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RESUMEN

En el presente trabajo se implementd la teécnica indirecte de
ELISA para la deteccidn de ' inmunoglobul inas contra el
paramixovirus productor de Ojo Azul en cerdos (POA) ¥y se
efectud un andlisis comporativo de los resultados con las
pruebas de inhidbicidn de la hemoaglutinacidn CIH) p
geroneutralizacion en cultivos celulares de linea PKI5 (SN).
0jo Azul es una nueva enfermedad en esta c¢specie caracterizada
por - encefalitis en lechones y cerdos destatados, falla
reproductiva, opacidad de la cérnea, mordilidad del 20 al 50%
v mortalidad cercana al 100%. Para lograr el objetivo se aislo
el viTus en celulas PKI5 a partir del cerebro de un lechon que
Rost+d signos clinicos caracteristicos de la enfermedad, el
vitus se identifict por estudios en micrtoscopia electrbnica;
por pruebas de inmunoflourescencia directa (IF), de inhibicion

de la hemoaglutinacidn (IN) y de seroneutralizacidn en
cultivos celulares de {ineca PKI5 (SK) con conjugado y sucros
especificos al FPOA. Con el virus que se identifict se

elaboraron los antigenos para las ires pruedbas. La prueba de
ELISA se¢ llevd a cabo en aicroplacas de poliestireno de 96
pozos empleando conjugado anti-IgG porcino peroxidasa, 2 sueros
especificos contra POA, un suero negativo de referencia, 61
sueros de campo, como sustrato H2 02 al 0.04X% adicionado de
o-phenylenediamine al 0.04% como indicador de la reaccion
enzimdtica. La prueba de ELISA resultd 9.3 veces mis sensidle
Qque la de [H, 5.9 veces wlds que SN y tuvd una relacidn de
acuerdo al nGmero de sueros positivos ¥ negativos detectados de
98.4X con estas mismas pruebas. Los resultacdos sefialan que la
prueda de ELISA es una excelente opcion para la deteccidn de
inmunoglobulinas contra el PGA debido a su especificidad, alta
sensibilidad, facil realizacibn e interpretacibn objetiva.



I NTRODUCCI1ON

La enfersedad denosinada *0jo Azul® en cerdos, es un
padecimiento de etiologta viral, que se observd por primera vez
en la Reptublica Mexicana a principios de 1980 sn granjas de la
Pledad, Nichoac8n (5,21,22); en ¢l =mismo afic se presentaron
atliiples brotes en Jalisco ¥ Guanajuato; en 1982 en el Estado
de Mexico; en 1983 en el Distrito Federal, Nuevo Ledn, Hidalgo,
Tlaxcala, Yucatdn, Tabasco ¥ Quergtaro; en 1984 en Tamaulipas;
en 1986 cobrd caracteristicas epizobticas, en los estados de
Michoacdn, Jalisco y Guanajuato; actuaimente la Piedad, Nich.
sigue siendo el principal foco de infeccitn ¥ la enfermedad se
presenta afio con afio en diversos estados de la Republica (15).
Hasta donde se conoce, no se ha inforsado del padecimients en
otroa pataes.

Clinicamente se caracteriza por producir encefalitis en
lechones y cerdos destetados, con morbilidad del 20 al »
mortalidad cercana al 100X (17,21,22). Afecta principalmente a
lechones wmenores de 0 ditas de edad, sin embargo, en 1984 se
observd en la Piedad, Mich. por primera vez, un nGmero
considerable de cevrdos de Aasta 45 hg. de peso, con signos
nerviosos ¥y wmortalidad del 30X en algunas granjas con
deficiencias sanitarias o de manejo (16). Loa signos nerviosos
aon progresivos: incoordinacién, espasmos susculares, rigidex
de miembros posteriores, marcha ¥ postura amorsal, postracion,
hipersensibilidad, movimiento de carrera, ceguera, nistagmus y
nuerte entrea laa 30 y 48 A despults de la postracibn; estos
asignos van precedidos de fiebre, eritema cut8neo, pelo
erizado, lomo arqueado y estreflimiento (17,21,22).

Un signo clinico caracteristico del padecimiento, debido al
cual el mal recibe el nomnbre de *0fo Azul”, es la opacidad de
la cOrnea en el ! al 30% de los animales afectados, comunmente
unilateral pero en ocasiones bilateral (15,21,22). Finaluente
y de acuerde al andlisis de los pardmetros productivea de
granjas qQue han aufrido brotes de la snfermsdad, se deduce que
el virus produce trastornos reproductivos; incresenta el nGaero
de¢ cerdas que retornan al estro, baja la fertilidad entre !5 y
20%, aumenta del 2 al 24% el ntmero de lechones nacidos muertos
3 del 1 al 5% el de momificados (18).

Los estudios posmortem de lechones afectados . natural ¥y
experimentalmente, seflalan que las lesiones macroscépicas son
ocasionales y ligeras, observiandose fundamentalmente congestion
meningea, atrofia serosa de la grase coronaria, vejiga ¥
estonago repletos de contenido, hepatizacion del  vertice del
{6bulo apical 3y cardiaco del pulmbn y opacidad de la ¢cbrnea.
Las lesiones microacbpicas corresponden a tnc encefalitis no
supurativa, neumonia intersticial, wuveitis anterior y edema
corneal (11,21,22).



Una investigacion serologica llevada a cabo en 2 granjas de
ciclo completo mediante la pruebe de [H, mostré que hay
persistencia de anticuerpos en los cerdos hasta 15 meses
después del brote. En este mismo estudio, @ los 1l ¥ 18 meses
posteriores el brote, se introdujeron a la granja cerdos de
diferentes edades, provenientes de explotaciones sin
antecedentes de haber sufrido la enfermedad, » seroldgimente
negativos al POA, ninguno manifestd signos clinicos, ni
desarrolld inmunoglobulinas contra el POA en 3 muesireos
repetidos a intervalos de 30 dias, mencionando por consiguiente
que la enfermedad se autolimitd (14).

Si bien es cierto que la enfermedad puede autolimitarse,
también es claro <que el problema sigue vigente een la
actual idad, observdndose con mayor f[frecuencia entre Abril y
Julio, jugande un papel imporitante en la permanencic y
diseminacion de la infeccidn la insalubridad, el mal manejo de
algunas granjas, la movilizacidbn no controlada de cerdos de
dreas afectadas ¥y la introduccidn de éstos a granjas con
poblaciones altamente susceptibles (13,15,

Para el diagndstico de laboratoric se utilizan a la fecha las
pruehas de inmunofluorescencia, inhibicion de la
hemoaglutinacidbn (IH) y seroneutralizaciétbn (SN) en cultivos
celulares (15,19).

Es conocido el hecho de que pare el exito en la erradicacion o
control de las enfermedades, contribuye de manera importante la
aplicacidn de pruebas de laboratoric seguras, répidas,
sensibles ¥ especificas. En los tltimos afios ha adquirido gran
importancia en el diagnodst ico de las enfermedades
infectocontagiosas, el ensayo inmunocenzimiatico o "Enzyme Linked
Immunosorbenet Assay” (ELISA), considerada como una prueba de
muy alta sensibilidad, especifica, de lectura objetiva, de bajo
costo y sus reactives de vida media larga (25).

Tomando en consideracidn que la enfermedad denominada ”"Ojo

Azul” en cerdos, es un padecimiento nuevo e¢en esta especie,
seflalado como causa considerable de pérdidas econdémicas a la
industria porcicola, es necesario contar con todos los

elementos gque permitan su control o posible erradicacidon,
Dentro de éstos, un diagnéstico de laboratorio 7Gpido, Scguro ¥
confiable, permitird combalir eficazmente esta nuevae enfermedad
en cerdos.



HIPOTESIS

La apliocacion de la prueba de BELISA para el serodiagnbéstico de
#0jo Asul® en cerdos, permitird detectar rdpida » eficazmente
insunoglobul inae contre esta enfermedad.

OBJETI1IVO

Bl prcsente trabajo tiene como primer objetivo desarrollar la
prueba de BLISA para el diagnéstico serolbgico de "Ojo Azul” en
cerdos y como segundo, comparar los resultados de esta prueba
con las de inhibicion de la hemoaglutinacién (JH) »
saroncutralimacitn en cultivos celulares de linea PK15 (SN).



MATERI AL Y MNETODOS

Aislamiento e identificacion del wvirus.— De una granja de la
Piedad, Mich. que presentd un brote de encefalitis en lechones
y opacidad de la cornea en el 8% del total de los cerdos, se
selecciond un lechdn ¢con signos mnerviosos, se sacrificd y a la
necropaia 8se obtuvo el enctfalo, de ¢éste se prepararon
improntas en portaobjetos ¥ se efectud la prueba de
inmunof{uorescenciec directa C(IF) Ffrente a un conjugado
eapecifico contra el POAxY (6), posteriormente con fragmentos de
la corteza cerebral (porcidbn anterior » media del cerebro), se
prepard una suspensidn al 10% en solucidn amortiguadora de
Josfatos pH 7.2, adicionada de antibidticos (100 Ul/ml de
penicilina y 0.001 g/nl de eatreptomicinal). Con ila suspensidn
se inocularon aonoesat ratos confluentes de celulas PKIS
contenidos en bolellas de plastico de 25 ca2 de superficie para
c;ecinicnio y tubos leigthon con laminillas de vidrio de 7 cm2
).

A las 24, 48, 72, 96 ¥y 120 h postinoculacibn, se obtuvieron
laninillas de los tubos leigthon, para realizar pruebas de
inmunofliuorescencia directa con conjugado contra POAX (6) y
tinciones con coloranies de Giemsa (4). El medio de cultivo

aobrenadante de ctlulas infectadas, se examind en un
microscopio electronico Jeol 100 B, mediante la preparacidn de
tinciones negativas segtun metodos descritos por Gibbs hY

coladboradores (2). A la vez el mismo sobrenadante se empled en
pruebas de SN en cultivos celulares e [H, frente a un suero
especifico contra el POAx (3,6).

Preparacidn de antigenos para i ¥y SN.—- Monoesttatos
confluentes de ctlulas PK15 crecidos en botellas de pléstico de
75 ¢cm2 se infectaron con 0,000 dbsis infectantes cultivo
celular (DICC) 50% del POA (1). Despues del periodo de
incubacidn los cultivos celulares se congelaron a -70 C, se
degcongelaron vy congelaron 2 veces mds, para permitir la
liberacitn del virus de las células. La suspensién se
centrifugd en frio (4 C) a 15 000 g 10 min. y el sobrenadante
86 almacend hasia su uso a -70 C en ampolletas de vidrio con
0.5 ml cada una.

Preparacion de antigeno para la prueba de ELISA.- Tomando en
consideracidén que uuchas vacunas empleadas en cerdos son
elaboradas en cultivos celulares de origen porcino y con el
objeto de evitar posibles reacciones imespectficas, el antigeno
se elabord en ceélulus de linea de Tifibn de mono (VERD), - Se
inocularon con 10,000 Dicc 50% monceatratos celulares
contenidos en IO botellas de plastico de 75 cm2, después del
periodo de adsorcidbn (! h a 37 C) se redlizaron 3 lavados con
medio de cultivo (Medio Esencial Ninimo de FKagle) sin suero,
finalmente se agegd a cada bdotella 5 ml del mismo medio vy se
colocaron a 37 C.



Cuando s obaervo efecto citopatogenico (BCP) - en el 100% dei
monostrato celular (96 A postinoculacion) las células sc
desprendieron de la superficie para crecimiento con una varilla
de vidrio con punta de Mule ¥ la suspensidn se centrifugd a
1000 g 3 min; al paquete celular resultante ac resuspendid en
S wul del medio aobrenadante, 8¢ congeld a -70 C ¥y se
descongeld, este proceso se repitid 2 veces sds. La suspensifn
a8 sonicd a 18 000 ciclos 30 seg., @e centrifugh en frio (4 O)
¢ I5000 g 15 nin y el sobrenadante se congeld a ~70 C en
empolletas de vidrio con 0.3 sl cada una. Bl antigeno ue(qﬁuo
s® elabord de igual forme con cultivos cclulares VERO no
infectados.

Suercs.~ BSe exasminaron por las 3 pruebas (Id, SN y BLISA) 31
sueros sanguineos de cerdo procedentes de una granja en la que
no se Aabtla presentado ia anfermedad (Gl), 31 sueros ads de una
granja de la Piedad, Mich., con antecedentes d: haber padecido
*0jo Azul® (G2), un suero de referencia negativoxx y 2
antisusros de referencia confra POAY y Xx.

Baronsutralizacion (SN).~ La prueba se realizd de acuerdo a la
t8cnica descrita por Reiung (3). Se emplearon ctlulae PKI5 »
microplacas de pldatico de 96 pozos. Se prepararon diluciones
dobles seriades, siendo la inicial 1:16 y la final 1:512 para
sl susro negativo y los procedentes de las doc granjas, y pare
loa antisueros eepectficos al POA la dilvaibh finel Puc
1132,738. BEatas diluciones se enfrentaron a un volusen igual
(80 al) de medio de cultivo con 100 DICC 50% de POA, desputs de
incdbar las mexclae virue~suero a 37 C I A se adiciond a cada
poso 50£l de wmedio con 400,000 celulas/ml, we ssllaron las
llcropl as y se colocaron a 3'/ C. La lectura se llevd a cabo
a lae wediante la prueba de hemoadsorcion cvon-eritrocitos
de pc“o al 2% (8). Bl titulo correspondid a la dilucitn mds
alta capaz de evitar la hemoadsorcion de eritrocitos en el 100X
del monosstrato celular.

inhidicion de 3a Aemcaglutinacion.- Se ailguid la técnica
descrita por Lennette y otros para Encefalitis Equina (6). Se
utdlind como diluente @olucidn asortiguadora (VERONAL) pH 7.2,
aritrocitos de pollo al 0.5X%, microplacas de pldstico fondo U
dea 98 posoe ¥y diluciones dobles aeriadae de los sueros, lae
ltllcl que se emplearon en la pruebe de lﬂoﬂcutm“zacidu,

Satas e enfrentaron a un volumen igual 25 pl de vORONAL con 4
UBA (unidades lmluﬁncﬂuo) de POA. EV tttulo correspondid
a la dilucion wmayor de asuero capaz. de inhibir al 100% la
lmuluﬁm(oa dc !u <4 UHA.

r Depto. da Virologla e Inmuncilogta de la FNVZ dc la UNAN,
&1 suero Adperinsune fus elaboradd cn un cerdo scrold--
gicasante negativo al FOA.

. 2x National Vltqumry Servicas lLaboratories, USDA, APHIS, VS.
B8, IOWNA. Bl suero hiperinmune fué claborads en un -
. cerdo BPF con virua ds Ojo Azul aislado en Néxics (X).



BLIBA.~ La técnica indirecta de BLISA, se 1llevo a cabo de
acuerdo a las especificaciones de Voller y colaboradores (25).
Los anttigencs fo'ltlvol ¥ negativoa, los sweros Mocru-m.
contra POA y sl conjugado anti-lgG porcino peroxidasa, se
titularon previacments ¥y se detersind la dilucidn éptima para su
w80, La prusba se efeciud en smicroplacos de 96 pozca, e
agregaron 00 microlitros de aotuc(bn anort iguadora de Josfatos
itwasen 20 pB 7.4 (SAF twesn) a los 38 pozos de la pariferia
(8,10). Los 60 pozos interiores se recubrieron con 100
nicrolitroa de los antigencs diluidos en  solucidn de
recubrimiento pH 9.6, intercalando una Ailera de 10 pozos con
antigeno positive » wuna con el negativo, se dej6 vdsorver
durante 24 A a 4 C en cdmara AGmeda. Bl lavado entre

incubacion ae efectud con SAF tween durante 3 sinutos 3 veces.
Daaputs del primer lavado as agregaron diluciones
aenilogarttunicas de los sueros de 2.0 a 5.0 log.10 dilutdos en
BAP tween adicionada de 1X de albUmina de Auevo, esta Gltinc se
adiciond con el objeto de racubrir zonas de la superficie de
jos pozos no .cubiertas por el anttgenc svitando reaccionss
incapecificas, se incubaron a 37 C 1 A, se lavd ¥y adiciond la
dilucidn del conjugado anti-IgG porcino peroxidasa y se incubd
a37C1 A, [finalmente se lavd y adiciond el sustrato que
conaiatio de H2 02 al 0.0¢% adicionado de o—phenylenediomins al
0.04% como indicador de la actividad enxzimdtica, la reaccitn se
detuvd a loa 7 sin. adicionando 50 ml. de una solucién 2.5 N de
B2 804. Los resuitados ae interpretaron em forma visual ¥
mediante el uso de un lector de BLIEA con filtro de 490 de

longitud de onda ¢8,10,25).



RESULTADOS

Adslamiento e identificacidn del wvirus.—~ Las improntas de
cerebro fueron positivas en la prueba de IF (foto 1). Los
cultivos celulates pKIl5 infectados con la suspensidbn de
SFragmentos de corteza cerebral, presentaton efecto
citopatogénico (ECP) caracterizgado por desprendimiento de §gran
cantidad de células que enturbian el medio de cultivo a partir
de las 48 h post inoculacion ¥y por fusiones celulares
representadas por células gigantes que mosiraron de 5 hasta mis
de 20 ntcleos, observindose en mayor nimero a las 96 h (foto
2). La fluorescencia especifica se observd en el citoplasma de
varios grupos de células a las 24 h y se generalizb a todo ¢l
monoestrato celular a las 48 h (foto 3).

Las tinciones negativas mosiraron al microscopio electrénico
particulas virtales de 130 a 300 nm, los viTiones pleombrficos
con espiculas en la superficie » 1las nucleocapcides de
particulas vitales rotas de 20 nm de ancho ¥ longitud hasta de
1200 nm (foto 4).

El suero especifico contra el POAx fue capaz de neutrolizar a
100 DICC 50% del virus aislado hasta la dilucidbn 1:16384 » en
la prucha de inhibicidn de la hemoaglutinacidn el suero inkhibid
a 4 UHA hasta la dilucidon 1:4096 (Cuadro 2 y Gréfica 3).

Las titulaciones de conjugado anti~-{gG porcino peroxidasa p de
antigeno positivo se muesiran en las lecturas ! ¥y 2, en el case
del conjugado se determiné utilizarlo diluldo 1:400 » el
antigeno 1:200, con el propbsito de obtener resultados clatos ¥
economizar reactivos.

Los tesultados obtenidos en la prueba de ELISA se resumen en el
cuedro 1 vy grafica I, en &stos se aprecia gue la relacién
diferencial entre los sueros positivos ¥ el negative fue mayor
en la dilucion 2.5 log.l0 (Grafica 1).

El undlisis comparativo de los resuliados de la prueba de
ELISA con las de IH » SN se resumen en el cuadro 2 y greficas
2 y 3, donde se observa que los titulos obienidos por la prueba
de ELISA fueron mayores en aproximadamenie 0.5 a 1.0 de log.l0
en relacidn a los de IH y SN, de tal manera que al! obtener la
de los titulos de los sueros, se observd que la prueba de KLIRA
fue 9.3 veces més sensible que IH y 5.9 wveces mnis que SN
(Cuadro 2)., Asimismo se advierte que la interpretacidn visual
de la prueba de ELISA corresponde en la mayoria de los Sueros a
la lectura espectofoiométrica, siendo e¢n algunos menoT la
visual en 0.5 de log.I10. La relacidn de la prueba de ELISA con
las de IH y SN de acuerdo al nGmero de sueros positivos »
negativos detectados, fué de 98 .4%, el 1.68% restante
correspondio al suero 27 que resulio positivo en la prueba de
FLISA en la dilucidén 2.0 log.l10. (Cuadro I).



LECTURA ] Titulacién de conjugado anti-IgG porcino peroxidasa.
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LECTURA 2 Titulacién de antigepo.del POA

SINGLE MODE FEF FILIER * 1!5'21' rn 1)ER 3 THRESHOLD = 1.00 CALIBRATION = 1.04
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<0000 [0.9% > 1.063 | €930  0.957 | 0.007  0.013 | 0.056  0.089 | 0.07 0.0 | 0.007

= /00 0,00 o.87 9.96) 0.946 0.846 0.006 0,009 9.067 6,068 0,023 4.04 %.008

> 200 0.000 (%> I X ] 157 .57 0.005 0.006 0.942 0,048 [ R ..c18 0.007

B fro-o.om 0. 40 .43 . 0.34% 0,001 8,002 0,030 0.037 6.0l 0.0§7 0,007

F J""" -0.803 L8 6246 %208 9,28 0.008 -0.001 8.026 0,028 0966 [ A 0.002
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[ 8,002 0,002 -0.001 2.005 0,001 2.004 0.003 0.002 0.008 0.087 0.810 ¢.0td



FOTO

Impronta de
contra PODA,

cerebro positiva por IF con conjugado especifico
clitoplasma de

la fluorescencia se observa en el

neurona (X SO0).

ECF en células FK15, 96 h.

postinoculacion, ceélula

multinucleada, Tincidn GIEMSA (X 500).

Lt

giga

la

nte



Fostinoculacion vy
n citoplasma

Inmunoflucrescencia de células FK13 72 h.
celula gigante multinucleada con fluorescencia e

(X S00).

proyecciones en la
o sobrenadante

{ aramixovirus con
ativ~ de medio de cultiv
as (X 108,000).

Particula tipica de
superficie. Tincian Ne
de células FI1S infectar



CUADRO 1 RESULTADOS DE LOS SUEROS ENFRENTADOS AL ANTIGENO DE POA EN LA PRUEBA DE ELISA.
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15

ZACION (SN) INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION (IH) Y ENSAYO INMUNOEH-
ZIHATICO (ELISA) PARA EL POA

(LG 1t S ELISK  ILISA MURSTRA il SE o MLISE LISk
(VISTAL)  (E.490) (VISO4L)  (E.490)

1 161 ' 1 ] K] (62} ) ] ' 1
1 (62} ] ] ] ] 3 ) ' ' ] 1
1 {61 1 [} ] » % () 1 1 ] ]
4 {62} N W R XTI X i 1) ] ] ] *
s (62) N I N B RN n (1) 1 1 1 ]
‘ (62) 4L LN 30 ] 162 L2 LS 25N s
1 (€0 ] ) ] ] 1] (62} LE a1 80 38
[} {61 ] 1 ] ] 1 (62} 1 1 1 1
L] {611 t ) I ] It 162 LT LN LI
0] (61) 1 [ ' ' M 161} 1 ] ¥ 5
1 (52) I X X TTT A 0 (62} [ N TR N T
12 (61) 1 1 1 ) i (62} L5 1S 230y 23
5] 161 ' 1 1 ] 15 (62) ] ) 3 1
" (64) 1 1 ] ] ()] 161) 1 n 1 L]
1 (61 ' i 1 1 [ 162) Lzl o) 0
18 162) 1.8 IR 18 25 9 (61) L] 1] 1 ]
u {62} [N NI N T X 50 (73] T 3 T LYY
" (62 L1 LK) L 51 (61 ' 1 1 1
1 (1) 1 1 1 ] [ (a1 1 1 1 1
0 (6n) X I WO R TN 5 teL) 1 1 ] 1
] (€2) BT B R X TS REN ] (o1} ' 1 1 1
1 (62) 1 1 [ ) 5 {62} [ I T L W T )
n 1€) IS T T R TV I X} % (©oh 1 [ []
N (62 LY L 28 3 s 162} | U W B R TT K|
i) (1] ] [} 1 1 H} a1y 1 [} ] ]
" o 1 ' ! ' 5 @l ' 1 1 '
a 162 ] [ X T X 9] (61) 1 ] ¥ ]
] {62y 14 Ly sy 28 51 (62 [T I X XTTT R
n () ] ] ' [] [ 166 ' [ ] [
] [t} " 1 » »
1 (o | KT N X T I Y [ [N TIE KR N TTY R
n (61) ] ] ] (111 L6 42 A5 50
n {2) ' [ ' ] SECATIT 1 [ ' ]

(S R TR T 3,13-2.16= 9.3 106, 105 9,34 VACES MAS SENSIBLE QU [

15 236 106,10 3.13-2.36= 0,17 L0G.10: $.99 VICRS WAS SEASIBLE QUE SI

LRLISA= 3,13 106,10

105 VALORIS ASTRRIONNS, SOM RIPORENTES O LOGARITMO DK BASK 10 T BAFRESENTA LOS TIT0LOS OBTENIDOS POR BSA THCRICA.

€«
G
L

= GIIE SN ANTECKDENTRS OB 0J0 AIGL ANES = SUERD POSITING DR ARSS
= GIANJA QDY PRESENTO OW BOOTE DT 0JO AlDL ORAY = SUBRO POSITING DK L OMAR

0 = LONGITOD OF ONDA SAPLEADA PANS LA LECTORA DK ULISA  NEGATIYO = SUREO DE REPRRIACLA WECATIVG DE AMIS

MSTLTADO NEGATIVO
CCLOK FISOAL DEBIL {5L15A)
= AERCCIOR YISOAL FORfIE




GRAFICA 1

ANALISIS COMPARATIVOS DE 10 SUEROS NEGATIVOS Y 10 POSITIVOS DILUIDOS 1:100 v 1:320 POR LA PRUEBA DE
ELISA FRENTE AL ANTIGENO DEL POA
(E.490)
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GRAFICA 2

ANALISIS COMPARATIVO DE LOS SUEROS POSITIVOS AL POA DE LA GRANJA 2 POR LAS TRES TECNICAS EMPLEADAS
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GRAFICA 3 (CONTINUACI(N GRAFICA 2)

ANALISIS COMPARATIVO DE LOS SUEROS POSITIVOS AL POA DE LA GRANJA 2 POR LAS TRES TECNICAS
EMPLEADAS
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DISCUSION

Los estudios al microscopio electrdnico del wvirus aislado en
ctlulas PKI5 y las. pruebas de [F, IH y SN efectuados con el
mismo virtus frente al conjugado ¥ sueros especificos contra el
PDA, permitieron la identificacitn del agente etiolégico
productor de Ojo Azul en cerdo (7,18,19) ¥ justificaron su uso
en la elaboracibn de antigenos para IH, SN v ELISA.

En el presente trabajo se emplearon 3 diferentes técnicas de
deteccidn de anticuerpos contra el POA, observindose que la
prueba de ELISA permitio deteciar anticuerpos en los sueras
sanguineos porcinos al igual que las de IH y SN, a excepcion
del suetro 27 que resulto positivo por la prueba de ELISA en la
dilucion 2.0 log.l0, sin embargo podemos seficlar en el aspecio
cualitativo que la especificidad fue similar en las tres
pruebas. En cuanto a la sensibilidad la prueba de ELISA
moatrs ser 9.3 veces Mbs sensible que la de IH » 5.9 veces més
que la de SN (Cuadro 2), resultados similares a los reportados
por cutores que han realizadd anblisis comparativos de ELISA
con IH (9,23,24) y con SN (12,23) empleadas en la deteccitn de
anticuerpos contra enfermedades virales que afectan al ser
humano o a los animales.

Cabe seflalar que el antigeno empleado para la prueba de ELISA
no fue altamente purificado, sin embargo la especificidad y
sensibilidad obtenidas, mnos permite presumirt que fueron
satisfactorias, tomando en consideracidn que la relacibn con
lag pruebas de [H y SN fuée de 98.4%, correspondiente a lo
observado en otros trabajos (12,23). Es importante indicar que
en gran medida las reacciones inspecificas se evitaron debido
al uso de albumina de huevo, la cual blogueo las superficies de
los pozos no cubiertas por antigeno con mayor eficacia que la
albumina de bovine. Potr otra parte lo tTelacidn contempladae
entre los sueros positivos v el negativo de referencia, gue fué
mayor en la dilucién 2.5 log.10, puede deberse a que en estd se
disminuyen los factores inespecificos del suero evidentes en la
dilucidn 2.0 log.l10; no obstante para trabajar todos los sueros
a unea misma dilucidén es mnecesarico 7tealizar un mayor nGmero de
pruebas con diluciones intermedias enire las diluciones 2.0 v
2.5 log.10, para rTeducir el riesgo de obtener resultados falsos
negativos o positivos. Ademas no se debe descartar que la
purificacitn del antigeno sin duda permitird mejorar la calidad
de la prueba.

Atn se desconoce muchos aspectos de esta nueva enfermedad en
cerdos que afic con afio produce brotes en diferentes estados de
la Repttblica (15), siendo por lo mismo relevante realizar
mayores estudios y valerse de o aprendido para combatiria.
Consideranos que la prueba de ELISA puede brindar grandes
beneficios para el control de Ojo Azul en cerdos.



CONCLUSIONES

Los estudios seroldgicos realizados, indicaron que la prueba de
ELISA permitido detectar eficazmente inmunoglobul inas contra el
POA en sueros sanguineos de cerdos, demostrande ser una
excelente opcidn para el dicgnéstico serolbgico de Ojo Azul,
debido a su especificidad, alta senstbilidad, interpretacidn
objetiva de resultados » réapida realizacibn.
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