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INTRODUCCION.
Diversos métodos moleculares han sido desarrollados y
usados para la deteccion y/o tipificacion de los virus de
influenza.' Debido al continuo cambio en estos virus y a
las contrariedades al realizar el diagnostico, los genes
PB2, PA, NP y M que se han reordenado en los virus de
doble y triple origen de manera continua, por esto el
objetivo de este estudio es realizar la identificacion de
segmentos génicos por RT-PCR para posteriores analisis
que concreten su origen.
MATERIAL Y METODOS.
Se utilizaron 7 aislamientos virales a partir de 33
muestras de rastro colectadas durante el periodo de 2009
a 2011 en estudios precedentes. Se replicaron y titularon
los aislados y posteriormente se realiz6 la extraccion de
RNA bajo el protocolo de GIBCO-BRL, Life
Technologies, 1996. Se trabajaron con 2 métodos de One
Step RT-PCR. El primero descrito por Zhou et., al.,
2009° (RT-PCR multisegmento) que permite la
amplificacion del genoma completo del virus de
influenza en una simple reaccién con un set de primers.
Se implementé una RT-PCR punto final con un set
primers disenados individualmente para la identificion de
los genes PB2 (384pb), PA (596pb), NP (475pb) y M
(330). El disefio de primers fue realizado en el paquete
Bioinformatico Clone Manager V.7.0" y se corrobord su
especificidad mediante un anélisis BLASTn en el base de
datos del NCBI.
RESULTADOS Y DISCUSION
En la RT-PCR Multisegmento se logré amplificar para
los controles de referencia A/swine/New Jersey/11/76
(HIN1) y A/swine/Minnesota/9088-2/98 (H3N2) 5
segmentos mientras que, para los aislamientos virales
solo se pudieron amplificar los segmentos 7 (M) y 8
(NS).

Imagen 1. Deteccion de amplicones en aislamientos virales de

Influenza porcina y controles de referencia por M-RT-PCR

Chi-Ho Chan. et., al. 2006, indica que en las regiones
conservadas de ambos el extremo 3' y 5' no se pueden
utilizar como cebadores universales para la amplificacion
del genoma completo del virus de la influenza.

Es probable que estos resultados con el PCR
multisegmentos puedan mejorar si  consideramos
aumentar el tamafio de los primers (entre 25 a 27) ya que
esto aumenta la estabilidad de alineacion (Adeyefa, C. A.
et., al. 1994)*

Con la RT-PCR convencional se amplificaron de manera
eficiente los segmentos individuales para los genes PB2,
NP y M, sin embargo, el tamafio de amplicon para el gen
PA para los aislamientos fue diferente (aprox 300pb) al
disefiado de 596pb lo cual puede estar generado por
cambios genéticos virales; sin embargo se alinearon
perfectamente a los controles de referencia. El gen PA
forma parte del complejo de replicacion viral y
naturalmente se liga fuertemente a la subunidad PBI,
debido a multiples mutaciones compensatorias que
podrian originar el desprendimiento de ambas, generando
variaciones genéticas en su secuencia.’ Es importante
tomar en cuenta la evolucion de estos genes que forman

parte de una funcioén importante en la virulencia
Imagen 2. Amplificacion del gen PA en aislamientos virales y
controles de referencia.

CONCLUSION

El mejor método sugerido si se requiere de amplificar el
genoma, es generar 8 sets de primers de manera
individual. Hoffmann, (E. er, al. 2001" Es necesario
realizar analisis de secuenciacion y bioinformaticos para
inferir la evolucion de los genes internos. Amplificando
los genes a partir de muestras originales con anélisis
posteriores proporcionaran el escenario real del patdgeno
viral al que nos enfrentamos. Como primicia, se debe
tomar en cuenta la calidad, tipo y concentracion de
muestra.
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