.

N
\ UNIVERSIDAD  NACIONAL AUTONOMA DE  MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

PRODUCCION Y COMPARACION DE TRES METODOS
DIFERENTES PARA LA ELABORACION DE UN
ANTIGENO DE AUJESZKY PARA INMUNODIFUSION

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA
P R E S E N T A
MARIA DE LLA LUZ HERNANDEZ SALCEDO

ASESORES:
M.V.Z. MARCO ANTONIO FAJARDO ROMAN
M.V.Z. JORGE MUROZ MURNOZ

CUAUTITLAN IZCALLIL EDO. DE MEX. 1987




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



Ix

IIX

Iv

vI

VIXI

I NDICEK

RESUMEN

INTRODUCCION

MATERIAL

DESARROLLO

DISCUSION

BIBLIOGRAFIA

14

29

31



RESUMEN

Este trabajo se degarrolld en el Centro Nacional de Salud Animal -« -
{CENASA), de la Secretarfa de Agricultura y Recursos Hidradlicos ==

{SARH)} ubicsda en Santa Ana Tecamac, Estado de México.

El objetivo de este trabajo, fue encontrar un m#todo para la produc-—

c:ufi, de un antigence de aujescky mds econdmice y facil de adquirir.

L25 Proca@3os utilizados para extraer los antiganos en estoes tres mb-~
todos, han si1do investigados para determinar las diferencias antre -

ellos.

En las tres preparaciones hechas a partir de las celulas de cultivo=-
infectado, se obtuvo una gran cantidad de Antigeno. En los métodos-
de extraccidn enzimitica y precipitacidn con polietilen glycol, se =
observéd que el antigenc obtonido presentaba anticuerpos inespacifi--
cos contra ol antisuero ¥y el método de procipitacidn por sulfato de
amonio fue el mednr va que pnressantd ona seanaihilidad ¥y una aapacifi-

crdad para la prueba de i1nmuncdifusidn.

Este antfgenc fue gsometido con suero de campo an la técnica deé inmu-
nodifusidn., la cuil podremos recomendar ep forma rutinaria, la reali
zaci8n de 8sta para todos los suaros recibidos en el laboratorio y -
la pruuba de seuroneutrelizacidn, podela suz aplicade solamente en -

ios suercs gue resultaran negatives en la técnica de inmunodifusidn.



INTRODUCCION.

En el afio de 1902 el Dr. Aujeszky, publicd el primer artficule

acerca de la seudorrabia, realizando la daacripceibn de la enferme-

B

21 observarla en bowvincs afeckados en Mungxrfa su pafzs natal.

Las investizaciones realizadas por 'ujeszky al reproducir la anfer
medad en oviros, perros y gatos y al adaptar el agente causal al -
conejo, lo llevaron a demostrar la sintomatologfa diferencial en -
tre este padecimiento y la rabla, aenfermedad viral ya conecida y -
descrita por Pasteur. (15 y 24 )

Actualmente la enfermedad de Aujoszky se encuentra ampliamente dis
tribufda en el continente Europeo, ocasionando en algunos paises,
graves pérdidas econdmicas. (7 y 24}

En Amé@rica, fué reportada inicialmente por Shope en 1931, aungue =
existen pruckas de su presencia en los Estados Unidos por lo menos
dasda 1E13, on donde e¢ra conocida con la sinonimia de "comezén lo-
ca”. (Mad itch) (23%)

Los primeros reportes sobhre la enfermedad de Aujeszky an México, -
fueron raalirados por Bachtold en 1945, quien dascribid la sinzoma
tologia clisica del padocim.entos da bovinous de los estados do ==
Aguascalientes y Guerzrero. (7 vy 16)

Debide a3 gue ta seudorrabia es mortal en el bovino, en México no -
3e reportaron nuevos cascs de la enfermedad durante aproximadamente
25 ados, hasta la aparicidn de un brote en bovinos del estado de -
Guerrero en el afo 1971. (186)

Durantae 1973 se reportd un brote grave de la antermedad de Aujeszky
en cerdos, ocurrido en una granja del estado de Jalisco que frecuen
temente importaba animales para pie do cria procedentes de los Esta
dos Unidos de Norteamerica.

Durante esta afio y al siguiente la enfermedad prevalecidé en la zona
provocando la muerte de 3500 lachones. (7}

Posteriormente la seudorrabia se oxtendid an los primeros meses de
1975 a los estados de Guanajuato y Michoacdn afactando porcinos y

perros.



Hacla finales del misme afio se reportd en granjas del estado de Guga
najuatc uma alta mortalidad de lechones, después de la llegada de -
un verraco procedeonte del estado da Iowa, E.U.

Por tales motivos se tomaron alqgunas medidas para evitar sa disemi-—
nacidn, pero para esntconces ya habfa penetrado a la mayor Srea porcl
cola du HExico, infectando a 37,000 hembras y causande la pardida -
2e 20,000 lecshones. (7}

Zn 1976 dicae Estado continud padeciendo la enfermedad de Auwjeszky
pero la repercusidn econdmica para los percicultores fué menor de-
bido & una poblacidn parcialmente iamune. {(7)

Al afio siguientds se reportan casos en los E£stados de ME8xico, San ~
Luis Potosi ¥ Caxaca. Para 1978 y 19793 se¢ coastituyo una clara zg
na enzodtics en e} Bajfo, donde probablemente la vacunacidn ha cola
borado a reducir las pérdidas. *

En 1980 se presentd un brote en ol estado de Nuevo Ledn y se repor-
t8 nuevamente la enfermedad en el Estado de México. ¢

En la mayorfa de¢ las especics afectadas como bovinos, ovinos, pe--
rros, gatocg, zorras, conejou, ewtc., la soudorrabla se caracteriza
per presentar trastornos naervioscs) prurito intenso gue llega » -~
provocar la automutilacidn y el curso inevitablemente fatal., (2,7

vy 24)

En @l ganads porcino la gravedad clinica de la anfermedad es muy -
variabhle, siendo en ocasiones desde muy severa (convulsiones, coma
y muerte an 24 horas) en animales de pocos dfas de edad, hasta ina
parente o subclfnica en cerdos adultos, manteniéndose estos Gltimoez
como portadores asintomSticos y presentando la fuente potancial de
infeccidn para otros cerdocs y para las demlis especies susceptibles.
(1,7.,13,16 y 24)

Entre los principales preblemas que causa la cnfermecad de Aujesznky
en cerxdos, se encuentra una baja capacidad de muchas hemkras para
quedar gestantes, aumento de mortinatos y/o fetos momificadous y la
frecuente reduccidn del nimeroc de lechones al nacimiento, gue auna
do al retraso en el crecimiento de los animales recuperados y a la
muerte de un alto porcentaje de lechones; hacen de la soudorrxabia-

uno de los principalues enemigos de la industria porcicola. (7,13,

(*) Notas no publicadas.



15 y 24)
Tomando cn <uenta la variabilidad de loc signos clfnicos y que los

cambios anatomopatoldgicns se consideran netamante mIcrescochcs -

{24), es necesario recurrir a las técnicas de laboratorio como inmu

nofloresencia, seropeutralizacibdn, incculacidn a conejos e inmunodi

Scorreborar la presencia de la enfarmedad an una explo-
tacién pecuaria.

funiiZa,. pazra

Por Lo anterlorzante ¢ puesto, resulta necesaric establecer un diag
nistico preciso v cportuno de la enfarmodad an losg cardos, para lo
susl es ponible recurrir a dos métodos:

1.- £1 diagndstico clfnice. { 4,5,7.,11,15 ¢y 30Q)

Z.- El diagnSstico do laboratorioc. (3,12,17,19 y 30

En el casco del diagn8stico clfnico, “ontamos con los aignos clini-
cos y sintomatologfa; de estornudo y tos, seguido rSpidamente por
pirexia, anorexia y embotamiaento, y lurgo por desordanes neurnlbgi-
cos qu2 se manifiestan por temblar, marcha excitada, incoordinacibn,
espasmos tonocldnicos, convulsiones, coma y musrcte.

Los animalecs en destete exhiben un cuadro similar pero mueren maenos
v si sobreviven més del 6o. dfa de la enfermedad, es fracuente qua
se produzca la recupaeracidn.

Loy cerdos destatados ¥ los arnimales madurow exhiben una mayor ca-
pacidad de recuperacién.

Las cerdas prefiadas cuando son infectadas pueden abortar embriones
¥y fetos macerados, segidn la fase de geatacidn al momento da la ex-
pogicién.

Signos menos comunes son el prurite, y en los cases prolongados la
ceguora.

€1 incaonveniente del dlagnSstico clinico consiste en que algunos de
log afntomas pueden ser comunes a otras enfermedades por lo gue --
existe posibilidad de confusibn.

El diagnéstico mis preciso y seguro es el de lakoratorio; disponien
dose de las pruebas de ifnmunofloresencia, inoculacidn de conejos,
seroneutralizacidn e histopatologfa.

Estas pruebas son sansibles, precisas y seguras, pers tienem ccmo =

inconveniaenta, la dificultad para realizarse en cualquier laborato-



poer la necasidad de equipn adecuado v de reactivos de altc cos

te, la disponibilidad de personal especializado, asf como de anima-

las de laboratorio y de las instalaciones para su confinamiento ¥y

rio,

au alimentaciSn. (*)
fhmunuvdifusién presenta una sensibilidad de 85% y una

La prueka do
dencrc de

especificidad de 89%, factoreg fqguae colocan a esta tdenica

las tdSneas para realizar el diagnSstico de la enfermedad de Aujesz

ky prasente :do adenis otras ventajas como son su sencillexz, econo~-
mia, seguridad y r8pidez. (")

La finalidad del presente trabajo consistid en una evaluaclidn de
tres métodoes diferentes {Extraccidn enzimitica,
precipitacidn con sulfacte de aménic) para la e-

precipitacidn con

polietilen 3lycol ¥
laboraciSn del antfgeno de Aujeszky,
proporciona el medioc de diagndstjico m&s eficiente y rdpido.

y determinar cual de ellos nos

(") Nota verbal de CENASA.



MATERIAL.

1.- Material Biol8gico:

1.1 Virus: Sa traba3jf con vizrus de Aujeszky c=pa Tecamac adapta

da a la Lfnea celular Pk, g con un titulo de 1077

1.2 C&lulaa: 5e empled la 1finea célular Pkl

3

1.3 Sueros: 200 muestras Ja cardo.

.- Material Quimico:

2.1 Medio de crecimiento:

Suerc Fetal Bovino 10%
Tripticase ina fosfato 10%
Bicarbonato 1.5%
AntibisStico s
Fungizone 0.25%
Madlilo Zsencial Minimo aforar a: 1200ml.

2.2 Medio de manteninmianto:

Suero Fetal Bovino 5%
Tripticaseina fosfato 5%
Bizarhonaren 28
Antibiotico 1%
Fungizone 0.25%
Madio Esencial Minimo aforar a: 1200ml.
2.3 Solucidn des Postfato Bufer:
Cloruro de Sodio 80gr.
Cloruro de Potasaio 25T,
Fosfato de Sodio 11.5¢qr.
Fosfato de Potasio 29r.
Agua Destilada 1000ml.
2.4 Agar para Aujeszky:
Agarosa 0.69%
Tris Buffer 0.05M0larxr

Azida de Sodio - 0.025%



3.-
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Mazerial y Equipoe de

3.16 Ul
3,17 So

Tripsina:

Tripsina 1:250

EDTA

$So0lycidén dAe Fonsfatos Bufferxr
Polietilen Glycoli GICO.
Cloruro de Magnesio.

Sulfato de Amonio.

Botelilas Roux

Laboratorio:

Matcrac de fondo plano de 500 =ol.

Plpetas grarduadas de Iml. y 10 ml.

Probeta graduada de 500ml.

Tubos de centrffuga de 25ml.

vasoc de precipitado de 500ml.

Agitador Magnético

BaAo Marfa

Centrifuga refrigerante
Columna de crigtal 1.3 x 30
Fuantoe de& luz
Incubadora de 37°C.
Magnoto 5 bala
Microsgscopio
Regfrigerador

racongoelador

€
Soporte universal

(=1

1%
1
100ml.
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DESARROLLO

Los pasos pravios para la obtencidn del antfgeno incluveron siembra
de las células, infeccidn y cosecha.

Calts dastacasr que a8tos pasos mon comunes para cualquiera de los af
todos de extracecidn.

frocess comin para los tras métaodos:

$2 sembraron cuatre bo =21las roux con células de la ifnaa Pkls' -
formandossa un monoestrato al 100w pasadas 72 horas a una temperatu-
ra de 37°C.

Postoriormente se realizd la inoculacién de las células con 200 uni=
dadea infactantes del virus de Aujeszky cepa Tacamac teniendo un ti-
tulo de 1077 TCID. Hismas gue fuaron aplicadas a cada una de las bo-
tellss con 10mi. cada wvna, cdejandose a 37°C., durante una hora para
la absorcién del virus.

Pasando este tiempo se adicionaron a cada bHotalla 100ml. de medio =
de mantenimient~ y nuevamante se mantuvieron a 37°C, hasta que apa-
racisron los efectos citopSticos al 100%.

Finalmente se realizd la cosecha dal flufdo v de las c8lulas por -

medio de dacantacifn.

1.- M8todo da Zxtraccidn Enzimftica:
El fluldo y las células cogsechadas ge sometiaron a una centrifu
gacifn da 1500 r durante 10 minutcs.

Se obtuvo al pasuetwe celular

se le adiclonaren 20 ml. de -

tripsina versen, v se incubl a an astufa Roller por dos ho--
ras, duranty este tlempo se a2dfrion& bicarbonato en gotas para man-
taner el pH de 8.

En el momento en el gue las cflulas tomaron un color amazxillento se
lea adiciond 2mg. de cloruro de magnesio, con el fin de inactivar a
la tripsina. Fogsteriorments e aomatid a una sagunda centrifugacidn
de 12,000 rpm. durante 20 minutos.

Sa obtuvo ©l sobranadante 8l cual se pasd a La membrana de aijilisis
Yy se dializd durante 24 horas en PBS (solucidn smalina buffer). Se -
cosechd lo que quedo dantro da la mambrana y de guardd a =80°C. hag

tasu titulacidn.



2.~ M3todo do Precipitacifn =on Poliatilen Glycol:

En egte método sa obtuvo unicamenes flufds por madic de una cen
trifugacién de 2000 rpm. durante 15 minutos, ¥y se desechd al pelat.
El sobrenadante Zué jinactivadc = 60°c. por 4 horas en baifio mar¥a.
Terminado el tiempo sae le adiciond al pelimcilen glycol 6000 al 50%
¥ ¢sto na dejo en agitacidn a 4°c. por 90 minutos.

Se di8 urna segunda centrifugacidén a 9000 rpm. durante 30 minutos, -
3¢ obtuvo 6l pelet y 3¢ puso on menbrana de diSlisis por 24 horas =

can PBS5. sc cosechd y 30 guardé a -80°c. hasta su titulacidn.

3.~ MEtodo do precipitecidn con Sulfato de Amonio:

Ya tentendo el cfecto citopftico al 100% en las hotrellas Roux.
5e¢ cosechd llevandose a cabo tres ciclos de coerngelacifn y desconge-—
lacidn.

Tode el fluldo se centrifugd a 30C2 rpm. durxante 30 minutos. El -
sobrenadanto se guardd a 4°C. y el polet se sonificd 2 minutos 8°
de intensidad. El cual se volvid a centrifugar a 5000 rpms. duran-—
te 20 minutos.

El sobrenadante se sumd al anterior v el pelet se desachb.

Al sobrenadante se Iso adiciond sulfate de amonio (42.5 x 100) y s=
dejs toda la noche en agitacibn a -4°C. Postaeyriormante pse centri-
fugsS a 9000 zrpm. durcante 30 minutos, al sobrenadante se dosachd ¥y
el palet se puso a dializar zon PBS en la membrana de difliszis por
24 horawu. Se sometid a unez cuarta cencrifugacidén de 9000 rpm. du-
rante 30 wminutos y el sobrenadsnte que ya as el antfgenoc ae guardsd

a =-B0°C. hasta la siguieancte prueba.
Evaluacidn de los Antfgenos por medio de la Frueba de Inmunodifusidn.

Para la realizacifn de esta prueba 3e elabord un medio compuesto —--
por 0.69% de Agarosa y Tris Buffer al 0.05 Molar con un pH de 7.2 y
a esto se le adiciond 0.025% de Azilda de Sodie.

La mezcla fud envasada y esterilizada en autoclave mantenidndose 10
libras de presidn durante 7 minutos y posteriormente conservandose

a 4°C. hasta su uso.
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Se urilizaron cuatro portaobietes da cristel perfectamente limpios v
secos, cada laminilla se cubzid con una capa de 4 ml. da gel.
Gna ver sclidificado el medio, se procedid a realizar 7 perforario—-—

nes de 4 mn. y la distancia entre cada una de 2.5, mm. (fig. 1).

~

O
/O

O/
O

|
O
O
CT> ™~

Pig. 1.- DisposiciSn de las paerforaciones en el gol
nsolidificado.



La evaluacidn del antigeno de Aujoszky se realicz8 en Qos fasus:
AI~ Dotccorfn dal wiru«e on los tres antf{gencs chtenidos.
Con una pipetax pasteur estlril se coioed en la fosa central el
antisuero v el antigenc obtenido mediantes o] primer método, se
puso en la perforacifn primaera del lado decrecho de la parte su-

perior ¥y en la cusrta perforacidn, £ig. 2V .

Figuxa 2

11
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El1 antigeno obtenido mediante el segunde métodao se colocd en la sagun
da perforacida y guinta. (fig. 3)

ogo
<:> (:) L:)

II

Figura 3

El antfgeno obtenido mediante el tercer método se colocd en la terce-
ra perforacién y sexta. (fig. 4}.

IzI

:]
ogo
_O20._
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8_- Titulacidn de los antlgencs de Aujeusxky

Con otra pipeta Pasteur est@ril se coloc6 on la fosa cantral al

antisuero y en las restantes el antigeno desde origen hasta la dilu

¢i8n 1:32 (fig,$5}

Primera fosa origen Segunda fosa 1:2
Tarcera fosa 1:4 Cuarta fosa 1:8
Quinta fosa 1:16 Sexca fos8a L:32

La cantidad de antisuero Yy de antigeno por fosa aproximadamente fue

de C.02ml.
Las laminillas se incubaron en cdmara hiimeda 3 25%c. durante 48 hrs.

La lectura final de la prueba ase llevSs a cabo a las 49 horas empleap

do una fuente do luzx.

. l Qrigen .
090
1:15/ ? \ 1:4

Figura 5§



RESULTADOS

En la primera evaluacidn del antigeno. consistanta en la detec-
cidn del wvirus. se obgervd gue los tres antigenos exigsten particus=

las virales. (iig. &)

Figura 6
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Ea ¢l caso dp los matodos de extraccidn enzimi8cica y precipita-
©18n con polictilen glycol, sa observaron lineas inecapa<ificas en -
la prueba de Iamunodifusidn, wieontras que en 8l tercer mécodo da -
precipitacidn con asulfaco de amonio, prasentS lineas dae identidades

espacificas caracteristicas da la pruasba de Inmunodifusibn. (£ig.7)

Figura 7



Debido a la impureza de los dos primaxos anzfi{ganos, manifasszada

r una inespacificidad d4ae lineas, qu~ los hace inapropiados parga -

diagnSstico mediante la prueba de Inmunodifugisdn,
a zu titulacidn.

poiel
un no sa procedid

Z1l antigens obtenido por el =ercer miétods que p_asents lineas da -

idontidad espec{ficas se sonetid a2 una pruebax axtra para obsarvar =
3w pspaecificidad. {fig.s)

Figura 3



pPosteriormante 38 raalizd la titulacidn del mismo anetiganc. tenian-
4o como Tesultado gua la efactividad del antigeno paxa 2iagndarico

zediante. Inmunodifusidn es hasca 1:32. (£ig.9)

figura 2

~t



1a

R efecto de corroborar la efectividad de aste antigeno se proce
dié a valorar 200 muestraz de suero de cerdos procedentes de Mdrida
Tlaxcala, Querdtaro, Edo. de México, Veracruz, Moreclos, Michoa -an v
Guanajuato, dichos sueros fueron valorados mediante pruebas de serc
neutralizacidn e iomunodifusifn.

Observamos que a3 las 48 horas después de colocar al antigono v sue-
ros en lags fosas correspondiaentes, se formaron lineas de precipita=-
cidn bastante claras, lo gque permitid realizar la lectura final de
la inmunodifusidn en este Tiempo.

De los 200 sueros trabajados en la prueba de seroneutralizacidan, -
101 sueros resultaron ps3itivos con un titulo mayor de 1:4 (Cuadre
1).

Al trabajar los 200 sueros en la prueba de inmunodifusién s& obsar-
v8 que 88 de los 10! positives en sexoneutralizacidn presontaron -
1fnea de preclpitacidn clara {(Cuadro 2) .

De loa 40 sucros obtenidos en forma poco agdptica, 20 resultaron --
contaminados y 10 tSxicos, lo que provocd gue no se emitiera xesule-
t2dc 22 loa miames an la prueba seroncecutralizacidén (Cuadro 1) .

De los 30 sueros gque gquadaron sin resultade 2n la prueba se sercaien
tralizacidn, 11 mostraron lfneas de precip:itacidn, por la gue sc -
consideraron positives a it aunodifusidn (Cuadrs 3).

Dea lIpg 69 sueros consideradovs naegatives en la prueba de seroneutra-
lizacidn, 17 tuvieron un tftulo de 1:4 de estos 2 resultaron posSiti
vos a inmunodifusidn; 18 suercs tuvieron un titulo de 1:2 en sero—-
neutralizacidn y de estos 1 raesulto poﬂitivs a inmunodifusidn.
(Cuadro 2)

Ninguno de los 34 sSueros negativos en la prueba de seroneutraliza--
cifn fue positivo en inmunodifusidn mostrandoe ambas pruebas una co-
rrelacidn de especificidad del 100% en estos casos (Cuadro 2}.

De acuerdc 2l patrdn establecido (Cuadro 4}, la prueba de seroneutra
lizacidn mostrS una sensibilidad de 97.1% y una aespecificidad de --
83.5% {(Cuadro S).

La prueba de inmunodifusidn mostrd una zensibilidad de 87.1% y una
especificidad de 97.1 % {(Cuadro 6).
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Los 67 susros con tfrtule igual & maycer a 1:16 an la prueba da sero-
neutralizacidn resuylraron todos positivos en la prueba de inmunodi-
fusidn, mostrando amkas pruebas una correlaciSn del 100% en estos -
casos {(Cuadro 7).

De lus 34 sueros con titulo de 1:8 enh la prueba de seroneutraliza-~
cifin, 21 mostraron positivos en la prueba de inmunodifusién, mostran

do una correlacisSn del 61.7% (Cuadre 7).



CUADPRO 1

2¢

RESULTADOS OBIENIDOS EN LA PRUEBA DE SNy - -

Mimero de Suerocs :‘,?Ipulc
<) 128
12 » 64
15 32
a4 16
34 3

17
i8
34
30

Total 200

(+)

(++)




2

CUADRO 2

CUADRO COMPARATIVO DE LO0S RESULTADOS OBTENMIDOS EN AMBAS PRUEBAS

Tftulo en SN No. DE SUEROS POSITIVOS Nao. DE SUEROS POSITIVOS
EN LA PRUEBA DE SN EX LA PRUEBA DE ID.
128 6 [
64 12 12
32 15 . - 15
16 34 34
8 38 T o 21
BT T e e B S ey &)
4 : p & -
2 L 18 : 1
o {-+)
0 34 34
{+) LOzZ sueros gue aparescen abajo de la lfnea punteada se conside

ran negativos an ambas pruabas.

(++) Abaje de la 1{noca continua aparecen los 34 snaros que resulta-
rén negatives en la prueba de SN, mismos que fuexon nagativos
tambi&n a ID, por lo que la correlacibn de especificidad es -~

de 100N en estos casos.



CUADRO 2

CUADRO -COMPARATIVO DE LOSVRZSULTADOS ORTENIDOS EN AMBAS PRUEBAS

No. DE 'SUEROS POSITIVOS No. DE SUEROS POSITIVOS
IENTLAT.PRUERA DE SN BN LA PRUEBA DE ID.

Tftulo en SN

128 .6 . 6
64 - 12
iz 15
16 ‘34
8 B .21
iniadindeteind et - === -—’--,—?ff—-'-—~----——(+)
4
2
(r+)
[+] 34 34
{+) Los sueros gue aparecen abajc de la ifnea punteada se conside
ran negativos en amkss pruebas.
{++) Abajo de la lfnea continua aparecen los 34 sSueros qgue rasulta-

ré8n negativoa en la prueba de SN, mismos que fueron negativos

también a ID, por lo que la correlacidn de especificidad es =

de 100% en estos casos.
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CUADRO 3

RESULTADQ DE AMBAS PRUEBAS AL TRABAJAR LOS SUEROS OBTENIDOS EN FOR-
MA POCO ASLPTICA

N(Gmaexo de Suer ssin Piag- Nlimerc de Suerocs % de Sensibilidad
néstico en la prueba de SN Poasicives en la Favorable a ID e&n
prusba de ID estosd cagsos.

30 11 36.6




CUADRO 4

PATRON PARA
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CALCULAR LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE AMBAS P.UEBAS

D i1 agnd st i co TOTAL
Enformoa Nu Enfermos
Positivos L3 a + b
Negativos « c + d
TOTAL a + ¢ a + b+ c + a
Nota: a = animales enfermos detectados en la prueba
b = falsos positivos en la prueba
c = falsos negativos en la prueda
d = animales no enfermos detactados en la prueba

FSrmulat

E

[

Sengibilidad =

x 100

xpecificidad = 4

x 100



CUADRO S

DATOS PARA_CALCULAR LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD EN LA S

Diagnés il o TCTAL
Enfermos No Enfermog
Positivos 101 13 114
Negativos 3 66 69
TOTAL 104 o | 79 183
Sensibilidad = 101 .
101 + 3 x 100 - 97.1%
Expecificidad = 56 x 100 - 83.5%

13 + 66



CUADRO 6
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DATAS PARA CALCULAR LA SENSIBILIDAD ¥ ESPECIFICIDAD DE LA ID.

D 1 agnédés tico TOTAL
Enfermos No Enfermos
Positivoes 8B 3 91
Negativos 13 66 79
TOTAL 101 69 170
Sensibilidad = 88 .
.1
[:3:]) + 13 1oo 87
Especificidad = 66
66 + 3 100 97.1%
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CUADRO 7

FORCENTAJES DE CORRELACION ENTRE AMBAS PRUEBAS, BASADOS EN LOS
RESULTADOS OBTENIDOS

Tf£tuleos en SN RelaciSn entre Sueros Po=- % de Correlacién
sitivos Detectados en Anm-
bas pruebas

SN / 1D
128 676 : T 100
64 12712 RN 1000
32 1S715 U n ‘100
16 34734 : : 100
61.7

8 34721
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40"

30

20

10.

RESULTADOS FINALES OBTENIDOS EN LA PRUEBA DE IHNMUNODIFUSION

- X2 X4 “xs X16 X32 T UIKeA T X128

DILUCIONES DOBLES



KESULTArOS FINALES ORTEHIDOS EN LA PRUEBA UE SERCGHEUTPALIZACION

o g x4 X8 X16 x32 X64 X128

DILUCIONES DOBLES



DISCUSION
En la realizacidn de la prueba de los sueros por inmunodifusi&n
pudimoy obhsexvar gue a las 489 horas se formaren linsas de Fraecipita

ci8n rficilmente ubservables, por 1o que consideramos que este tiem=

po es el adecuado para la lectura en la prueba. (7,24)

Los susraesg o3n tftulos jguales o inferiores a 1:4 pueden prove-

nir de animalies vacunados o bien de arimales gue padecieron la en--
tiempo atris y jue no quedaron come por-

s bajo-

faermedad dn Aujezxky aucho

tadores, por o que ol titulo de anticuerpos neutralizantes

De las sueras gum fuaron considerados negatives en la prueba de

geroneutralizacidn (titule 1:4 o inferior), 3 resultaron positives

en la pruebs de inmunodifusifn, con lo cual suponemos que pudiere

tratarge de animales gue sufrieron la enfermedad hace tiempo y se -

recuperaron sin quedar como portacores, ya que su nivel de anticuer

pos neutralizantes decavs, 2L cvundervaron una baja tasa de anti--

cuerpos precipitantes.

Los suaeros tdxicos o contaminados que no fué posiblae analizar

en la prueba fe seroneutralizacidn arrojaron datos ue consideramos
D q

vilidos en cuanto a que la de inmunodifusmidn no requiers de rcZlulas

para prorcersicnal un diagndstico.

seroneutralizacidn mostrd una sensibllidad del

La prueba deo
lo que hace de esta técnica una

97.1% y una espacificidad de B3.5%,

de las pruebas mis sensibles en la realizacicn de campafias serold-

gicas, sin embargo, presenta algunos inconvenientes como el requerir

de laboratorios con instalaciones y equipo adecuado para produccidn

de cultivos celulares, asf como de técnicos especializadoa; ademds

tiene una alta susceptibilidad a la contaminacidn y un elevado costo.

La prueba de inmunodifusién presentd una sensibilidad de 87.1t



a0

v una especificidad de 97.1%, factoresn adecuadwos para colocar a es-
£a t8cnica dentro do las id6neas para rasalizar al diagndgtico da la
enfermedad de hAujeszky, prasantands ademis o%ras ventaias comc 56N

cu sencillen, econsmia, seguridad y rapidexz.

En aguellos suvercs cuvyas titulos son iguales o mayeores a 1:6 so
cbhbserva una correlacidn del 10C% entre las prunbas de seroneutralis-
zacién e iamunodifusidn, y en sueros qQue tuvieron tituloc de 1:8 la -
correliziin fue de 61,78, resultados que permiten asequrar que la -
inmunodifusidn as una pruebs apta para ser estandarizada a nivel de
laboratorios regionales y permitir un diagnbstico rdpide y seguro -

de la enfermedad de Auleszky.

Se pude comprabar que el ancfgeno gque se alabord por el teracer
método aes da buasna calidad y de bajo cogtc por los trabajos raali-

zados anteriorr snte.
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