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INTRODUCCION

La glicoproteina E2 (gp55) del virus de la fiebre porcina
clasica (FPC) se considera la mas inmunogénica y estd
implicada en la estimulacion de la produccién de
anticuerpos neutralizantes. En los ultimos afios ha sido
utilizada para el desarrollo de vacunas recombinantes y
subunitarias, con miras a un control mas eficiente de la
enfermedad (1, 2 y 3). Por lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue el de amplificar y clonar el gen E2 de la cepa
vacunal PAV-250 en un vector que asegure un alto nimero
de copias, previo a su clonacion en un vector de expresion
para la elaboracion de una vacuna génica contra la FPC.

MATERIAL Y METODOS

Se establecio la metodologia de RT-PCR para la
amplificacion del gen E2 (gp55) a partir de la cepa vacunal
PAV-250. Para este proposito se disefio un par de
oligonucledtidos que se denominaron E2FPAV vy
E2RPAV. La identidad del gen amplificado se corrobord
mediante secuenciacion de un fragmento de 400 nt que se
analiz6 mediante el programa BLAST. El gen E2 fue
ligado en el plasmido comercial pPGEM®T Easy. Con este
plasmido se transformo la cepa DH5a de E. coli y se
sembré en un medio so6lido de LB, adicionado con
ampicilina, IPTG y XGal. Se seleccionaron las clonas
transformantes y se propagaron en medio liquido de LB. El
plasmido se purificé con el “kit” comercial Wizard® SV
Minipreps. Para liberar y corroborar la presencia del
inserto en el vector, se realizd un ensayo de restriccién con
la enzima EcoR1 y se llevdo a cabo la electroforesis
correspondiente (Fig.1). Finalmente se procedio al analisis
de la secuencia de nucledtidos del inserto contenido en el
plasmido, para lo cual se utilizaron iniciadores universales,
con el método Dye-terminator y un secuenciador ABI
Prism 3100 Avant.
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Figura 1. Ensayo de restriccion del plasmido pGPAV con
la enzima EcoR1.

DISCUSION

Se cuenta con las bases para realizar una subclonacion del
gen E2 en un vector de expresion para la elaboracion de
una posible vacuna génica a partir de la cepa vacunal
PAV-250.
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