Valoracion de un ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos frente al virus del PRRS
mediante sueros de campo de origen mexicano.
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INTRODUCCION. El Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRS) es una enfermedad del ganado porcino,
causada por un virus, que se caracteriza por alteraciones tanto reproductoras como respiratorias, en periodos de
maternidad, transicion y engorde. Este virus esta presente en la mayoria de paises con una produccién industrial de
porcino, existiendo dos variantes principales del virus, que se denominan variante europea y variante americana'’.

La importancia de esta patologia ha puesto de manifiesto la necesidad de desarrollar técnicas que permitan
tanto su diagnéstico diferencial, como el control de la circulacion del virus en las explotaciones ganaderas.
En este sentido, los ensayos serologicos disefiados para detectar la presencia de anticuerpos contra el
PRRSV, se han revelado como las técnicas mas adecuadas para un diagnostico rapido y especifico de la
infeccion por este virus®.

MATERIAL Y METODOS.

Sueros de campo. Se analizaron un total de 168 sueros porcinos procedentes de granjas mexicanas. El total de sueros
se distribuyeron en 9 grupos segun su procedencia. Los grupos corresponden: del 1 al 3 a sueros de animales de 3
granjas negativas a PRRS; del 4 al 6 a sueros procedentes de una misma granja positiva distribuidos en 3 edades
diferentes (4: cerdos de engorde, 5: cerdas de reposicién y 6: cerdas multiparas) y los tres grupos restantes (7-9)
proceden de otras 3 granjas positivas.

Infecciéon experimental. Para este estudio se utilizaron 6 cerdos de una granja libre de PRRS. Se infectaron cuatro con
2 ml de 10>* DICT50/ml virus de PRRS variante americana por via intranasal. Los otros 2 animales se utilizaron como
controles y se les inoculé con PBS por la misma via. Se realizaron extracciones de sangre los dias 0, 2, 5, 7, 9, 12, 14,
16, 19y 21 post-infeccion.

Analisis serolégico por IPMA (ensayo inmunoperoxidasa en monocapa celular). Sobre placas fijadas
de macrofagos alveolares porcinos infectados con el virus de PRRS se incubaron diluciones seriadas de los
sueros. Los anticuerpos especificos contra el virus de PRRS se revelaron con la adicién de un policlonal
conjugado con peroxidasa y 3-amino 9-ethyl carbazol. Se consideré un suero positivo cuando su titulo era
igual o superior a 1/30.

Andlisis serolégico por ELISA. Para el analisis serolégico se utilizé un enzimoinmunoensayo indirecto
para la deteccion del virus de PRRS. Se incubaron los sueros diluidos 1/200 sobre placas tapizadas
con antigeno especifico para el virus de PRRS durante 1h a 37°C. Se lavaron los pocillos y se afiadio
anticuerpo monoclonal conjugado a peroxidasa con afinidad a anticuerpos porcinos, se incubé 1h a
37°C. Posteriormente, se lavé el exceso de conjugado y se afiadio un substrato de la peroxidasa
(TMB). Después de una incubacién de 10 min. a temperatura ambiente se ley6 la densidad optica
(DO) a 450 nm. Para la interpretaciéon de los resultados se obtuvo el valor de IRPC (indice Relativo
x100) de cada
muestra a partir
de los valores
de los controles
internos:

DOasoMuestra - Media DQ4sa Control Negativo %
Media DOuso Control Positivo — Media DQuaso Control Negativo

IRPC =[ 100

Se considerd una muestra negativa cuando el valor de IRPC era igual o inferior a 20.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

Tabla 1 _ Comparativa de los resultados ELISA e IPMA. Se

Positivo | Negative analizaron por IPMA y ELISA 74 sueros: 46
38 2 40 procedentes de 3 granjas positivas y 28 de una granja

negativa. Los resultados obtenidos se resumen en la
Tabla 1. Se ha observado que este ELISA indirecto
40 34 presenta un 95% de sensibilidad y un 94% de
especificidad respecto a IPMA. Si se analizan
concretamente los 4 sueros discrepantes, se observa que todos proceden de las granjas positivas. Por consiguiente, las
discrepancias entre los dos sueros positivos por ELISA y negativos por IPMA podrian atribuirse a una falta de
sensibilidad del IPMA, més que a una falta de especificidad del ELISA®.

CIVTEST suis

Negativo 2 32 34

Sensibilidad post-infeccion. La evaluacion de la infeccion experimental se realizé con el andlisis
seroldégico por ELISA de las extracciones
Perfil de seroconversién seriadas de los 4 animales infectados y los 2
% animales control. Los resultados obtenidos
estan representados en la Figura 1. La
infeccion experimental se produjo
correctamente ya que en los 4 animales
infectados se detectéo, mediante PCR, la
presencia del virus en sangre a los 2 dias post-
infeccion. El ELISA permitio detectar la
seroconversion en tres de los animales
infectados a los 12 dias post-infeccion, siendo
i % B W 48 @ 5 positivos a los 14 dias post-infeccion todos los
dias post-infecci6n animales infectados. Los resultados muestran
que el ELISA permite la cuantificacion de la

aparicion progresiva, post-infeccion, de los anticuerpos especificos contra el virus de PRRS.
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Figura 1: Perfil de seroconversion de la infeccion experimental (* animales infectados, A
animales control)

Diferenciacion entre granjas positivas y

Seroperfiles de granjas positivas y negativas

negativas. Se analizaron por ELISA 168 B Punto de corte Sueros

procedentes de 3 granjas negativas a PRRS y % I A Granjas negativas 4 granjas

positivas a PRRS. Los sueros se distribuyeron 200 1 . . en 9

grupos en funcién de su procedencia. Los < 160 § X 7 ol proiies

resultados obtenidos (Figura 2) indican que 35 § i con el

ELISA indirecto es posible distinguir R ¥ %

claramente una granja positiva de una Z 380- § X negativa.
M

Figura 2: Andlisis serologico por ELISA de los X ueros

degcampo distribuidos eg 9 grupos segln su S ! °

procedencia. 01 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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IMPLICACIONES.
Este ELISA indirecto para la deteccién de anticuerpos especificos contra el virus de PRRS:

- Presenta una especificidad del 94% y una sensibilidad del 95% respecto a IPMA; aunque las
discrepancias pueden atribuirse a una falta de sensibilidad del IPMA mas que a una falta de
especificidad del ELISA.

- Permite monitorizar la seroconversion de animales infectados con el virus de PRRS.

- Puede utilizarse para el control serolégico de las granjas frente a infecciones del virus de PRRS,
pudiéndose diferenciar claramente las explotaciones libres del virus debido a la gran especificidad de
la prueba.
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