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Introduccion.

La porcicultura hoy en dia se ve afectada por enfermedades
virales, las cuales son causa de grandes pérdidas econémicas
que afectan a los productores, en los tltimos afios ha tomado
gran importancia la enfermedad causada por el virus de la
Diarrea Epidémica Porcina (PEDv, por sus siglas en
inglés)"”, por lo cual se vuelve importante realizar un
diagnoéstico diferencial certero para tomar las medidas
necesarias.  Para  esto  existen  técnicas  como
inmunofluorescencia, inmunohistoquimica, microscopia
electronica, inmunoensayo ligado a enzimas, reaccion en
cadena de la polimerasa transcriptasa reversa (RT-PCR) y
aislamiento viral (AV)" En el presente trabajo se hizo un
analisis comparativo entre los métodos diagnosticos de la
técnica de RT-PCR con el AV para el diagnostico de PEDv.
Materiales y Métodos

Muestras. Se utilizaron 136 muestras remitidas al DMZC
de intestino delgado de lechones que presentaban cuadro
clinico sugestivo a PEDv, estas se analizaron a la par
mediante la prueba de RT-PCR punto final y AV. Cada una
por separado se maceraron con nitrogeno liquido, se
homogenizaron con 10 ml de medio esencial minimo
enriquecido con dubelcos (D-MEM), para después
clarificarlo, y esterilizarlo por filtraciéon con membrana de
nitrocelulosa de 0.22um, se almaceno a -20°C hasta su
uso®.

RT-PCR. Se realizo la purificacion del RNA por el método
de Trizol (Invitrogen, USA)®?, después se realizé la RT-
PCR con el kit comercial Onestep (Quiagen), dirigida hacia
el gen M de PEDv, el producto obtenido fue sometido a
electroforesis en agarosa al 2%, se tifio con bromuro de
etidio y se visualizé en un fotodocumentador con luz ultra
violeta, con el fin de apreciar la amplificacion del fragmento
deseado™”.

AYV. Se utilizaron células de riiéon de mono verde africano
(VERO) pasaje 143, sembradas en botellas de 25cm” que se
prepararon 24 horas antes de la inoculacion. Se realizaron
tres lavados con solucién buferada de fosfatos (PBS), se
agregd 1ml de inéculo y se dejo incubar durante una hora a
37°C, se lavo con PBS y se le coloco medio de
mantenimiento D-MEM A las 24 horas se revisé que no
existiera contaminacion y la lectura se realizo a los cinco
dias post-inoculacion. Para determinar si la muestra era
positiva, se tomaron en cuenta cambios morfologicos en el
monoestrato celular en base al control de células*”. Con el
proposito de obtener la sensibilidad y la especificidad del
AV con respecto a la prueba RT-PCR, se realizo una tabla
de 2x2°.

Resultados y Discusion.

De las 136 muestras de lechones que presentaban signos
clinicos sugerentes a PEDv, se obtuvo que con la prueba de
RT-PCR hubo un total de 98 muestras positivas lo que

indica un 72.1%, mientras que un 27.9% fueron negativas,
sin embargo para el AV se logré apreciar efecto citopatico
en 41 muestras, lo que representa un 30.1%, este efecto
corresponde a lo que diferentes autores han encontrado en
muestras positivas a PEDv*?, el 69.9% fueron negativas
(Tabla 1).

Tabla 1. Frecuencia y porcentaje de muestras positivas y

negativas para ambas pruebas diagnosticas.
Técnica / RT-PCR Aislamiento viral
Resultado  Frecuencia Porcentaje  Frecuencia Porcentaje
Negativo 38 27.9 95 69.9
Positivo 98 72.1 41 30.1
Total 136 100 136 100

Al comparar ambos métodos, se obtuvo que 36 de las 41
muestras positivas para AV, fueron positivas para RT-PCR.
Por otra parte de las 98 muestras positivas para la RT-PCR
62 de estas resultaron negativas para AV, mientras que 33
muestras fueron negativas para AV de las 38 negativas para
RT-PCR. Los resultados obtenidos de sensibilidad y
especificidad fueron:

ET-PCR_ Total
Aislamiento + 36 5 41
viral - 62 33 95
Total 98 38 136

De acuerdo con lo anterior, la prueba de AV tuvo una
sensibilidad de 36.7% y una especificidad de 97%., esto
debido a que el PEDv dificilmente replica en los cultivos
celulares y se requieren métodos alternos para su
deteccion®”, como lo demostrd la RT-PCR en este estudio,
debido a la alta sensibilidad y especificidad que se reporta
de esta técnica"”, ademés de que su realizacion requiere
mucho menor tiempo y se pueden analizar mas muestras al
mismo tiempo, comparada con el AV,

Conclusiones.

Este estudio confirma que el método de RT-PCR fue la
prueba de eleccion para confirmar el diagndstico de PEDv,
en comparacion con el AV.
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