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1 8ESUMEN 

En el ganado porcino la enfermedad de Aujeszky (pseud~ 
rrabia), tiene una qraveda clfnica variable, siendo en oca• 

siones muy severa (convulsiones. como y muerte en 24 horas) 
en animales de pocos dlaa de edad y inaparente o subcllnica 
en cerdos adultos, por lo que estos Oltimos representan la 
fuente potencial de infecci6n para otros cerdos y i>ara esD!. 
cies auaceptibles (Adries 1980, Kellin9 1978. Mare, Me Fe -
rran 1982). 

La paeudorrabia ea considerada uno de loa eneai9011 prin 
ciualea de la induatrla porcicola,· debido a que oca1iona -
una baja en la capacidad de muchas hembras de quedar geatan 
tea con aU11ento de aortinato1 y/o momificado• y la di .. 1nu
ci6n en la conver1i6n alimenticia. (Kellinq 1978. Thorner 
1961). 

La inaunidad contra el viru• de AujeHky, H deNrro -
lla deapuaa de la infecci6n natural y uaualmente confiere -
una buena protecci6n contra la reinfecci6n (Terpatra 1982). 

La p .. udorrabia .. caracteri1a p0r causar trastorno• -
nervioaoa,: prurito intenao en la 1ona de inoculaci6n y un -
curao inevitablemente fatal, en la mayorla de las eapeciH 
afectadas comos bovinos, ovinos, perros, gatoa, 1orras, co
nejos, etc. (Armbrecht 1982). 

11 UllO de vacuna viva i>ara inauni1aci6n contra Auje•! 
ky, ha creado la neceaidad de diferenciar entre cepa1 viru~ 

lentas de no virulenta• (Me 'erran. Me cracken4 1982). lato 
tiene importancia para la epid .. ioloqla y control de la en
fer11edad no sCSlo en el cerdo, sino ta.bien en aniaales de 

otras especie•. 
En el preaente eat~io se trate de diferenciar cepa1 

aisladas de campo de pulmones neum&nicos de raatro: c-8, 145 
v 215, junto con una cepa atenuada Shope, •diante la date!'_ 
ainaci6n de marcadores biol6qicos coao son: tallafto de placa 
sensibilidad a temperatura (S6•c 30 minutos)1 senaibilidad
a tripsina (O.S• tripaina, 30 minutos a J7•c), media de ti9!_ 
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po de muerte en rat6n (MTM) v sensibilidad a cone1o. De don 
de se obtuvo que las pruebas de temperat':ll'• y triosina no 1 

son pruebas diferenciales de las cepas~ siendo als Gtiles -
las pruebas de media de tia11>0 de muerte en ratdn (M'l'M) y -

aensibilidad en conejo. 
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2. INTRODUCCION 

2 .1. DEFINICieN 

La enfermedad de Aujeszkv o pseudorrabia, es un proce-
80 infeccioso caracterizado por un cuadro cltnico, de curso 
agudo y a menudo fatal para animales dom8sticos y salvajes 
causada Por un virus del grupo Herpes. 

Se caracteriza cllnicamente par la manifestaci6n de i~ 
tenso prurito en la 1ona de penetraci&n del virus, aiqnoa ~ 
encefAlicos puro• y elevada morbilidad en lechones. En cer
dos adultos .. presenta C0110 una enfermedad aaint<matica, -
mantenida en loa aniulea, ccmo portador•• del virua por P! 
rlodoa que en ocaaionea son prolongados (Pijoan y cola 1982). 

La enfen1edad f .. daacrita en Hun9rla en 1902 por Au!
jeHkv, denoainando .. PMudorrabia, por au .•iailitud cUnica 
con la rabia(Bajk1973). Bata enfermedad ha aido reportada -
en diveraoa pal•• de Buropa, Aaia v Alllrica' en Jlaxico •• 
aisle par prillera va1 en 1971 de cerdos. aunque la enfen1e
dad ya habla aido deacrita par BacthOld en 1945.(Martell y 
cola. 1971) • 

2 2. E'l'IOLOG!A 

2. 2.1. Taxonomla1 SegOn el Comit• Internacional el virua 
de Aujealky o pseudorrabia. esta clasificado: 
Familia: HerDesviridae. 
Subfamilia: Alpha Herpesviridae. 
Gfnaro: qruPOI de loa harpa• virus suinoa. 
Bapecia: Herpes Suis I (paeudorrabia 1982) • 

2.2.2. Caractarlsticaa Fiaicoqulmicas: El viri6n tiene un 
peso molecular de lJUOg daltona (Mattews 1982) y denaidad ;.. 
bovanta en CICl de 1.278 qr/cm3 (Kaplan 1969, Lautia 1969). 

El acido nucl•ico del virus de Aujesaky •• DMA de doble 
cadena con un 74' da quanina•citosina. 11 viridn se compone 
de tres a1e .. nto1 e1tructurales: cora16n o •core•, la ca2 
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side, el tegumento y la envoltura. El coraz6.n ~e observa al 
microsc6pio electr6nico como un medio denso, en el centro de 
la part1cula, que consiste en un ovillo fibrilar en el cual 
esta enrrollado el DNA. Los extremos de las fibras est&n -
anclados en la cara interna de la capside.Bsto se observa -
como una capa que rodea al cora1&n, y mide de 100-110 nm de 

~itmetroi esta formado por 162 capa6mero1 dispuestos en siJll!. 
trla icosa•drica. El tegumento que rodea a la c&paide esta 
constitutdo por un material qlobular que con frecuencia eat& 
a11llatrica111ente diatributdo y puede presentarse en cantidad 
variable. La envoltura esta formada por una •llbrana que ro 
dea al te9U1111nto v tiene proveccione1 1uperf icialea ele nat!. 
raleza glicoprot•ica (Mattewa 1982, Luria y cola 1978). 

2.2.3. Propiedades ants•nicas.: 101 virus del grupo M!. 
pea tienen una e1tructura compleja que hace dif icSl anali
aar y caracterisar las aubunidades del virus, esto ha illpe..;. 

d:lclo relacionar estructura y funci6n de 101 comDOnentes dial 
viri&n. Se sabe que el virus es capaa de producir una re1pue! 
ta de anticuerp0s neutralizantes deapuds de la infecci&n n!. 
tural 6 exoermntal (Baskerville y cols. 1973). Adeia&a ae-
conoce que algunos cmPOnentes del viri6a, Hpecial•nte 
glicoprotetnas aayorea de la envoltura viral. son imparta!!. 
tes en la neutralizaci6n. (Dalqard 1982, Pauli y cola 1982). 

2.2.4 Proeie.dH Biol69icaa: 
2_.2.4.1. Selecci&n del hospedador: el virus ha sido recu 

peraclo ele qran variedad de especies do.,sticaa como: cerdos 
bovinos, ovinos, perros, qatoa, tambian en granjas de via&n 
y aorras1 en animales silvestres ha sido reportado en: lie
bre, via6n, te16n, ratas, ratonesi experimentalmente el vi
rus puede ser transmitido por inoculaci&n, a un amplio es~ 
pectró de mamtferoa excepto monos y reptiles (Gustaf son -
1975). 

2.2.4.2. Cultivo celular : el virus puede multiplicarse 
en una 9ran variedad de cultivos pr1Jlario1, de diversos o
dgenes v en Uneas continuas aunque no todos son iaual•nU 
sensibles(Mc rerran v cola. 1972)1 aunque Glti .... nte has! 
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do considerado el cultivo pr;l.Jnario de f ~broblasto de embri6n 
de pollo (Ursache v cols 1977). 

El virus forma placas en distintos tipas de cdlulas y 

existe una relacidn lineal entre la cantidad de indculo en 
el de ndmero de placas producidas, aunque la eficiencia en 
la formaci&n de placas, puede diaainuir si existen polisac! 
ridos sulfatados en el medio. 

El virus de Auje1zky 1e disemina r4oidaJ11Bnte en culti
vos celulare1 lo ciue aunado a la.deatrucci&n masiva de c! 
lulas 1uaceptiblea, oroducen dos tipo• de efectos citop4ti• 
coi, uno caracterizado Princioalmente por la fol'llacien de 
aincitioa y otro por la producci&n de c•lulaa redondeadas 
altamente refr4ctiles v ocasionalllente con c•lulas gi9ante1 
(Kaplan 1969). La foraacidn de sincitios, 91ta relacionada 
con una mayor virulencia de la1 ceDaa (Bitach 1980). por o~ 
tro lado. la ausencia de reolicaci&n, la fuai&n celular y ! 
qlutinaci&n de la1 c•lulaa ocurre rara ve1 (Mattew• 1982) . 

2. 2 • 5. Latenc·ia: .. ea una propiedad comlln a todOa los v,! 
ru1 de la f .. 1lia herpe1viriclae que ha sido def inicla como la 
relacidn del virus con el hu•~ped, en l~ cual la infeccidn 
inicial ea 1equida de la per11atencia del agente en el hu•• 
ped probablemente de por vida. En la latencia, el ·virus ~ 
lo puede 1er recuperado durante los oer1odos de reactivaci6n 
de la infeccidn.(Steven 1978). 

·i.2. 6 _. Cepaa1 se eaperar1a que ciertas cepa1 del 
viru1 HpecialMnte la1 ele alta patogeniciclacl fueran excre
tadas en mayor cantidad y la tranÍlliai8n aerea de ••tai ce• 
PH puede descartarse (Bitach y Anderaen 1982) .Hasta ahora 
no hay evidencia que relacione diseminaci&n con virulencia 
ni se conocen cepas con sensibilidad variable a agentes fi~ 
sicoqufmicos que pudieran indicar llllyor capacidad de di• 
aeminaci&n • 

Otro aspecto iaoortante en la biolog1a del virus ea 
la existencia de cepa1 que presentan variacione1 en virule~ 
cia signos cl!nicoa, provocados por la capacidad de di1emi
nacidn etc., que .. han encontrado •d1ante cliver1a1 tkni-
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ca1 c01110: tamaño de plac~ en cult;l.v9 celul-r, re11istencia a. 
tripsina y temperatura, formaci6n de sincitios y media de -
tiempo de muerte en raten. 

2. 2. l. Red·atencia: El virus es sensible a di sol ven te
ta les como: cloroformo, fluorocarbono, etc., detergentes e~ 
mo: el desoxicolato de sodio, tritdn X-100 , dodecil nitra
to de sodio, nonidet P-40 etc., y a desinfectantes como: fo!. 
malina, fenol, hipoclorito ~e sodio, etc., (Kaplan 1969); al 
qunas cepas son 1ensibles a tripsina (Bartha 1969). 

2.3. EPIDEMIOLOGIA: 
La paeudorrabia es una enfermedad contagiosa. aguda v

febril, en diciones naturale1 y puede ser reproducida 11edia! 
te inoculaci6n experilllental por diversas vtas(Ba1kerville 
cola. 1973). 

El cerdo ea la especie mas afectad•, aunaue ea la ml1 
re1i1tente a la enfermedad, por lo que se con1idera como -
hua1ped natural del virus (Gu1tafson 1973). Por otro lado, 
el hecho de que el virus haya sido aislado de cerdo1 inm!!. 
nea y asintoaAticos junto con la ob1ervacien de que muchos 
focos ocurren en explotaciones aisladas •. de1pu81 del parto 
o p0r cQllpra resiente de h811bra1 de repoblaci6n cllnica
.. nte 1tna1, apunta al cerdo como principal reservorio de -

la enfermedad (Kojnok 1965). 
Divar1os autores coinsiden en señalar que el virus PU!. 

de tramnitirse en cerdas, principalmente por secresiones o
rales y naaal•• v tambian por leche materna, aemen, contacto 
vanareo , ingesti&n de carne de anilDalH afectados y no pa
rece ser tran .. itido por hece1 y orina, a excepci6n de algu 
nas cepa1 ai1lada1 en litados Unidos (Kojnok 1965, Basker
ville y cola 1973, Medvic1ky y Sabo 1982). 

Otro aspecto importante, en la tranmni1i6n de la enfe!. 
medad, es la vacunaci&n como causa de la difusi&n de la en
fermedad, ya que en algunos caso• inducen a pen1ar que la 
vacunaci&n incontrolada e1ta c&llbiando la epideaiologta de 
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la enfermedad y no lj,mita la dt~usi6n del vtrus. Esto po -
drta explicarse por la tendencia del virus a la latencia -
y por la dificultad para diferenciar anticuerPos vacunales 
y anticuerpos de infecci6n de la enfermedad, lo que obscur! 
rece el dia9n6stico. 

Se ha establecido que en algunos casos, la infecci6n ~ 
par Aujeszky, se ha visto influenciada por el uso de equiP! 
miento compartido de vehtculo de granja, camiones de entr! 
ga y el hombre como vector mecanico. (Gustafaon 1975). 

2.4. Ctpt• del yirue de Auiaszky 

En 101 cerdo• la infecci6n presenta diversos signos clt 
nico1 , 101 1i9no1 nervioso• -'• o .. nos severos •i .. pre pr! 
Hnte• en alguno1 estadios de la infecci«Sn natural v exDer! 
•ntal • (Lautie 1969, Dov y lle Perran 1962) • Existen nmero
IOI reporte• en donde 101 signos re1piratorioa, ion la C! 

racterl1tica mas illportante (Baskerville y cola 1971, 1972, 
Chenev yStovanov 1958), considerando .. que algunos .viru1 
pueden tener un tropismo -'• desarrollado hacta el tracto -
respiratorio (Kluge y Mare 1976). 

Tmlbifn han 1ido ob1ervada1 algunas diferencias en re
laci«Sn a la edad de loa anillalH afectados en general • co!!. 
sidera que la enfermedad natur~l afecta comunmente a loa ce! 
dos durante la1 cuatro primeras semanas de edad, presenta!!, 
doaé una .axiM mortalidad hasta las dos semanas y Hta H 

lllliU en cerdos de engorda y reproductores (Akkemana 1976, 
Baskerville 1981) Sin eabarg~ algunos reproductores pre••!!. 
tan cambios de virulencia con relaciGn a la edad (Ho .. th 
y de Paoli 1968). 

La locali1aci6n de le11one1 en diver10a organoa tambian 
presenta cierta• diferencias que aparecen principalmente en 
el sistema respiratorio (Dow y Me rerran 1962 Baskerville 
1973) 1 menos frecuentaiente se han encontrado leliones en 
gl&ndula adrenal, aiocardio, bazo, htqado, rifton, teattculo 
y ... dula 61ea (Baskerville y col1 1973) • 
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La evidencia de la existencia de cepélQ variadas se ve 
claramente al realizar la· inoculaci6n experimental de los a 

nimales dom~sticos y de laboratorio, donde se observa la pr~ 
1entaci6n de diversos grados de susceptibilidad, mortalidad 
y aignologta (Lautie 1969). As1 se han aislado cepas espan
taneamente atenuadas, como la cepa Ve aislada por Bartha en 
1961, en un foco de la enfermedad de cerdos, o la cepa Such 

-1 aislada de cerdo por Skoda y cols 1964i y tambifn la C! 
pa aislada por Bodpn y cols en 1969, de un foco de infecci6n 
de cerdos con problemas respiratorios. 

Se han obtenido cepas atenuadas experimentalmente , c~ 
llO la obtenida por Toneva en 1961, con virulencia aumentada 
para palomo, y disminuida para conejo, rat6n y cerdo.Tambifn 
1e han obtenido cepas atenuadas despuas de cientos de pases 
en cultivo primario de embri6n o fibroblasto de embri6n de 
pollo que qeneralmente implican ausencia de prurito en con! 
jo(Skoda y cola 1964, Zuffa Povak 1965, Tatano 1974, Erceg! 
vac vasic 1974). 

T01114 en 1979, obtiene la cepa Alfort 26 termosensible 
que a 40.5 ºC no se replica, esta caracter1stica constituye 
un •rcador genauco que permite distin.guirla de otras ce
pas vacunales. Esta cepa fue derivada de un foco infeccio 
so en cerdos, mediante pases en cultivos celulares y con la 
tacnica de diluciones llmites, cultivada a temi:>eraturas pr~ 
gresivamente Mas bajas. La termosensibilidad de esta cepa 
no se 11Dd1fic6 deap~a de diea pasea en cerdo. 

La existencia de cepas de c•PO que exhiben diversos -
grados de virulencia y comportamiento biolc5c¡ico y la intro
ducci6n de cepas vivas atenuadas usadas para la vacunaci6n, 
plantea la posibilidad de encontrar marcadores de virule~ 
cia eapeclficoa para las cepas. La disponibilidad de den! 
cas para la detecci6n de marcadores podrla ser de importan• 
cia en estudios de epi1otiologla y control de la enfermedad. 

Respecto al tamaño de placa(Bartha 1961), La cepa vac!!. 
nal K se diferencia de las cepas virulentas, porque produce 
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', lAcas de pequeño tamaño en cult;i.vos celulares. Aunqlie Sicola 

~Y cols 1964, observaron los mismo, ellos compararon la cepa 

;Buk atenuada artificialmente y la cepa Such-1 atenuada espon 
' -

:: tánearnente, con cepas virulentas y concluye que las cepas 

· virulentas producen placas pequeñas en cultivo de fibroblas

. to de embri6n de pollo, crecen lentamente y producen baios 

·:.títulos: las cepas no virulentas 1 crecen r4pidamente v pr!:?_ 

:· ducen altos tltulos y adem&s placas grandes. 

La acci6n citop&tica en cultivo celular, tambiln ha &! 
do propuesto como elemento para la diferenciaci6n de cepas 

atenuadas o virulentas. Distintos autores han observado -
~que las cepas naturalmente atenuadas y las vacunales, pro-
i ducen un efecto reducido en cultivo celular, que consiste 

:,Principalmente en redondeamiento de las c6lulas mientras que 
; las cepas virulentas producen sincitios. (Bartha 1961, Zuffa 
'· ; v Grielova 1966, Bodon y cols 1968 Bitsch 1980). 

Por otro lado la aplicaci6n de las pruebas de temper! 

;'tura y de tripsina, parece que tambidn podrta tener cierta 

; importancia en la diferenciac16n de cepas. Platt en 1979, -

: compar6 cepas de campo y dos cepas vacunales y obaerv6 marc! 

i:dae diferencias entre ellas en cuanto a au resistencia a la 

prueba de tripsina y a la prueba de temperatura. Platt v cols 

; en 1980, usando la prueba de tripsina. observandose difere!!. 

i'ciaa, entre cepas virulentas y atenuadas, inclum repartaron 

;'que en esta prueba ae presentaron diferencias frente a la ' 

·;prueba de t•peratura entre cepas indistinguible• par su -

'. caaPOrtamiento. 

2,S. PA'l'OGENESIS. 

En condiciones naturales se admite aue la forma maR co

;,m6n en quP. se 1111at11blAne 1.11 infeccidn en cerdo ea •diante la 

1dntroducci6n o inhalaci6n del virua en la cavidad naaal (las .. -
fkerville y cols. 1973), auponiendoae que el aitio prilllario -
ffde replicaciCSn • ubica en el tracto rHpiratorio au1>erior . 

:;¡(Wit.tmlln y r.ob. 1980 Me Perran v Dow 1965) .Deaput1 de la tn 
1; 

ic,fecci6n experillental. el viru1 puede aer rer.upara"o de las "' 
'f'/. 

!~·1ecre1ione1 oral•• y naeale1 continua•nte. durante di•• dlae ,. 
'~· ;,' 
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(Me Ferran y Dow 1964. Wit.bnan y colR 1980) 

Aparentemente el virus emiqra desde la mucosa nasal( v!a 

nervio olfatorio) v desde la mucosa fartnaea (vta nervio alo 
sofar!naeo. nGcleo solitario de la m~dula o por terminaciones 
del nervio triadmino de la cavidad nasal y oral) a cuentes y 

.adula espinal (Me Ferran v Dow 1965, Olander y cols 1966, Al 
va Valdes y cola. 1983). El virus emigra a travds de fibras 
nerviosas par el axoma, mediante flujo "'xonal retr6nra~o, ha 
cl11 loR cuPrpna nP.urnnales ~e q"'nglioR y Jvici11 el Riatem.it ne~ 
vioao central (l>olivo y cola. 1978). 

La diseminaci6n del virus dentro del sistema nerviolO -
central ea rlpida v, hacia el septimo dfa pns-infP.cci6n, to
das las reaiones del sistema nervioso central pueden contener 
virus, afectando todo tipo de cdlulas de vagos, neuronas y 
9lla1 el aisteM nervioso central del cerdo parece ser reai! 
tente al efecto del virus de Auieszky v en muchos casos, el 
anilla! IObl'f!vive a la infecci6n. la multiplicaci6n del virus 
en el sistema nervioso.ocentral parar.e SAr 1 imitad11. A nart ir 
del órimer dla pos-inoculaci6n del virus no ouede aer aisla
do del sistema nervioso central, la desaparici~n dP.l virus -
coincidi6 con la aparici6n de anticuerpes neutralizantea en 
sangre. (Me Parran y now 1965). 

En relaci6n a la patoqenecidad en el aparato respirato
rio. se Rugi eP. qUP. en 1 a primPraR 24 horas dAspuds de 1 a «P 

. -
poaiC?i~n dial viruR en la c11vid11d nitsal del cerdo. est.e se mu! 
tiplica activamente en mucosa nasal. farinae y tonsilas. PI'! 
bablemente las r>artlculas son inhaladas directamente desde -
la naaofarinqe hacia la traquea y pulm6n (Baskerville v cola 
1973). 

Las cepas que no producen 1P.si6n resDiratoria marcada -
del virus han sido aisladas de mucosa traqueal desde al pr! 
mer dla, ha1ta el noveno d!1t, mi ent.ras que en el pulm6n se -
aisla el virus del tercero al noveno dla poa-inoculaci6n e! 
petimental Cnow v Me Parran 1962). 

t6. SIGNOS CLINICOS 

La enfermedad en el cerdo esta caracterf1a~a P"r 111 pr~ 
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sencia de signos clinicos, lesiones macrosc6cicas y cambios 
histooatol69icos en el sistema nervioso central (Baskerville 
y cols. 1983. Lautie 1969). pero, aunque estas manifestacio
nes estaban casi siempre presentAs en alaunns de la infA 
cci6n natural y experiment.al (Dow y Mr. Ferran 1962, Olander 
y cola. 1978). también algunos autores han señalado que los 
siqnos respiratorios pueden ser la caractertstica mas imoor
tante de la enfermedad (Baskerville v Me Ferran 1971, Ghene
visto v Annv 1958. Lautie 1969). 

En la infecci6n na'tural, 1011 signos cltnicns puedP.n vitri 
ar dP.sdP. una forma levA con fiP.brP., ar.omnañada de anorexia, 
sonido nasal y bajo DOrcentaje de 110rbilidad (8'1skArvflle y 

Dow 1972) hasta una forma severa con fiebre, anorexia, v6111itn 
y pnstrac;dn. Los signos m~rviosoa incluyen: excitaci6n, in
coordinaci~n, oaresia del tronco posterior, mv.iJlientos en -
circulo, convulsiones epiltpticas, depresi6n en estadios t.er 
minales y alto tndice dA mortalic!Ad(nov v Me Perran 1962, o
lander v cola. 1966) 

Con respecto a la edad se considera, en general, Que los 
lechones, hasta las dos sellllnas. prP.sentan tndir.ea de mnrtali 
dad hasta del lOOI y di•inuve progresivuiente, oara pr111sen
tar una 110rtalidad del 15t al 20I a las cinco aeunaa de e
dad (Baskerville v cola 1973), la siqnologta de cerdos dP. -

enqorda es dtficil de describir, va que presenta caractert! 
ticas subcltnicas (Lautie 1969. Thawley y cola 1980). La pr! 
1encia de 11anifeatacione1 aubc:ltnicas ha sido apoyada por ~ 
eatudioa .. rol6gico• (lle Perran y col• 1982, Lenihan Y O'Co 
nnor 1982), aunque en otros caao1· .. ore .. nt.a ffebre, ina"!_ 
tencia v liaeraa aanife•tacionea nervio8'1• o. en otras ocaai2_ 
nea • ae unifiestan como un probl- pulmonar. acompañado de 

dianea (Lautie 1969). Ad.as se aeñala que los si9noa .as -
marcados en cerdo• de en9or~ mn las manif111atAc1onea re•P! 
ratoriaa acompañadas de mmnolencia, en la uyoda de los C! 
eoa la S10rtalidad en cerdo• de 111ngnrc!A n1cila ,_ntre 1t y lt 
(Lautie 1969) • 
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En reproductores l~ enfe~dAd puede nasAr ~nadverttdA, 
ya que las manifestaciones nerviosas son raras y normalment.e 
SA presenta s61o una ligera anorAXi-" y fiebre; 1 as 11ec11elAs .. 
nueden ser: abortos, nacidos muertos y momificaciones, normA!. 
mente se presentan hasta los d~ez dlas de iniciados los si~ 
nos en las cerdas (Kwge v Mare 1974- Wohl9Pmuth y r.ols 1978 

Thwley y cola 1980) -
Los elementos que parecP. estar relAcinnarios r.on la seve 

ridad de la enfermedad es la dosis riel virus al infectar 1tl 
cerdo (Baskerville 1972)- se observa que la dosis est• rela
cionada con el perlodo de incubacil5n, t.iempo rie anarici«Sn de 
fiebre, la gravedad de los signos. lesiones v el oerlodo de 

infecci8n v muerte. 
Por GltillO. el estado inmune del animal puede lmclific111r 

la siqnoloqla • produciendo formas mas leves de la enfermedlld 
y mortalidad reducida (Koinok 1965, Me Ferran y Dow 1973, 1975 

Adries y cola 1978, Alva Valdes y cola 1983). 
7. IMPORTANCIA EN MF.XIro DF.L VTRUR DE •UJF.SZKY 

En Mlxico loa primeros reportes fueron reali1adns plr ~ 
Bachtolden 1945, en bovinns; eb 1973 se notific6 un brote de 
Aujeszky en cerdos, en un;1 gr11nj" del estadn de .Taliscn, en 
donde con frecuencia :fmpnrt.,.ban piP. de r.rfa dP los Estados .. 
Unidos; durante ese año y el aiquientA la enfermeriad nreval~ 
clo en la zona, orovoc11ndo la muerte de 3600 lechollflls (~horner 

1961)-La oseudorrabia se extendi«S en los primeros me8"'a dP .. 
1975 a los 111st11do11 da Michoacan, afectando hellbT"as v causando 
la ptrdidll de 20 000 1111chnnes (Thorner 1961). 

En 1976 la regi6n continGo sufriendo de la enfermed111d 
de Au1eszky. pero 111 renercusi«Sn ecnn~mir.a P"r• los oorr.icn!. 
torea fue menor debido a que la poblacidn 811 enr.ontraba P"!. 
cialmente inmune. Sin emharao, 111n 1978 al 111studi1tr 1111 seroln 
gla, encontraron un alto predominio de an~icueraos frente 
a la enfermedad de Aujeszky, 25.81, en loa estados de Micho!;. 
can Guanajuato y Jalisco. 



En 1982 Mercado y cols. observaron una alta incidAncia 

de muestras oositivas(12-75l), y un alto ntlmero de explot~ci~ 
nea afectadas yar1~ndn desds Al 12% al 100\; ~on~e el eat.adn 

mas afectado fue Michoacan seguido de Guanajuatn y Jalisco. 



2. OBJETIVO:> 

El obietivo principal planteado en este trabajo es el •! 
guiente: 

1.-Diferenciar varias cepas del virus de Aujeszky, aislad11s ..; 
de campo iunto con una CPpa atenuada como cont.rol Shnpe: 
mediante loa marcado.res bioldgicos de virulencia: antes v 

<' 
deapu61 de diez oases consecutivos en cultivo primario de 
fibroblasto de embri6n de pollo. 

2-Plantear una matodoloala de atenuaci~n, de CP.paa de virus 
de.Auieazky. mediante diez pases consecutivos sobre fibro~ 
bla1to de ellbri~n de pollo. determillllndo esta atenuacidn -
118diante loa marcadores bioldgicoa. 
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4. MJ\TERIAL Y METODOS 

4.1. Cepas del virus de Aujeszky. 

Las cepas del virus de Aujeszky en estudio, fuerGn cua 
tro: tres cepas aisladas del rastro dP. Cuautitl&n est.adn de 
M'xico, en la unidad de pos-arado de la FES-C (cepas 215. 145 
C-8) y una cepa control Shope, con caracter1sticas de ser una 
cepa atenuada proporcionada POr el departamento de epizotiol~ 
a1a del INIF Palo Alto D.F. 

4.2. Cultivo Primario de Fibroblaatos de Embri6n dA Pollo 
2.1. Material: Para cultivo se utilizaron 10 embriones de . 

i· pollo(proporcionados POr Salsbury, S.A.); 24 botellas de leche 
,{ est•rues. un embudo con aasa estaril. un Par de tijeras cur
,, vas est•riles, un vaso depreci1>itadoest•r11, 10 tubos de can
'·' trifuc¡a est•riles, una c._ra de Newbauer. 

2.2. soluciones:· MBM-HLA*(lOI de suero fetal de ternera-
irradiado con luz u.v. preparado en el laboratorio). 11 L-Gl!!, 
tamina. 11 de penicilina-estrer>taaicin8*(sol. de penicilina -
100 U.I./ml y estreptaaicina lacg/al) , tripsina• (sol. al -

~· ': 0.251 en amortiguador de fosfatos 1>H•7.2), aaGl de tri°'n O.U 

é lugol. 

;7, 
{~' 

2. 3. Mftodo 
1.- Por medio de un ovoscopio, se verific6 la viavilidad del 

811bri6n de pollo, y se indicd con una seftal la posici6n de 
•ate. 

~· ~' 2. -Se smergi6 el huevo en alcohol • , y con un algod6n •Papado 
de lugol, H desinfecta la c.-ra ele aire, del huevo, todo 

o/~·· 
f 

esto en 1ona de es~rilidad. 
3.-se elirain6 el cascar6n y la farfara de las ca.aras de aire 

de los embriones, ••to• fueron sacados v colocados en una 
caja de 1>etri que contenfa soluci6n amortiguadora de fosf! 
tos. 

4.~~ lavaron dos veces los embriones con solucidn A1110rtiQU! 
dora de. ~fosfatos (pH•7. 2)-. 

5.- Se eliminaron: patas. pico, ojos y v!ceras de los ellbrio 

nea. 
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6.-Se lavaron dos veces con soluci6n amortiguadora dP. fosf~ 
tos. 

7.-se retird el remanente, coloc4ndose en una jeringa est;! 
ril, se paad al tripsiniaador. que previaaente contenta 
25 ml de aolucidn de tripaina. 

8.-El macerado obtenido se ouso en agitaci6n 5 ainutoa, h! 
ciendose pasar por un embudo. (eliminandoae deapuaa el 
sobrenadante); po•niendoae el remanente a tripaini1ar 
durante 30 minuto•. 

9.-Se recogieron lo• sobrenadantes dejando.. a 4•c, se r! 
piti6 eato. hasta aue se deshizo el te1ido. 

10.-se centrifug6 a 170 X q; 30 minutoa. 
11.-se eliainaron lo• 10brenadant&1 y loa aediMntoa fueron 

re.uaoendido• en S al de ICEM-HJ,i.• (cnn lOt dfl •UAro). 
12.-se contaron la• c.&lulaa viable• (de acuerdo a lllUlish-Cu 

Minh•), H aju•taron a una concentraci6n de l·J~ 106 -
c:•lulaa por •l, en botella de d1luci6n de leche' que 11Dltt! 

rioraente ae le agreg6 25 al de MDl-HLA*. 

• Grana Island Bioloaical Coapany. Grana laland. llew York tulA) 
** Fanacedticoa Lakeaide, S.A •. de c.v. (Mex1co). 
*' Difc:o Laboratoriea, Michiaan.(USA). 

,1 
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4~¡3. Mantenimiento de Cultivo• Celulare1 

3.1. Material: vaso de precipitado estlril. 
3.2. Soluciones: IU!M-HLA* con S• de suero fetal de terneia 
estAril, soluci&n amortiguadora de fosfltoe pH•7.2. 
3.3 "'todo 
1.- se elilllinaron los medios de loa cultivos celularee. 
2.- se agregaron 15 lll de eolucidn amortiquadoara de foafl

toa (PBS(A)) , agitando liqeramente (ae repitid doa ve
ces). 

3.- se a9r99aron 25 ml de MDl-HLA*. a cada botella de leche 
y •• obaervaron al aicro1edpio loa cult1voa, incubando .. 
se hasta obaervar confluencia de los cultivos celularea. 

14 .• 4 • Prueba de senaibilidad a 'l'ellperatura 
4.1. llateriala Una botella :de leche de cultivo prillario de 

fibroblaato de ellbridn de pollo confluente, oor cepa de vi-

rua ' bailo urta. 
4.2. 8oluctonH1 SOluc16n uort:lpactora de foafltoa (PBS(A)) 
JllM-llLA* con 2• de 1uero fetal de ter .. ra. 
4.3 ... todoa 
1.- Una vea que lo• cultivo• DriMrioa de fibroblaato de 8!. 

bridn de pollo e1tubteron confluente1, fueron lavado• -
. ~ doa vece• con PBS (A) • 

· 2.- Laa cepaa de v1ru1 fueron incubada• a 56 •e durante 30 

ainutoa. 
l.- Lo1 cultivo• primario• de fibroblaat:oa de mbridn de 'D2. 

llo, fueron infectado• con 0.2 al de la auQ8n11&n ~ -
la• diatinta• cepa• del virua 'cte Aujea•ky, incubando•• 
durante aedia hora a 37•c. 

4.- ru• eliainado el liquido de infeccidn 
s.- Fueron agregado• 25 •l de Mlll-BLA* con 2• de auero fetal 

de ternera(irradiado con u.V.) 
6.- Se incubaron 101 cultivo• infect.ado1 a 37•r., ha1ta ªP! 

ricidn del ef.cto cito(Satico. 
7~- Una ves aparecic1o el efecto citop&tico, 101 cultivo• fu! 

ron conqelado• a -1o•c. 
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f .5. Prueba de Sensibilidad a Trii>sina 

5.1. Material:rultivos de fibroblastos de Pmbri~n dP ~ 
llo (una botPU11 de leche p-lr CPpa) 1 v.::110 lle precfpit:ado; , 

baño marta. 
5.2. Soluciones: Soluci6n amortiguadora de fosfatos, MEM 

HLA* con 2% de suero fetal de ternera. 

5.3. ~todo: 
l.- Se incub6 a 37ºC, una soluci6n de: O.S ml dP suRpensi6n 

' de vtrus mas 0.5 ml de triosina al 0,5%, ñur11ntA 30 min! 
:tos • para cada una de las cepas. 

2.-Los cultivos primarioR fUPron lavadns dns VAces con solu~ 

cidn amortiguadora de fosfatos. 
3. -r.os monoesf'.rat.os fueron f nf Pcti.doR con O. 2 ml t!e suspen"' 

si6n de las cepas mas tripsina (paso 11), inc~ndose du
rante media hora a 37°C. 

4.-se elimin6 el liquido de infecci6n, y oost.eriorment:esA a
qreqd MEM-HLA* (25 ml por botella de leche). 

5.-Los monoestratos infectados fuernn incuhadns a 37 °r haRta 

la aparici6n del efecto citop&tico. 
6.-Los monoestratos infectados fueron conqeladns a -70 ºC. 

4.6. Control de CApas : Sfn Trat,.miPntn. 

6.1. Materi11l: r.ultivns dA fibroblasto de embri6n de 02, 

llo (una botella de leche POr cepa); un V"so de precipitado; 
6.2. Soluciones: Solur.i~n 

MEM-HLA* con 2t de ~uero fP.tal 
6.3. Mtodn: 

amorf'.iguadnra de fosfatos, -
de terner" • 

1.-se lavaron los mnnOPstratns dA cultivo prilPrin de fibr2 
blasto de embr16n de pallo, dos veces con soluci~n amortign! 

dora de foaf&tos-
2.- Se infPct,.ron loa monoeatraf'.os r.on 0.2 ml dA 1u~pen116n 

de virus durant.e 30 minutos a 37•r. 
l--SP. eliminaron lns ltquidos dA infecr.i~n d~ loa monoe1tr,.~ 

tos, 
4.-A los monoeat.rat:os sse les aqrAgaron 25 m1 de MBM•llLA* -

con 2• de suero fAtal de t.erner" irradiadn con u.v. pnr 



botella de leche. 

5.-Se incubaron hasta la aparir.i~n dPl efecto Citon4ticn a 
37 ºC. 

6.-una vez aparecido el efecto citon!ticn, lns mnnOAstratos 
infectados. fueron congelados a -70 ºC. 

t~7. Proceso de Atenuaci6n de Las Cepas del Virus de 

Aujeszky. 
Las cepas dP.l virus de AujP.szky, fueron nas~das a tra

v~s de diez pases consecutivos de cultivo primario de fibro
blasto de embri6n de pollo, en cada pase las cepas se trata
ron con tripaina 6 temperatura junto con un tratamiento en~ 
t.rol (cepas sin tratamiento). Una vez producido el efP.ctn c! 
to~tir.o ahundante en loR monoe~tr~toR y anteR de realiZArS*" 

el Rigniente oasP el virus se liber6 po~ lisis de c~l uV1s ~ 

por cnnqAlar.i~n descong*"lar.i~n (-70 ºC a 37°c tres veces con 
1ecutivas) . 

41. 8. netArminar.i~n dP Tamañn de Plar.a 
8.1. Material: 3 botellas Rnux cnn ltn,..a c~lnlar conflu 

entes , 7 tubos de centdfuga est~riles, 210 cajas de oetri 
falcan*: 90 tubos de ensave est-.riles. pinetas, un vaso de ~ 

precipitado. 
8.2. Soluciones: Soluci6n amortiquadnra de fosfatos pH• 

7.2 (PRS(A) )J, trinsina*"- VP.r&Pne*"' (sotucf6n de trinsina al 

0.25\ 5 ml' y VP.rsPne l' 0.4 ml y SP. lleva a un volumen total 
de 20 ml con PBS(A))! MEM-EARLE* (con salAS dP. F.agle) 8UPro 

fet"'l dP. ternera irraiiiado est.ril. inact1vatlo a 56°r, dura~ 
te 30 minutn11 1\ de L-alutamfna* (snl. r.onr.entrada lOOX)1 1\ 
ele 10l. penicilina--e•treptomicina** (sol. de piinicilfna 100 
U. I. y estrPptnmir.in11 lmr.q/ml) • 1\ nirnvato* (101. al 2 .5\) r 
aaaroaa al 1.s \sol. amnrtfqu ... dora d• fo~f•toR-fnrmn1•••(lO\ 

de formol), sol. aiemsa*ººº(sol. al 20\). 

8. 3. M-.to"o: 
1.- T.as botell"'• Rnux. con lfne.tt cel ul.ttr PK-15 conflnente•' 

se lavaron con PBS(A), do• veces. Posteriormente 1e les 
aqreaaron 5 ml de soluci6n de triDsina- versen.,., aait.ttn 
doaA haRta tle1nrenderse todn el t&mfz 
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2.- La trioeina fu6 inactivadA con Mem con lOl de ~uero, no! 
teriormente centrifuoandosA a 170 xq, durante 30 minu 
tos a 4 ºC. 

3.-Los sobrenadantes SP. eliminarnn y los ~edimentoR se res~• 
pendieron en 370 ml de MEM-EARLF.* con 101 de suero fAtal de 

ternera est.aril A inActivado. 
4 .- Se colocaron 2. 5 ml de susoens.il\n dA MEM-ctlnlaR , en ca 

d" un11 de las raj"'s d,. pe~ri falron*º, inoculando .iiai -
un~ concentraci6n 1X104 células oor caja. 

5.- Las caja11 fal con, .fueron incubadAS a 37°r., 48 hrR, en at 
mosfera de cn2 (31.5 gr de cn2), 

6.-Una vez confluentes las caias falcon fueron infect.iidas con 
diluciones loqarltllicas(base 10), ~e l.iis c-paR del virus 
~e Aujeszkv, prepitradas de la siauiAnte maner.ii: trab,.jando 
an znna de est~rilid"'~, furon colocados 7 tubos de Ans.ii__, 
ye P.n una gradill.ii y p. puso primftro 0.9 ml dfll PBS(A), 

a cada unn de P.llna. Par" haner las nrimer"'s dilur.iones -
de las cep.iia 215, r-e. 145 y ShopP; .,.. agitl\ la susoenai~n 
de virus v se tom6 0.1 ml y se añad18 al tubo fl 1 este 

f~ agitado, v se tom6 0.1 ml pasanrioSP. al tubn 121 prnceriie~ 

:doae asi suaceaivamente hasta terminar con el tubo t7, -
deapu•s de agitarse tate Gltimo tubo se ~Oll& O 1 ml y ~ 
se elimin6 igu,11lando el volumen de todos los tubos. Todo 
esto se hizo oar~ las cuatro cenas 

PBS(A) (111) 

Virus (111) 

.... 
Dilur.11\n 

o.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 

º·l...__.º·'--.l·~~~·~l 

U Il UU UUíl 
7.- Fueron infectadas las cajas falcon con 0.1 al de cada una 

de las dilucione• • de la• r.ep.iis, uAndo1e dos fdcnn pnr 



21 
diluc,i6n 

8. -Las ca iaa falcan fueron incubadas una hora a 37ºC en at·

mosfera de co2. 
9.- Se prepar6 MEM-EAGLE 2X (medio prepRrado al doble dA su 

concentraci6n), adicionandole agaros"' al 1,5%, en un"' -
proporci6n de 50\ dP. cada uno. 

10.-se Alimin6 el lfquido de infecci6n de las cajas falcan*º 
qreqandoSP.leR 2.5 ml ~e MF.M-2X-Rgaros"' por pl~ca. 

11.- SP incub;tron durante cincn dfas, lRs ca1as falr.on1 y al 
quinto dta se les agregAron 2 ml de PBS(A)-formol, a -
la capa de aqar formada, incubandosA durant.e 12 horas "' 

4°C. 
12.-Las cajas falcon se sacaron de incubaci6n. agitandolas ~ 

ligeraftl"'ntP, eliminandose el sobrenadAntP, y lav ... ndnlas 
con agua corriPntP, hA&tR quP. se desecho todo el ag~r de 

la caja fa 1 con 
13--~s CRjaA falcon fuPron ser.adRs a temneratura ambiAnte 

14.-Fueron teñidas con colorante de giemsa, durAntA unR hora. 
15.- Se lav,11ron con agna cnrriente, hasta que el agna s1111i6 

clara. 
16.-Se &Acaran "' temperatura ambiente y nosteriormente lnPdi

das v cuantificad111s lRs unidRdeR forma~or"'s dA placa 

••
1 EDTA 

*ºFalconT"oiv. Bicton Dickenson. Co (BD) Oxnar~ Califnrnia 

93030 USA.(cajaa de oetri de 3.3cm de di&1119tro) 
*ººMerck USA. 
*ºººSiama de Mfxico S.A. 
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diluci6n 

8.-Las caiaa f•lcon fueron incubadas una hora a 37ºC en at
mosfera de co2• 

9.- Se prepar6 MEM-EAGLE 2X (medio prep~rarlo al doble dA su 
concentraci6n), adicionandole agarosl'I al 1.5\, en un" -
proporc16n de 50' dA cada uno. 

10.-Se Alimin6 el lfqufdo de infecci6n de las cajas falcon*º 
qreqando9f'tl&R 2.5 ml ñe MF.M-2X-itgaros" por pl~ca. 

11.- SP incubitron durante cinc~ dfas, ll'ls ca~as falr.on1 y al 
quinto dta se les a9re91tron 2 ml de PBS(A)-fot'lllol, a -
la capa de aqar formada, incubandosA durant.e 12 horas " 

4°C. 
12.-La• caja• falcon 1e sacaron de incubaci6n- agitandolaa ~ 

lfgeraJll'"ntP, elimfnandoae el sobrenadl'lntP, y lavitndnlas 
con agua corr1.-ntA, hit&tl'I quA se l'lesecho todo el ag"r de 
la caja falcon 

13.-Llla c1tjaR falcon fuPron ser.adl'ls a temneratura ambiAntA 
14.•Fueron teñida• con colorante de giemsa, durl'lntA unit hora, 
15.- se lavitron con agna cnrrfente, hasta qne el agua 111U6 

clara. 
16.-Re •~caron " temperatura ambiente y nosteriormente lftll'di

daa v cuantificadita lita unid~de~ formador11s dA placa 

••
11D'l'A 

••ralconT"oiv. Bicton Dickenson. Co (BD) Oxnard Califnrnfa 
93030 USA.(cajaa de netri de 3.3cm de dia111etro) 

*ººMerck USA. 
••••s1crma de 119xfco S.A. 
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•. 9. Titulaci61 de las Cepls de Vinw de Aujeszky 

9.1. urúdldes follllld>ras de Placa. 

F.at:a t.6:nim fU! deacrita anterioDll!llte, en tamm de placar aqu1 

Sllmente • hlra menc16l que fulS "'m&todo mpleack> para titular las 
cepu de VirUI de Aujeazky (C-8,145, 215 y Sb:>pe). 

9.2. .Dosis ~ en Rat& 

9.2.1. Material: 72 tutos da ensaye, 72 pipeta, 72 jeringa• da tu• 

bel:cul.1na1, 588 z:ata.s OllJlll NIH-3 de 21 dSas de edld, 10luci& mmt! 
qmdara de fosfatos p11s1 .2. ,. 

9.2.2 ... todo: 

1.-se ~ diluciclwl lagarimicu de aCUIEdD a la ~ ..; 

de t.-m de placa (puo 16) 

2.-cm 1n1 jer.fnga, • ta!6 ui ml da cada dilu::i&l, e inoaJlaion o.os 
ml a a1ete z:at.cnal p::>r dilucitn de vi.tus, por vfa intr...abral. 

3,- l.ol z:atxne inocnJact>s • maptmiexon en oblerY.::i.61, &mnte un P! 
rfocb da 15 dtu, el:llllinmk> loe lllmt:Os por tramatia>. 

4.-se l'Mlilual los ~culos por el dt:oOO de Raed y Ml.lmdl (HiUllJ 

1973). 
4,10. Prllaba de Med:fa de T~ de brté en Rat&l 

10.1; Material: 56 ratones oapa NDl-3, de 21 d!as de edad, ex>loc! 
doa en gru¡o1 de siete, umrD> dD9 ~s por oepa, 

10.2. Mltact>. 
1.- De aaarm al tltulo *8UdD por el,l'llllt:odD da m.50 en lllt6l,de ca 

Cl(la, se 1llDcul6 o.os ml vfA intmclllretn1 a Ollll ratA!n (14 rat.cn8 
par cepa diltribdct>t en dD1 grupos de 1wte) • 

2.- se mwderaml loa 11gu1ant.e1 cantl:Olea, en Oldl qrwo, • .inocul6 

vfa intne»nbl'al dD9 ratone1 CDl S)lUCi&l de PBS(A) Jlll-7,2. 

3.- • nvimrcn ~ loa ratmm 1mculad:Je, ~el -

titllpo di ..- de cadl rat&a, 
4.- • real.iMml loa Cl8culo• mauariol da ~ a Platt y cola. 1980. 

4. 11. 81mibilidld de las Qlp9a del Virua de A'ujeaky en Cl:lnajo . 
11.1. lllta'jal: 12 jiringu di b.iwrculina, 60 bm• di ~ al:! 
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riles, 60 pipetas estdriles, 12 corejos de 21 d1as raza neoliuwlesa ~ 

<X>. 

11.2. N!tom: 

1.- Se 1811lizum clilw:1'lnes logárttmicas de acumt> a loe t!tulos ciJt!. 
n1dc9 en la t!tulac.1&1 de lu capas por el 8*ocb de ILso8" rat.&l. 

2.-Se ~ 1 ml por vfA inmcut:anaa, utilizando l.ll CD1e1o por cepa: ( 

(ea izuim • nal.1115 para lu cepas de YÚ\18 antes y dl8'ds de 

er tratadas CD\ taipra~ y tripew y a travfa da cliea ..-s dn 

f1l:roblutal de mbr.16l di pollo) ver cUldEo t 6 v 7. 

3.-Se mnt:d:>ierCln en abservac.16l cU'ante wi ¡m1odo de 15 clfa • espera 
de la ap.ricJ& da Ugrm cltn:fa:J9 (rucado, llritabiJ.jdad y .-te) • 
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4 .12. ~ica de Extracci&l de Anttgems Solubles del Virus 

12.1. Material: 1 tx>tel.la de roux <Difluente de f1broblastos de a.!!. 
!ri6n de pollo, 2 bas:>s de,precipitacil de 500 ml. 

12.2. Solw:ianes: Mal-Ella.E (con salea de earle), politorbato so••• 
ca.en 80) , sulfato de illD\ÍO. 

12.3. Mltacb: 
. 1 . ' 

1.-El=-- cW.tivo ¡riJllllrio' de filZ'ablaatos de mr16t de p:ülo, ooflmn 

te, • infect6 con V~ de Au1eaky (t X 107 W'P,1nl) -

2. - Ola WI ganerado el efecto citopltico, ae elmin& el llBlio de mant!_ 

nim:ianto OD con 21 de ..ro), de 108 cult1Y08, ~.ie 0.2 

ml de polis:>dlato 80, ¡aUenmae enmguida en el aqitacbr olbital 

a 130 r¡:a, 37°C clJrant:e cuatro h:>ru. 

l.- Dllld• • mntr.ifug6 a 200 x q durante 15 auuto• a 4 •e y por Cllda 

20 ml di Slbrenldlnte .. añlldienm 8.5 gr de sulfato de mmJo. <! 
gitanct:> ligmant) • cuando el p:ecipitad:> ae diso1Vi6 ~"'\ 

te, fue centrifugado a 3 000 X g, clrante 30 minutos a 4 ºC • 

c.- se dNc:art6 el lfquido aitUIMb por deba1o de la cap c1111Dsa qm • 

fom&, la capa Cl'llllD• ae remapend.16 en 20 ml di mluc:l&l1 de foafa 
tos ¡8a7 .2. 

s.-Para e1.1111n11r ~et:lllllnte el. sulfato de -=n1o dal extracto anti

g8nico, eate ae dialill5 fmnte a s:>luc:t&l mmt~a de fosfatos 

PH-7 .2. dmante 24 horas, caii>.iancb re¡etidas veces de solUci& am~ 

tilJ'lld>ra de !oBf4tos. 

6.-POater.1oDIBlte el extncto antig8n1oo ae diali.llS 12 h:>ru a 4 •e, con 

tn agua dmilada. 

7.- POatericmmtt:e el atraoto ant~ ae dial.1115 12 h>ru a 4 ºC 

contra agua destilada. 

8.- El dial.1116:> se arigel6 en alicmtaa de 10 ml a -70 ºC • 

•• ' Mlrck Q) ta. . 
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SOluci&l '1\!ñidora: 

AzGl. de Clxllllaaie Brillante R-250 ••••••••••••••••••••••••••••1.25 qr 

lllrtlrx>l •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 227 • o ml 

ltl::. ~1.c:x> Glacia.l •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 46.0 ml 

Ar)\11 llellt:il.D. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 227. o 111 

Se dis:>lyj6 el colorante m la mluc:i.&l de met:ll1Dl y agua, y • ai't!. 
die &cict> dtiao, el:iminlnlbe el material :in8olubl8 par filtnc:i&l Clan 

Sllpll \'lltblm\ tl, esta mluc16l • q\BE'd& en botellu ob&"uraa. 

Soluc:i&l Daa>lorante. 

a.al. llilml~ •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• lSOCBl 

k1m A&Jltim Glm:ial •••• · ••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 50 ml 

Ar)\11 Delltiladl ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 500 ml 
'1'lllpXl 'l'ria ('l'ria h1dmci ll8til mino mt.n> 0.1 M (plt-8.2) 

a:ap>aic161 por litm. 

'l'l-11 •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 12.1 g:r 

aforar a m litio de atJl8 destilada. 

AjUltlr a pHi4 .2, can mlucitn ~ de B cL • 

ll.2. Mltodo: 

1.- 81 lavm:n y 11llipjmll ~. a Yidra da 7 .5 x 6 ca. 
2.-se prepm5 a1J8E0111 al 0.6St con tanp5n (tris) dilutck> a la mitad. 

3.-aue loa vidrios se vacid la aguoa, ama ~atea menor que 

la di ebulU.ci&i, y • ...-6 a cp gmlifi.cara, y can ayuda di \ll 8!. 
catDnwhl, fumn :h_,,,. los poaos • 

4.-81 oald el _.., - el p>S> amtral, y almdldal di ... lu d! 
luc1am• ctlblea dll mmo (mmos de loa cxmjo9 dlsafid>s) • 

5.-Iu diluc:únta cilble• da 108 cmejos dlaf:iaba fum:an ~ .. 

la llJl)u1mte ..,.... m ICDl de esterilidld • ClOl.ocual ate tm>a 
en wa gradilla, colomndDa prmio 0.5 111 di •CA), V p>mtsim

...U. aqnig1S o.5111 c111 8lm'O JDY1-lte ar:rit.m v •..., • .i 

priatr tubo, ·-. tcJllS o.5 ml \N,,.. ~ita y. pu& al tdD t2 
V u1 mU"J 1 &tli huta el. bm t7 m dmMllt • 91.üWll50.5111 di 

la diluc:i&l pua eipiUJrar. wl\mlln (aqitlld:> la mluc:i&l en ca ... ,. 
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6.- Los geles se incubaron en c&nara hGmeda y revisaron d~ 
rante l dtas. 
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7.-se tiñieron durante 5 minutos. con soluci6n teñidora. 
8.-La soluci6n teñidora se elimin6. agregandose la soluci6n 

desteñidora entre 10-15 minutos. 
9.-se observaron las bandas de precipitaci6n formadas con

tra la luz normal. 

Diagrama de Doble Dif usi6n 

Título del virus de Aujeszky: 104 que se diluv6 a 10-2 
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presentan el milllD MlM, pero este es mayor que el que pi:ea:!ntan las O!. 
¡:as SOOpe y 145. 

otro de los lllilrCadores de virulenc.ia medid:>s fue el de B\libil! 
dld a caiejo E*'ª antes y desp.lds del trataniento ccn los diez pams 

<Dl9CUtivos IDtlll'e fibrd>lasto de aiir.i& de JX>llo. (ver CUldm 16 vl7) 

al ~ los nlllltados observados vaooa qm los oanejos dulfiama 

can virus tratado no manifelltaral prurito ni nur.term, llWmtra• qm 1-
0Cllejoe desafiados ocn cepas de virus m tratado llllnifestuan pnrito y 

los clesafid>a CUl las cepas C-8 y 215 a1rielal. 

~r Gl.till> • clatamdn6 la ¡nBlnCia da ant1cuarpoe en loa aal'Oll 

de 108 cxnejos delllfilcba cm las cepas tratadu, por la tbica di ~ 
ble difui&l en agU'Olll (Wall.erimg 1979) (ver culCko 18), m mm "!. 
- que la casa 215 a/tratar ful la que PEQdujo luna ~ m CX> 

neio a1gu1m:1o1e la 215 tripejna, 145 y Slqa s/tntar 8Wd:> • la e-a 
1/tratar CMi m ¡rc:xlrto. ~ y c-atripsjna y ~tura IDll a1p1a 

qua no proclujeain res¡:uesta en cxnjo. 



CDIR) • 1 

Tlllllfto di Plica In 19\ tn L!rm Ollular PK-15 CS. lH 
Diferlntea Cepu del Virua di 

' 

Aujellky 
.. 

CEPAS 
1111'1 215 c..a 145 

-
X 0,1779 0.211 0.133 0.177 
n-tO 

0.1304 0.137 o .• 037 o.OH 
-.tft 

·~ 
la Cija fa1cm. oanf1 \91\tai 

cxin lfMa Ollular PK-15 O .1111 dll diluciawa laga
rtt:mcu di la Olpl9 dl1 YU\19 dll Aujellky 1 Clln • 
m t1lllpo di ~ di cinm &a, fumin .U· 
du lu Wdldn b:1ab'u di placa en 11111. • 



CDDR) • 2 

AnlUu1 di Var.ilnla CNIJVA) di lo• dltOll ~· 

en el cllldro 1 1 pan ._. di Placa 

GL s:: CJI re 
Tratanimto1 3 0,1393 0,0464 17,21 

~r 15ti 0,40425 0,00259 
'mt&I. 159 0,54357 

Significativa oon -0,05 y M.05 en dandi ~· di libertad 
11:11 ... de C\adrado1, O.. mld1a di cuadrllb1, Fe- F calculada, E 
x1a cUf..-.cia sign1f1cat1va pc>rq\11 ra •17 ,21 Ft -

w 
o 



CIPM 

e-a 

215 

.145 

Q.MO. 3 

Tftulol di m.,0 1n raten di lu OIFll del vtzua di Aujellky 

JNJCJO 
m: 

PASE 

10-817 

10 .. •7 

Dl3Ul8 IS DDI PAm 

10·3.8 

10· • 

10 ... •2 10·2.3 

10--2.5 10·2.0 

10 ... •8 

10 • 

1D5.3 

10 ... •3 

w ... 



·e1a JWG) (hr•) 

L~ e-e 18-168 

1'5 24-160 

SIDI 30-160 

215, 48-168 

X' +1- e-
120.3 +/- "·ª 
U0.28 +/• 52,8 

U4 .83 +/• 35.56 

126.U +/• 48.3 

w 
N 



CDIR> 15 

AnlUlia di vamiua· (MOJA) di lm DltOll PnlmtatDll en el ~ 

14 Pllll Ml4ia da T1-:io de brt.a en Mtdn OIDI) 

3 14884 49f 1 3.8" 



-

aJNa). 6 

SllWbiU.da de lu Cllpu dll. Viru de Au1eaky en Oxle1o 

Ante• del TrataÑ*lto. 

C»A PRlJR1'ro SIQllS SI<H>S fllER1'E 
Nl!RVIOSOt\ RaIMmuaJ 

215 +++ + -- li ... 
C-8 * + - ·•1 

hpt + + -- no 

145 + + -- no 
1 

a. utWIU'm c:mt:J:o ccnejol por oepa de,raaa naolandlla bllnao, de~. ~· 
por vfa ....._ a \N ctlai• di acuum a la Dl en rat& de las cepat sin tratar, -
(+)~ po•itiVOI llllY licJero•• (++) Signo• po•itii>. mdlrado1r (+++) Signo• po11tiwe
notorMl9, H cuencia di 11.qnos, 

w .. 



CUADR> # 7 

Sensibilidad de la Cepas de Aujeszky en Coneio 

De~s del tratamiento. 

CEPA PllJmA PRJRl'ro CA!DA DE PEID 

s/trat + ++++ 

215 Trip. + +++ 

'ftllpraturi - ++ 

a/trat. - ++ 

145 Trip. - + 

Ttq>. - + 

all'rat. - ++ 

SID'E Trip. - + 

'1911>· - + 

•/trat. + -
C-8 Trip. - -

1'111>· - -

35 

Se nali-5 con 12 conejos raza nueva 7.elanda blancx>, dastetadcn s e -
inocul6 lJll1 de la 1*:llm diluci& obtenida por el mltodo de Dt.:n • 
m rat&. (+) S.igncs ligeros, (++) signoe modaradcs, (+++) signce lfiSto 
riae, .(+H+) aigrm nuy l'l>tm'im. (-) canncia de aiglm. -



CUMR>. 8 

CDA 215 145 ami- e-a 
1/tra~ i.132 1116 1t1' a> 

.Tripúna 1116 118 118 -
'1W"9J•tula 112 - - -
SI dllt.emúnlrcn antie1mp08 dll lo• amo• di loe ocnejo1 dl•fildcl9 
ocn lU d.illtint:U cepu cll Aujeaky, 1n eltur:lio. (-) no prumitid mn·. 
gGn titulo. (a>) tuero Un diluir. -
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6. DISCUSION 

El aumento de la incidencia de la enfermedad de Auiesz 
kv en cerdo• en M6xico. as! como el comp>rt~miP.nto epizotiol~ 
9ico del virus (con variantes aen4ticas de cepa1 avirulentaa 
o de ba1a patoaen!cida ) y la posible utilizaci6n de cepas v! 
vaa caao vacuna han creado la nec,aidad de adoptar m6todoa que 
permitan diferenciar cepas aisladas de camoo, va sea de casos 
clfnieo1 o no., de las .cepas vivas vacunalea. 

En el pre1ente trabajo se reproduieron ·distintos marcad~ 
res de virulencia reportados en la literatura, en tres cepas 
del viru1 de Aujeaaky aisllldH de camott y una cepa atenuada ~ 
mo control, con el fin de estudiar en bHe a las pruebas dif! 
renciale1, la virulencia de estas cepas v a1i poder diatinauir, 
a nivel de laboratorio. cuales de esto• .. rcadorea no1 indican 
el tipo de cepa del viru1 de Aujeszky aislAda. 

Platt v col• (1979) encontraron que la• cepas virulentas 
del viru1 de Auje1zkv oca11onaban prurito y tiellDOI de muerte 
corto• (48-66"1'1) . en conejo1 llientra aue la cepa vacunal K no 
produ1o prurito ni muerte en los conejos en ninguna de la1 d~ 
11• aplicada1. La cepa vacunal Buk nQ produjo prurito pero •1 
muerte de loa conejo• en un intervalo de tieaDO de 2.3 a 2.7 
veces mas grande, que el de las cepa1 virulentas. Los result! 
do1 obtenidos en el presente e1tudio (cuadro 16) mue1tran que 
la cepa ShoDe produce. prurito leve y no cauaa la muerte en 
aone1o ' la cepa 145 produjo 1i9nos 1ia1lare1 a la Shooe, lo 
cual DOClda indicar que • tr11ta ,de una cepa vacunal o natura! 
•nte atenuada. Lo• efecto• producido• cor las cepa• c-8 y -

~15, eon caract1r1atic:o1 de cepaa virulenta•, cmo M obMrva 
en el cuadro 161 1in embargo. estas cepa• al Hr pasada• a tr! 
vta de cultivo de fibrnbla1to de ellbri~n clfl pollo, manifelt! 
taron un comport .. ien~o diferente en cone1o (aunaue 1e u16 ~ 

nicamente un conejo por cepa). lo que parece indicar que las 
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ceP~~ i:¡u!;riex-on un célJlll:>io en ~u Pato.9en.i.cicl~d (ver cuadro #7). 
El tamaño.de placa en cultivo de tejidos fue usado por 

Bartha y cols. (1961) como un marcadoi.· de virulencia, estos -
autores reportaron oue las cepas virulentas producen placas 
de menor tamaño en cultivo de tejidos, aunque Skoda v cols ~ 

(1964) observaron lo contrario v Zuffa v Grielova (1966) no 
encontraron relaci6n entre virulencia y tamaño de placa. En 
este trabjo se encontraron diferencias sianificativas (P=0.05) 
entre el tamaño de plAca de las cuatro CP.pas (cuadro 12): las 
cepas 215 y C-8 fueron cepas v.i.rulentas en coneio (antes del 
tratamiento) y presentaron el : tamaño de placa mayor y menor -'. 
del grupo. lo que sugiere qu~ este parSmetro no est4 relaci~ 
nado de manera determinante con la vi.rulencia, lo que con-
cuerda con los resultados de Zuffa y ~rielova (1966). El he
cho de que las cepas 145 y Shope presenten el miamo tamaño -
de placa v mismo efecto en coneio, indica que quiz& se trate 
de la millllUl ceDa. 

Platt y cola (1980), encontraron quA la media de tiempo 
de muerte en rat6n (M'l'M) ea una· ·orueba diferencial que ofrece 
varias ventajas, como el bajo costo y f4cil manejo de los ra~ 
tones lo que permite u~lizar· un gran nGmero de animales en 
cada estudio, adem&s repor~an que es una prueba que correl!!. 
ciona con virulencia en cerdo.· ~n.este estudio los resultados 
coinciden en demostrar que l:a cepas c-.8 y .215 con MTM de 114 .83 
y 126.11 respectivamente son aimilares en patOC)enicidad obse~ 
vandose igual comoortmniento con las cepas 145 y Shope que ~ 

presentaron un M'1'M de 106.20 y 92.3 resoectivamente, yal al ~ 
parecer la cepas 215 v e-e presentaron ,el milllllO comportamie~ 

to entre ambaar del miSlllo 1119do que. la 145 y Shope. 
Arnaudo en 1975 eatudi6 ocho ceoas del-virus de Aujeszky 

usando la prueba de tripsina y temperatura y observ6 que las 
cepas aisladas de cerebro de cerdos afectados de encefalitis 
fueron sensibles a las dos pruebas, mientras que las aisladas 
de oulm6n neUlll5nir.o fueron m4a resistentes, Platt (1979 1980) 
tambi~n usaron estas dos pruebas y concluven que permiten di
ferenciar cepas virulentas y vacuneles pero no indican el -
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grado de vi,rulencia de las cepa~. E~1 e::¡ te tJ::ilbajo, las t!tulos 
obtenidos de las cuatro cepas antes del tratamiento fueron -
muy altos al comoararlos con los obtenidos despues del trata

miento, esta disminuci6n del t!tulo fué indicativo de que las 
cepas sufrieron un proceso de atenuaci6n. Al comoarar el tr~ 
tamiento con temoeratura, oresentaron el mismo comportamiento 
las cepas con el control; lo que suqiere que la temperatura 
no tiene acci6n sobre las ceoas del virus de Auieszky. al m! 
nos las empleadas en este estudio. Sin embargo la tripsina; al 
comparar los t1tulos vemos que estos se mantenienen par enci 
ma de los de las cepas control y semejante a los obtenidos :.• 
en las cepas antres del tratamiento~ lo cual suaiere que la -
trips1na. impide el proceso de atenuaci6n en las cepas y oos! 
blemante la triPsina pudiera actuar a nivel de envoltura, afe~ 
tanda la penetraci6n del virus a la c6lula. 

Al determinar anticuerPOs de los coneios desafiados, SA 

puftde observar que la aepa que produio mejor reApuesta de a~ 
ticueroos fu~ la 215 (Utulo de 1:32). mientras oue .la C-8 -
produjo títulos mlnimos (1:2); sin embargo las cepas 145 y Sho 
pe presentaron comportamiento inm~nol~gico similar (t1tulo -
1:16), lo que auqiere que 1~ cepa 215 es la mas inmunol~ica, 
pero los resultados no pueden ser concluyentes ya que solo se 
usd un conejo par cepa, por lo que serta necesario repartir 

las pruebas de sensibilidad en coneio para despu's del trata
miento y determinar anticuerpos. 
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VII Conclueiones 

Entre las·pruebas reali1ada1 para la diferenciac14n de 
cepas, VelllOB que la prueba de trip•ina y teaperatura, no 80n 

pruebas diferencialea ele cepa• del virus ele Aujea1ky; 11•! 
do .a. Cltiles en la cliferenciaci6n de cepa• virulenta• ele -
no virulenta&, las pruebaa: •clia de tieapo de auerte en ra
t6n (M'l'M) y aensibilidad a conejo. 

En baM al anaU•.1• eatacllatico de las cepa• de Au:I••! 
ky, aialaclaa de cupo(rHtro de cuautitlCn FIS-<:), realiuclo 
a las prueba• de: tauño de placa y •dia de tiapo de ••r
te en rat6n (MTM) , y corroborado· •por la pru.ba de •••ibili -
d&d a conejo de las cepas, ,,..,. q1111 esta• llDn cepa• no vi
rulenta• que preaentan ciertoa graclo• de diferencia entre •
llaa. 

Coaparando loa resultado• obtenido• en la prueba de •!!. 
11bil14acl a eonejo, ante• y de~• del trataiento.con trt2 
1ina y t .. peratura atra9'1 de diea pa .. 1 en cultivo prialtrio 
de fibroblaatoa de 811bri6n de pollo, V8llOI que la propiedad 
de las cepa• de Aujeaaky 4e producir prurito en conejo • -
piercle al •r paaadaa ••ta• cepa• atra.ea de cwti'VO prma
rio 4e fibrobla1to1 ele 811bri6n de pollo. 
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