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Introduccion.

Desde la aparicién de la enfermedad de PRRS, una de las principales necesidades aparte de su control, ha
sido la deteccién precisa y oportuna del agente que la ocasiona. Sin embargo el aislamiento viral tiene
muchas dificultades, por lo que la amplificacion de segmentos gendmicos especificos virales a partir de
tejidos y fluidos infectados, ha representado una opcién muy importante en el diagnéstico de PRRS. Por lo
que el objetivo de este trabajo fue establecer la técnica de Transcripcién Reversa en Cadena de la
Polimerasa anidada (RT-PCR-a) para el diagnostico de la enfermedad de PRRS utilizando los ORF S5y 7
debido a que comunmente se amplifica uno u otro.

Material y Métodos.

Se empleo una vacuna comercial para usarla como un control positivo para el desarrollo de la prueba. Por
otro lado, se utilizaron tejidos (bazo, ganglio, pulmén y tonsiia) a partir de 5 casos de campo, asimismo se
emplearon 10 mezclas de entre 10 a 20 sueros de animales con signologia clinica sugestiva a PRRS.

La metodologia se desarrollo en 3 fases. En primer lugar se realizo la extraccion del RNA mediante el uso
de trizol. La segunda fase consistié en realizar la RT-PCR para obtener el DNA complementario, para el
desarrollo de esta prueba, se disefiaron en base a la secuencia del virus, dos oligonucledtidos uno para el
ORF 5 y otro para el ORF 7. La tercera fase fue estandarizar la técnica de PCR anidado la cual consistié en
una segunda amplificacion empleando iniciadores internos al producto amplificado, correspondientes a
cada uno de los ORFs mencionados. Para verificar la presencia de los fragmentos esperados, se
prepararon geles de agarosa al 2% tefidos con bromuro de etidio.

Resultados

Los resultados obtenidos fue que en todos los casos se observé que en la primera amplificacion no se
detecto ningin fragmento correspondiente a los ORFs mencionados, sin embargo en la segunda reaccion
de amplificacion se encontraron los productos esperados. (Figura 1)

Por ofro lado aunque en todos los tejidos se detectdé amplificacion, en tonsila y ganglios linfaticos, los
productos amplificados fueron mas evidentes. En el caso de las mezclas de sueros, los fragmentos
amplificados pudieron observarse sin ningin problema.
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Discusion y Conclusion

Con base a los resultados anteriores, la técnica de RT-PCR-anidada, es una alternativa al diagnéstico
virolégico de PRRS y es preferible utilizar esta, en vez de un PCR simple debido a que con este ultimo
podrian obtenerse resultados falsos negativos. Este método representa varias ventajas como es el tiempo
en obtener el resultado que puede ser hasta en un dia, asi como el hecho de que es especifico y sensible.
Oftra ventaja importante es que se pueden detectar individuos positivos tempranamente y se pueden
identificar las diferentes cepas virales que participan en la enfermedad, por lo que se concluye que es una
herramienta diagnéstica confiable para el diagnosticc de PRRS.

Implicaciones
El desarrollo de este PCR anidado conlleva a contar con una prueba confiable para el diagnéstico de PRRS
y poderla utilizar en programas de control y/o erradicacion.
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