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El present.e t.rabajo se realizó en el laborat..orio de Microbiologia 

Vat.erinaria de la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas del 

Inst.it.ut.o Polit.écnico Nacional, en la ciudad de M6x.1co. 

Se evaluaron t.res t.écnicas inmunológicas para la det.ección de 

ant.icuorpos cont.ra la enfermedad de Aujeszky en calost.ro de 

cerdas; ést.as t..écnicas fueron: Inmunodif'usión en agar, ELISA 

Cinmunoensayo ligado a enzimas) con un equipo de diagnóst.ico 

comercial y seroneulralización. 

Para realizar ést.os anA.lisis, se obt..uvieron 100 muest.ras de 

calost.ro de cerdas de diversas razas y edades, provenient.es de 

los est..ados de México. Hidalg? y Guanajuat.o; de las cuales sólo 

fué posible analizar 62. 

Los result.ados obt.enidos fueron los siguient..es: 

Por la técnica de Inmunodif'usión: 3 positivos. 

Por la t..écnica de EL.ISA: 32 posit.ivos. 

Por la t..écnica de Seroneulralizac16n: 59 posit.ivos. 

El anAlisis est.ad1st..ico demostró que si existe dif'erencia 

signif'icativa ent.re los tit..ulos y la absorbancia de anticuerpos 

det..ect..ados por las t..écnicas de Seroneut.ralización y ELISA, 

respect..ivamente. 

La t.écnica de Inmunod1fus16n en agar result..6 ser muy poco 

sensible en ést.e t.ipo de muestras. 



INTRODUCCION 

El virus de la pseudorrabia es un patógeno import.ant.e de los 

suinos; ya que al aparecer en una granja ocasiona pérdidas 

import.ant.es en el área económica, pues af'ect.a a animales 

reproductores. t.ant.o hembras como machos. animales en crecimient.o 

y aun animales que se encuent.ran en eJ 1lt.ero de las hembras. 

C4, 14). 

El pr-imer reporte de la enf'ermedad en lilerat.ura cient.if'ica f'ué 

hecho por Auj•szky en 1902. quien describió la enf'ermedad al 

observarla en bovinos t:tn Hungria. Post.er!orinent.e, al reproducir 

la enf'ermedad en otras especies como ovinos, caninos y f'elinos, y 
al adaptar al agente causal en conejos, dejó bien claro que 

exist.ia una dif'erencia entre ést.a ent'ermedad y una muy conocida 

hasta entonces: la rabia. C3, 11, 14). 

En 1931, Shope not.if'icó la presencia de ést.a enf"ermedad en 

América. C3:>. 

Sachtold. en 1948 det.ectó la enf"ermedad por primera vez en 

México. en bovinos en Aguascalientes y Guarrero. A part.ir de ést.a 

recha no se present.aron más dalos sino hasta 1971, a~o en el que 

se report.6 un brot.e en bovinos del est.ado de Guerrero. C3. 4, 11. 

26). 

En 1973 se presentó un brote en cerdos en una granja del estado 

da Jalisco, que ~recuent.emente importaba animales para pie de 

cria procedentes de los Estados Unidos de América. C3, 4:>. 

Durante ést.e arfo y el siguiente, la en~ermedad prevaleción en la 

zona. provocando una mortalidad de 3500 lechones. C3, 4. 11, 26:>. 
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En el af'So de 1975 la enf'ermedad se ext.end16 a los est..ados de 

Guanajuat.o y Michoacán, a.1'ect.ando a porcinos principalmente e 

inclusive algunos caninos. C3, 4. 11). 

En consecuencia. se est.ableciL.. una clara zona enzóot.ica en el 

Bajio del pais C3, 4. 11). 

Para el af"l:o de 1976, se regist.raron nuevos casos en el ast.ado de 

México y para 1977 se det.ect.aron en Aguascalient.es. Sn. Luis 

Potosi y Oaxaca. C3, 4. 11). 

En 1980 se report.6 un nuevo brot.a en los estados de México y 

Nuevo León. y post.eriorment.e en 1Q8e. en los estados de Yucat.An y 

Tlaxcala. El t.ransport.e de animales del Bajio hacia et.ras zonas 

del pai.s. ha cont.ribUido a disominar la enf'ermedad ampliamente en 

casi t.oda la República Mexicána. C3, 4, 11). 

pi st.r i buci ón. 
La enf'ermedad se encuentra en t.oda Europa, ha sido report.ada en 

IrAn. en el Oriente Medio, en Norteamérica. Centroamérica y 

Sudamérica; est.á present.e en la India. en el Sureste de Asia y 

Taiwan. La enfermedad no ha sido reportada en Australia ni 

Canadá. pero si en Nueva Zelanda y mas recientemente en Japón en 

1991. Hay report.es de su presencia aün en naciones del nort.e de 

Af'rica. c2. 14). 

fil..D.6oimos: 

La enf'ermedad es conocida también como pseudorrabia. pruri t.o 

loco. comezOn loca, parAlisis inf'ecciosa bulbar, y en los Estados 

Unidos principalmente como Umad it.chU. C3, 14, 28). 
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&t.1oloa1a: 

el agente causal de la Pseudorrabia es un virus pert.enecient.• a 

la f'amilia Herpesvirus, y a la subf'arnilia Alfaherpesviridae. 

especie Herpe.virus porcino. El virus pos .. un nOcl•o de 76 nm de 

diAmet.ro y una doble cadena d& DNA. La capside rodea al nOcl•o y 

consiste en un icosaedro de 1e2 capsómeros, mide de 105 a 110 nm. 

Tiene una membrana externa o envoltura que rodea la c.i.pside. El 

v1ri6n completo con su envoltura mide 180 nm. Es sensibl~ a los 

disolventes de 11pidos. f'luorocarbonos, enzimas como la t.r1psina, 

pronasa, f'osfol1pasa c. fosfat.asa alcalina y fosfat.asa .A.cida. 

Af'ect.an al nucleo del Virus de la enfermedad de Aujeszky, el 

bromuro de et.idio, el .leido nitroso y al 5 f'luoruracil. 

Desnaturalizan al virus completo al dielotreit.ol, la urea y los 

detergentes. C5, 14. 26). 

Es sensible al calor. so inactiva por rayes gamma, rayos X. luz 

UV Cult.ravi olet.a) y lamparas germicidas. El agar, la heparina 

y et.ros polianiones sulfonados impiden la absorcion del virus a 

las c•lulas. cs. 14. 26). 

El ciclo de inf'ección celular requiere de 19 a 19 horas; el ciclo 

de replicación viral as de B a 9 horas. C26). 

Este virus es más t.ermoestable y resistente a los cambios de pH 

que otros herpesvirus, y puede resistir fenol al 3% y sobrevivir 

durante siete semanas en carnes y lugares infectados. (5). 

El virus se replica y producca cuerpos de inclusión eosinof'1licos 

intranucleares en una amplia variedad de cultivos celulares 

aviaras y de mam1feros. C14). 

Est.e virus crece .racilmente en células de rif"rón de cerdo y 

conejo. en células tasLiculares da cobayo y conejo y •n 
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fibroblast.os de embrión d• pollo. Produce p6stulas •n la membrana 

corioalant.oidea de embriones de pollo y en policariocitos de 

cultivos de c61Ulas infectadas. (4, !5, 14). 

El efect.o ci t.o~t.ico del virLs de la pseudorrabi& es similar al 

que present.an et.ros herpesvirus. Se observan muchas c•lulas 

redondas y brillantes. t.ambi•n se aprecian células gigantes 

multinueleadas e inclusiones int..ranucleares. las cuales son 

caracterist.icas de una infección por herpesvirus. C4, 14), 

Especies susceptibles naturalmente: 

- Animales de granja: bovinos. ovinos, caprinos. suinos. 

- Animales de compaftia: perros. gatos. 

- Ot..ros: tejón, eoati. .coyote, venado, rat..ón, conejo. mapache. 

rata. C14:>. 

Anima.les infectables experimentalmente: 

- Animales de laboratorio: ratón, rat.a. cobayo. hurón, mono 

marmoset., mono rhesus. 

- Animales silvestres: ciervo. marmot.~ de América, puerco espin. 

chacal. rat.a almizclera. zarigüeya. murciélago. 

- Aves: alfaneque. gallina. ganso. pato. halcón. gorrión, paloma. 

pavo. (14). 

Especies experiment.aln'l9nt.e retract.arias: 

- Mamiteros: mono de Gibraltar, chimpancé. 

- Poiquilotermos: rana. vibora. sapo, tortuga. 

- Insectos: piojo. garrapata. C14). 
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En los porcinos la enf'ermedad es enzo6t.ica y cont.agiosa. en 

general. se observan dos present.aciones de la enfermedad, ést.o es 

en base a la edad de los animales afect.ados. CS, 14, 26). 

Los cerdit.os recién nacidos procedent.es de cerdas infectadas con 

el virus de Aujeszky present.an signos aprox.imadament.e a las 36 

horas post.-infección. Est.os signos son: fiebre. disnea, 

hipersali vaclón, anorexia, vómi t.o, diarrea c:onst.ipación. 

seguida de depresión, ataxia, nistagmos. movimient.os de remadura, 

convulsiones int.errnit.ent.es. coma y muert.e. C14, 26). 

En animales dest.et.ados y en engorda, la muert.e puede ocurrir 

hasta el octavo dia. Los signos que se present.an son muy 

similares a los de los cerdos lact.ant.es. se eleva la temperatura 

hast.a 41-42 grados C, la fiebre es ac:ompaf'S'ada por constipación, 

los cerdos dejan d& comer y puede haber v6mi t.o. A las Q6 horas 

puede observarse t.remor de la cola y/o los flancos, y los 

animales permanecen quiet.os o recumbent.es. Al So. dia hay signos 

claros de neuropat.ia, generalment.e hay incoordinación, 

convulsiones, coma y muert.e. En ést.os animales la mortalidad es 

de eo ~ ; en los lact.ant.es es de 100 Y.. (14. 19, 26~. 

En los animales adult.os la mortalidad es de O. 2 Y.. Se observan 

signos respirat.orios como t.os y est.ornudos: t:iebre. anorexia, 

const.ipación, salivación excesiva y depresión. En algunos cerdos 

puede haber espasmos musculares, at.axia. opist.6t.onos, presión de 

la cabeza contra objet.os inmóviles y ceguera; pérdida del cont.rol 

de la post.ura. coma y muert.e. Algunos animales pueden recuperarse 

de 5-6 semanas después pero nunca alcanzan el peso promedio. C14, 

ª"'· 
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En cardas adultas gestantes. el virus cruza la barrera 

placentaria e inf'ecta a los nuevos individuos. Si la inf'ección 

ocurre dent.ro de los primeros 30 dias de la gest.ación. los 

embriones son reabsorbidos. Si la inf'ección ocurre a los 40 dias 

de la ges.t.aci6n. ha.brA muert.e de los product.os¡ y si ocurre a los 

eo-eo dias de la gestación, se presentan abort.os en las cerdas 

inf'ectadas o los fetos sufrirá.o una maceración. Si la cerda se 

in:recta en una f"echa muy cercana al parto, los cerditos pueden 

nacer Vivos, pero al mamar. se inf"eetará.n con el virus presente 

en la leche. ce. 14. 26). 

La secuela mas importante de las inf'ecciones durante la gestación 

la in:rert.ilidad, pues aproximadament.e 20 ~ de las cerdas 

recuperadas será.o infért.iles durant.e el siguiente periodo est.ral. 

ce, 14, 26). 

Los animales recuperadós quedan como port.adores asint.omáticos y 

son :ruent.e pot.encial de inf'ección para ot.ros cerdos y para las 

demt..s especies susceptibles. c11. 14 1g, 26). 

Prurito intenso, lo que los obliga a lacerarse la piel 

gravemente. especialmente en el Area perioral. Cuando se presenta 

la parAlisis bulbar, se observa parAlisis mandibular y f'ar1ngea, 

no hay f'iebre, emit.en gemidos y no hay pt.ialismo. Los animales 

inf'eet.ados no atacan, se mantienen conseienles hasta morir, lo 

cual ocurre aproximadamente a las 24 a 30 horas después del 

inicio de la enf"ermedad. La mortalidad es del 100 ~. C14. 26). 
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L.os medios naturales de inf'ecciOn son mediant.e la int.roduc:ci6n 

del virus en la c:av1dad nasal por inhalaciOn o en la cavidad oral 

por ingest.i6n. Incluso puede entrar por piel lesionada, Durante 

la enf'ermedad •l virus se elinuna en la leche mat.erna y en las 

secreciones nasal, vaginal y prepuc:ial. C14, 26). 

El sit.io primario de replicación viral es en el tracto 

respiratorio superior¡ de ést.e lugar el virus viaja via neuronal 

a las células del Sistema Nervioso Cent.ral. C14, 26). 

Esto es posible por la presencia de los nervios craneales. los 

pares involucrados son el I Colf'at.orio). V Ctrigémino), VII 

Cf'acial), IX Cglosofaringeo) y X Cvago). L.a infección se disemina 

hacia el cerebro at.r-avés de ést.as cinco puertas de entrada. Por 

via sanguinea, el virus de Aujeszky puede llegar a todos los 

tejidos del organismo. En condiciones naturales el virus se ha 

aislado a partir de los ganglios nerviosos del nervio t.rigémino 

de cerdos aparent.ement.e sanos. ot.ros virus herpes de la f'amilia 

Alf'aherpesviridae t.ambién han demostrado tener un patrón de 

lat.eneia neural. Al presentarse un periodo de est.rés, o ant.e el 

t.rat.amient.o con cort.icost.eroides. ést.os virus lat.entes pueden 

migrar por v1a nerviosa y producir nuevamente signos clinicos, 

lesiones y diseminación del virus. C14, 19, 26). 

Puede establecerse un diagnóstico, en base a la historia elinica, 

signos. mortalidad y morbilidad por etapas, et.e. El inconvenienle 

de ést.e t.ipo de diagnóstico, es que debe dif'erenciarse de ot.ras 

enf'ermedades. C4, 11, 14. 26:>. 
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Por la import.ancia. de ést.a enfer:nedad. lo má.s coman as hacer 

pruebas de laborat.orio para t.ener un diagnL3t.ico preciso. La-: 

pruebas que pueden realizarse son las siguient.es: 

=. V1rus-neut.ralizaciÓQ.: 

los Est.ados Unidos 

ésta es la prueba oficial aprobada en 

por el Unit.ed stat.es Depart.ament of 

Agricult.ure. Es el proceso por el cual un ant.icuerpo neutraliza 

la capacidad infect.ant.e del virus. para ello se requiere de 

suero sospechoso que se enfrenta al virus de Aujaszky en un 

sistema de cult.ivo celular. Si el suero posee anticuerpos. 

ést.os neut.ralizan a1 virus. y no permi t.en que penetre a las 

células; con 6st.o se evita la propagación y la5 células no 

presentan cambios en su morfolog1a. C2. 14. 33). 

=. Inmunofluorescencia: la prueba directa puede ser usada para 

resolver reacciones indefinidas y para det.ect.ar el virus de 

Aujeszky en especies ·diferentes al cerdo. En la t.écnica 

histológica ci toquimica para la id~nt.if'icación y localización 

del ant.igeno con ant.icuerpos especif'icos combinados con un 

compuesto fluorescent.e. result.ando un t.razador sensible que se 

puede det.ectar por medio de fluorescencia. ca. 14). 

=. ELISA: en ést.a prueba se utilizan anticuerpos conjugados a una 

enzima. en ést.as condiciones el ant.icuerpo conserva su 

capacidad de unión especifica al ant.igeno. mJ.ent.ras la enzima 

es capaz de catalizar la reacción. en la cual. el sustrat.o se 

t.ranst'orma en un product.o colorido. Ot.ra caracterist.ica 

impcrt.ant.e del sist.ema es la unión del ant.igeno a una fase 

sólida·insoluble. en la cual. los componentes de la reacción 

inmunológica son retenidos. (14, 16. 34), 
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=. Inmunodif'usi6D. fill ~= la prueba involucra reacciones de 

precipi t.aci6n ent.re un ant.igeno y !::U ant.icuerpo en un medio 

semis6lido. Es la dif'usión en un gel de un ant.lgeno y su 

anticuerpo homólogo con la siguiente aparición de una banda de 

precipitado en el sit.io donde se alcanzan las concent.raciones 

ópt.imas de ambos react.ivos. La prueba puede analizar sueros 

contaminados. los result.ados se ci t.ot.6x.i cos. h .. amol i sados o 

obtienen en 24 a 48 horas. es 

que es mucho menos sensible que 

(10, 14. 15, 21). 

económica. el incinveniente es 

ELISA y seroneut.rali zaci6n. 

=. Ft1aci6n s;tst complement.o: ésta prueba requiere de 24 horas para 

realizarla y de personal capacit.ado para ello. Los react.ivos 

ut.ilizados requieren de un manejo cuidadoso. C14). 

=. Intradermorreacci60.: ést.a prueba est.A basada en una inmunidad 

mediada por células. No es t.an sensible como seroneut.ralizac16n 

o ELISA. Se ha usado como una prueba para monit.oreo del hat.o. 

La prueba es barat.a y fácil de realizar; aunque los animales 

que resul t.en negat.i vos es necesario realizarles mAs pruebas 

para det.erminar su inmunidad real. ce. 14) • 

.= Pruebas t!!.Q!.6gicas: ést.as se realizan en animales de 

laborat.orio Crat.ones, conejos),a los cuales se les inocula una 

suspensión de t.ejido de animales sospechosos. Los animales 

inoculados se observan diariament.e para comprobar signos de la 

enfermedad. C3, 14) . 

.= ~ hist.opat.ológ.!..!:.2: la part.e má.s import.ant.e del ex.á.men 

consist.e en encont.rar corpósculos de inclusión eosinof'ilicos en 

las neuronas, con una meningoencef'ali~is no supurat.iva dtrusa y 

:rocos necr6t.icos en células de órganos parenquimat.osos. ca. 
14). 
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Existen et.ras pruebas de laboratorio que pueden realizar~e. t.ales 

como microinmunoensayo en ~ase sólida directa. 

contra.J.nmunoelect.roCoresis. anilisis de restricción de 

endonucleasas. El inconveniente de éstas pruobas. es que son 

caras. y requieren personal capacitado para realizarlas y no 

ha comprobado que su sen_.1bilidad pudiera desplazar a la 

sensibilidad rná.s e!"ectiva de l.as pruebas de ELISA y 

seroneut.ralizac16n. C14. 20, 22). 

Prevenc16[!.: 

La enCermedad puede provenirse mediante la vacunación. 

Los antigenos aplicados para desarrollar resistencia cont.ra la 

enfermedad han sido producidos por una gran variedad de técnicas. 

L.a vacunación no previene la inf"ecci6n, pero los animales 

expuestos al virus virulent.o. sobreviven a la in!"ección pero 

permanecen con una in!"ec~i6n lat.ent.e. Las vacunas inact.ivadas son 

tan e!icient.es como las atenuadas. paro con menos riesgos. Una 

dif"icul t.ad que se present.a en ambos Casos es el bloqueo de la 

inmunización act.iva. por el paso de anticuerpos maternos at.ravés 

del calostro. C4, 32:>. 

Se ha reportado que el virus vacunal Cinactivado) genera 

anticuerpos con t.it.ulos ent.re 1:10-1:40 

seroneut.ralizac16n) y que el virus silvest..re 

t.it.ulos mayores o iguales a 1:128. C4. 22). 

Cevaluados por 

induce y origina 

Se conoce que la relación as baja ent.re los tit.ulos de 

ant.icuerpos vacunales y la prot.ecc16n conCerida contra la 
enCermedad de Aujeszky. C4). 
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A pesar de que en ocasiones los ~1~ulos de an~icuerpos se 

manifies~an bajos. •s~o no implica qu• los animales es~én 

caren~es de pro~ecci6n. C4). 

L.a erradicación de la en~ermedad de Aujeszky no se logra 

Onicamen~e vacunando. ya que ademas de los int'ec~ados. los cerdos 

vacunados pu&den presen~ar una in~ección la~en~e. de manera que 

la vacunación solamen~e reduce los casos el1nicos y no previene 

la d1sem1nac10n del virus. C4). 



OBJETIVOS 

1. - Emplear la prueba da inmunodif'usión en agar para det.ect.ar 

anticuerpos cont.ra la enf'ermedad da Aujeszky en calost.ro 

de cerdas. 

2. - Determinar la presencia de ant.icuerpos -cont.ra la enf'ermedad 

de Aujeszky en el calostro da cerdas ut.ilizando la. prueba d• 

ELISA Bn un kit. comercial. 

3.- Detectar la presencia de anticuerpos contra la enrermedad de 

AuJeszk:y en el calostro de cerdas, utilizando la t.•cnica da 

seroneut.ralización. 

4. - En base a los resultados obtenidos, comparar las pruebas 

ant.as mencionadas. 
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MATERIAL Y METODOS 

~· 
. Material biológico. 

-Cien muest.ras de calostro de cerdas de diversas razas y edades. 

-Virus de la enf'ermedad de AUJ&Szky cepa Tecamac con un t.ilulo da 

10 Exp 6 donado por el Cent.ro Nacional de Salud Animal CSant.a 

Ana. Tecamac, Estado de México). 

-Células VERO, provenientes del laboratorio de virologia de la 

Escuela Nacional de Ciencias BiolOgicas del Inslilut.o Polilécnico 

J.lacional. 

-Erit.rocit.os da rat.ones cepa BALB/C donados por el biot.erio del 

Cent.ro de Invest.1gac16n y Estudios Avanzados del Inst.1t.ut.o 

Polit.écnico Nacional. 

-Virus de Aujeszky cepa Shope. 

• React.1 vos. 

Solución PBS Csoluc16n buf'erada da f'osf'at.os) •'A'': 

-Cloruro de sodio 

-Cloruro de potasio 

SO.O g CJ.T. Baker). 

a.o g CJ.T. Baker). 

-Fosrat.o dibAsico de sodio 11.5 g CBaker y Adamson). 

-Agua desLilada aforar a 1000 ml. 

Solución PBS e solución buf'erada de fosfatos) ••a••: 
-Cloruro de caeio 

-Cloruro de magnesio 

-Agua desLilada 

-Renina comercial 

-Agarosa 

-Medio de crecimient.o adicionado 

con suero Ce~al bovino al 5 ~ 

14 

1.0 g CJ.T. Baker). 

1.0 g CJ.T. Baker). 

1000 ml. 

CCuamex:>. 

C Sigma Che mi cal Company) . 
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-Medio de mant.enimient.o M-100 base 

Earle. 

-Bicarbona:l.o de sodio al· 4. 4 "· 

•Soluc10n de penicilina 100,000 U.I,/ml 

y est.rept.omicina 1.00,000 

microgramos/ml. 

-Solución de ~ripsina al 5 ~ 

CTripsina-verseno 1:50). 

-H.n:cla de alcohol-acetona C50:50), 

-lii•lo seco. 

Solución de Alsever: 

-Glucosa 
-Ci~rat.o de sodio dihidra~ado 

-Acido clt.rico monohidrat~do· 

-Cloruro d• sodio 

-Agua dest.ilada 

. Ha~erial y equipo de laboratorio~ 

CGibco). 

CJ.T. Ba.ker). 

CLab Lak•side:>. 

CMerck de México:>. 

CMerck de "'*Xico). 

ao.5o g CJ. T. Bak.er). 

a.o g CJ. T. Baker). 
0.55 g CJ.T. Ba~er:>. 

4.ao g CJ. T. Bak•r). 
lievar hast..a un li t..ro. 

Material de cris~aler1a de labora~cirio de uso general. 

-Sot.•l las Roux. 

-Port.aobjet.os. 

-Puntas para micropipet.as. 

-Hi cropl aeas. 

-Kit comercial para la realización de la prueba da ELISA. para el 

diagnóst.ico d• l.a enf'•rm.dad de Auj•szky en cerdos. CTolvid 

Oiagnoslic) 

-Papel what.mann no. 1 o 2. 

-Cien ~ilt.ros de pl~sti~o Millipor• de 2.6 cm. de diame~ro. 

-Cien membranas para fil~ro Millipore de 2.5 cm. de d!Ametro~ lyp• 

HA, de 0.45 micr6melros de poro. 

-Campana de ext.raeción, 

-Microscopio inver~ido. 
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-Cen\.r1tuga. 

-Lector de la prueba de ELISA. 

!A obt.enei6Q.. ~ precaraci6!:!. gg ~ ~uest.ras ~ 

analizar: 

Las muest.ras de ealost..ro proceden de cerda.s de dit'eren•.es razas y 

edades. de las siguientes cua~ro granjas: 

Granja no. 1 Sn Juan Teot.ihuaean, Est.ado de México. 

No se realiza vacunación contra la erúermedad de 

Aujeszk:y. 

Granja no. 2 Tlaxcoapan, Hidalgo. 

Vacunan cada 6 meses a hembras y sementales. 

Granja no.3 Tepotzotlán. Estado de Méxtco. 

Cuentan con programa de vacunación contra la 

enrermadad de Aujeszky. vacunan cada e meses y 

revacunan • semanas antes del parto. 

Granja no.4 Santa Ana, Guanajuat.o. 

Realizan vacunación contra la enrermedad de Aujeszky 

antes del parto. 

Las muestras de calostro t'ueron recolectadas en recJ.p1 ent.es de 

plástico limpios, con lapón de rosca y boca ancha. cor. capacidad 

de 20 m1. Las muestras se obtuvieron el dJ.a del par~:: o el dJ.a 

siguiente a és~e. de varias tetillas, en cantidad de 10 a 15 ml. 
por cerda. El calostro obl.enido de cada cerda t'ué t.rat.ado con 

ren1na comercial, se agregaron o.e ml de ren!na por cada 10 ml.. 

de calost.ro, ésta mezcla fUé incubada a 37 grados C hast...a la 

tormación de coágulo C2-2:30 hrs., (4). 

El suero fué separado por centr-ifugacion a 5000 rprn ::.:rant.e 15 

minut..os, el sobrenadant.e rué id&nt.it'icado y ce~servado en 
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congelación a -20 grados e y después. a -70 grados e hasta su uso. 

C4). 

El suero obtenido del calostro. f'ué ut.ilizado sin ot.ro 

t.rat.amient.o para las pruebas de inmunodif'usi6n en agar y EL.ISA. 

Para la prueba de seroneut.ralizaci6n se requirió de un 

trat.amient.o adicional que serA descrito dentro del mét.odo de 

seroneutralización. C4). 

Mé~ ~ ~ propagación ~ &it.ulació~ ~ 

Método para la propagación viral. 

En las botellas Roux f'ueron crecidas células VERO. f'ormandose un 

monoest.ra.t.o al 100 " de conf'luencia. pasadas las 72 hrs. de 

incubación. C3. 4. 16). 

Las bol.ellas f'ueron inf'ectadas con virus de Aujeszky, 200 

microlitros por bot.ella. Fueron incubadas durante 60 minutos. y 

se adicionaron 7 ml. de medio de mant.enimient.o por bot.ella. C4, 

33). 

A las 48 hrs. el ef'ect.o cit.opAt.ico CECP) f'ué de 80 % y se realizó 

la cosecha del virus. (4, 33). 

Para la cosecha, a las bot.ellas se dieron ligeros golpes para 

despegar las células y se ef'ect.uaron t.res ciclos de 

congelación-descongelación ut.ilizando hielo seco y una mezcla de 

alcohol-acetona C50 %-50 '-0. C4). 

Posteriormente se erect.u6 una cent.rif'ugación durant.e 15 núnutos a 

5000 rpm, el sedimento fué deshecha.do y el sobrena.dant.e 

almacenó a -70 grados C en t.ubos est.ériles. Ya que ést.e era el 

que cont.enia el virus. C4, 33). 
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lfé~ ™ lª- t.itulae16Q. ~ QS!:. bemaqlut.inaeióO.:... 

Se emplearon 3 ratones cepa BAL..B/C. que t'ueron sacrif'icados por 

decapitación para obtener los glóbulos rojos. La sangre se 

colectó en un tubo de ensaye que contenta solución de Al~ever en 

cantidad de 10 m.l. C31). 

Esta mezcla se cent.rit'ug6 a 5000 rpm durante 10 rninut.os, se lavó 

con solución PBS CPBS º'Aº' + PBS ••e••), éste proceso se repitió 

durante 3 ocasiones. es decir 2 veces m.As. Con una núcropipet.a se 

midieron y t.omaron 30 microlit.ros del sedimento Cglóbulos rojos), 

que t'ueron diluidos con una solución PBS para obtener as1 una 

concent.ración de glóbulos rojos de 0.3 Y.. C31). 

En una placa para bemaglut.inación se colocaron O. 025 m.l. de 

virus de Aujeszky, cepa Tecamac m.As 0.025 rn.l. de PBS, a partir de 

éste pozo se realizaron diluciones dobles t.omando 0.025 ml. de la 

solución contenida en cada pozo y pasando al pozo siguiente. En 

cada pozo se deposit.aron 0.025 m.l. de PBS, usándose de é$la ~orma 

8 pozos. A un noveno pozo que sirvió como t.est.igo, se adicionaron 

0.025 de PBS. t'inalment.e a cada t.ubo, del primero al noveno se 

agregaron glóbulos rojos en cant..i dad de O. 05 ml. a cada uno. La 

placa se incubó durante 2 hrs. 

post.eriorment.e la prueba t'ué leida. C31). 

temperat.ura ambiente, 

Mét.odo ™ l..it. t.i t.ul ación,.- Q!tl._ Virus 122.t, seroneutral i zaci óru_ 

Para de-t.erminar la concent.ración del virus, s;:e diluyó 

decimalmente la cepa viral en t.ubos de ensaye con medio de 

mant.enimlent.o. Ocho pozos f'ueron. usados de la m.J.croplaca para 

cada dilución viral. C4, 33). 
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Se colocaron 25 microlit.ros de medio de manlenimient.o en cada 

pozo para compensar la dilución del suero. El mismo volCmen de 

cada dilución viral fué al"{adido respect.ivament.e a los pozos 

eorrespondienles. Células VERO previamente preparadas se 

agregaron en eant.idad de 0.15 ml. a cada pozo. C33). 

Después de t.res dias de incubación la dilución viral fué leida 

por efeclo cit.opalieo. El número de pozos infectados es expresado 

como una razón del número de pozos inoculados por dilución viral. 

C33). 

-d 

El li~ulo viral oblenido fué de 10 

t{élodo ™ lA inmunodifusi6Q. !!n ~= 

En port.aobjet.os limpios y desengrasados se aplicó una precapa de 

agarosa al 0.1 ?. adicionada con mert.hiolat.e. ést.o se realizó con 

un pincel. C4. 1s. 21). 

Una vez que la precapa hubo secado, en los mismos port.aobjet.os. 

con una pipet.a se vaciaron 4 ml. de agarosa al 1 " Ccont.eniendo 

t.ambién mert.hiolat.e). L.os port.aobjet.os se int.rodujeron al 

refrigerador para ayudar a la gel1t'icaci6n. Se realiza.ron 14 

pert'oraciones con la ayuda de un molde, 7 por placa, un pozo 

central y 6 periféricos, haciéndolo por duplicado en cada 

portaobjeto. En el pozo cent.ral se colocó el ant.1geno de 

Aujeszky y en cada uno de los pozos perit"éricos una muest.ra de 

cada uno de los sueros, al f'inal y nuevament.e el ant.1geno do 

Aujeszky en el pozo cent.ral. Cada uno de los port..aobjet.os: tu~ 

dejado en cá.mara hOmeda y la prueba se leyó a las 48 hrs. C4, 10. 

21). 
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l::!é~ 12!!.!:A. :!.A realizacióD. d!!, EL.ISA: 

·Para la realización de ésta prueba, se siguieron las 

inst.rucciones del fabricant.e. Para ést.a prueba se emplearon los 

sueros t.al y como se obt.uv1 eron después del t.rat.am.i ent.o con 

ranina. En cada una de ést.as placas pueden analizarse 96 

muest.ras en aproximadament.e 2:30 hrs. C23, 24). 

l::!é~ para !.A realizac16Q. Q2 !.e, seroneut.ralizaei6n,: 

Los sueros calost.rales deben recibir un t.rat.amiento previo a la 

realización de la t.écnica. A cada una de las muest.ras se le 

realizó un pref'ilt.rado con papel what.mann del no. 1 o 2, despu•s 

de ést.e f'ilt.rado se r'ilt.raron nuevament.e las muest.ras pero ahora 

empleando filtros millipore de 2.5 cms. de diámet.ro con membranas 

millipore de O. 45 micrómetros de diá.met.ro en su poro. Est.e 

úllimo pa~o &o roaliz6 en condicionas de est.erilidad. C4, 33). 

Después de éste f'olt.rado f'ué necesario inact.ivar los sueros a 56 

grados C durant.o 30 minut.os, y adicionar a cada muest.ra solución 

de penicilina-est.reptomJ.cina para evitar contaminaciones. C4, 

33). 

Una vez que los sueros f'ueron inactivados, se realizó la 

seroneut.ralizacion. (1, 4, 33). 

Para la realización de ést.a prueba, se tripsinizaron bol.ellas 

conteniendo células VER9 en monocapa confluent.e. dá.ndoseles el 

mismo tratamiento para su obtención mencionado en el apart.ado de 

t.itulaci6n por el método de neutralización. 

A partir de la muest.ra ya descongelada, se mont.aron e diluciones 

dobles uti 1 izando medio de manten! miento como diluyente en un 
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volómen de 26 rnicrolitros. C4. 33). 

A cada dilución se le adicionó el antigeno en cantidad de 300 DI 

50 % • Se incubó a 37 grados e durante 1 hora con agit.ación 

moderada cada 15 rninut.os. C4. 33). 

Las células se adicionaron en cantidad de 150 microlitros por 

pozo. C4. 33). 

Se montaron también testigos. positivo con el virus de la 

enrermedad de Aujeszky y negativo con medio de mantenimiento. C4, 

,33). 

Las muestras a analizar se dejaron en incubación durant.e 72 hrs. 

La lectura se realizó visualmente con la ayuda de un microscopio 

invert.ido. observando la presencia ausencia de erecto 

cit.opá.t.ico. C4. 33). 

Método ~1~ ™ !A comparación. 2!l_ LU:. 1,écnicas 

reali:zadas: 

Para la realización del análi~is est.adist.ico. se ut.ili26 una 

computadora personal. empleándose el programa NWA Stat.pak. CO, 

8). 
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RESULTADOS 

Result.ados st5t ~ t.it.ulaci6D. del ~ J2!2r:. hemaglut.inacion: 

El t.it.ulo del virus de la enfermedad da Aujeszky eepa Tacamac fu• 

da 64 unidades hema.91 ut.1 nant.es/O. 029 ml de vi rus; 6 2560 

unidades harnaglut.inant.es/ml de virus. 

L~s t.it.ulos pos1t.ivos se leyeron visualment.e como una clara malla 

en el fondo de la placa. C15) 

Resultados da !..!!_ t.it.ulaeion ~ ~ 29.r., seronaut.ralizacton: 

d 

El t.1t..ulo del virus cepa Tecamac fué de 10 

A las 72 horas post.infección. la presencia o ausencia del efecto 

cit.opá.t.ico CECP) cons1st.ent.e en células que se redondean y se 

desprenden de la monocapa formando acúmulos.' células gigantes y 

mul t.inucleadas que en algunos campos 

ext.ensiones filamentosas. cs. 14). 

observaron con 

Los resultados para cada muestra y por cada t.écnica se presentan 

en la s1guien~e labla: 

.. 
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TABLA # 1 Resul lados obtenidos por granja '._después del anAlisis de las 
muestras por las . t.écni cas · .. de inmunOdif'usión. ELISA 
seroneut.rali=ación 

Programa -·_,. 
de Inmunodi~usi6n ELISA Seroneut.ralización 

vacunación (+) (-) (+) C-) (+) 
.,_, 

Granja # l Ho ti ene o 17 3 14 14 3 
Sn. Juan 
TeolihuacAn 

Granja # 2 VaciJnan cada o ·g 2 7 e 
Tl axcoapan 6 meses a 
Hgo, machos y 

hembras 

Granja # 3 Reali:an 27 21 7 27 
Santa Ana vacunación 
Gt.o. a hembras 

4 semanas 
antes del 
parto. 

Granja # 4 Vacunan cada 2 6 6 2 e o 
Tepolzot.lá.n e meses a 
Mex .• machos y 

hembras 

No. de muest.ras analizadas: 62 

La evaluación de las técnicas de inmunodit'usión en agar. ELISA y 

seroneut.ralización en cuant.o a sensibilidad y ospecit'ic!dad se 

observan a cont.inuación en las tablas 2, 3 y 4. 
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TABL..A # 2 Comparación ent.re las t.~cnicas d8 'inmunodi:fus16n y 

EUSA en base a su sensibilidad y especi:ficidad.· 

Resul t.ados C +) 
a inmunodi:fus16n 

Resul t.ados e-:> 
a inmunodi:fusión 

Resul lados C +) 

a ELISA 

Ho. de muest.ras analizadas: 62 

S.nsibilidad ~ 0.37 Y. 

Especif'icidad -= 100· Y. 

Resul t.ados C -:> 
a ELlSA 

o 

2Q 

TA8L.A N 3 Comparación ent.re las t.knicas de inmunodifusión y 

seroneut.ralizaci6n en base a su sensibilidad y· 

especi:ficidad. 

Resul t.ados C +:> Resul t.ados C-) 
a seroneut.ralización a soroneut.ralización 

Resul t.ados C +) o 
a inmunodi:fusión 

Resul t.ados (-) 94 54 
a inmunodi:fusi6n 

No. de muest.ras analizadas: ea 

Sensibilidad-= S.26 ~ 

Especi:ficidad = 100 ~ 
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TABLA . 11' 4 Comparae1,6n entre las t.écnicas de EUSA y 

seroneut.rali%ación en base a su s•nsibilidad y 

espee1 f'ic:i dad. 

Resul t.ado$ ( +' 
a seroneu~rali=ación 

Resul t.Ados C +) 

a EL.lSA 

Rosul t.ados ( -::> 
a EL.lSA 

31 

No. de muestras analizadas: 62 

Sensibilidad • 5!!.35 U 

Espec:if'icidad = ao u 

Resul t.ados C -:> 
a seroneut.ralización 

4 

Result.ados de la comparación est.adi$~1ca •nt.re granjas qu

vacunan y la granja en que no se vacuna.. t.oma.nd~ •n cu•nt.a los 

clat.os C3bt.enidos en las t.écnicas: de EUSA y $eroneutr-alizae1on. 

co. 9). 

llt!ill!Si!. !'.!!t ~· 
Promedio de absorbancia X 
Granjas quo vacunan x~ 

Gt--anJas: quo no vacunan X2 

Ho; Xi=Xz 

HA: Xt.•X2 

tc • -5.2677 > t\. = 1.6707· 



Se recha:a Ho. se acept.a Ha. 

Por lo tanto eXist.e una dif'erencia s19niiicat.iva ant.re las 

absorbanc1as re91st.radas en las granjas que vacunan y la granja 

que no vacuna. 

Iéeniea ~ seroneutral1zac16n: 

Promedio de titulo de anticuerpos X 

Granjas qua vacunan Xt 
GranJas que no vacunan Xz 

Ho: Xs=Xz 

Ha: X1=Xz 

te e 3.72 

Se rechaza Ho. se acepta Ha 

Por lo t.ant.o existe una di!'erencia s~gnif'icat.i va ent.ra los 

t.it.ulos de anticuerpos cont.ra la enfermedad de Aujeszky entre las 

granjas que vacunan y la granja que no vacuna. 
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DISCUSION 

La t.oma de muest.ras para el diagnóst.1c:.o de alguna enfermedad, o 

para realizar moni~oreos en la especie porcina. siempre ha sido 

un problema de consideracion. independiente-mente del tipo de 

muest.ra que se requiera para el anAl1s1s (sangre, orina. heces. 

e~c.). por el manejo que se debe realizar en cada animal y porque 

en general el nt:Jmero de animales que es necesario muestrear es 

ntuy elevado. C29. 30:>. 

Por ello. en ést.e t.rabajo experiment..al, el calostr-c f"ué elegido 

como una alternat.iva de muest.ra para los animales a analizar. 

El calostro se obt.uvo de hembras de di:ferent.es razas y edades. 

Las muest.ras se obtuvieron· just.o al mom&nt.o del part.o, en el 

t.ranscurso del dia en que ést.e ocurrió. o al~erna~ivamen~e el dia 

siguiente a éste C4). 

Obt.ener- la muest.ra as!, represent.a . una gran ventaja. pues los 

animales est.án t.ranq:uilos,. en jaulas individuales. limpios la 

mayor1a de las veces y el manejo que se hace coro. ellos es miriimo 

CQ~. 

El calost.ro es la secreciOn acumulada en la glándula mamaria en 

las (rlt.imas semanas de gest.ación, junt.o con prot.eina.s 

t.rans:f"•ridas de la corr1ent.iet sanguinea. bajo la influencia de 

est.rOgenos y progest.erona. El calost.ro cont.iene un número elevado 

de ant.icuerpos. predominando &n ést.a especie la inmunoglobulina G 

(IgG). en menor cant.idad la inmunoglobulina A C::IgA:> y algunas 

cant.idades de inm.unoglobulinas M y E CigM e lgE) C::32). 

Los recién nacidos incorporan el calost..ro a su int.est.ino. En 

ést.os animales. el nivel de actividad proleolit.ica en el lubo 

di.gest.J. vo es bajo, y se reduce aún Ñ.S porque el calost.ro pasee 
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inhibidores de la t.ripsina. Por •st.a razón. las prote1nas· del 

calostro no se degradan ni se u~ilizan como tuant.es de alimento, 

sino que llegan int.act.as al int.est.ino delgado. En el ileon. son 

capt.adas en forma act.iva por las células epiteliales. mediant.e un 

pr-oceso de pinocit.osis. y através de "st.as células pasan a los 

canales lin:fá.t..1cos y posiblement.e a los capilares int.est.inales. 

Por Olti1n0. las inmunoglobulinas absorbidas llegan a la 

circulación sist.émica. y los animales recién nacidos obt.ienen una 

trans~usión masiva de inmunoglobulinas de origen materno. C3CO. 

El t.ipo de placentación en cardos es epit..eliocorial, y el 

epit.elio coriónico total se encuentra en cont.act.o con el epit.e1io 

uterino inla.et.o. as1 que en los animales con •st.e tipo de 

placent.ación. se evit.a por completo el pasaje t.ransplacenlario de 

las moléculas de inmun<?globulina. y los reeiltn nacidos d& ést.a. 

especie. dependen por complot.o de los ant.icuerpos que puedan 

recibir en el calos~ro. C32). 

La protección coni'erida por las madres a sus lechones. es pues 

una inmun1zac16n pasiva pero vit.al para ellos. C32). 

Por lo ant.es expues~o. consideramos valido usar calostro como una 

fuent.e para delec~ar ant.1cuerpos contra la enfermedad de Aujeszky 

en cerdos. .. y asl. hacer una valoración del estado inmune de la. 

hembra con respecto a ést.a enrermedad. 

El t.rat.amient.o realizado a los calostros í'ué el empli&ado por 

Alvar-e:z C4) que i&S la única reí'erencia encont.rada en que se 

lrabaj6 con ést.e ~ipo de muest.ras. 

AUn deben realizarse pruebas para det.ect.ar si es que la renina 

Cla enzima utilizada para separar el coAgulo del ealost.ro) ademas 

de precipitar a la caseina. también precipit.a ot.ras prot.elnas. 

inclusive inmunoglobulinas. En el present.e trabajo exper-iment.al-



se siguieron las indicaciones mencionadas para la ut.ilización de 

calost.ro como una alt.erna~iva para det.ect.ar ant.icuerpos cont.ra la 

en:fermedad de Aujeszky •. c4, 17::>. 

En la bibliograf'ia consul t.ada a ést.e respect.o. no se report.a 

int.erf'erencia de algón t.ipo, por lo que es necesario realizar más 

anili.sis siguiendo la met.odologia de ut.ilizar calost.ro en lugar 

de suero corno una opción rnAs para det.eet.ar ant.icuerpos no sólo 

cont.ra la pseudorrabia, sino para varias ot.ras en!'ermedades má.s 

'"''· 
No se encont.raron report.es de la ut.ilizaci6n de la t.écnica de 

ELISA para det.ect.ar ant.icuerpos cont.ra la enfermedad de Aujeszky 

en cal ost.ro. 

Ex:Lst.e la posibilidad de que la renina ejerza alguna acción o 

ef"ect.o sobre las inmunoglobulinas, pero. aún deben realizarse 

muchas pruebas para det.erminar si la ranina s6lo af'ect.a la 

caseina o si puede t.ener algón efect.o sobre los demás component.es 

del calost.ro. C1 7). 

Debemos t.ener en consideración que los animales jóvenes y l.os 

machos no pueden ser anal.izados por ést.a t.écnica. 

Para la cuant.i!'icación de inmunoglobulinas cont.ra la en!'ermedad 

de Aujeszky se ha empleado la inhibición de la hemaglut.inación 

como una opción nueva que inclusive podria sust.it.uir la 

t.it.ulación por seroneut.ra.lización. La primera es una t.écnica que 

requiere de personal con un adiest.ramient.o bá.sico para 

realizarla. La prueba es muy clara en sus resul t.ados y muy 

rApida. Su realización t.otal lleva aproximadament.e S horas. 

aunque el t.ipo de erit.rocitos requeridos para que la 

hemaglutinación se lleve a cabo son necesariament.e de rat.ones 

cepa BALB/C, una cepa de rat.ones que se obtiene de 
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biot.erios con ciert.o grado de especialización. (31.33). 

Est.a t.écnica no necesit.a de condiciones de est.erilidad. sin 

embargo serla int.eresant.e realizar un est.andarización ent.re las 

unidades en que se realiza .la lect.ura de ést.a prueba (Unida.des 

Hemaglut.inant.es). con las unidades empleadas en la t.écnica de 

t.it.ulac16n por seroneut.ralización. 

Exist.en et.ros virus regist.rados la li t.erat.ura como 

hemaglut.inant.es, además del virus de la enf'ermedad de Aujeszky¡ 

ejemplos de ést.os son el Herpesvirus bovino. Herpesvirus equino 

Cvirus de abort.o equino) y el virus de la laringot.raqueit.is 

inf'ecciosa. Por ello. ést.a prueba se ut.iliza como una opción para 

el diagn6st.ico de virus de ést.e t.ipo, y t.al vez pudiera usarse 

t.ambién para probar sueros, pues la reacción de la 

hemaglut.inaci6n puede ser inhibida con el ant.isuero especi:f"ico. 

(15:>. 

La t.it.ulación viral por seroneut.ralización, requiere por ot.ra 

part.e, de un laborat.orio con equipo adecuado para la realización 

de ést.a prueba. que ademas debe ef'ect.uarse en condiciones dlft 

est.erilidad. ca. 22. 33). 

Por las precauciones que deben tenerse en cuent.a con los eult.ivos 

celulares, se requiere t.ambién de personal capacit.ado para 

e~ect.uarla correct.ament.e. 

La prueba es lent.a, pues las células t.ardan aproximadament.e 48 

horas en crecer "./ la lect.ura de la prueba se realiza 48 horas 

después de que se han colocado las muest.ras de suero en las 

placas Junt.o con el ant.igeno y el medio. ca. 22). 

La lect.ura sin embargo, 

cuanlit.a~iva.(33). 

muy clara y es ademá.s una prueba 
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La primera de las t.écnicas inmunológicas empleada f'ué la 

inmunodif'usión en agar. que es una prueba fá.eil de realizar. y 

que Olt.imamente se ha convertido en una alt.ernat.iva import.ant.e en 

el diagnóstico de la enfll .·medad de Aujeszky, demost.rando que 

posee una alt.a espee1Cicidad y sensibilidad; aunque en éste 

trabajo experimental se obtuvieron sólo tres resultados posit.ivos 

por ésta técnica. Sin embargo. no debemos olvidar que los 

result.ados alt.amente espec1C1eos y sensibles que report.a la 

lit.erat.ura son en base a suero y no a calostro, que fué la fuent.e 

de ant.icuerpos a demost.rar en ést.e experimento. C4, 11. 22). 

Las muestras aún est.ando cent.aminadas o t.óxicas pueden ser 

analizadas mediante inmunodif'usión en agar. y no se requieren 

condiciones de est.erilidad. C22). 

El gel .que const.it.uye el medio para la difusión en ést.a prueba es 

barat.o y de fAcil preparación. al igual qUe el resto del material 

requerido, ~ lectura se efect.óa a las 48 horas de haber realizado 

la prueba, aunque los result.ados son sólo cualit.ativos. C10). 

Los resultados obt.enidos como positivos en ést.a prueba f'ueron 

sólo t.res. pero no se consideran como concluyent.es. pues no 

debamos olvidar que ninguna de las muest.ras provenia de animales 

enfermos o sospechosos. L.as muest.ras se obt.uvi eron a part.1 r de 

anima.les clinicament.e sanos no vacunados y animales cllnicament.e 

sanos vacunados cont.ra la enCermedad de Aujeszky. 

Est.a prueba det.ect.a t.1t.ulos de ant.icuerpos alt.os en enfermedad 

ocasionada por virus de campo. lógicament.e el t.it.ulo de 

ant.1euerpos contra ésta enCermedad en anima.les vacunados. es 

mucho menor.C4. 22). 

Una variant.e de la prueba de d1Cusi6n en gel. la prueba conocida 

como 1nmunodi~usi6n radial. ha sido ut.ilizada experiment.alment.e 
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para el diagn6st.ico de la enfermedad de Aujeszky y ha sido 

compar"ada con la seroneut.ral1zac16n encont.randose una 

.specificidad y sensibilidad alt.as al compararla con la prueba 

mencionada. Este ensayo es facilmente reproducible y simple de 

realizar. C13). 

Para obtener mejores result.ados, la inmunodif'us16n ha 

ut.ilizado después de realizar una inmunoelect.roforesis. para as1 

separar muest.ras muy complejas. C35). 

Debemos t.ener en cuent.a que en ést.a prueba las lineas de 

ident.idad se desarrollan donde hay concent.raciones óptimas de 

ant.igeno y ant.icuerpo. y t.al vez por no encont.rarse los reactivos 

en éste rango da concent.rac16n. en las muestras obt.enidas y 

analizadas. las lineas de identidad no f'ueron evident.es en éste 

t.rabajo experiment.al. C10). 

En la act.ualidad se encuant.ran disponibles en los Estados Unidos 

en t"orma. comercial, para ser empleadas en el diagnóstico de 

diversas enfermedades en las que son tlt.iles ést.e tipo de placas 

incluyendo cont..ra la enfermedad de Aujeszky, las placas listas 

con el gel para difundir en dos variant.es: con los pozos ya 

hechos. o sin ellos. En nuest.ro pais aún no es posible obt.enerlas 

ya preparadas. C10). 

La prueba de ELISA Clnmunoensayo ligado a enzimas) es una de las 

pruebas más recient.ement..e ut.ilizadas para el diagn6st.ico de la 

enfermedad de Aujeszky. C22). 

En medicina humana también ha sido ampliament.e ut.ilizada para el 

diagn6st.ico de enfermedades diversas t.ales como t.oxoplasmosis. 

lupus erit.ematoso. brucelosis y colibacilosis. Ha sido empleada 

también e~ endocr!nologia, hemat.ologia e inmunopatologia. C34). 
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En medicina vet.erina.ria. la prueba de EL.ISA ha. t.enido una 

dií"us1ón muy aJDplia. y se ha probado que es una herramient.a muy 

ó:t.il 'para el d1agn6st.1c;:o de enf"er-medades t.ales como el cólera 

porcino 

bovina, 

C:f"iebre porcina 

inrecci6n de la 

clAsica.J. rinotraqueit.is intecciósa 

bolsa da Fabricio, ~riquinelosis, 

t.uberculosis. brucelosis. cisticercosis. enfermedad de Newcast.le. 

rot.aVirosis bovina, babesiosis, t.ripanosomiasis. í"ascJ.olasis y 

micoplasmosis; en ésta lista se incluye recien~ernente la 

en~•rmedad de Aujeszky. C34), 

El'l el afto de 1Q77. la t.écnica de ELlSA comenzó a ser ut.ilizada en 

los Est.ados Unidos para el diagnóst.ico d•l virus de la 

pseudorrabia; desde ent.onces, ha t.enido ciert.as modií"icaciones 

hasta llegar a poder ser ulilizada en pequ&~os kits o equipos de 

diagnóstico compact.os, siend~ en ést.a ólt.!ma present.aci6n como la 

utilizamos en el presen~e ·t.rabajo experimental. C1. 2), 

La prueba de ELISA, Junto con s•roneutralizaci6n y aglut.inaci6n 

en l4t.ex, son en la act.ualidad la t.res t.écnicas 0n1·ca.s que son 

reconocidas en los Estados Unidos como las o!'iciales para 

realizar el diagnOs~ico contra la en~ermedad de Aujes~ky.C2a). 

La t.écnica de EUSA se ha. report.ado que es má.s seonslble que la 

seroneutralizac16n. aunado ést.o a que es más sencilla y quo puede 

ser aut.omat.1zada: pcr lo c¡ue ha ido reemplazando en algunos 

paises a la seroneutralizaci6n. C1, a>. 

Cuando ést.a prueba comenzó a realizarse en México. era necesario 

preparar cada uno de los react.ivos a ser empleados en ella. en 

consecuencia ést.o ocasionaba una gran p&rdida de t.iempo. C3. 11). 

En la act.ualidad, los &quipos de diagnóstico comerciales incluyen 

todos los react.ivos necesarios para realizar la prueba. ademAs de 

muest.ras con.troles posi t.1.:va y negat.! va; por lo que solamente se 

requiere de agregar las muest.ras a analizar y finalmente leer la 
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prueba. C23,24:>. 

En el present.e trabajo experiment.al. el -.quipe de dia.gnóst.ico 

ut.ilizado para la prueba de ELISA í'ué una microplaca con 

capacidad para analizar 96 muestras. Es necesario seguir la.s 

indicaciones del í'abricant.e para asi obt.ener unos resul t.ados 

correct.os pues ac:t.ualrnent.e, exist.en ya varios laboratorios que 

distribuyen éste t.ipo de equipos de disgnóst..ico. y aunque el 

f'undament.o de la prtJeba es el mismo, pueden exist.ir variaciones 

ent.re los dist.int.os laborat.or1os que í'abrican o dist..ribuyen el 

equipo comercial. C23). 

El tiempo emplEtdo en la realización de la prueba, uLil1zando los 

calost.ros con su t.raLamJ.ent..o previo hast.a la lectura de .;sta, 

í'ue d& aproximadament..e 3 horas. C23). 

Para. que est.a prueba pueda llevarse a cabo, no es necesario un 

laboratorio qu& cuen~a con equipa muy sofisticado, sblo es: 
indispensable que est.e labor-at.orio o el lugar dest.ina.do a la 

rea.lizacibn de la prueba cuent.e con 1Jn lect.or de la prueba de 

El.ISA. C23). 

Para llevar a efect.o est.a prueba. no es necesario mant..ener las 

muestras en condiciones de esterilidad; se requier-e de una 

cantidad m1Jy pequena de m1Jest.ra para su analisis; no se requieren 

cultivos celulares ni mant.ener lineas de virus v1vo para est.a 

prueba. El tiempo qua Larda en realizarse es m.inimo. comparándola 

con la seroneutralizaci~n. Pueden analizarse muestras que por la 

técnica de seroneut.ralizaciÓn no es posible hacerlo por ser 

consideradas como t.bxicas o contaminadas. C23. 33) 

No es necesario que la persona que realice la t.ecnica de Et.ISA 

t.enga una alta capaci~acibn o un adias~~am.ien~o especial. es una 

prueba muy sencilla en su realizaci~n y altamente reproducible. 



Est.a prueba sin embargo, 

es~udios realizados en 

present.a algunas desvent.ajas. Segun 

los Est..ados Unidos, los equipos de 

d1agn6st.1co que det.ect.an glieoprot.eina I CgI). especialment..e, 

pueden dar result.ados ralsr.~ posit.ivos. C22) 

Aunque los avances en la inves~igaciÓn y las modi~icaciones a la 

prueba de El.ISA son muy amplios. est.a prueba aún no ha podido ser 

adapt.ada para realizarse in situ. Su especiCicidad es ligerament.e 

más baja cuando el equipo de d1ágnost.1co deleet.a glieoprot.eÍna X 

(gX). aunque est.o también guarda relaeion estrecha con la 

capacidad de est.imulaciÓn del sistema inmune del huésped. 

C1B,aa:>. 

La prueba de EL.ISA puede usarse para real12ar monit.oreos 

.serol~gicos de hatos y par.a. vigilancia epidemiolÓgica. C2). 

Esta prueba ha constituido t.ambiÓn ia base para di!'erenciar 

anticuerpos es~tmulados po~ un virus de campo y an~icuerpos 

est.imulados por un virus vacuna.l. Es posible detect..ar est.a 

dif"ereneia con ciert.os equipos· de diagn~s:t.ico usados en 

eombinaeion con vacunas elaboradas por 91 mismo labora~orio 

mediante ingeniería gen~t.ica; es decir~ las parlÍculas virales no 

son complet.as, se les suprime una part.e para de esLa forma poder 

d1st.1nguir los t.ipos de anticuerpos producidos de los an~icuerpos 

desarrollados por infección natural. C22). 

An~es de que la prueba de ELISA sea aceptada como prueba de uso 

rut.inario, deben ser anali2adas un gran número de muest.ras de 

campo para determinar en el diagnÓst.ico su especificidad y 

sensibilidad. 

l..a vacunas comerciales están elaboradas en su mayoria9 a base de 

virus inact.J.vados. est.o es. virus muert.o. La prueba de ELISA 
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det.ecta ant..icuerpos cont.ra toda la part.Ícula viral. es por ello 

que ut.ilizamos est.e equipo de diagnóstico comercial que detecta 

anticuerpos cont.ra la glicoprot.eÍna X. Este equipo !'ué utilizado 

porque aún en ninguna de las granjas de donde fueron obt.enidas 

las muestras .realizan vacunación cont.ra Aujeszky ut.ilizando 

vacunas obt.enidas por ingeniería genét.ica. vacunas hechas con 

partículas virales incompletas; porque aunque se encuent.ran 

disponibles en rorma comercial. est.os t.res ranchos aun 

ut.ilizan las vacunas convencionales complet.as. C23. 24. 25). 

Las vacunas obtenidas por ingeniería genética suprimen una 

pequana porción del viriÓn. en est.e caso si el equipo de 

diagnóstico det.ect.a la gX. la vacuna ideal para t.rabajarse y 

realizar un diagnÓst.ico diferencial de anticuerpos vacunales y 

ant.icuerpos de campo. seria una vacuna fabricada a part.ir de una 

part.fcula viral a la cual se la haya suprimido la gX. ya que este 

t.i po de vacunas al entrar en contacto con el organismo y ser 

est.imulada la producción de ant.icuerpos. .;st.os no codificaran 

para la f'racciÓn viral que f'alta. De est.a forma. al usar el 

equipo de diagnÓst.ico elaborado juntamente con la vacuna, 

rasult.arán negativas las muest.ras de animales vacunados con 

va.cunas incompletas. pero los anima.les que han sido expuestos a 

virus de campo, es decir. virus complet.o. rasultar~n posit.ivos; 

pudiéndose dif'erenciar ant.icuerpos de animales vacunados de 

ant.icuerpos de animales expuestos a virus de campo. C22.24.29). 

Los result.ados que la prueba de ELISA regist.ra se leen en un 

lect.or de la prueba de ELISA. y las unidades son llamadas 

ansorbancia. porque se mide intensidad de color. Las absorbancias 

resul tantas no son las mismas que las regist.radas en suero. 

aunque se registraron result.ados posit.ivos y negat.ivos, muest.ras 

cent.roles posit.ivas y negat.ivas. sin embargo no debemos olvidar 

que la prueba est.~ disef'iada para ser t.rabajada con muest.ras de 

suero y no para calost.ro. por esta razón. result.arÍa int.eresant.e 
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que en t.rabajos past.eriores, se realice un muest.reo doble, es 

decir, analizar suero y calost.ro del mismo animal, y estas 

muest.ras ser analizadas con equipos de diagnOst.ico del mismo 

laborat.orio, as!. poder Comparar los result.ados y de ser posible, 

realizar equivalencias de l.t"'tS result.ados obt.enidos a part.ir de 

dos muest.ras por animal. Para que est.as equivalencias puedan ser 

empleadas en an.;,¡isis post.eriores. C22, 23. 24). 

Para la prueba de seroneut.ralizaciÓn es necesario t.rabajar con 

cult.ivos celulares, mant.ener lÍ.neas celulares especÍf'icas vivas 

Con est.e t.rabajo ut.ilizamos células VERO) y una cepaviral viva 

t.ambién, para est.o es necosario, realizar pases, cosechar y 

adicionar medio de mant.enimiant.o o de cracimient.o, según sea 

necesario. Es indispensable que las muest.ras a analizar sean 

inact.ivadas por calor a 5~ grados C durant.e 30 minutos. Muestras 

consideradas como ci t.otÓxi cas o cent.ami nadas no pueden ser 

analizadas mediante est.a t~cnica C1, 2, 22). 

Para trabajar la seroneut.ralizaciÓn se necesi t.a un laboratorio 

equipado con est.uta para incubar células, microscópio invert.ido y 

campana de ext.racciÓn. 

La seroneut.ralizaciÓn es una prueba lenta, que t.arda cuat.ro dÍas 

por lo menos en su realización, además debe realizarse bajo 

condiciones de esterilidad, y por su complejidad est.a prueba no 

ha podido ser automa~izada. C2a). 

La seroneut.ra.lizaciÓn es una prueba conf'iable. al tament.e 

especÍfica pero la menos sensible de las t.res pruebas aprobadas 

en los Est.ados Unidos para el diagn~stico de la ent'ermeda.d de 

Aujeszky; aunque los resultados son cuant.it.at.ivos. C22, 33). 

La popularidad de la prueba de seroneut.ralizaciÓn está basada en 

la habilidad que t.ienEt la pru•ba en proporcionar una 
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cuantif'icaciÓn aproxima.da de los anticuerpos específicos 

cont.enidos en una mu.a-st..ra de suero; de est.a forma. ha sido 

posible hasta ciert.o punt.o dif•·:-enc1ar los animales vacunados no 

1nf'ect.ados de los animales inf'eet.ados mediant.e la est.i~ci~n del 

t.it.ulo de ant.icuerpos en 91 hat.e. C2), 

Los result.ados de la prueba de seroneut.ralizaciÓn se ven 

influenciados por la met.odologÍa seguda en la reali~aciÓn de la 

prueba. Por ejemplo. s1 el t.iempo de incubación del virus cen el 

suero es de 24 horas, los t.Í t.ulos obtenidos siguiendo est.a 

met.odologÍa pueden ser signifieat.ivament.e más altos que aquéllos 

obt.en1dos de una prueba com~n es decir. en la que la incubaei~n 

es de una hora. otras modif1eaeiones que afectan los result.ados 

de la prueba. son la cepa de- virus de la pseudorrabia empleada, 

la dosis para el desa1'Ío y el t.iempo despué~ de la incubación en 

el cual son leÍdas las pruebas. C2). 

En la act.ualid.ad. s• han realizado . .,,.,.uerzos ~ara obt.en•r, un 

mismo prot.ocolo de la prueba de seroneut.ralizaeion. y ahora est.e 

es seguido en t.odos los laborat.orios de diagnOst.ico donde s• 

realiza la prueba para la enfermedad de Aujeszky. C2). 

También se han ideado nuevas pruebas de diagnÓst.ico para suplir a 

la seroneut.ralizaeiÓn en eonsiderae1Ón a su cost.o. t.iempo y 

propensión a la 1nter~erene1a por utilizar muestras t.Óxicas. C2) 

S1 la muest.ra a analizar es t.omada en etapas t.empranas de la 

infección ya sea que se analice por seroneut.ralizae!Ón o EL.ISA. 

puede dar resultados falsos negativos. Por ot.ro lado. la prueba. 

de aglut.inac!Ón en lit.ex permite una det.eeeiÓn t.emprana a la 

exposición del virus de la enfermedad de Aujeszky probablemente 

por la habilidad especial de los ant.ieuerpos IgM de producir 

reacciones de aglut.inaeiÓn y porque ~stos ant.icuerpos son la 

primera clase de anticuerpos producidos 

. 1 nfecei Ón. e 2). 
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CONCLUSIONES 

El .t~at..1m.J.·~nt:o-raa.i-1:adc en el c.ilost.ro fue e!'ect.1vo para obtener 

el !-sU~~-~ ·'.-~J~i'~i'9iat.e para. llevar a cabo las tres pruebas 

J. ~munc;i oiii1 c-:is. 

La t.ecni!=a\:!e· ne_maglut.1naci6n pa:-_.a la •.~t.ulaci6n viral se muestra 

seron.itu~~ali~aci·o~~ 
para. sust.1 t.uir a la técnica de 

La ..:.'.lmt.::-.odifus!.Or:i en agar resulto ser una técnica t'.1cl.l en su 

realización. pero no conclUyent.e oi.l emplear los calostros 

tratados como f'uent.e de anticuerpos. 

La t.écnica de ELISA con equipo de diagn6st.1co comercial se 

etect.Ua en muy poco tiempo. y resul t.6 ser ef"ect.i va para la 

detecc.iOn de anticuerpos contra la enf'ermedad de Aujeszky en 

calostros tratados. 

La. técnica de seroneutralizaci6n f'ué a(fn mas sensible que la 

t.écniea de EL.ISA. ya que report.O mas result.ados positivos que 

i&st.a ul•.ima. 3.'..:nque la primera f'ué mucho mas lenta. 

Al comparar las t&cnieas de inmunod1fus1on en agar y EUSA. en 

relación a su sensibilidad y especi!'icidad, la inmunodi!'usión 

resultó ser alt.ament.e especirica pero poco sensible para de~ec~ar 

ar.~icuerpos calost.rales, 
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De la comparación entre las pruebas de inmunoc:Urusión y 

seroneut.rali:zac16n en basa a s;ensibilidad y especif"icidad. la 

t.écnica de inmunod1fus16n result.ó poco sensible aunque muy 

espec!t'ica. 

L...a técnica de ELISA comparada con la seroneutralizaci6n resultó 

tener una especit'ic1dad do 80% y una sensibilidad de 55.~/e para 

detectar anticuerpos en calostro. 

En base al antLlisis est.adistico se estableció que existe una 

di'f"erencia signi!'icativa entre las granjas que vacunan y la 

granja que no vacuna en base a la~ absorbancia regist.rada y el 

titulo de anticuerpos detectado por las pruebas de ELISA y 

seroneutralización. respectivamente. 
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