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INTRODUCCION

La enfermedad de Aujeszky (EA) ocasiona importantes
pérdidas econdmicas a la industria porcina. Es causada
por un herpesvirus tipo 1 (HVP-1); en la fase aguda
causa abortos y una alta tasa de mortalidad neonatal.
Existen vacunas genéticamente modificadas que junto
con una técnica de ELISA, permiten diferenciar entre
animales vacunados e infectados. Sin embargo, existe la
posibilidad de que cerdos que no presentan anticuerpos
contra el virus de la EA (VEA), se encuentren
latentemente infectados con alguna cepa de campo; y
éstos pueden ser una fuente de diseminacion del virus, y
no son detectados facilmente con las pruebas de ELISA
existentes'™°. Por esta razoén, se requieren técnicas
diagnosticas cada vez mas sensibles y especificas. Por
lo que el objetivo de este trabajo fue establecer las
condiciones Optimas para llevar a cabo un PCR simple
(PCR) y anidado (PCRn), que permita detectar al VEA
en diferentes tejidos.

MATERIAL Y METODOS

Se obtuvieron muestras de bazo, cerebro, nddulo
linfatico, musculo, pulmon, rifién e higado de un conejo
inoculado experimentalmente, por via subcutanea (SC)
con 1 ml de virus cepa Shope, con titulo de 10>*
DICC5¢/0.025 ml. Los tejidos fueron colectados a las
48 hrs postinoculacion (PI). Se recolectaron, también,
once diferentes tejidos (sangre, bazo, cerebro, higado,
médula espinal, nodulo linfatico, piel, pulmon, rifion,
tonsila y ganglio trigémino) de un cerdo inoculado con
2 ml del mismo virus, y sacrificado a los 4 dias PI. Por
otra parte, se recolectd el mismo tipo de tejidos de un
cerdo libre de la enfermedad y de un conejo sin
inocular. Como control positivo se utilizé cultivo de
VEA. La extraccion de ADN a partir de tejidos y de
cultivo se llevo a cabo mediante un kit comercial de la
marca roche (High Pure PCR template). Para la
amplificacion del ADN se utilizaron dos pares de
iniciadores, en el PCR simple uno que flanquea 334 pb
del gen de la glicoproteina B (gll) del VEA y en el
PCRn otro que amplifica un fragmento de 195 pb
dentro del primero’. La sensibilidad analitica del ensayo
se determind con diluciones decimales del ADN del
VEA sometidas a PCR simple y anidado.
Adicionalmente se corrobord la especificidad de la

prueba mediante un ensayo con ADN de herpesvirus
bovino, rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el PCR simple se logré obtener el producto de
amplificacion esperado de 334 pb, a partir de todas las
muestras del conejo inoculado; y de bazo, ndédulo linfatico y
pulmon del cerdo inoculado. Todas las muestras del conejo
y cerdo no inoculados resultaron negativas. Con el PCRn en
todas las muestras del conejo y del cerdo inoculado, se
obtuvo el producto de amplificacion esperado de 195 pb y
no asi en las muestras de los animales no inoculados. El
ensayo de sensibilidad mostr6 que el PCR simple fue capaz
de amplificar hasta 0.65 pg de ADN, mientras que el PCRn
hasta 0.65 fg. También se pudo corroborar la especificidad
del PCR al no observar ningun amplificado a partir del
ADN del herpesvirus bovino.

Los resultados obtenidos en ambas pruebas corroboran lo
mencionado en la literatura®>®, que ambos pares de
iniciadores fueron capaces de detectar al VEA, pero con
algunas modificaciones en las condiciones de amplificacion.
El PCRn result6 mucho mas sensible que el PCR simple,
como ya se ha descrito™. Sin embargo con el inconveniente
de que puede haber resultados falsos positivos. Por lo que la
siguiente etapa de este trabajo consistira en validar estas
técnicas mediante su comparacion con el aislamiento viral,
que es la prueba de referencia para el diagndstico de esta
enfermedad®.

CONCLUSION

Se cuenta con una metodologia molecular que podra ser de
gran utilidad para complementar el diagnostico de Ia
enfermedad.
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