 
indicando la presencia de ADN. 
   La especificidad de los iniciadores se muestra en la figura 2, 
detectando que solo Pasteurella mul tocida  tipo D mostró 
amplificación observándose dos bandas, en el carril 7 se muestra 
en control negativo de la amplificación  
 

Posteriormente se volvió a repetir la amplificación de la bacteria 
P multocida  tipo D, para poder identificar el peso molecular de las 
bandas amplificadas ver figura 3, en el gel de azarosa se aprecian 
tres bandas de aproximadamente 865 pb, 760 pb y 450 pb, 
calculadas por medio del genetools Syngene, por lo tanto, el peso 
la banda que se busca es de 846 pb2,1, sin embargo para identificar 
exactamente esta banda se podrían realizar estudios de 
secuenciación, las dos bandas que aparecen implican otro tipo de 
estudios. 
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Figura 1. En el carril 1 se muestra el 
marcador de peso molecular Marker XIII, en 
los carriles 2 al 4 son muestras de P. 
multocida  tipo A con tres alícuotas diferentes, 
en los carriles 5 al 7 son muestras de P. 

multocida  tipo D con tres alícuotas diferentes. 

Figura 2. En los carriles 1 al 3 son muestras 
de ADN de las bacterias Pasteurella 
multocida   Tipo A y D y Haemophilus 
parasuis  respectivamente, en los carriles 4 al 
6 son productos de amplificación de las 

bacterias anteriores respectivamente. 

Figura 3. En el carril 1 se muestra el 
marcador de peso molecular Marker XIII, en 
el carril 2 se encuentra la muestra de ADN 
utilizada, en el carril 3 se observa el producto 
de amplificación y en el carril 4 se muestra el 

control negativo de la amplificación 

Figura 1. En el carril 1 se muestra el 
marcador de peso molecular Marker XIII, en 
los carriles 2 al 4 son muestras de P. 
multocida  tipo A con tres alícuotas diferentes, 
en los carriles 5 al 7 son muestras de P. 

multocida  tipo D con tres alícuotas diferentes. 

Figura 2. En los carriles 1 al 3 son muestras 
de ADN de las bacterias Pasteurella 
multocida   Tipo A y D y Haemophilus 
parasuis  respectivamente, en los carriles 4 al 
6 son productos de amplificación de las 

bacterias anteriores respectivamente. 

Figura 3. En el carril 1 se muestra el 
marcador de peso molecular Marker XIII, en 
el carril 2 se encuentra la muestra de ADN 
utilizada, en el carril 3 se observa el producto 
de amplificación y en el carril 4 se muestra el 

control negativo de la amplificación 

This watermark does not appear in the registered version - http://www.clicktoconvert.com

http://www.clicktoconvert.com

