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[ INTRODUCCION

Fue en el afio de 1902 cuando el Dr. Aujeszky public6 el primer artrculovaces :
ca de la geudorrabia, realizando la descripcion de la enfermedad al obgervar '
la en bovinos afectados en Hungria, su pafs natal, Las investigaciones réall- b
zdas por Aujeszky al reproducir la enfermedad en ovlnés. perros y gatos, y
al adaptar el agente causal al conejo, i llevaron a demostrar la sintomatolo-"
gia diferencial entre este padecimiento y la rabia, enfermedad viral ya mﬁﬁ-

cida y descrita por Pasteur (7 y 15).

Actualmente la enfermedad de Aujeszky se encuentra ampliamente distribui-

da en el continente europeo, ocagionando, en algunos paifses, graves pérdidas

econdmicas (15 y 17).

En América fue notificada inicialmente por Shope en 1931, aunque existen -
pruebas de su presencla en los Estados Unidos por lo menos desde i813, en

donde era conocida con la sinominia de "comez6n loca" (mad itch) (15).

L.os primeros reportes sobre la enfermedad dé Aujeszky en México son reali
zados por Bachtold en 1945, describiendo la sintomatologia cldsica del pade- '
cimiento en bovinos de los Estados de Aguascalientes y Guanajuato (8 y 17).
Debido a que la seudorrabia es terminal en el bovino, no se reporté nueva -~
mente la enfermedad en los siguientes 25 afios, hasta que ocurrié un brote -

en bovinos del Estado de Guerrero en 1971 (8).



En 1973 se notificé un brote serio de Aujeszky en cerdos, pregentdndose en
una granja del Estado de Jalisco que frecuentemente importaba animales pa-
ra ple de cria de los Estados Unidos. Durante ese aflo y el siguiente la en--

fermedad prevalecid en la zona provocando la muerte de 3,500 lechones (17).

La seudorrabia se extendid en los primeros meses de 1975 a los Estados de
Guanajuato y Michoacdn afectando porcinos y perros. En meses posteriores
del mismo afio se notificé en granjas del Estado de Guanajuato una alta mor -
talidad de lechones después de la llegada de un verraco procedente de fowa,
Estados Unidos, Se tomaron algunas medidas para evitar su diseminacién,
pero para entonces ya habia penetrado a la mayor drea porcicola de México,

infectando a 37,000 hembras y causando la pérdida de 20,000 lechones (17).

En 1976 la regi6n continud sufriendo la enfermedad de Aujeszky, pero la re- .

percusidn econdmica para log porcicultores fue menor debido a una pobla- -

cién parcialmente inmune. (17).

Al afio siguiente se reportan casos en log Estados de México, San Luis Poto-
si'y Oaxaca, Para 1978 y 1979 se forma una clara zona enzoética en el Ba--

jio, donde probablemente 1a vacunacién ha colaborado a reducir las pérdidas
.

En 1980 se presentd un brote en el Estado de Nuevo Le6n y fue notificada nue

vamente la enfermedad en el Estado de México (*).

(*) Notas no publicadas.
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blemente fatal (2, 15y 17), En el ganado porcino la grns}edud
nfermedad es muy variable, siendo en ocasiones desde muy se~.
ones, coma y muerte en 24 horas) en auimales de pocos dias de
aparentemente o subclinica en cerdos adultos, manteniéndose -
como portadores asintomdticos y representando la fuente poten-
6n para otros cerdos y para las demds especies susceptibles - -

17).

cipales problemas que causa la enfermedad de Aujeszky en cer
tra una baja capacidad de muchas hgmbras para quedar gestan -
de mortinatos y/o momificados y la frecuente reduccidn del ni
mes al nacimiento, que aunado al retraso en el crecimiento de
recuperados y a la muerte de un alto porcentaje de lechones, -
rudorrabia uno de los principales enemigos de 'la industria por-

15y 17.

‘uenta la variabilidad de los signos clinicos y que los cambios
Sgicos se consideran netamente microscdpicos (15), es necesa

1 las técnicag de laboratorio como inmunofluorescencia, sero-




neutralizaci6n, histopatologli, inoculacién al conejoe inmunodlfusl&l para .

corroborar la presencia de la enfermedad en una explotacién,

En cl presente estudio se analizé la sensibilidad y especificidad de'la lnmu-
nodifugidn (ID), comparando los resultados con la prueba de referencia qué' :
es la Seroncutralizacion (SN), al trabajar con ambas técnicas un mismo sue -

ro problema (4).

El término "sensibilidad de una prueba serolégica™ sc define comqln capact
dad que tiene dsta para detectar individuos positivos a una cnfermed;ﬂ tdc::ntro
de una poblacicn analizada, "lEsrxﬁ:lflcldml de una prueba scroldg!gg" es la -
capacidad que tiene ésta para dar por negativos o tos individuos que se en-,-w

cuentren libres a una enferimedad dentro de una poblacidn analizada (18),

l.os aspectos anteriores adquicren gran importancia puesto que un elevadd -
porcentaje de sueros enviados al laboratorio presentan condiciones de toxi -
cidad y contaminacién, Dichos factores en un momento dado, pueden provo-
car diagndsticos falsos por interferir con la prucha de SN, en la que se em-

plean cultivos celulares,

l.a creciente incidencia de la enfermedad de Aujeszky en nuestro pais hace
necesaria la implementacién a nivel regional de téenicas de diagndstico que
reunan las caracreristicas de seguridad, rapidez, economia y sencitlez, con
el fin de tomar las medidas adecuadas que eviten una mayor diseminacidn -

del padecimiento y las repercusiones ccondimicas que cllo implica.



I MATERIAL Y METODOS

L. - Virus: Se trabajé con la cepa Shope de la enfermedad de Aujeszky

adaptada a cultivo celular como antigeno en la prueba SN,
II. - Célulag: Se empled la linea celular "PK 15" en la prueba de SN'. ; )

III. - Medios: [l 1) El medio de cultivo celular estuvo constltﬁldo por -
Medio Esencial Minimo F 15 (MEM) (a), 10% de Caldo de Triptosa Fog -
fato (b), 103 de Suero Fetal Bovino (1), 1%, de Vitaminas (a), 1% de"Aml-
nodcldos no esenciales (1), 19, de Piruvato de Sodio (1), 1.5% de Bicarbo-
nato de Sodio (c), 1% de una mezcla Penicilina -Estreptomicina (d) y 1% -

de Fungisona (a),

III it) E1 medio empleado en la prueba de ID se prepard disolviendo 0, 69%
de Agarosa (e) en Tris Buffer al 0.05 Molar y con un pH de 7.2; se adicig
n6 0.025%, de Azida de Sodio (f) para evitar contaminaciones durante el -
tlempo que durd la prueba, La mezcla fue envasada y esterilizada por -
autoclave manteniendo 10 libras de presion durante 7 minutos, conservdn -

dose a 4°C hasta su uso,

V.- Sueros: Se colectaron 200 sueros de cerdo en granjas de los Es-
tados de Michoacdn y Guanajuato, los animales muestreados tenian dife
rentes edades, EI sangrado se realizé de tres maneras: Punciénen ve

na yugular (160 sueros), puncidn en vena auricular externa (20 sueros)



e incisién en oreja (20 sueros), con el fin de obsefvar la influencia de’
la toma de muestras gobre el diagndstico, - Se aguardé la retraccion
del codgulo y se obtuvo el suero en la misma forma bpara las 200 mueg
tras (decantacion), L.os sueros tuerén transportados en refrigeraci6n
y ya en el laboratorio se inactivaron en bafio maria a 56*C durante 30
minutos, dividiéndose posteriormente en allcuotas de 2 ml, cada uno;
se numeraron en orden progresivo y fueron almacenados a - 20°C has-

ta’ gu uso posterior.

V.- Antigeno y Antisuero, - El antigeno y antisuero utilizados ,eom'o
controles positivos en la prueba de ID son producidos comercialmente

®.

V1. - Prueba de Seroneutralizacién (SN). Se realizé empleando micro
placag estériles (h) que fueron divididas trazando con ldpiz una ll'néa -
horizontal entre las fosas G y H con el finde tener controles de los sue
ros por analizar, También se trazaron cinco lineas verticales (una ca-
da dos fosas) que permitieron trabajar sels sueros por microplaca (Fi-
gura 1). Se coloc6 0.025 ml. de MEM con antibidticos a cada una de -
las 96 fosas utilizando una pipeta gotero estéril (i), Se procedi6 a adl-
cionar 0,025 ml. de suero problema en las 4 primeras fosas, utilizan~
do diferente pipeta para cada suero, Con los microdilutores (j) se hi--

cieron diluciones dobles de cada suero, partiendo de 1:2 hasta 1:128,



Se colocé 0.025 ml. de una suspensién viral conteniendo de 100 a 300
unidades Infectantes de cultivo de tejidos (UICT) a todas las fosas ex-
cepto a las de la primera linea, que sirvieron como control de sueros. »
La mezcla antigeno-anticuerpo fue agitada e incubada a 37°C durante 60
minutos en atmdsfera limeda y con 5% de Q0.

Loos monoestratos del cultivo celular "TK 15" contenidos en batellas de - - :
Roux fueron tripsinizados y suspendidos en medio de cultivo para addg
par 0.15 ml, a todas las fosas, El mﬁmero de oflulas por cada 0.115 -
ml. fue de 400,000 aproximadamente,

Las microplacas fueron cublertas con cinta selladora e incubadas a 37°C
en atmésfera himeda y con CO, de 48 a 72 horas,

En una de las microplacas se incluyeron oom:rf)les del virus, colocando
en 3 diferentes hileras de fosas 0.025 ml, de diluciones del antigeno - -
(de 10la 10'3). Lasg diluciones ge realizaron a partir de la concentra-
cién de virus que contuvo de 100 a 300 UICT, y posteriormente se adicio

né 0.15 ml, de la suspensidn celular,

También fueron incluidos controles de suero positivo y negativo (2 hile-

ras de fosas por cada uno), asi como control de células (sin virus ni sue

ro problema) (Figura 2),
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La lectura final se realizé en las 72 horas. El titulo del suero se basé
en la dilucién mds alta de.éste, en que se observd la inhibicién toal -
del efecto citopdtico (4, 5, 9, 11, 12 y 13). Debido a la posibilidad de
trabajar sueros provenientes de animales vacunados, solo se cénslde-

r6 positivo todo suero que presentd un titulo mayor de 154.

VI - Prueba de Inmunodifugién (ID). Para la realizacitn de esta prue
ba se utilizaron portachjetos de crigtal perfectamente limpios y secos.
Se trazd con ldpiz graso una Uihea a lo ancho y en uno de log extremos -
de la laminilla con el objeto de delimitar la zona en que fue colocado el
medio. Cada laminilla se cubrié con una capa de 2.5 ml. de gel. Una
vez golidificado el medio, se procedi a realizar 7 perforaciones (una
central y seis periféricas); el didmetro de lag perforaciones fue de 4
mm, y la distancia entre cada una de 2.5 mm. Con una pipeta Pasteur
estéril se colocS en la fosa central el antigeno, en la superior e inferior
los antisueros controles y en las restantes log sueros problema, utili--
zando diferente pipeta para cada uno. El volumen de antigeno y de sue-

ros de 0.02 ml, aproximadamente (4), (Flgura 3).

Las laminillas se incubaron toda la noche a temperatura ambiente en una
caja de petri cerrada, se realiz6 una observacidén preliminar y posterior -

mente fueron incubadas en una cdmara himeda a 25°C de 24 a 48 horas.
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La lectura final de la prueba ge llevd a cabo a lag 48 horas, empleando

para su realizacién una fuente de luz,

Se considero positivo todo suero que mostrd una nitida livea de precipi_
racdidn, comparando su claridad y posicion con las lineas de log sueros
positivos conocidos, de acuerdo a lo indicado en la literafura 3,4, 10 ‘ .
y 12, :

VIIL. - La evaluacidn de la sensibilidad y especificidad de ambas prue -
basg ge realiz6 de acuerdo a la literatura revisada (18).

IX .- Las resultados finales obtenidos en amﬁas pruebas se expresan en -

porcentajes de correlacién (4 y 18).



IIl LISTA DE LABORATORIOS

(a)
(b)
(©
(d
(e)
]
®
(h
(i
6]

Producidos por GIBCO.

Producidos por Laboratorios DIFCO

Producido por Laboratorios J.T. BAKER

Producidos por Laboratorios Lakeside Farmacéuticos
Producida por Liaboratorios MCT Biomedical
Producido por Laboratorios MERCK

Producidos por Laboratorios SALSBURY

Fabricados por Limbro Scientific Inc,

Fabricados por Dynarech Laboratories Incorporated

Fabricados por Flogw Laboratorios



IV RESULTADQOS

Observamos que cuando no se adicionaba Piruvato de Sodio al medio de cul -
tivo celular, la formacidn de monoestratos completos ge retrasé hasta 48 -

horas con respecto a controles con Piruvato,

A lag 72 horas después de realizada la siembra celulzi ge formaba un mo-
noestrato completo en las fosas controles de o€lulas, lo que permiti6 reall

zar la lectura de la SN a este tiempo,

De 48 a 72 horag después de adicionar la sugpensgidn celular, 1a cepa Shope

habia actuado completamente, manifestdndose un claro efecto citopdtico.

El titulo de los sueros problema no vari6 24 y 48 horas después del tiempo

esgtipulado para realizar la lectura final,

Haciendo una dilucion original de la cepa Shope de 1072 obteniamos de 100
a 300 UICT por cada 0.025 ml, de suspensi6n viral, y a partir de esta dilu
ci6n observamos de un 50 a un 80% de efecto citopdtico en las dos siguien--

tes. (controles del antigeno).

Se observé que 0.69% es la concentracién dptima de agarosa en el medio pa,
ra la prueba de ID, ya que en ésta se manifestaron mds claramente las Ii-

neas de precipitacién,



Observamos que 0,025%, de Azida de Sodio en el medio de ID es suficiente

para evitar contaminaciones en el gel durante el tiempo que dura la prueba.

A las 48 horas después de colocar el antigeno y sueros en las fosas corres-
pondientes se formaron lineas de precipitacién bastante claras, lo que per-

mitié realizar la lectura final de la ID en este tiempo.

Se observé que los sueros negativos al momento de realizar la lectura final
de la ID no presentaron linea de precipitacidn a las 24 y 48 horas después de

. realizada ésta.

Se pudo comprobar que el antigeno y antisuero comerciales para la prueba -
de ID deben ser diluidos en un volumen menor al estipulado en lag indicacio-

nes del laboratorio productor,

De los 200 sueros trabajados en la prueba de SN, 101 resultaron positivos con
un titulo mayor de 1:4 (Cuadro 1).

Al trabajar los 200 sueros en la prueba de ID se observé que 88 de los 101 -

positivos en SN presentaron linea de precipitacidn clara (Cuadro 2),

De los 40 sueros obtenidos en forma poco aseptica, 20 resultaron contamina -

dos y 10 téxicos, lo que provocd que no se emitiera resultado de los mismos

en la prueba SN (Cuadro 1.



De los 30 sueros que quedaron sin resultado en la prueba de SN, 11 mostra

ron linea de precipitacidn, por lo que se consideraron positivos a ID (Cua--
dro 3).

De los 69 sueros considerados negativos en la prueba de SN, 17 tuvieron un
titulo de 1:4 de estog 2 resultaron positivos a ID; 18 sueros tuvieron un titu-

lo de 1:2 en SN y de estos 1 resultd positivo a ID (Cuadro 2),

Ninguno de los 34 sueros negativos en la prueba de SN fue positivoen ID, -

mostrando ambas pruebas una correlacién de especificidad del 100% en es -
tos cagos (Cuadro 2),

De acuerdo al patrén establecido (Cuadro 4), 1a prueba de SN mostrd una sen
sibilidad de 97.1% y una especificidad de 83.5% (Cuadro 5).

La prueba de ID mostrd una sensibilidad de 87.1% y una especificidad de - -
97,19, (Cuadro 6).

Los 67 sueros con titulo igual o mayor a 1:16 en la prueba de SN resultaron
todos positivos en la prueba de ID, mostrando ambas pruebas una correla --

cidn del 100%, en estos cagos (Cuadro 7).

De los 34 sueros con titulo de 1:8 en la prueba de SN, 21 resultaron positivos

en la prueba de ID, mostrando una correlacidn del 61.7% (Cuadro 7).



RESULTADOS FINALES OBTENIDOS EN LAS PRUEBAS DE SN e ID

Suero No, Titulo SN Resultado ID Via de Sangrado
1 8 - py (%
2 8 + py
3 8 + Py
4 16 + Py
5 8 + Py
6 8 - py
7 4 - py :
8 contaminado - fo (*%
9 contaminado - io

10 contaminado - o
11 8 + io
12 8 + py
13 16 + py
14 - - py
15 4 - Py
16 2 - py
17 4 - py
18 16 + py
19 8 + PY
20 - - py
21 - - py
22 8 + 24
23 8 + py
24 - - py
25 - - py
26 2 - py
27 2 - py
28 contaminado - io
29 contaminado R io
30 4 - io
31 4 - py

(*) Puncién en Yugular 7(7‘_‘) Incisién en Oreja



Suero No, Titulo SN Resultado ID Via de Sangrado

- - py
33 8 + pY
34 8 + pY
35 - - Py
36 8 + Py
37 4 - py
38 2 - Py
39 4 4 Py
40 16 + pY
41 8 + py
42 64 + pY
43 64 + py
4“ 64 + py
45 8 + S py
46 8 + pPY
47 8 + |34
48 - - pY
49 2 - py
50 - - py
51 8 - pY
52 2 + 24
53 8 + py
S4 128 + Py
55 128 + py
56 64 + py
57 128 + py
58 128 + Py
59 128 + %4
60 64 + PY
61 16 + py
62 32 + Py
63 32 + by
64 32 + by
65 16 + 24
66 16 + pY
67 32 + Py
68 32 + %4
69 32 + py
70 32 +



Suero No. Titulo SN Resultado ID Via de Sangrado

71 contaminado - o
72 contaminado N io
73 contaminado o io
74 contaminado - pa (**%)
75 contaminado g pa
76 32 + py
77 128 + Py
78 64 + Py
79 64 + Py
80 64 4 py
81 64 + py
82 16 + Py
83 32 + py
84 32 + pYy
85 16 + py
86 32 + py
87 16 + pY
88 16 + py
89 16 + py
90 16 + pY
91 16 + pY
92 - - Py
93 - - py
94 - - py
95 - - py
9% - - py
97 - - Py
% - - Py
4 y - Py
100 4 + Py
101 8 - py
102 16 + py
103 4 - py
104 2 - pY
105 8 - py
106 4 - Py
107 contaminado - io
108 contaminado S {o
109 - - py
110 - - py

(***) Puncidn en Vena Auricular



Suero No. Titulo SN Resultado ID Via de Sangrado = ™
111

- - By

112 - - pY
113 - - Py
114 - - py
115 2 - py
116 4 - pY
117 2 - pY
118 4 - PY
119 - - PY -
120 8 - 124
-121 16 + Yy -

.. 122 4 - PYy.
123 téxico T fo
124 téxico - “io
125 toxico - fo
126 téxico - pa
127 téxico o pa
128 téxico " pa
129 .16 + | 22
130 16 + py
131 8 - py
1320 2 - 124
133 16 + pY
134 4 - PY
135 - - |22
136 - - PY-
137 8 + PY
138 8 - py
139 - - Py
140 16 + pY
141 16 + py
142 a2 + %4
143 2 - pY
144 contaminado 4 pa
145 contaminado - pa
146 contaminado - pa
147 contaminado s pa
148 contaminado - pa
149 8 + Py
150 16 + Py
151 16 + %4
152 2 - 27
153 8 + PY
154 2 -



Suero No, Titulo SN Resultado ID Via de Sangrado
155 16 +

pY
156 8 + py
157 16 + pY
158 2 - pYy
159 2 - pY
160 8 + PY
161 16 + pY

162 16 + pPY
163 téxico - pa
164 téxico - o
165 . téxico g pa
166 téxico " io
167 contaminado - io
168 contaminado - pa
169 64 + \ pa
170 8 - pa
171 - - Py
172 16 + pa
173 8 - pa
174 2 - io
175 2 - io
176 - - pa
177 - - pa
178 - - py
179 - - py
180 - - 24
181 - - Py
182 16 + py
183 16 a Py
184 64 + py
185 32 + py
186 32 + py
187 16 + py
188 16 + py
189 64 + Py
190 32 + py
191 8 - Py
192 8 - ny
193 4 - py
194 8 - py
195 16 +



Suero No,

196
197
198
199
200

Titulo SN Resultado ID Via de Sangrado
16 + Py
contaminado 4 pa
4 - PY
4 - 124
2 - PY



CUADRO 1

RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA DE SN

Numero de Sueros Titulo
6 128

12 64

15 32

34 16

34 8
------------------------------------ *

17 4

18 2

34 0

30 Sin Resultado *"
Total 200
(*) Los Sueros que aparecen abajo de la ll‘nea punteada se conside -

*"

raron negativos en la prueba,
Sueros que mostraron toxicidad o conmmlnacidn en la prueba,



CUADRO 2

CUADRO COMPARATIVO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN AMBAS

PRUEBAS
Titulo en SN No. de Sueros Positivos No. de Sueros Positivos

en la prueba de SN en la Prueba de ID

128 6 6

64 12 12

32 15 15

16 34 34

8 34 21
..................................... "

4 17 2

2 18 1
**

0 34 34

(*) Los Sueros que aparecen abajo de la lfhea punteada se consideran
negativos en ambas pruebas.

(**) Abajo de la linea continua aparecen los 34 Sueros que resultaron -
negativos en la prueba de SN, mismos que fueron negativos tam--
bign a ID, por lo que la correlacién de especificidad es del 100,
en estos casos,



CUADRO 3

RESULTANNS DE AMRAS PRUEBAS Al. TRABAJAR LOS SUEROS OBTE -

NIDOS EN FORMA POCO ASEPTICA

Nimero de Sueros sin Diag- Numero de Sueros % de Sensibili-
ndstico en la prueba de SN Pogitivos en la prue dad Favorable
ba de ID ~ alDenestos -

casgos.

30 11 36.6




CUADRO 4

PATRON PARA CALCULAR LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE
AMBAS PRUEBAS

Diagndstico TOTAL

Enfermos No Enfermos

Pogitivos - ~ - ~ - a b a+b
Negativog - -~ - - c d c+d

Toml ---- 44¢ b+d a+b+c+d
Nota: a = animales enfermos detectados en la prueba

b = falsos positivos en la prueba

¢ = falsos negativos en la prueba

d = animales no enfermos detectados en la prueba
Férmulas: Sengibilidad = a X 100

atc

Especificidad = :l_ X 100



CUADRO 5

DATOS PARA CALCULAR LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD EN LA

SN
Diagnéstico ‘
Enfermos ~—No Enfermos TOTAL .
Positivos ~ = = « -~ - 101 13 114
Negativog = = ~ = ~ - 3 66 [
Total - ~ - - - - 104 79 183
Sengibilidad = 101

Tom— X 100 = 97.1%

66

—— X 100 =83.
13 + 66 5

Especificidad =



CUADRO 6

DATOS PARA CALCULAR LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA

ID
Diagndstico
Enfermos No Enfernos TOTAL
Positivos - - - 88 3 91
Negativog - ~ ~ 13 66 79
Total - - - 101 69 170

Sensibilidad = 88
B8 F I3 X 100 =87.1%

+ idad = 66
Especificida W3 X100 =97.1%



CUADRO 7

PORCENTAJES DE CORRELACION ENTRE AMBAS PRUEBAS, BASADOS  *
EN LOS RESULTADOS OBTENIDOS :

Titulo en SN Relacién entre Sueros Po- % de Correlacion
sitivog Detectados en Am
¢ bas pruebas
SN/ID

128 6/6 100

64 12/12 100
32 15/15 100 .

16 34/34 100

8 h 34/21 61.7




VvV DISCUSION

Se observé que la linea celular "PK 15" al ser incubada a 37°C y con me-
dio de cultivo adecuado presenta monoestratos completos en un tiempo --
aproximado de 60 horas, factor que aunado a su alta susceptibilidad al vi_
rus de la geudorrabia, la hacen muy apropiada para la realizacién de la -
prueba de SN, coincidiendo con estudior anteriores (4 y 13).

Observamos que la cepa Shope adaptada a cultivo de tejidos mostré una bue
na concentracién, ya que al ser diluida 10'2 obtuvimos un mfnimo de 100 -
unidades infectantes de cultivo de tefidos, titulo recomendado para la reall
zacién de la prueba SN (4). Partiendo de 102 se realizaron 3 diluciones lo
garitmicas, y en las dos primeras observamos de un 50 a un 80, de efecto

citopdtico, lo que reiterd las buenas condiciones del virus,

Pudimos comprobar la viabilidad de la cepa Shope, ya que de 48 a 72 horas
después de adicionar la suspensién celular se manifest6 un claro efecto ci_
topdtico, que permitid reallzar el diagnéstico de la pruebél de SNenel - -

tiempo estipulado,

Después de probar diferentes concentraciones de Agarosa para el medio -
de ID, comprobamos que para el lote trabajado la concentracién éptima fue

de 0.69%, va que las lineas de precipitacién fuercn bastante claras y se pre



sentS una buena capacidad gelificante. Las observaciones anteriorcs coin

ciden con estudios previos al respecto (4, 10y 12).

Podemos suponer que la dilucién en un volumen menor del antigeno y anti-
suero cor_nercinles utilizados en la prueba de ID se debe a que éstos pre--
sentan una diluci6n critica, situacién que se ve alterada al manejarse {na-
decuadamente durante su transporte, y que al final provoca una disminu--

cion en el titulo del producto,

En la realizacién de la prueba ID pudimos observar que a las 48 horas se
formaron liheas de precipitacién fdcilmente observables, por lo que consi_
deramos que este tiempo es el adecuado para realizar la lecturaen la - -

prueba, mismo que coincide con reportes anteriores (4, 10y 12),

La obtenci6én séptica de sueros demostrd la importancia de un buen proce -
dimiento para la toma de muestras, ya que de log 40 sueros obtenidos por
puncidn en la vena auricular externa y por incisién en la oreja, 30 no per-
mitieron obtener resultado en la prueba de SN, por contaminacién bacteria

na y/o micdtica, o bien por la citotoxicidad de los sueros hemolizados.

Los sueros con titulos iguales o inferiores a 1:4 pueden provenir de anima
les vacunados o bien de animales que padecieron la enfermedad de Aujesz-
ky mucho tiempo atrds y que no quedaron como portadores, por lo que el ~

titulo de anticuerpos neutralizantes es bajo,



De los sueros que fueron considerados negativos en la prueba de SN (titu-
lo 1:4 o inferior), 3 fueron positivos en la prueba de ID, con lo cual supo-
nemos que pudiera tratarse de animales que sufrieron la enfermedad hace
tiempo y se recuperaron sin quedar comeo portadores, ya que su nivel de -
nntlwerpog neutralizantes decayd, pero conservaron una baja tasa de an--

ticuerpos precipitantes,

Los sueros tdxicos o contaminados que no fue posible analizar en la prue -
ba de SN arrojaron datos que consideramos vdlidos en cuanto a que la ID

no requiere de cflulas para proporcionar un diagndstico,

Al observar log resultados obtenidog es evidente la alta incidencia de la en
fermedad de Aujeszky en la regidn del Bajfo, ya que mds del 50% de los sue
ros trabajados resultaron positivos con diferentes titulos en la prueba de -

SN, y la mayoria de estos mostré linea de precipitacién en la prueba de ID.

La prueba de SN mostrdé una sensibilidad del 97,1% y una especificidad de
83.5%, lo que hace de esta técnica una de las pruebas mds sensibles en la
realizacidn de campaiias seroldgicas, pero presenta algunos inconvenien--
tes como el requerir de laboratorios con instalaciones y equipo adecuados
para la produccidn de cultivos celulares, ast’como de técnicos especializa
dos; ademds tiene una alta susceptibilidad a las contaminaciones y un eleva_

do costo,



La prueba de ID presentS una sensibilidad de 87.1% y una-especificidad de
97.1% factores adecuados para colocar a esta técnica dentro de las iddneas
para realizar el diagndstico de la enfermedad de Aujeszky, presentando --

ademds otras ventajas como son su sencillez, economia, seguridad y rapi-

dez,

Observamos que en sueros con titulos iguales o mayores de 1:16 en SN la
correlacién entre ambas pruebas es del 100%, y en sueros que tuvieron ti-
tulo de 1:8 la correlacidn fue de 61,7%, resultados que permiten agegurar
que la ID es una prueba apta para ser estandarizada a nivel de laboratorios
regionales y permitir un diagndstico rdpido y seguro de la enfermedad de -
Aujeszky,

Podemos recomendar la realizacién en forma rutinaria de la prueba de ID
en todos los sueros recibidos por el laboratorio y la SN podria ser aplica-
da solo en los sueros que resultaran negativos en la primera técnica y que

no presentaran condiciones de toxicidad y contaminacién,
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