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INTRODUCCION

La influenza porcina es una enfermedad importante
debido a que estudios recientes revelan que el virus ha
variado genética y antigénicamente, también es de
preocupacion por su significancia potencial en salud
publica y se ha demostrado que causa pérdidas
economicas a los porcicultores atin en ausencia de la
infeccion en cerdos ya que conlleva a la reduccion en la
demanda de carne de porcino y al cierre de los mercados
internacionales, por lo que el diagnostico continua siendo
un desafio relevante, diversos subtipos virales se han
aislado de los cerdos y el virus continta evolucionando
en las poblaciones humanas y animales.

MATERIAL Y METODOS

El objetivo del presente estudio fue disefiar un par de
oligonucleotidos que diferencien entre 4 aislados virales
HINI previamente secuenciados.

La extraccion de RNA viral se realizé mediante la técnica
descrita por Gibco Life Technologies 1996, para la RT-
PCR punto final se utilizo el kit QTAGEN® One Step
RT-PCR, el protocolo de ciclado con 50°C por 30 min.
95°C por 15 min. como temperaturas de pre-
desnaturalizacion por un ciclo; desnaturalizacion a 94°C
por 30 seg., alineacion a 60°C por 1 min y extension a
72°C por 1 min, 40 ciclos, extension final 72°C por 10
min. El disefio de primer se realizd con el programa
Clone Mgr Version 7.0. Realizando una alineacion entre
las secuencias de la hemoaglutininas de los virus
Influenza A virus (A/swine/México/Mex19/2010(HIN1)
(Genbank access CY122333), Influenza A virus
(A/swine/México/Qro35/2010(HINT1) (CY122381),
Influenza A virus (A/swine/México/Ver37/2010(HIN1)
(CY122404) y A/swine/Mex/4/2009(HINT1). El disefio de
primers se orientd a la deteccion de la cepa
A/swine/Mex/4/2009(HIN1), debido a que presenta
diferencias genéticas. El objetivo principal era diferenciar
por RT-PCR punto final esta cepa del resto de los
aislados.

RESULTADOS

Los primers se disefiaron en regiones conservadas entre
los wvirus, con excepcion del virus de interés
(A/swine/Mex/4/2009). El  virus de influenza
(A/swine/México/Ver37/2010(HIN1) 'y el  virus

(A/swine/Mex/4/2009) presentaron solo 5 bases de
diferencia en las posiciones 435, 440, 447, 461 y 759 del
Marco de lectura abierto para el gen HN.

Los amplicones y tamafio de las secuencias obtenidos del
virus de influenza A/Swine/Mex/4/2009(HIN1). fueron
(335 pb), sin embargo la hemaglutinina (H1) del resto de
los virus no se observo, lo cual se esperaba de acuerdo al
disefio de primers.
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DISCUSION

Las variaciones genéticas que presentan los aislamientos
de influenza porcina subtipos HIN1, pueden ser mayores
al 95%, sin embargo es necesario establecer un
diagnoéstico preciso para cada una de ellas, que nos
permita diferenciar la secuencia gendmica del virus que
esta circulando en nuestra granja. La especificidad de los
primers diseflados permitieron que, aun con solo cuatro
nucleétidos de diferencia entre los virus, podamos
identificar a nuestro virus de interés.
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