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RESUMEN 

Se evaluaron las técnicas de d1agn6sUco : ELISA, SeroneutralizactOn e 

InmunodifuslOn para la deteccl6n de anUcuerpos contra el virus de la enf~ 

medad de Aujeszky, ae utllt.zan:n 170 suero• provenientes de Mérida \'lle;!! 

tAn y ae ol:ltuvleron los slgulentes resultados : 

122 poa1uvos por la pnmba de EIJSA 

102 poalUvos por la prueba de seroneutralizacl6n 

56 positivos por la prueba de tnmunodlfus16n 

El an6Usls estadlsticq ut111Zando el modelo de a2 
camprob6 que lis tácnlca 

m6a pnlclsa y -.fiable para la detacclbn de anticuerpos de Aujeszky fu6 

la prueba d• EUSA, Por una diferencia slgniflcauva entre la prueba de -

ELISA y Seroneutralizac16n. 

De lo anterioc se concluye : 

Que de los tres métodos analtzados, estad!sticamenta, le prueba de EUSA 

result6 ser la m6.s precisa y confiable para la detecc16n de anUcuerpos -

contra la enfennedad de AuJe•zky. 

El trabajo se raal1z6 en el centro Nacional de Salud AtWnal, ubicado en el 

Km. 3 7. 5 de la carretera Méxtco-Pachuca , Santa Ana Tecamac ( Departa -

mento de Vlrologfa ) • 
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Z. - INTRODUCC!ON 

ANTECEDE;NTES 

En 1902 el Dr. Aujeszk.y reporta y describe un síndrome de bovinos en Hungría 

cuya deslgnacl6n es la enfennedad de AuJeszky ( 1 ). tnvesttgaclones postart_p 

rea , lo llevaron a reproducir 8"'ata enfermedad en diferentes especies como - -

ovtnos, p&lT'OS, gatos, adem611 adapt6 el ac¡ente causal en conejos establecle.!! 

do as( la slntomatologfa dlferencial con otra enfermedad, la rabia. 

En 1931 Shope notlflc6 la presencia de eáta enfermedad en América. 

En 1945 Bachtold repOrt6 le enfermedad en M6xlc:o, descrlblendo los signos 

cl6slcos en bovinos procedentes de loa Estados de Guerrero y Aquascallentes , 

a partir de esa fecha no se volvieron a reportar mAs datos hasta el at\o de 1971, 

en el estado de Guerrero ( 18 ) • 

En 1973 H presant6 un bl"ote en el estado de Jalisco en cerdos procedentes de 

Estados Unidos. 

Dwante los dos anos slgulentes la enfermedad pnwalecl6 en la zona, provoca,!! 

do una mortalidad de 3 ,500 lechones ( 3 ). 

En 1975 la enfermedad se ext.and.16 a los estados de GuonaJuato y Mlchoacán -

afectando al ¡ganado porcino y canino con una alta mortalidad y la r6plda dlse -

mlnacl6n de la enfermedad a =as amas pard~le• del Pafs ( 4 ) • 
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En 1976 la 1ncldencia disminuy6 asÍ como las pérdidas econ6mlcas debido a la 

inmunidad parcial que hubo en la poblacl6n. 

En 1980 se reportó Wl nuevo brote en los estados de M6xico y Nuevo Le6n y -

Po•teriormente en 1986 en loa estados de YucatAn y Tlaxcala. ya que se trans

portan animales de la zona del SaJfo hacia dichos estados, por lo cual pcxfemoa 

auponer que la enfermedad da Au,feszky se encuentra ampliamente dlatlibufda en 

la mayor parte de la lll!lplibllca Mexicana. 

SINONIMIAS. 

La enfermedad de AuJeszky mcthe varios nombres, tales como : Seudorrabla 

Prwtto fllrlooo, ccmenz6n loca 6 Par6ll• l• bulbar lnfalcctooa ( 4 ) • 

Los cerdos son slgnlftcaUv&mente m4s resistentes que otras especies auace.e 

Ubles y algunos desarrollan infecciones latentes a partir de las cuales pueden 

liberar el vlru• mientras perm-n aalntcmltlcoa ( 1 ) • 

ETIOLOGIA 

El aqente causal es el Herpes vtrua, de cadena doble DNA, que se replica en 

una amplla vartedad de CUWVoe celularee de mamUeroa y produce c«pll9culoe 

de lnclus16n tnti"a.nucleants eostnOfIDcos. El vtrua se hace aparente cuando

se oboerva efecto cltop6Uco en el cultivo celular (9) (12) ne¡. 
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HIJESPEpEs 

Afecta de manera natw-al a cen:los, bovinos, perros, g:atoa y cabras: experime.!! 

talmente a conefos. cobayos, ratas, ratones y aves. Las especies refractarias 

al agente causal son el chi111panc6 y los tnaectos ( l O ) • 

TRANSMISION 

El medio mAs Importante. es el contacto dl.ntcto e..- los cerdos Infectados y 

los &U8C9ptil>les. La 1116s alta concentn1cl6n y perslstencla lalqa del virus dl.i¡ 

ponJble para la infeccl6n, se encuentra en loa attladoe nasofadngeos de los 

cenloa lnf•ctedos ( 2) ( 12 ) • 

Al9wu>e c:mnloa JWcuperadoa diseminan Qnlllde• centldades de virus propag6ndolo 

... r • - antm••· 
La mortalldad es mis alta en lechona• que en cerdos al destete, la infeccl6n -

generalmente se ha lldqUirtdo 48 hOl'U -• de que se pceaenten los primeros 

slgnos de to• y eatom.udos, •eeutdoa de plmxl.a, anaswxla y embotamiento; PQ.!. 

tertomH111te hay afección neurol.bglca que .. manifiesta por temblo .. s de !ne~ 

dlnacl6n, aspa.moa t6nlm-c16nlCOll, c:onvulalones, ccma y mwrte. 

Las cenias 119stantas pueden pr&Hntar ebcrtos con fetos macerados. Los prl.!! 

ctpala• problemas que te-presente S"'ata enfermedad en la Porclcultura son : la 

baja fertilidad en las hembraa y la reduccl6n en el n6mero de lechones ( 10 ) • 
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DIAGNOSTICO 

Dentro de los métodos de laboratorio m6.s usuales para el dlagn6stico de la enft!r 

medad est~n : la Prueba Blol6glca, el Ex6.men H1stopatol6gtco, la Inmunofluore_!!. 

cencia. la Seroneutrallzacl6n, la Inmunodifus16n y la m6s recientemente descrita 

prueba de ELISA. 

Prueba Blol6alc~ : 

Es la 1noculacl6n de un macerado, proveniente del encéfalo de un animal sO&P.!!, 

choso a animales susceptibles y observados diariamente para detectar signos -

de enfennedad ( l O ) • 

Ex6men H1stoeatol6glco : 

Lo m6.s lmpartante del eximen consiste en encontrar corp6sculoa de inclusl6n -

eoslnof!llcos, en las neuronas, con una menlngoencefalomlelltia no supurntiva 

dlfusa y focos necr6Ucos en células de ~rganos porenquimatosos ( 13 ) ( 14 ) • 

T'cnlca de Inm unofluorescencla directa : 

Es la t6cnlca hlstol6glca cltoqufmlca, para la ldentlftcaclOn y locallzaci6ndel 

antígeno con anticuerpos espec!flcos combinados con un compuesto fiuore•ce.!! 

te . , resultando un trazador sensible que se puede detectar por medto de Ouo

rometría e 13 ) • 

Tltcnlca de Seroneutrallzacl6n : 

Es el ¡xooeao por el cual un anticuerpo·. neutrallZa l<l capacidad tnfectanta del 

virus. para ello se trabaja con suero sospechoso que se enfrenta al vlrUa de -
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-Aujeszky en un sistema de cultivo celular. Si el suero presenta anticuerpo, 

éstos neutrallzan al vtrus y no permiten que entre a las células, evitando que 

se propagan por lo que las células no presentan cambios en su modolog!a ( 14 ) . 

La prueba de ELISA (ENZYMA-LINKEN SORBENT ASSA\? 

Es wut. de las pruebas más recientemente descrttas, para detectar anticuerpos. 

En 1971 Aurameas y Gilbert publlcaron un artículo que sei\ala la Inmunoabsor

cl6n de proteCnas. En 1972 En9µall y Perlmann son considerados los pioneros -

de ésta técnica, ya que realizaron trabajos para la deteccl6n de Inmunoglobul_! 

nas del tipo IgG usando una enzlma marcada, que al activarse les daba cierta 

coloracl6n y que al leerse en el espectrofotOmetro les indicaba la presencia de 

lgG (1) (7) (B). 

En 1976 Saunders y Clinard reportan un mlcrom6todo r6pldo para la deteccl6nde 

anticuerpos de diferentes enfennedades ( Taxoplasmosls, L~.E.riteTiatoso_ 

Brucelosis, Colibacllos1s, etc.) conocido como ELA test, en el mismo año - -

Snyder reporta un método aamL-autom6tlco para detectar antLcuerpos de C6lera 

Porcino. A partir de 1976 a la fecha la técnica de EUSA se ha venido peñecci_e 

nando cada vez m6s ( 6 ) • 

En la actualidad su empleo se ha generalizado por ser una técnlca !'Apida y -

que permite trabaJeJ'I qrandes volunenes de suero en pocos dias. 

En la medlclna humana se utiliza en diversas 6.reas tales como : Endocrinología, 

la cual se encarga de la deteccl6n de hormonas gonadotropina cort6nica humana 

y de nivele• de estr6Qenos ( 1) ; lnmunopatologfa, en la detecci6n de ritveles -

de IgG, en la deteccl6n del DNA de anticuerpos del Lupus Eritematoso y en la -
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cuant1flcacl6n de la alfafetoprote!na.s ( 8 ); Hematologta , a nLvel experimental 

en el proceso de degradación del fibrtn6geno; Mlcroblologta, para la detección 

de anticuerpos de Salrnonella tipo "0 11 
, Escherichia Coll, Brucella y Treponema 

( 9 ); Vlrologfa , para la detección de anticuerpos contra la Rubeola, Encefalltis 

Japonesa tlpo "B", Cltomegalovlrus, Herpes Stmplex, Adenovlrus, Virus de He~ 

tit1s ti.,o "B", coxsach1e, Virus de Sara.rnpi6n (lo); Pa.rasltol.09fa, para la dete_g 

ci6n de antígeno de Trichlnella Splralis, Shlstomonlasls, NemA.todos, Onchoserca, 

Malaria y Trlpanosomlasls ( 11) ( 19) ( 26 ). 

En la medicina vetertnart.a, se utiliza para deteccl6n de antlcu.erpoa de AuJesz_ 

ky, Calera Porcino, RinotraqueLUs Viral Bovina, Infección de la Bolsa de Fab!1 

et.o, Enfennedad de Marek, Gastroenteritli Transmisible, Leucoals Bovina, -

Tuberculosis y Toxoplasma ( 12 ) ( 15 ) ( 23 ) • 

En México actualmente se utiliza para el dlagn6stico de Aujeszky y Toxoplasm.2 

sls. 

Desde el punto de vtsta eptzooUol6Qlco, se sabe que los cerdos que 5'e~~enten 

anticuerpos pueden ser considerados como reservarlos y ellmin~ores de virus 

por lo que revLste mucha tmportancla. 

Se han descrlto muchas técnicas dtagn6stlcas, como se seria.16 anterlonnente, 

sln embargo, es necesario para el dlagn6st1co de rutina eleglr aquella 6 l!llCIU!_ 

llas que reunan ciertas características que las dem~s, tal es el caso de la sel! 

sibUldad y de fAcU operaclonabllldad; en algunos casos el costo es la llmltante 

en algunos laboratorlos. 
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3,- OBJETIVO 

El presente trabajo tlene por objetivo • -

Comparar tres métodos; tnmunodifusLOn, Seroneutrallzacl6n y EI.JSA Indirecta, 

para la detecclOn de anticuerpos de AuJeszky; a partlr de sueros sangulneos -

da cerdos de campo. 
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4.- MATEBll\L XMETQDO 

4. l. - TECNICA DE EL1SA 

Materiales 

a) Material Blol6qlco : 

- l 70 sueros procedentes de M41rtda 't'UcatAn. 

- conjug:&do (antt-tnmunoglobulinas lgG de cerdo marcadas con una 

perca~asa' 

- Suero bovino Ubre de IBR' 

- Suero positivo a anUcuerpos de Aujeazky1 

- Suero negativo a anticuerpos de AuJeszky' 

- An.Ugeno positivo de AUjeszky' 

- Anttgeno negaUvo de Aujeszky' 

b) Roactlvos : 

- Solucl6n de Tween -20 (poUax:letileno SOlt>lt.al Monolawato)• 

- Solucl6n Buffer de Fosfatos (PBS) 

- Acldo Sulfuñco ( oH2SO) 

- Acldo Cltrfco (COOHCHzCCH) (COOH) CH2COOH-HzO 

- Fosfato de Sodio (NaH2P04l 

- DlfenUam lnopera><ldasa (O.P. D.) 

- PerOxldo de Hldr6qeno (H20zl 

e) Material de Lal>O<atorto : 

- Mlcroplacas de fondo plano (marca Petns)' 
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- Lector Micro ELISA (Auto-Reader MR-580) 

• Crlstalerta. 

- Mult1p1peta de ocho canAles (T1tertek Autodrop) 

- Puntas de plpetas 

MJ;tOpC>S 

a) l'!!:X!ucci6n de A!!t(qrno Poeltlvo 

- Inocular 1 mi de vln&s de A>l!eszky con titulo de 10
7 

DICC SM\ /mi. 

al cultivo celular (linea PK15i con una confluencia d•l 10°" en botella 

rowc grande . 

- DeJar en adaorc16n a 37-C durante 60 m1nutoa 

- lldlclonar el medio de menteDimlanto 

- 1.....-r a 31•c por 48 i.r.. 

- Revisar dlaJ'iamente el cultivo hasta que presente un SOS de efecto -

cltop6tico 

- Colectar el ilutdo 

- Someter el ilu!do a doe clcloa de congelacl6n-desconvelac16n para de.!. 

. prender c6lulas 

- COiectar el flutdo 

- someter el ilufdo a dop ciclos de aonlflcacl6n cada una de 45 seg 

- centrifugar a lODO qravedades por 20 ml.ilutos 

· - someter a ultracentrUugacl6n el sobrenadante a 5 7. 000 gravedades -

durante 90 minutos 

- Eliminar el aobntn...iante 
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- Incubar a 4ºC por 18 horas 

- Lavar cuatro veces con Tween -20 

- Almacenar a - 7 <>'e has ta su uso 

e) Reallzaci6n 

- centrifugar los sueros problemas a 1,500 rpm por 10 minutos 

- InacUvar a 56°C por 30 minutos 

- Diluir 1:100 el suero sospechoso con P.B.S. al 10% de suero bovino 

- Colocar el suero problema según conesponda en la microplaca pre~ 

rada 

- Incubar a 30ºC durante 60 minutos en cámara hWneda 

- Lavar cuatro veces con Tween -20 

- DeJ ar secar la mlcroplaca 

- Adicionar el conjugado previamente dUu(do 1:100 en P.e. s. con suero 

bovino al l 0% 1 lncubar 2 O minutos a 3 OºC en c6mara hCuneda 

- Eliminar el exceso de oonJw¡ado 

- Lavar cuatro veces con Tween -20 

- Adicionar el sustrato pnnrlamenta preparado (ver f) 

f) Praparac16n del su•trato 

- En Wl frasco 6mbar se miden 25 ml de 6ctdo cCtrico 

- Posteriormente 25 ml de fosfato de sodio se mide el pH a 5 

- Se adiciona 20 mg de O.P.D. 

- Adicionar 0.1 ml de H20 2 

-·-- -.. -~-
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- Reauspender el sedimento en Buffer de bicarbonato hasta su volumen 

Igual al 5 0% del volumen original 

b) Produccl6n de Ant!aeno Negativo ( 24 ) ( 25 ) 

Se procesa igual que el anterior sin Lnfecci6n 

e) Evaluacl6n del Antloeno PoslUvo y Negativo 

- Diluir el antígeno de 1 :2 a. 1 :32 O en Buffer de carbonatos 

- Preparar micropla.cas de EUSA y distribuir alternadamente el antígeno 

(ftias· l ,3,S, 1,9 ,11, con ant!geno positivo 2 ,4 ,6 ,8,10, antL¡eno neo.! 

tivo) 

- Incubar dw-ante 18 horas a 4ºC 

- Lavar cuatro veces con Tween -20 

- Evaluar el ant!9eno con aueros poslUvos y negativos conocfdos 

d) Preparact6n de mt.croplacas 

- Diluir con solucl6n de P. a. s. antfg-eno positivo y negativo 

- Deposi- 0.1 ml de ant!geno por cada pozo de la mlcroplaca 

3 4 7 B 9 10 11 12 
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2 3 4 5 6 

B B s.p. S.P. is.P. S.P. S.P. S.P. 

B B S.P. S.P. .P. S.P. S.P. S.P. 

¡:;.s.¡ p.s_p ¡s.p. ¡s.p. S.P. S.P. s.P. S.P. 

·- ·-. S.P. ls.P. S.P. S.P. S.P. S.P. 

·- ·-. S.P. &.P. S.P. S.P. S.P. s.p. 

i:;.s.1 r.::&P S.P. S.P. S.F. s.P. s.P. SJI, 

i:;.s.1 ~ S.P. S.P. S.P. S.P. S.P. S.P. 

r.::.s.1 r.::&11 s.p. 5.P. S.P. S.P. S.P. S.P. 

S-Blancos 

c.s.p.- Control de suero posLtivo 

c.s.N.- Control de suero negatlvo 

S. p. - Suero problema 

AQ - • - Antfoeno negativo 

AQ+. - Andc;¡eno posLtlvo 

g) Obtenctbn de resultad.os 

- Leer los blancos 

- Leer control de suero poaltlvo 

9 10 11 u 
5.P. S.P. S.P. ~P. 

S.,p. S.P. S.P. S.P. 

S.P. S.P. ls.p. s.P. 

S.P. S.P. S.P. S.P. 

S.P. S.P. iS:P. S.P. 

s.P. S.P. s.P. S.P. 

s.p. s. p. s.p. s.P. 

S.P. S.P. s.P. S.P. 

- Leer cada uno de los sueros problema, con antf;eno posltlvo y con -

ant(geno 11e9auvo 

/ 

- CDn~loav.a.lorea obtan1dos de cada. uno de los auercs problema col\ 
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el ant{geno posltlvo de acuerdo al slguiente ejemplo : 

Valores Valores con Valores con Valor final 
An•faeno + Ant{aeno -

1.128 0.209 o. 919 

2 0.202 0.158 o. o.t4 

3 0.097 o.ns -0.018 

4 0.066 0.100 -0.034 

5 OVER >0.283 ~l.500 

OVER 0.171 ~ 1.500. 

h) Valorar loa teaU.goa 

- Leer loa blancos, deber6n tener un valor flnal entre O. 20 hasta O. 000 

- Leer los controles positivos, se suman y se obttane el promedio de los 

cuatro, con los valores finales obtenidos 

- Leer loa controles negativos en su valor final 

1) Obtancl6n de los valores da los controles eara eu lnterpretacl6n 

- tomtar el valor del promedlo de los conttole1 posltivoa y multlpllcwloa 

por o. 2 

- Yel valor obtenido estarls entnr O. 200 a 0.299 

Ejemplo: 

Sl el valor obtenido en el promedio de loa contrclea poaltlvos fUéf de O. 261: 

loa valores finales de 101 1waro1 problemas iguales o maycma a O. 261 aer6n 

C?~slderadoa posWvos y resulte.dos menores negattvoe. 
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Princi?lo de la prueba de ELISA INDIRECTA (Enzyme-llnked Inmunosorbent 

assay) para deteccl6n de Anticuerpos de AuJeszky. 

1) AntCgeno flJ ado a la mlcroplaca 

Ant(geno de ________ } _ A l 
Aujeszky ·-~ 

2) Agregar suero sospechoso a l 
Antlcuerpos ------- ··~ 

4) Agregar substrato 

Presencia de 
Colorac16n ______ __: 

5} Adicionar li.cldo sulfúrico 

(para detener la reaccl6n) 

r 
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4. 2 .- Material y Métcx:lo p!ra la técnica de Seroneutrallzacl6n 

a) Mateñal 

- Vlna da Aujeszky cepa Tecamac, con t!tUlo de l o7 • 5otcc 50'lV'ml 

- Lfnea celular PK
15 

(rifl6n porcino) 

· Medio d! CuJtlvo 

- SU!ro '9tal -lno 10'1!. 

- Caldo trlptosa (T.P.1.) lO'll. 

- Bicarbonato (NaH00
3

) 1.5 % 

- Mlcostatin 1% 

- Antibl6tico 2 % 

- Medio m(ntmo de Eagle (MEM) c.b.p. 100% 

M&dlo d• dllucl6n 

- Caldo de ttlptosa l Q% 

- Blcerbonato (NaHCO.) 1.5% 
3 

- MlcostaUn 1% 

- Antib16t1co 2% 

"" Medio m!ntmo de Eagle IMEM) c.b.p. 100% 

Medio de mantenlmlanto 

- Suero fetal bovino 5% 

- Caldo de triptosa (T. P. B.) 5% 

- Bicarbonato (NaHC03l 2% 

- Mlcostaun 1% 
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- Antlbl6tlco 2% 

- Medlom!nimode Eagle (MEM) c.b.p. lOD\\\ 

M atertel ele labctttorto 

- Mlcropiacas d• fondo plano (Marca Falcon) 

- MulUplpstas d• ocho canales 

- crt•taiolrta 

b) M6todo 

b. l. - Preparac16n de antrqeno para la ~cnlca de SeroneutraUzact6n ( 2 ) 

- Inocular una botella de rowc, con 100% de CMf'l-l•de c6lula• PK15 , 

con vlnas de Au,teszky (cepa Tecamac, previamente Utulado con 1o7• 5 DICC 

50%/ml 

- Incubar a 3 7°C dw-ante 24-48 horas y revisar la p19sencla de efecto cltoP! 

Uco 

- Realizar tres olclos de conoelacl6n-descongelacl6n cuando se observe del 
/ 

80 al 9D\\\ de efecto cltop6Uco 

- Centrifugar a 3 ,000 r.p.m. durante 15 minutes 

- Obtener el sobrenadante y d~pos i tar en viales de l mi 

- Almacenar a -700C hasta su uso 

- Titular 

b.2.- Inacuvact6n de aueros 

Centrifugar· a l,SOOr,p.m. durante lo minutos 

- Somll18r a S6ºC durante 30 minutos 
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b. 3. - Preparac16n de la mlcroplaca 

- Colocar o. 05 ml del medlo de c1Uucl6n 

- Colocar o. 05 ml del a•ro problooma 

- RllllllZar dlluctonea doble a de loa aueroa probwma de 1 :2 a 1 :128 

- Colocar O. 05 ml del vlrua de Weaaky, con no -noa de ZOODICC 505 

- incubar a 37"C dunnte 60 minutos en estufa de co2 al 5" 

- Agregar 0.1 ml de suspencllln de c6lullls PK
15 

- Incubar 48 honss a 3 7°C con co2 

b.4.- Realizar la lectura 

- Se considerará como posttLvo a anticuerpos cuando no se observe efecto 

cltopllUco 

- Se considerará como negativo a anticuerpos cuando se observe efecto cLto-

p6Uco 

b. S. - Interpretac16n 

- Considerar como poslUvos aquellos sueros con títulos a ~ir .de 1 :2 
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4. 3.- Material y M6todo para la t6cnlca de Inmunodlfual6n 

a) Ml!H1tl llo!6g150 

- Antlauero de Auleosky con titulo m!nlmo de 1:8 (elaborado en conejo) 

- ~"°de ~Haky con d'tu1o mCnlmo de l :16 

- AQar noble ea119etal 111 l % 

Soluc:l6n de Buffer de Foaf11toa (P.e.s.) c.b.p. 100% 

e) Material da Laboratorio 

- Sacabocados 

- LamlnUlas 

- Pipetas 

- C6mara húmeda 

- L6mpara 

·~ 

Preparacl6n de Antígeno 

A contlnuacl6n ee d•ec:rtben trea m6todo1, J.o1 cuales pueden aer uUU&.soa 

1.ndl1Untamente : 

a).- Auna botella !1<>111t con 100.% da confluencia de o6\W.u n
15 

Inocular con 

1 ml de·v1.rua de AuJeazl<y 

b). - Dalar -""'*'durante 60 mlnutoa e 37°C 

e).- Jldlctonar medio de mantenimiento e Incubar a 37'C durante 48-72 horaa 

d). - Alrvlsar dl!lrtamanlllt, cuando se obnrv• de W\ 90 - l 00% de efecto cltolf! 

UOO_...,.· 
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e).- Someter a tna clclQs.de aongelac16n-desco-IAc10o 

f). - Bonificar por doa minuto• a 15 KcVHll 

g).- Cenlztfugar a 1,500 r.p.m. poc 10 mlnutotl 

h).- ObteMr el 1obrenedante 

1) • - Adicionar pclletylenglycol mb cloruro de •odio 

Jl. - AQltar dunmte 9 O minuto• a 4ºC 

K).- Cenlztfu¡¡ar a 2 ,000 r.p.m. dunmte 30 minutos 

l). - DHechar el aobrenadante y colocar 111dlmento en una membrana de dl6Usls 

ll). - D1611&ar durante 24 horas a 4ºC cambiando la 1olucl6n lavadora 

m).- Paaar a wia caja de Uncl6n con P0Uetllen9lycol (P.G.E.) dW'BI'lte dos horas. 

Para el 1egundo m6todo se zwalizar6 da la 11a• a la 11 9 11 de la m.l1ma forma : 

h). - Ellminar el aobrenadante 

1).- Adicionar 5 ml. de Trlpsina versene en 1:250 

J).-Incuba.r a 37ºC durante 60 minutos 

k). - Centrifugar a S 1 700 r. p.m. por 3 O minutos a 4ºC 

l). - Ellml~ el 1obrenadante 

ll).- El sedimento· suspenderlo en P.G.E. pordoa hora• 

m);- Almacenar a -70-C 

Sn el 6ltlmo m6todo •• prooede de la ml1ma facma de a-11 

h) .- Obtener el 1obnnedante y adicionar 1ulfato d• amonio : 

41.i ar par 100 mi .s. .-nlldante 

'1). - .Aqltar durante toda la noche 
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J).- Cenlrtfugar a 2,000 r.p.m. durante 30 minuto• a 4"C 

iJ;- coi- •n -inna dé dl6U111 •l Hd-ntb 

1).- Dlell&ardurantm 24 bona a 4ºC 

ll).- Colocv en una caJ• de Uncl6n con P.G.E. al ant!geno durante una hora 

m).- Alm..,.nar a -70 

Pr!pvacl6n si! euero1 

a) Centrifugar a 1,500 r.p.m. par 10 mlnutoo 

rr..,..,1en de la!!in!1!.a• 

a) Colocar 4 ml de agar noble especial al 1 % sobre la lamlnllla 

b) DeJar solldll!car 

e) Realizar siete peñoraclones con el sacabocado (una central y seis perl-

f6rlcas) 

d) Colocar los sueros problemas 

e) Colocar el suero testig-o positivo (arriba y abajo del pozo central) 

f) Colocar el antfgeno ( en el _.. central) 

h) Someter las lamlnlllaa en una cbara hCuneda a temperatura ambiente -

24 hn - 48 horas. 

lllctuar la Jtatu enw. lot •uero. j!rcblamu v •1 an""'1'9 ,,. el auero. 

- Identlflcar la l!nea de Identidad 

~la l!Jlea de no ld.nt!dad 

- -de-cctC'lD 
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Interpretac16n 

Considerar como posltl.vos aquellos sueros qU;e mi.lastren línea de identldad 

y negativos aquellos que mue•tren ltnea de n~ identidad o ausencia de reac• 

L~ctt.n. 

5. R E S U L T A O O 5 

Los resultados obtenldos de los 170 sueros anal.l:tados fueron : 

Mediante la prueba de ELlSA 122 posltlvos 

Mediante la prueba de SEIONEUTRAL!ZACION 102 positivos 

Mediante la prueba de INMUNODIFUSION 56 positivos 

METODO E.STAQ!STICO 

Dada la marca.da diferencia entre el número de sueros posttivos obtenidos -

por la prueba de tNMUNODIFUSION y las otras dos pruebas .. s6lo se reaUz6 

el an6Hsls estad!stlco para las pruebas de ELISA y SERONEUTRALlZAClON. 

En el presente trabajo se utlllz6 la prueba de z2 en la cual se an~zacon -

los datos en base al ntimero de posltlvos (6 ,22). 

Las hipbtesis propuestas son : H 0= P
1 

= Pz 

Donde P 
1 

= n<unero de sueros positivos por ELlSA 

y P2 :::: n~ero de sueros positivos por StF()NEUTRALlZACION. 
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Y para obtener el valor de Zc se uUl1&6 la. slgulente f6rmula : 

A " A 

Zc •_Pl Pz Donda P
1 

• 122/170 

A Y,z • 102/170 
(P1) U-•1> 'z u - •zl l/Z 

n1 "a 

En el caao de la a 2 
# el valer obtenido con nlvel de atgnUtcancta de O. 05 

fu6 de l. 96 y dado el valor calculado de Zc fu6 de Z. 306 por lo tanto se -

rechaz6 le H0 y se acepta la HA que nos lndlca que sl exlste una diferen

cia significativa entre las pruebas de EUSA Y SEIPNEUTAALIZACION. Por 

lo tanto queda estadísticamente comprobado que la técnica m.§s precisa y 

confiable para la deteccl6n de anticuerpos de AuJeazky es la prueba de -

El.ISA. 
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cuadro l 

SERONEUTRi). lNMUNODIF!J ~ERONEUTRi\ lNMUNODIFU 
EL!SA IZAC!ON. SION. ELISA ~ZAClON. SION. 

l) o. 015 negativo negativo 44) o. 095 negativo negativo 
2) o. 015 nec:¡¡atlvo negativo 45) o. 097 negativo negativo 
3) o. 015 negativo negatlvo 46) 0.102 

~~~=~~~~ 
negativo 

4) o. 015 negativo negativo 4 7) 0.107 negatlvo 
5) 0.015 negativo negativo 4S) 0.117 ncgatlvo negativo 
6) o. 017 negativo negatlvo 49) 0.132 negatlvo negativo 
7) o. 022 negativo negativo 50) 0.132 negatlvo negativo 
S) o. 023 negativo negativo 51) 0.143 negativo negativo 
9) o. 023 ncgativ-:> negatlvo 52) 0.163 negativo negativo 

10) o. 023 negativo negativo 53) 0.193 negativo negativo 
11) o. 025 negativo .negativo 54) o. 202 negativo negativo 
12) o. 029 negativo negativo 55) 0.202 negativo negativo 
13) 0.034 negativo negativo 56) 0.205 negativo negativo 
14) o. 034 negativo negativo 57) 0.213 negativo negativo 

· 15) o. 034 negativo negativo 5S) o. 213 negativo negatlvo 
116) o. 035 négativo negativo 59) o. 214 negativo negativo 
·17) o. 03S negativo negativo üO) 0.22S negativo negativo 
IS) o. 043 negativo negativo 61) o. 239 negativo negativo 
19) o. 045 negativo negativo 62) o. 241 negativo negativo 
20) o. 045 negativo negativo 63) o. 245 negativo negativo 
21) o. 045 negativo negativo 64) o. 254 negativo negativo 
22) o. 047 negativo negativo 65) 0.255 negativo negativo 
23) o. 049 negativo negativo 66) 0.262 negativo negativo 
24) 0.052 negativo negativo b7) o. 276 negativo negativo 
25) o. 053 negativo negativo 6d) o. 260 1:2 negativo 
26") o. 053 negativo negativo 69) 0.2S5 1:2 negativo 
27) o. 053 negativo negativo 70) o. 312 1:2 negativo 
2S) o. 057 negativo negativo 71) 0.319 1:2 negatlvo 
29) o. 058 negativo negativo 72) 0.334 1:2 negatlvo 
30) o. 05S negativo negativo 73) o. 396 1:2 negativo 
31) 0.060 negativo negativo 74) 0.429 1:2 negativo 
32) o. 060 negativo neqatlvo 75) 0.430 l :4 negativo 
33) o. 060 negativo negativo 76) o. 51S 1:4 negativo 
34) o. 062 negativo negativo 77) 0.565 1:4 negativo 
35) o. 067 negativo negativo 78) o. 579 1:4 negativo 
36) o. 073 negativo negativo 79) 0.6Zl 1:4 negativo 
37) o. 07S negativo negativo SO) 0.632 l :4 negativo 
38) O.OS3 negativo negativo 81) 0.655 1:4 negativo 
39) o. OS7 negativo negativo S2) Q.679 1:4 negativo 
40) O.OS7 negativo negatlvo 83) o. 6S6 1:4 negativo 
41) o. OS9 negativo negativo S4) o. 726 1:4 negativo 
42) o. 091 negativo negativo S5) o. 745 1:4 negativo 
43) o. 093 negativo net;iativo 86) o. 757 ·1:4 negativo 



i<.l~_~l-~ .• !·.J_i:_Q._~! ;; __ . (25) , 
SERONEUTIJ<l, l~MUNDDIF.ll SERONEUTR/! INMUNODIFJ! 

ELISA IZACION. SION. ELISA I.IZAC!ON. SION. 

87) o. 786 l :4 negativo 130) l.500 1 :16 positivo 

88) 0.807 l :8 negativo 131) 1.500 l :16 posi_tivo 

89) 0.843 1 :8 negativo 132) 1 :500 l :16 positivo 

90) 0.900 1 :8 negativo 133) 1.500 1;16 positivo 

91) O.YOZ 1 :0 negativo 134) 1.500 1:16 positivo 

9Z) 0.95S 1:8 neoatlvo 135) 1.500 l :16 pastttvo 

93) 0.956 1 :8 negativo 136) 1.500 l :16" positivo 

94) 0.958 1 :8 negativo 137) 1.500 l :16 positivo 

95) l. 048 l :8 neoativo 138) 1.500 1 :3Z positivo 

96) 1.061 l :8 negativo 139) 1.500 1:32 positivo 

97) 1.109 1:8 negativo 140) 1.500 l :32 positivo 

98) 1.124 l :8 neoaUvo 141) 1.500 1 :32 positivo 

99) 1.232 1 :8 negativo 142) 1.500 1:32 positivo 

JOO) 1.262 1 :8 negativo 143) 1.500 1:32 positivo 

01) 1.283 1:8 negativo 144) 1.500 1:32 positivo 

02) 1.319 l :8 negativo 145) l.500 1:32 positivo 

103) 1.359 l :0 negativo 146) 1.500 1:32 positivo 

¡104) 1.114 l :8 negativo 148) 1.500 1:32 positivo 

!los¡ 1.411 1 :8 negativo 149) 1.500 1:32 positivo 

1106) 1.500 l :8 negativo 150) l. 500 1:32 positivo 

!101) 1.500 1:8 negativo 151) 1.500 1:32 positivo 

!108) 1.500 l :8 negativo 152) 1.566 1:32 positivo 

109) 1.500 1:8 negath·o 153) l. 604 1:32 positivo 

1110) 1. 500 1:8 negativo 154) 1.653 1:32 positivo 

111) l.500 1:8 negativo 155) l. 789 1:32 positivo 

112) l.500 1:8 negativo 156) 1.860 l :32 positivo 

IH3) 1. 500 l :8 negativo 157) 1.861 1:32 positivo 

114) 1. 500 1:8 positivo 158) 1.880 1:32 positivo 

15) l. 500 1:8 positivo 159) 1.904 1:32 positivo 

116) 1.500 1 :16 positivo 160) 1.988 1:32 positivo 

117) 1. 500 1:16 positivo 161) 2.000 1 :32 posiUvo 

118) 1.500 1:16 positivo 162) 2 .111 l :32 positivo 

119) l. 500 1:16 positivo 163) 2 .111 1:64 µositlvo 

120) l. 500 l :16 positivo 164) 2.179 1:64 positivo 

121) l. 500 l :16 positivo 165) 2 .199 l :64 positivo 

122) l. 500 1:16 positivo 166) 2.~ 1 :64 positivo 

123) 1. 500 l :16 positivo 167) 2 .403 1 :64 positivo 

124) 1.500 l :16 positivo 168) 2.520 1 :64 positivo 

125) l. 500 1 :16 positivo 169) 2.553 1:64 positivo 

126) l. 500 1:16 positivo 170) 2.662 l :64 positivo 

127) l. 500 l :16 positivo 
/128) 1.500 l :16 positivo 

1129) 1.500 l :16 positivo 
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6. D 1 S C U S 1 O N 

Como se set'lal6 en el obJeUvo, el pzesente trabajo tuvo como fin evaluar -

tres métodos empleados para la deteccl6n de anUcuerpos para la enfermedad 

de Aujeszky; se ellgleron las técnicas de EUSA • SERONEUTRALIZACION E 

INMUNODIFUSION, en el momento en que se decld16 realizar gste trabajo; 

rutlnartamente se uttUzaban las dos Cdt1mas y se adqulriO el equlpo y mate-

r-1•1 para la de ELISA; resultaba por lo tanto •• de algwia manera" necesario 

J ustlflcar el uso y adquislc16n de dicho equipo. Por otro 15do; el aumento 

en el volumen de trabajo requería verificar la utilizac16n del mismo bajo -

condiciones diferentes, en México. 

Como se lee claramente en los cuadros de resultados, de 170 sueros , 122 -

resultaron positivos utilizando la prueba de ELISA, mientras que, con la PN!!, 

ba de seroneutrallzac16.i. s6lo 102 y con la prueba de Inmunodifuslón s6lo 56. 

Lo cual quiere decir que evidentemente en el caso de ELISA, hay mayor sen!?,! 

bllldad. 

Utilizando el anAli!'lis estadístico se comprueba que la prueba de ELISA 

resultó más precisa y confiable. El resultado obtenido coincide con los pub!! 

cados en otros trabajos (2)(21) (24) 

De la misma manera, se coincide con diferentes autores que sei'\alan que para 

la prueba de ELISA se requiere la elaboraci6n de material y equipo de alto -

costo, lo que da un.atimitante para que los laboratorios de diagnOstico la re~ 



llcen rutinariamente. Sln embargo, cuando se hable de laboratorios de -

dlagn611Uco de referencia esainlugar a duda una herramienta tncllspensable. 

La Seroneutrall&acltln ea una t6cnlca ampliamente ccnoclda y empleada. Es 

muy adecuada cuando se requiera obtener •1 dtulo del stmro pero, no es muy 

.conveniente cuando .. trel>aJ• un n6mel0 91811de de aueros. porque resulta 

fatigante para el t6cnlco que la evalda, ya que reqUlere de evaluactOn visual 

a trav6z del mlcroscoplo. 

De otra manera la t6cn1ca de Inmunodlfua16n es una prueba fAcU de realizar 

y evaluar sin embargo, su sens1b111dad en comparac16n con las otras dos -

anteriores, resulta pobre aunque, su costo es sumamente bajo. Por lo tanto 

esta t6cnlca puede emplearse como una altemauva mAs. 
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7. e o Ne L u s l o HE s 

t:n baae a los tes\lltados obtenidos •• concluye que : 

·•) De los tres métodos an&llzados,, estad(stlcamente, la prueba de ELISA 

result6 ser la mAs precisa y conflable para la deteccl6n de anticuerpos 

contra la enfermedad de Aujeszky. 

b) La Seroneutral1zac16n, se recomienda cuando se desee conocer el título 

de anticuerpos. 

e) La. prueba.de Irununod1fus16n resultó la menos sensible, ya que sólo -

detecta sueros con título de más de 1:16 

d) Los laboratortos que cuent.3' n con el equipo y material para la t6cntca de 

Ellsa, utilt:z:an preferentemente ésta por su precisión y conflabtU.dad, -

además por su capacidad de trabajo .. 
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