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RES U MEN
Se evaluaron las técnicas de diagnbstico : ELISA, Seroneutralizacién e
Inmunodifusién para la deteccitn de anticuerpos contra el virus de la enfer

medad de Aujeszky, se utilizaron 170 susros provenientss de Mérida Yuca

tin y se obtuvieron los sigulentss resultados :

122 positivos por la prueba de ELISA

102 p 08 por la ba de Ser 160

56 positivos por 1a prueba de Inmunodifusidn

2
El anélisis estad{stico utilizando el modelo de & comprobd que la técnica
m&s precisa y ednfiable para la deteccién de anticuerpos de Aujeszky fub
la prueba de ELISA, por una diferencia significativa entre la prusba de -

ELISA y Seroneutralizacién.

De lo anterior se concluye :

Que de los tres métod lizados, dfsti . 1a prueba de ELISA
resultd ser la m&s precisa y confiable para la deteccién de anticuerpos -

contra la enfermedad de Aufeszky.

E]l trabajo se realizb en el Centro Nacional de Salud Antmal, ubicado en el
Km. 37.S de la carratera México-Pachuca , Santa Ana Tecamac { Departa -

mento de Virologfa ).
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2.= INTRODUCCION

ANTECEDENTES

En 1302 el Dr. Aujeszky reporta y describe un s{ndrome de bovinos en Hungrfa

cuya designacitn es la enfermedad de Aujeszky ( 1 ). Investigaciones postario

ras , lo llevaron a rep ir esta enfs dad en diferentes especies como = =
crinos, perros , gatos, adem@s adaptd el agente causal en conejos establecien

do asf la sintomatologfa diferencial con otra enfermedad, la rabia.

En 1931 Shope notifich la p a de esta onf! dad en América.

En 1945 Bachtold reportd 1a enfermedad en México, desariblendo los signos -
<cl4sicos en bovinos procedentes de los Estados de Guerrero y Aguascalientes ,
a partir de esa fecha no se volvieron a reportar més datos hasta el afio de 1971,

en ol estado de Guerrero ( 18 ).

En 1973 se present® un brote en el estado de Jallaco en cerdos procedeates de

Estados Unidos.

Durante los dos afios sigulentes la enf dad prevalecib en la zona, provecan

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

En 1975 la enfermedad se extendib a los estados de Guanajuato y Michoacén -
afectando al ganado porcino y canino con una alta mortalidad y la ripida dise -

1 16n de la enf dad & otras Areas porciéolas del Pafs (4).
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En 1976 la incldencia digminuyé as{ como las pérdidas econébmicas debido a la

inmunidad parcial que hubo en la poblacitn.

En 1980 se reportc un nuevo brote en los estados de México y Nuevo Lebn y -
posteriormente en 1986 en los estados de YucatSn y Tlaxcala, va que se trans-

portan animales de la zona del Bajfo hacia dichos estados, por lo cual podemos

que la dad de Aujeszky se 1 di fda en

1a mayor parte de la RepGblica Mexicana.

SINONIMIAS.
La enfermedad de Aujeszky recibe varios nombres, tales como : Seudosrabla ,

Prurito furioso, Comenz&n loca 6 Parsliris bulbar infecciosa (4 ).

Los cerdos son significativamente més resistantes que otras especies suscep
tibles y algunos desamrollan infecciones latentes a partir de las cuales pueden

liberar el virus mientras psmanscen asintométicos (1 ).

ETIQLOGIA
El agente causal es el Herpss virus, de cadena doble DNA, gue se replica en -
una amplia variedad de cultivos celulares de mamfferos y produce corpisculos
de inclusién intranucleares eosmqucos. El virus se hace aparente cuando -

se observa efecto citopético en el cultivo celular (9) (12) {18).
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HUESPEDES

Afecta de manera natuwal a cerdos, bovinos, perros, gatos y cabras; experimen

talmenta a conejos,

bayos, ratas, y aves. Las especles refractarias
al

-\ 1 son el chimpanch y los { {10).

TRANSMISION

El madio més imp . 68 el cto directo entve los cerdos infectados y

los susceptibles. La més aita 16n y persi a larga del virus dis

ponible para la infeccibn, se en los exéxiadoes nasofaringeos de los
cerdos infectados {2) {12 ).

Alg rd perados di grandes cantidades de virus propagéndolo
asf a otroz animales.

1La mortalidad es més alta en lachones que en cerdos al destete, 1a infecclén -

generaiments se ha adquirido 48 horas antes de qua se presenten los primeros

signos de tos y estomudos , seguidos de ta y embotamiento; pos

teriormente hay afeccitn neumlbglca‘qno se mantfiesta por temblores de incoor

d 6n, es tdni 16nicos, convulsionss, coma y muerte.
Las cerdas g d bortos con fatos macerados. Los prin
cipales probl que rep esta enfer d en 1a Porcicultura son tla

baja fertilidad en las hembras y la reduccitn en el nimero de lechones (10 ).
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DIAGNOSTICO
Dentro de los mé&todos de laboratorlo m&s usuales para el diagnbstico de la enfer
medad estén : la Prueba Biolégica, el ExAmen Histopatoldgico, la Inmunofluores

cencia, la Seroneutralizacién, la Inmunodifusi6bn y la mé&s recientemente descrita

prusba de ELISA.

Prusba Blolégica :

Es la inoculacién de un macerado, proveniente del encéfalo de un animal sospe
choso a animales susceptibles y observados diariamente para detectar signos -

de enfermedad ( 10) . .
'."f

Ex&men Histopatolégico @
Lo més importante del exmen consiste en encontrar corpGsculos de inclusién -
eosinofflicos, en las neuronas, con una meningoancefalomielitis no supurativa

difusa y focos necrdttcos en células de Brganos parenquimatosos (13 ) (14 ).

Técnica de Inmunofluorescencia directa :

Es la técnica histolSgica citoquimica, para la identificacién y localizaciéndel
antf{geno con antlcuerpos especfficos combinados con un compuesto fluorescen
te ., resultando un trazador sensible que se puede detactar por medio de fluo-

rometrfa {13 ).

Técnica de Seroneutralizacién :
Es el proceso por el cual un anticuerpo- neutraliza la capacidad infectants dsl

virus, para ello se trabaja con suero sospechosc que se snfrenta al virus de -
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-Aujeszky en un sistema de cultivo celular, Si el suero presenta anticuerpo,
&stos neutralizan al virus y no permiten que entre a las células, evitando que

se prepagen por lo que las células no presentan cambios en su morfologfa ( 14 ).

La prueba de ELISA (ENZYMA-LINKEN SORBENT ASSAY)

Es una de las pruebas m&s reclentemente descritas, para detectar anticuerpos.
En 1971 Aurameas y Gilbert publicaron un artfculo que seilala la Inmunoabsor -
cidn de protefnas. En 1972 Enguall y Perlmann son considerados los pioneros -
de ésta técnica, ya que realizaron trabajos para la deteccién de Inmunoglebuli
nas del tipo IgG usando una enzima marcada, que al actlvarse les daba cierta
coloracién y que al leerse en el espectrofotémetro les indicaba la presencia de
193G (1) (7) (8).

En 1976 Saunders y Clinard reportan un micrométodo rapido para la deteccidnde
anticuerpos de diferentes enfermedades ('l‘uxoglasmo_sis. , Lupus Eritematoso_

Brucelosis, Colibacilosis, etc.) conocido como ELA test, en el mismo afio - -

Snyder reporta un método semi-automético para detectar anticuerpos de Célera
Porcino. A partir de 1976 a la fecha la técnica de ELISA se ha venido perfeccio
nando cada vez més ( 6 ).

En la actualidad su empleo se ha gensralizado por ser una técnica rapida y -
que permite trabajar grandes volumenes de suero en pocos dias.

tn la medicina humana se utiliza en diversas &reas tales como : Endocrinologia,
la cual se encarga de la deteccidbn de hormonas gonadotropina coriSnica humana
y de nivelas de estrogenos { 7 ) ; Inmunopatologfa, en 1a detéccibn de niveles -

de IgG, en la deteccisn del DNA de anticuerpos del Lupus Eritomatoso y en la -



n
cuantificacién de la alfafetoprotefnas ( 8 ); Hematologfa , a nivel experimental
en el proceso de degradacidn del fibrindgeno; Microblologfa, para la deteccién
de anticuerpos de Salmonella tipo "O", Escherichia Coll, Brucella y Treponema
{ 8 ); virologfa , para la deteccién de anticuerpos contra la Rubeola, Encefalitis
Japonesa tipo "B", Citomegalovirus, Herpes Simplex, Adenovirus, Virus de Hepa
titis tipo "B", Caxsachie, Virus de Sarampitn ( 10 }; Parasitologfa, para la detec
cibn de antfgeno de Trichinella Spiralis, Shistomoniasis, Nem&todos, Onchoserca,
Malaria y 'rripanosomt;sls (11)(19)(26).
En la medicina veterinaria, se utiliza para deteccidén de anticuerpos de Aujesz_
ky, Colera Porcino, Rinotraqueitis Viral Bovina, Infecciébn de la Bolsa de Fabri
cio, Enfermedad de Marek, Gastroenteritis Transmisible, Leucosis Bovina, -
Tuberculosis y Toxoplasma (12) (15)(23) .
En México actualmente se utiliza para el diagnbstico de Aujeszky y Taxoplasmo
sis.

e

Desde ol punto de vista epizootioldgico, se sabe qua los cerdos que plesenten

A

antl POS 1 ser considerados como reservorios y eliminadores de virus

por 10 que reviste mucha importancia.
Se han descrito muchas técnicas diagnbsticas, como se sefiald anteriommente,

sin emb >, @s n rio para el diagnéstico de rutina slegir aquella 6 aque_

1llas que reunan clertas caracterfsticas que las dem&s, tal es el caso de 1a sen
sibilidad y de f&cil operacionabilidad; en algunos casos el costo es la Mmitante

an algunos laboratorios.



3.-QBJETIVO
El presente n'abajé tiene por objetivo .-

Comparar tres métcdos: Inmunodifusidn, Seroneutralizacidn y ELISA Indirecta,
para la deteccidn de anticuerpos de Aujeszky : a partir de suercos sanguineos -

de cerdos de campo.
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4.- MATERIAL Y METODO

4.1l.- TECNICA DE ELISA

Materiales

a) Material Bioldgico :

= 170 sueros procedentes de Mérida Yucatin.

= Conjugado {(anti-inmunoglobulinas IgG de cerdo marcadas con una
porakidaga’

- Suero i:ovmo libre de IBR'

~ Suero positivo a anticuerpas de Aujeszky'

- Suerc nagativo a anticuerpos de Aujeszky'

- Antigeno positive de Aujeszky'

- Antigeno negativo de Aujeszky’

b) Reactivos :

- Solucién da Twesn -20 (polioxiatileno Sorbital Monolaurato)’

~ Solucién Buffer de Fosfatos (PBS)

- Acido Sulfurfoo (-HZSO)

- Actdo Citrfco (COOHCH2CCH) (COOH) CHZCOOH-HZU

- Fosfato de Sodio (NaH,PO,)

- Difenilaminoperaxidasa {O.P.D.)

- Per&ixido de Hidrbgeno (HZOZ)

¢) Material de Labosatorio ;

- Microplacas de fondo plano (marca Petra)'
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- Lector Micro ELISA (Auto-Reader MR-580)

- Cristalerta.

- Multipipeta de ocho canales (Titertek Autodrop)

- Puntas de pipetas

METOROS

a) uccién de no itivo

- Inocular 1 mi de virus de Aueszky con titulo de 10’ DICC S0% / mi.
al cultivo celular (lin#a PK, o) con una confluencia del 100X en botella
roux grande .

= Dejar en adsorcibn a 37°C durante 60 minutos

- Micionar e} medioc ds imianto

= Incubar a 37°C por 48 hrs.
~ Revisar diariamente el cultivo hasta que presente un 80% deefecto -~
citopético

- Colectar el fluldo

- Somater el flufdo a dos ciclos de lacibn-d lacién para des
_ prender células
= Colsctar el flufdo
- Someter el ﬁﬁ!do a dos ciclos de sonificacién cada una de 45 seg
= Ceantrifugar a 1000 gravedades por 20 minutos
- = Someter a ultracentrifugacién el schrenadante a 57,000 gravedades =~

durante 90 minutos

- Flimi ol sobrenad
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- Incubar a 4°C por 18 horas

- Lavar cuauo veces con Tween -20

- Almacenar a - 70°C hasta su uso

e) Reallzacién

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

- Inactivar a 56°C por 30 minutos

= Dilulr 1:100 el suero sospechoso con P.B.S. al 10% de suerc bovino

- Colocar el suere problema segln corresponda en la microplaca prepa
rada

~ Incubar a 30°C durante §0 minutos en cAmara hfimeda

- Lavar cuatro veces con Tween =20

- Dejar secar 1a microplaca

-~ Adictonar el conjugado praviaments dilufdo 1:100 en P.B.S. con suero
bovino al 10%, incubar 20 minutos a 30°C en c&mara hGmeda

~ Eliminar sl excaso de conjugado

- Lavar cuatro veces con Tween -20

- Adicionar et previ te preparado (ver f)

f) Preparacién del sustrato

=~ En un frasco &mbar se miden 25 ml de &cido citrico

- Posteriormente 25 ml de fosfato de sodlo se mide el pH a §
- Se adictona 20 mg de O.P.D.

- Adicionar 0.1 ml de Hzoz
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- Resuspender ol sedimento en Buffer de bicarbonato hasta su volumen
igual al 50% del volumen original

b) Produccién de Antigeno Negativo (24 ) {(25)

Se pracesa igual que el anterior sin infeccidn

¢} Evaluacién del Ant{geno Positivo y Negativo

- Diluir el antfgeno de 1:2 a 1:320 en Buffer de carbonatos

- Preparar microplacas de ELISA y distribuir al d 1te ol {c

{filas’1,3,5,7,8,11, con antfgenc positive 2,4,6,8,10, antfgeno nega
tivo)

-~ Incubar durante 18 horas a 4°C

- Lavar cuatro veces con Tween -20

~ Evaluar el antfgeno con sueres positives y negativos conocfdes
d) Preparacibn de microplacas

- Dilulr con solugién de P,B.S5, antigeno positive y negativo

~ Depogimr 0.1 ml de snt{geno por cada pozo da la microplaca
1 Z 3 4 5 & 7 8 $ 10 11 12

ANTIGENO NEGATIVO

|
ANTIGENO POSITIVO
ANTIGENO POSITIVO
ANTIGENO NEGATIVO
ANTIGENQ POSITIVO
ANTIGENO NEGATIVO
ANTIGENO POSITIVO
ANTIGENO NEGATIVO
ANTIGENO POSITIVO
ANTIGENO NEGATIVO
ANTIGENO POSITIVO
ANTIGENO NEGATIVO
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C.S5.P.- Control de suero positivo
C.5.N.- Control de suero negativo
S.P.- Suero problema
Ag .- Antf{geno nagativo

a5t - Ant{geno positivo

g} Cbtencibn de rasultados

- Lear los blancos

- Leer control de suaro positiveo

- Leer cada uno de los sueros problema, con ant{geno positivoy con ~

antfgeno negativo

- Comiparar lok valores cbtanidos de cada uno de los suercs problema con

M A AT M AT




(14}

el antigeno positive de acuerdo al siguiente ejemplo :

Valores Valores con Valores con vValor final
fgeno + tigeno ~
1 1.128 0.209 0.919
2 0.202 0.158 0.044
3 0.097 0.118 C -oloe
4 0.066 0.100 -0.034
) OVER »0.283 21,500
6 OVER 0.171 21.500

h) yalorar los testigos
- Leer los blancos, deberln tener un valor final entre 0.20 hasta 0.000
- Leer los controles positivos, se suman y se obtisne &l promedio de los
cuatro, con los valores finales ocbtenidos

- Lear los controles negativos en su valor final

i

-

Obtencibn de 1os valores de los controles para su intarpretacibn
~ Tomar el valor del promedio de los controlas positivos y multiplicarios
' por 0.2

- Y el valor obtenido estars entre 0.200 a 0.299

1) Intsrpratacion - e
Ejemplo : o
S1 el valor obtanido en el promedioc de los contrclas positivos fud de 0.261:

log valores finales de los susros problemas iguales o mayores a 0.261 ser&n
- constderados positivos y resultados menores negativos,
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Princtplo de la prueba de ELISA INDIRECTA (Enzyme-linked Inmunosorbent

assay) para deteccitn de Anticuerpos de Aujeszky.
1) Antfgeno fijado a la microplaca

Antigeno de_
Aujeszky

2) Agregar suero sospechoso a

Anticuerpos

3) Agregar el conjugado E

(Anti-1gG)

4) Agregar substrato

Presencia de
Coloracién __

53 Adicionar &cido sulfarico

(para detener la reaccidn)
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4.2.~ Material y Método para 1a técnica de Servnsutralizacién

a) Material

= Virug de Aujeszky cepa Tecamac, con tftulo de 107'5DICC 50%/ml
- Linea celular PX, . (rifibn porcino)

fo d ivo
= Suero fetal bovino 10%
= Caldo triptosa (T.P.B.) 10%
- Blearbonato (NAHWS) 1.5 %
- Micostatin 1% -
= Antibidtico 2 %

~ Medio m{nimo de Eagla (MEM) c.b.p. 100%

Medio de dilucitn,
= Caldo de triptosa 10%
- Bicarbonato (Ncho:") 1.5%
- Micostatin 1%
- Antibiético 2%

T Medi%l minimo de Eagle {MEM) c.b.p. 100%

Medic de mantenimiento

« Susero fetal bovino 5%
= Caldo de triptosa (T. P.B.) 5%
- Bicarbonato (Nauco3) 2%

- Mtcostatin 1%
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- Anttbidtico 2%
- Medio mfnimo de Eagle {(MEM) c.b.p. 100%

Materiai do_laborstoric
~ Microplacas de fondo plano (Marca Falcon)

~ Multipipetas 48 ocho canalas
= Cristaleria

b) Método
b.l.~ Preparacifn de antfgeno para la técnica de Seronsutralizacién (2 )

~ Inocular una botella de roux, con 100% do cOAFluencidde células PK)g «
con virus de Aueszky {cepa Tecamac, previamente tftuladc con 107'5DICC
50%/m1

~ Incubar a 37°C durante 24~-48 horas y revisar la presencia de efecto citopd
tico

- FRealizar tres ciclos de congelacibén-descongelacién cuunfo se obgerve del

80 al 30% de efecto citopético P
- Centrifugar @ 3,000 r.p.m. durante 15 minutos

-~ Obtener el sobrenadante y depositar en viales de § ml
- Almacemu-' a ~70*C hasta su uso

-~ Titular

b.2.~- [nactivacién de gueros

- cgnn-lfugm:'a 1,500 r.p.m. durante 10 mtnutos

- B¢ a $6°Cd 30
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b.3.- Preparacifn de la microplaca

- Colocar 0,05 ml del medio de dilucién

= Colocar 0. 05 ml del susro problema

- Realizar diluctones dobles de los blema de 1:2 a 1:128

- Colocar 0.05 ml del virus de Aujestky , con no menos de 200DICC SO0%

- Incubar a37°C d 60 on af dOOOzalSS

= Agregar 0.1 ml de 16n de cél PK15

- Incubar 48 horas a 37°C con 002

b.4,~ Realizar la lectura

- Se condiderard come positivo a anticuerpos cuando no se observe efecto
citopético

= Se considerari como negativo a anticuerpos cuando se chserve efecto cito~

pético

b.5.=- inte tacién

- Considerar como positivos aquellos sueros con tftulos a partir de 1:2
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4.3.-Materal y Método pars ia técnica de Inmunodifusibn
Matorial
) Maspgl BiolSgico
- Antisuerc de Aujeszky con titulo minimo de 1:8 (elaborado en conejo)
= Antf{geno ds Aujessky con tftulo mfnimo de 1:16

b)_Mesctivos y mediop
- Aar noble especial at 1%
- Solucién de Buffsr de Fostatos (P.B.8.) c.b.p. 100%

c) Matertal de Laboratorio

- Sacabocados Vel
= laminilias .

- Pipetas

- Cémara hmeda

- Lampara

‘Método

Preparacibn de Antfgeno

A continuacién se describen tras métodos, los cual den ser utilizados

indistintamente :
" a).— A una botslla Rowt con 100% de confluencia de células L inocular con
1 ml de-virus de Aujeszky .
b). - Dejar mabor durante 60 minutos a 37°C
c}e=— Adlcionar medio de mantenimiento e incubar a 37°C durante 48-72 horas
- d).— ths;ridmamnu, cuando se observe de un 30 - 100% de efecto citoga

tico oosachar -
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e).- Someter a tes cicios de gslacifn-de lacibo
f).- Sonificar por dos minutos a 15 xcl,/n"q
g).= Centrifugar a 1,500 r.p.m. por 10 minutos

h).= Ob el s

1) .~ Micionar polistylenglycol mas cloruro de sodio
1).~ Agitar durante 90 minutos a 4°C
K).= Centrifugar a 2,000 r.p.m, durants 30 minutos

1).~ Desechar e} scbrenadante y colocar en una b de diélisis

11). - Didlizar durante 24 horas a 4°C cambiando 1a solucién lavadors

m).~ Pasar a una caja de tincién con Polletilenglycol {P.G.E.) durante dos horas,

Para el segundo método se realizaré de la “a* a la "g" de la misma forma :
h).- Eliminar el sobrenadante

).~ Adicionar 5 ml. de Tripsina versene en 1:250

1).-Incubar a 37°C dwante 60 minutos

k).~ Centrifugar a 5,700 r.p.m. por 30 minutos & 4°C

1}).~ Elminar ol scbrenadante

11).- El sedimento- suspenderlic en P.G.E. por dos horas

m).- Almaosnar a =70°C

Bn ol Gltimo método se procede de 1a misma forma de a-g

h).- Ob ol sob dante y adicionar sulfato de amonio :

42.5 gr por 100 ml de sobrenadants
“1).- Agitar durante toda la noche
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§).- Centrifugar-a 2,000 r.p.m. durants 30 minutos a 4°C

K):- Colocar en membrana d¢ diflists ¢l sediments

1).- Dializar durante 24 horas a 4°C

il).~ Colocar en una caja de tincién con P.G.E. el antfgeno durante una hora

m).- Almacenar a ~70

chon LT

a) Centrifugar a 1;500 r.p.m. par 10 minutos

Prepasecion de_lgminilias

a) Colocar 4 ml de agar ncble especial al 1% scbre la laminilla

b) Dejar solidificar

<) Realizar siete perforaciones con el sacabocado (una central y sels peri-
f&rlcc-s)

d!

-

Colocar los sueros problemas

@) Colocar el suero testigo positivo (arriba y abajo del pozo central)

f) Colocar ol antfgenc { en el pozo central)

h} Someter las laminillas en una c&mara himeda a t.emperatur.a amblente -

24 hrs - 48 horas,

ls antse susros fwoblamas y el an s . el suere.
- ldentificar la ifnea de identidad )
'k demeifioar la 1fneas de no fdentidad
- Musencia ds reaccitn
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Interprotacibn

Considerar como positives aquellos sueros que muestren 1fnea de identidad

¥ negativog aquellos que muestren ifnea de no identidad o ausencia de reaCe
ctn.

§5. RESYULTADOS
Los resultados obtenidos de los 170 sueros anatizados fueron :
Mediante la prueba de ELISA 122 positivos
Mediante ia prueba de SERONEUTRALIZACION 102 positivos

Mediante 1a prueba de INMUNODIFUSION 56 positivos

METODO ESTADISTICO

Dada la marcada diferencia entre el nlmero de sueros positivos obtenidos ~
por la prueba de INMUNODIFUSION y las otras dos pruebas, sélo se realizd
el anblisls estad{stico para las pruebas de ELISA y SERONEUTRALIZACION.
En 8] presente trabajo se utiliz® la prueba de 22 on 12 cual se ana"l:zuan -
M

los datos en base al nGimero de positivos {6,22).

Las hipbtesis propuestas son : Hg= Py =P,

Ha=h 7 7y
Donde F1 = namero de sueros positivos por ELISA
Y Pz = nlmero de sueros positivos por SERONEUTRALIZACION.
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Y para obtener el valor de Zc se utiliz® la siguiente f&rmula :

O A A

2c= l’l - ?z ) Donde Pl. = 122/170
~ v#, = 102/170
k) . - (-r) P uE-P) 12 .

ng Rz
Enel cascde la 3 2 . ol valcr cbtenido con nlvel de significancia de 0.05
fué de 1.96 y dado el valor calculado de Zc fué de 2.306 por 1o tanto se -
rechazb la "Q ¥y se acepta la HA que n.os indica que si existe una diferen -
cia significativa entre las prusbas de ELISA Y SERONEUTRALIZACION. Por
lo tanto queda estad{sticamente comprobado que la t&cnica m&s precisa y
confiable para la deteccibn de anticuerpos de Aujeszky es la prueba de -

ELISA.



RESULTADCOCS .

Cuadro 1 @)
ERONEUTRA | INMUNODIFY keronEUTRA [1NMuNODIFU
ELISA 1ZACION.  [SION. ELISA LIZACION. SION.
L
i) 0.015 negativo negativo 44) 0.095 negativo negativo
2} 0.015 negativo negativo 45) 0.097 negativo negativo
3) 0.0%s negativo negativo 46) 0.102 negativo negative
4) 0.0l5 negativo negativo 47) 0.107 negativo negativo
5) 0.015 negativo negativo 48) 0.117 negative negativo
&) 0,017 negativo negatlvo 49) 0.132 negativo negatfvo
7y 0,022 negativo negatlvo 50} 0.132 negativo negativo
8) 0,023 negativo negativo 51) 0.143 negatlvo negativo
9) 0.023 acgativo negatlvo 52) 0.163 negativo negativo
10) 0.023 negative negativo 53) 0.193 negativo negativo
11} 0.025 negative _negativo 54) 0.202 negativo negativo
12) 0.029 negativo negativo 55) 0.202 negativo negativo
13) 0.034 negativo negativo 56) 0.20S negativo negativo
14) 0.034 negativo negativo 57) 0.213 negativo negativo
15) 0.034 negativo negativo 58) 0.213 negativo negativo
16) 0.035 négativo negativo 59) 0.2:4 negativo negativo
17) 0.038 negativo negativo 60) 0.228 negativo negativo
18) 0.043 negativo negativo 61) 0.239 negativo negativo
19) 0.045 negativo negativo 62) 0.241 negativo negativo
20) 0.045 negativo negativo 63) 0.245 negative negativo
21) 0.045 negativo negativo 64) 0.254 negativo negativo
22) 0.047 negativa negativo 65) ©.255 negativo negativo
23) 0.049 negativo negativo 66) 0.262 negativo negativo
24) 0.052 negativo negativo b7) 0.276 negativo negativo
25) 0.0583 negativo negative 68) 0.280 1:2 negativo
26) 0,053 negativo negativo 69) 0.285 1:2 negativo
27) 0.053 negativo negativo 70) 0.312 1:2 negativo
28) 0.057 negativo negativo 71) 0.319 1:2 negativo
29) 0.058 negativo negativo 72) 0.334 1:2 negativo
30) 0.058 negativo negativo 73) 0.396 1:2 negativo
31) 0.060 negativo negativo 74) 0.429 1:2 negativo
32) 0.060 negatlvo negativo 75) 0.430 1:4 negativo
33) 0.060 negativo negativo 76) 0.518 1:4 negativo
34) 0.062 negativo negativo 77) 0.565 1:4 negativo
35) 0.067 negativo negativo 74y 0.579 1:4 negativo
36) 0.073 negativo negativo 79) 0.621 1:4 negativo
37) 0.078 negativo negativo 80) 0.632 1:4 negativo
38} 0.083 negativo negativo 81) 0.655 1:4 negativo
39) 0.087 negativo negattvo 82) 0.679 1:4 negativo
40) 0.087 negativo negativo 83) 0.686 1:4 negativo
41) 0.089 negativo negativo 84) 0.726 1:4 negativo
42) 0.091 negativo negativo 85) 0.745 1:4 negativo
43) 0,093 negativo negativo 86) 0.757 ~1:4 negativo
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C4adro 2
r SERONEUTRA|INMUNQODIFU SERONEUTRA |INMUNOCDIFU
ELISA LIZACION . SION. ELISA LIZACION. SION.
87) 0.786 1:4 negativo 130) 1.500 }. 1:16 positivo
88) 0.807 1:8 nagativo 131) 1.500 1:x6 positivo
89) 0.643 1:8 negativo 132) 1:500 L:16 positivo
90) 0,900 1:8 negativo 133) 1.500 1;16 positivo
9l1) 0.902 1:8 nagativo 134) 1.500 L:16 positivo
92) 0.955 1:8 nagativo 135) 1.500 1:16 positivo
93) 0.956 1:8 negativo 136) 1.500 1:16" positivo
94) 0.958 1:8 negativo 137) 1.500 1:16 positivo
95) 1.0489 1:8 nagativo 138) 1.500 1:32 positivo
96) 1.061 1:8 nagativo 139) 1.500 1:32 positivo
97) 1,109 1:8 negative 140) 1.500 1:32 positivo
98) 1.124 1:8 nagativo 141) 1.S500 1:32 posftivo
99) 1.232 1:8 nagativo 142) 1.500 . 132 positivo
100) 1.262 1:8 negativo 143) 1.500 1:32 positive
101) 1,283 1:8 negativo 144) 1.500 1:32 positive
-A02) 1.3ls 1:8 negativo 145) 1.500 1:32 positive
103) 1.358 1:8 negativo 146) 1.500 1:32 positivo
04) 1.114 1:8 negativo 148) 1.500 1:32 positivo
0s5) 1.411 1:8 negativo 149) 1.500 1:32 positive
N106) 1.500 1:8 negativo 150) 1.500 1:32 positivo
107) 1.500 1:8 negativo 151) 1.500 1:32 positive
108) 1.500 1:8 negativo 152) 1.566 1:32 positivo
109) 1.500C 1:8 negativo 153) 1.604 1:32 positive
110) 1.500 1:8 negativo 154) 1.653 1:32 positivo
111) 1.500 1:8 negativo 155) 1.789 1:32 positivo
112) 1.S00 1:8 negativo 156) 1.860 1:32 positivo
B13) 1.500 1:8 negativo 157) 1.861 1:32 positivo
114) 1.500 1:8 positivo 158) 1.880 1:32 positivo
a1s) 1.500 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 positivo
118) 1.500 1:16 positivo 162) 2.111 1:32 positivo
119) 1.500 1:16 positivo 163) 2.111 1:64 positivo
120) 1.500 1:16 positivo 164) 2.179 1:64 positivo
121) 1.500 l:16 positivo | 165) 2.199 1:64 positivo
122) 1.500 1:l6 positivo 166) 2.205 1:64 positivo
.1123) 1.500 116 _ positivo 167) 2.403 164 positive
124) 1.500 1:16 positivo 168) 2.520 1:64 positive
125) 1.580 1:16 posltivo 169) 2.553 164 positivo
126) 1.500 1:16 positivo 170) 2.662 1:64 positivo
127) 1.500 1:16 positivo
128) 1.500 l:ls positive
129) 1.500 116 positivo
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6. DISCUSION

GComo se seilalé en el objetivo, e} presente trabajo tuvo como fin evaluar -
tres métodos empleados para la detecciédn de anticuerpos para la enfermedad
de Aujeszky: se eligieron las técnlcas de ELISA, SERONEUTRALIZACION E
INM UﬁODlPUSION, en el momento en que se decidid realizar ésm trabafo ;
rutinariamente se utilizaban las dos Gltimas y se adquirid el equipo y mate-
riel para la de ELISA: resultaba por lo tanto " de alguna manera" necesario
justificar el uso y adquisiclén de dicho equipo. Por otro lado, el aumento
an el volumen de trabajo requerfa verificar la utilizacitn 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 prug
ba de Seroneutralizaci6én sblo 102 y con 1a prueba de Inmunodifusién sélo 56.
Lo cual quiere declr que evidentemente en el caso de ELISA, hay mayor senst

bilidad.

Utilizando el andlisis estadfstico se comprueba que la prueba de ELISA -
resultd m&s precisa y conflable. El resultado obtenido coincide con los publi

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

De la misma manera, se coincide con diferentes autores que sefialan que para
la prueba de ELISA se requiere la elaboracién de material y equipo de alto -

costo, lo que da unalimitante para que los laboratorios de diagnéstico la rea
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licen rutinarfamente. Sin embargo, cuando se hable de laboratorios de -

diagnéstico de ref ia esainlugar a duda una herramienta indi{spensable.
Las Mzacién es una thenica amplt \da y leada. Es
muy ad da do se 1 b e} titulo del suero pero, no es muy

.convenientsa do ae *,,'-un Gmero grande de . porque resulta

fattgants para el técnico qus la evalda, ya que requiere de svaluaciénvisyal

a travéz del microscopio.

De otra manera la técnica de Inmunodifusién as una prueba f&cil de realizar
y evaluar sin embargo, su sensibilidad en comparacién con las otras dos -
antsriores, resulta pocbre aunque, su costo eés sumaments bajo. Por io tanto

- esta téeni d! pl como una altemativa més,




tin base a los ltad k idos se 31

b}

e,

=

d)

(2m)

7. CONCLUSIONES

que 3

De log tres métodos anslizados, estadfsticamente, la prueba de ELISA

resultd ger la mas precisa y conflable pars la deteccibédn de anticuerpos
contra la enfermedad de Auwjeszky.

La Seronautralizacibn, se recomisnda cuando se desee conocer el tftulo

de anticuetrpos.

La prueba de Inmunodifusitn results la menos sensible, ya que sélo

detecta sueros con tftulo de m&s de 1:16

Los laboratoriaos que cuentin con el equipo y material para la técnica de
Elisa, utilizan preferentemente ésta por su precision y conflabilidad,

ademés por su capacidad de trabajo.
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