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INTRODUCCION

JAnticuerpos en fluidos orales? Si - como
muestra una extensa historia de investigacion.
Anticuerpos contra Treponema pallidumfueron
demostrados en fluidos orales en 1940 (Kanter y
Appleton, 1940). Wheatcroft (1957) analizo
suero y muestras de fluido orales pareados de
personas infectadas conBrucellamelitensis 'y
demostré6 una correlacion (r = 0.674) entre
titulos de fijacion del complemento de
anticuerpos de suero y titulos de aglutinacion
bacteriana en fluidos orales. Kraus y Konno
(1963) mostraron la presencia de anticuerpos en
fluidos orales cuando estaban presentes en el
suero de la misma persona, concluyendo que era
una evidencia de “transferencia selectiva
eindividualmente controlada de proteinas del
suero a la saliva."

Evidencia definitiva de la transferencia de
anticuerposséricos (IgG, IgM, IgA) a la cavidad
oral fue reportado por Challacombe et (1978)
con monos Rhesus. Esto es, IgG, IgM y
IgAmarcados con  radioisdtopos  fueron
inyectados via intravenosa y detectados en
fluidos orales 30 minutos mas tarde - la primera
muestra recogida. Este simple experimento
demostr6 a la transferencia rapida de anticuerpos
derivados de suero a fluidos orales.

Entonces — la investigacion mostré que los
anticuerpos en el suero se transfirieron a fluidos
orales, pero no fue la imagen completa. La
produccion local de anticuerpos por células
plasmaticasderivadas del suero en tejido linfoide
asociado a glandulas salivales y conductos
(DALT) empezO a ser reconocido
(Beckenkamp, 1985; Brandtzaeg, 1981, 1989;
Crawford et al., 1975; Mestecky 1987, 1993;

Morrier y Barsotti, 1990). Estas células
secretaronlgA en saliva junto con células
epiteliales ductales y acinares expresando
receptores especificos de IgA. También IgM e
IgGfueron  encontradas ser  secretadas
localmente, pero a menor concentracion quelgA
(Challacombe et al., 1995).

Datos corroborativos de varias especies
apoyaron estas observaciones iniciales. Por
ejemplo, las respuestas inmunoldgicas en los
tejidos de las cavidades nasales y orales en
ratones inmunizados oralmente con
microparticulas biodegradables fueron
examinadas y células secretoras, IgA fueron
demostradas en las glandulas salivales y tejido
linfoide asociado nasal (NALT) por ensayos
ELISPOT y anticuerpos secretado fueron
demostrados en fluidos orales por ELISA a
todos los muestreos post-
inoculation(Challacombe et al.1997).

,Como realmente comenzé el diagnostico en
fluidos orales? El informe que propulso el
diagnostico en fluidos orales fue el aislamiento
de VIH de fluidos orales recogidos de personas
con SIDA (Groopman et al., 1984). En 1986, se
reportaron anticuerpos en fluidos orales contra el
VIH en los pacientes con SIDA o sus parejas
sexuales (Archibald et al, 1986). Estos
investigadores sugirieron que los diagnosticos de
VIH podrian hacerse mediante muestras de
fluidos orales en lugar de suero. Esta
investigaciéon se movid rapidamente y la FDA
aprobod el primer kit de recoleccion de fluidos
orales de los anticuerpos de VIH de deteccion en
1994 (Nightingale, 1995).

Relevancia en la produccion porcina. Las
muestras de fluidos orales se utilizan cada vez



mas para la vigilancia epidemioldgica de
PRRSV en operaciones comerciales porcinas
mediante ensayos basados en PCR (Chittick et
al, 2011; Kittawornrat et al., 2010). Mientras
que los ensayos basados en PCR son utiles para
la deteccion de la circulacion de PRRSV, los
ensayos de anticuerpos son puede proporcionar
informacién sobre la inmunidad de la piara e
historia de infeccién previa. Es decir, los
anticuerpos son detectables incluso cuando
cerdos ya no estan replicando el virus. La
viabilidad de la deteccién de anticuerpos en
liquidos por via orales ya ha sido demostrada:
ensayos basados en anticuerpos mediante
muestras de fluidos orales estin ampliamente
disponibles en medicina humana para
diagndstico de una variedad de agentes
patogenos (Prickett et al., 2010).

Entonces...;qué pasa con los cerdos?

ADAPTANDO LA ELISA PRRS X 3 A
FLUIDOS ORALES PORCINOS

El objetivo del presente estudio fue intentar
optimizar una ELISA comercial para PRRS
(HerdChek ® PRRS X 3 ELISA) a muestras de
fluidos orales. Los parametros de ELISA
evaluados en el proceso de optimizacion
incluyé: volumen de muestra, dilucion de
muestra, tiempo de incubacién, isotipo de
anticuerpo secundario (IgM, IgA, [gGH& L,
IgGFc) y dilucion de anticuerpos secundarios
(véase la figura).

Estrategia....Para reducir la variacion de la
respuesta entre muestrasde fluidos orales durante
el proceso, 11 muestras de fluidos orales
("estandar de referencia") se utilizan en el
proceso de optimizacion para medir los cambios
en los parametros. Las muestras estandar de
referencia se obtuvieron de una granja comercial
(1100 cerdos) un dia antes de la vacunacion
contra PRRS (Ingelvac ® PRRS MLV) y a los
dias postvacunacion DPV 0, 10, 15, 20, 28, 35,
41, 49, 56, 75 'y 91. (Estandaresde
referenciadisponiblesbajo peticion).

Resultados y conclusiones Los resultados
mostraron que la prueba ELISA fue facilmente
adaptada para detectar IgM, IgA e IgG en
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muestras de fluidos orales.  El protocolo
desarrollado para la deteccion de IgG es
facilmente manejable para el desempefio de
rutinario de la prueba en un laboratorio de
diagnostico comercial de alto rendimiento
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