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Introduccion.

Recientemente, un procedimiento basado en la recolec-
cion de fluidos orales para la deteccion del virus de PRRS
y su respuesta de anticuerpos fue desarrollada en los labo-
ratorios de la Universidad Estatal de lowa'”

Esta novedosa técnica ideada por el Dr. Jeffrey J. Zim-
merman ha podido ampliar y cambiar la vision en cuanto
a la recoleccion de muestras para el diagnostico y monito-
reo de enfermedades virales y bacterianas en el cerdo, y
su seguimiento epidemioldgico en porcinos. En la investi-
gacion y en condiciones de campo, con los fluidos orales
colectados de corrales de cerdos infectados con PRRSv se
demostrd que contienen niveles PCR-detectables. Estos
resultados sugieren que muestra de fluido oral puede ser
usada para monitorear la circulacién de PRRSv en cerdos.
El objetivo del estudio fue pronosticar la prevalencia de
animales virémicos asi como validar la técnica de fluidos
orales a través de qPCR (reaccion en cadena de la polime-
rasa en tiempo real).

Materiales y Métodos

El proyecto se llevo a cabo en un Sitio I, en animales de
5,7y 9 semanas de edad, mediante la siguiente técnica:

1. Se colgd un trozo de cuerda de algoddn de 2" en un el

centro de corral (aproximadamente 20 animales por

corral).

2. La cuerda se dejo por 20 a 30 minutos, los cerdos en
general, mostraron curiosidad y bastante interés a la
cuerda, depositando los fluidos orales durante el pro-
ceso

3. Se pasé a la extraccion de los fluidos orales bajo la
siguiente técnica:

X Se sostuvo la cuerda mojada dentro de la bolsa, se
apretd y/o exprimio la cuerda para que los liquidos
se acumularan en la esquina de la bolsa

X Posteriormente, se cortd la esquina de la bolsa y
verti6 el contenido en un tubo de plastico con tapa-
dera.

Tres mililitros de la muestra son adecuados para la prueba

de gPCR (reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo

real).

Adicionalmente, se recolectaron muestras de sangre de

animales que conformaban los corrales donde fueron

colocadas las cuerdas (5 animales por corral = 1 pool por
corral).

El RNA viral de las muestras de fluido oral fue obtenido a

través del kit comercial MagMAX™ -96 Viral RNA Isola-

tion Kit, asi mismo, el RNA viral de las muestras de suero
fue obtenido a través del kit comercial QiampRNA

(QIAGEN), una vez realizadas ambas extracciones, fue-

ron almacenadas a -20°C hasta su procesamiento. La

técnica de PCR tiempo real se realizé utilizando un Kit
comercial Applied Biosystems siguiendo las indicaciones
del fabricante, en un equipo Smart Cycler (Cepheid)

Resultados

Al realizar la técnica de qPCR (reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real) para ambos tipos demuestras,
se obtuvo un 100% de prevalencia tanto por la técnica de
fluidos orales, como en suero (Tabla 1). Los resultados
fueron analizados usando la técnica estadistica 2-Sample
t (Minitab 16), donde, ambas técnicas demostraron que no
hay diferencia estadisticamente significativa (P>0.05%).
Tablal. Resultados gPCR PRRS

FLUIDO ORAL SUERO
'® CORRAL Resultado vircaal/r?nal. Resultado vircaal/r?nal.
1 POS 1.10x10° POS 7.60x10°
2 POS 6.10x10° POS 1.30%10°
5 SEM 3 POS 8.10x10° POS 1.40x107
4 POS 8.70%x10° POS 8.90x10°
5 POS 6.00%x10° POS 1.50x10"
6 POS 3.20%10° POS 6.10x10°
1 POS 2.70%10° POS 5.60%10°
2 POS 4.20x10° POS 1.50x107
7 SEM 3 POS 9.00x10° POS 3.00x10°
4 POS 1.30x10° POS 7.20x10°
5 POS 2.00x10° POS 2.00x10’
6 POS 1.50x10° POS 5.80x10°
1 POS 7.60x10° POS 1.20%10°
2 POS 5.50%x10° POS 4.20x10°
o SEM 3 POS 6.20x10° POS 1.00x107
4 POS 4.40x10° POS 1.30x107
5 POS 6.30x10° POS 1.50%10°
6 POS 7.30%10° POS 2.80%x10°

*P=0.163 (5 semanas de edad), P=0.064 (7 semanas de edad), P=0.061
(9 semanas de edad)

Conclusién y Discusion

En base a el protocolo utilizado, la técnica de fluidos
orales demostr6 ser un método efectivo para el monitoreo
de animales viremicos al virus del PRRS. Al usar esta
técnica se disminuye de manera importante el manejo y
estrés de los animales durante la recoleccion de muestras
a diferencia de la toma convencional de suero. Adicio-
nalmente encontramos una reduccién en los costos de la
prueba del 34%. (Esto puede variar dependiendo de los
precios establecidos por los laboratorios). Lo mas impor-
tante es que no se encontrd diferencia estadistica signifi-
cativa, por lo que podemos confiar en la técnica de fluidos
orales para medir prevalencias
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