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INTRODUCCION

La enfermedad del ojo azul (EOA) en cerdos es un
padecimiento endémico en México. El agente etioldgico es
el Rubulavirus porcino (RV]E‘).l Se han identificado tres
grupos virales de acuerdo al gen HN, estos grupos ademds
estan relacionados a manifestaciones clinicas particulares.

El diagnéstico de la EOA se ha realizado tradicionalmente
mediante pruebas serolégica‘s..3 El aislamiento viral es poco
utilizado debido al tiempo requerido para su realizacion. La
detecciéon del genoma viral se ha realizado mediante RT-
PCR anidada, unicamente se ha probado la cepa prototipo
LPMV para su establecimiento.! Se desconoce si esta
metodologia de diagndstico es capaz de detectar las
diferentes cepas caracterizadas del RVP. El objetivo de este
estudio fue desarrollar y evaluar una RT-PCR cuantitativa
en tiempo real especifica para las diferentes cepas del RVP.

MATERIAL Y METODOS

Para la validacion de la prueba de RT-PCR en tiempo real se
emplearon nueve cepas del Rubulavirus porcino obtenidas
del afio 1980 al 2003 (PPMV, LPMV, PACI-6, 9). El titulo
de los lotes virales fue determinado en cultivo celular
utilizando las diluciones en log;y elaboradas por
cuadruplicado, se evalu6 el efecto citopitico,
hemaglutinacién e inmunofluorescencia indirecta. En todas
las observaciones se empled el método de Reed & Milench
para calcular el titulo en dosis infectantes en cultivo celular
50% (DICCsp). Se realizé la extraccion del ARN de los
sobrenadantes de cultivos celulares con un sistema
comercial de columnas de silica. Se disefiaron iniciadores y
una sonda de hidrélisis tipo TagMan® con el programa libre
Primer-Blast del NCBIL. Se empled una regién previamente
amplificada y secuenciada del gen N del RVP. La reaccion
de amplificacién se realizé en un solo paso empleando un
paquete comercial. Para la curva estdndar se empleé un
ARN transcrito in vitro previamente sintetizado y un
sobrenadante de cultivo infectado titulado.

RESULTADOS

El limite de deteccion con base en la curva estindar
empleando el ARN ftranscrito in vitro, fue de 10" a 10
copias de ARN/ pl, la pendiente fue -3.13 y el coeficiente de
correlacion (R?) de 0.99 (Fig). Todos los ensayos realizados
para la construccién de la curva estindar fueron por
cuadruplicado. La curva estindar realizada con diluciones
del ARN viral, mostré un limite de deteccion de 10° a 107
DICCs, la pendiente obtenida fue de -3.88 y una R? de 0.99
(Fig). La equivalencia en numero de copias de ARN con
base en la curva estandar %enerada con el ARN sintético fue
de 5.37 x 10" 22.01 x 10” copias de ARN/ml. Cada una de
las cepas de Rubulavirus porcino fue titulada mediante
hemaglutinacién, efecto citopatico e inmunofluorescencia
indirecta en cultivo celular y cuantificada mediante la RT-
PCR en tiempo real. En las cepas PPMV, PAC-2, PAC-3 y
PAC-9 no se observd produccion de sobrenadantes con
capacidad hemaglutinante. Sin embargo, el efecto citopatico

y la presencia del antigeno evidenciado  por
inmunofluorescencia indirecta, hicieron posible su
titulacion.
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Figura. Curva estindar empleando diluciones decuples del
ARN transcrito in vitro (izquierda) y ARN viral del RVP

(derecha)
Cepa  TiulacionHA  TilulacionECP  TitulacionIF  Cuantificacién
(DICCwm)  (DICCw/ml)  (DICCw/ml) (copias ARN/m)
PPMV  Negativo 5377100 6.16%10° 1.50 x 10%
LPMV 630107 6.30 % 10} 2.34 % 108 3.78 x 104
PAC-L 1.99 x 108 L14%107  £30% 108 2.09 % 101
PAC2 Negativo 114 % 10° 1.09 x 10 1.28 x 101
PAC3 Negativo 338%107  942x10° 499 x 10V
PAC4 199 x 10° 1.99% 10"  630x10°  3.69x oM
PAC-S 6.30% 107 6.30x 104 1.99 % 10% 3.41 % 10"
PACS  630x 10 6.30% 104 1.86% 108 1.3z % 101
PACH Negativo 338 %107 1.14 x 10° 6.65 % 10"

Cuadro. Comparacién de la RT-PCR cuantitativa y el
aislamiento viral en cultivo celular de las diferentes cepas
del RVP.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Mediante el establecimiento de la RT-PCR cuantitativa en
tiempo real para el gen N del RVP, se logrd detectar a la
totalidad de las cepas caracterizadas en los Gltimos 30
afios.">*® Tradicionalmente en México, se emplea el cultivo
celular para evidenciar la presencia viral, la presencia de
efecto citopatico o de hemaglutinacién confirman el
resultado positivo. Sin embargo, dependiendo de la cepa se
presentard efecto o produccion de particulas virales
hemaglutinantes, situacién que hace menos eficaz a este
procedimiento. Mediante el empleo de la RT-PCR
cuantitativa y la IF se puede confirmar la presencia de
cultivos infectados. La implementacion y actualizacién de
las técnicas de diagndstico del RVP contribuirdn al
desarrollo de programas de control y erradicacion de la
EOA y asi evitar su posible diseminacién a otras regiones de
produccién porcina nacional e internacional.
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| El Unico desinfectante en polvo que controla efectivamente bacterias,
' hongos, virus, parasitos, humedad y amoniaco.
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