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RESUMEN

El presente trabajc se realizé en el laboratoric de Microbioclogia
Veterinaria de la Escuela Nacjional de Cilencias Biolégicas del
Instituto Politécnice Nacional, en la ciudad de México.

Se evaluaron itres técnicas inmunolégicas para la deteccidn de
anticuerpos contra la enfermedad de Aujeszky en calostro de
cerdas; éstas técnicas fueron: Inmunodifusién en agar, ELISA
Cinmunoensayo ligado a enzimas) con un equipo de diagnéstico
comercial y seroneutralizacioén.

Para realizar ¢stos analisis, se obtuvieron 100 muestras de
calostro de cerdas de diversas razas y edades, provenientes de
los estados de México, Hidalgo y Guanajuato; de las cuales sélo
fué posible analizar 62.

Los resultados obtenides fueron los siguientes:

Por la técnica de Inmunodifusién: 3 positivos.
Por la técnica de ELISA: 32 positives,
Por la técnica de Seroneutralizacidén: 59 positivos.

El anAlisis estadisticoe demostréd que si existe diferencia
significativa entre los titulos y la absorbancia de anticuerpos
detectados por las técnicas de Sercneutralizacién y ELISA,
respectivamente.

La técnica de Inmunodifusién en agar resulté ser muy poco
sensible en éste tipo de muestras.



INTRODUCCION

El virus de la pseudorrabia es un patégeno importante de les
suinos; ya «que al aparecer en una granja ocasiona pérdidas
importantes en el 4area econdmica, pues afecta a animales
reproducteres, tanto hembras como machos, animales en crecimiento
y aun animales que Se encuentran en el Gtero de las hembras.
C4, 14D,

El primer reporte de la enfermedad en literatura cientifica fué
hecha por Aujeszky en 1902, quien describie la enfermedad al
observarla en bovinos en Hungria. Posteriormente, al reproducir
la enfermedad en otras especies como ovinos, caninos y felinos, y
al adaptar al agente causal en conejos, dejé bien claro que
existia una diferencia entre ésta enfermedad y una muy conocida
hasta entonces: la rabia. (3, 11, 14D.

En 1931, Shope notificé la presencia de ésta enfermedad en
América, C3D.

Bachtold, en 1945 detectéd la enfermedad por primera vez en
México, en bovinos en Aguascalientes y Guerrero. A partir de ésta
fecha no Se presentaron mas datos sino hasta 1971, afo en el que
se reporté un brote en bovinos del estado de Guerrero, €3, 4, 11,
262,

En 1973 se presentd un brote en cerdos en una granja del estado
de Jalisco, que frecuentemente importaba animales para pile de
cria procedentes de los Estados Unidos de Amgrica. €3, 4D.

Durante éste afio y el siguiente, la enfermedad prevalecidn en la
zona, provocando una mortalidad de 3500 lechones. (3, 4, 11, 28).



En el afNo de 1975 la enfermedad se extendid® a los estados de
Guanajuato y Michoacan, afectando a porcinos principalmente e
inclusive algunos caninos. (3, 4, 11). -

En consecuencia, se estableci. una clara zona wenzéotica en el
Bajio del pais (3, 4, 11D,

Para el affo de 1978, se registraron nueves casos en el estado de
México y para 1977 se detectaron en Aguascalientes, Sn. Luis
Potosi y Oaxaca. <3, 4, 11D.

En 1980 se reportd un nueve brote en los estados de Méxice y
Nuevo Leén, y posteriormente en 1088, en los estados de Yucatin y
Tlaxcala. El transporte de animales del Bajio hacia otras zonas
del pais, ha contribuido a diseminar la enfermedad ampliamente en
casi toda la Republica Mexicdna. (3, 4., 11).

Distribucidén.

La enfermedad se encuentra en toda Europa, ha side reportada en
Iran, en el COriente Medio, en Norteamérica, Centroamérica y
Sudamérica; esta presente en la India, en el Sureste de Asia y
Tajiwan. La enfermedad no ha sido reportada en Australia ni en
CanadA, pero si en Nueva Zelanda y mas recientemente en Japén en
1981. Hay reportes de su presencia aun en naciones del norte de
Africa. €2, 14d.

Sin6pimos:

La enfermedad es conocida también como pseudorrabia, prurito
loco, comezén loca, paralisis infecciosa bulbar, y en les Estados
Unidos principalmente como Umad itchu. <3, 14, 26D.



Etiologia:
el agente causal de la Pseudorrabia es un virus perteneciente a
la familia Herpesvirus, ¥y a la subfamilia Alfaherpesviridae,
especie Herpesvirus porcino. El virus posee un ntclec de 75 nm de
diametro y una doble cadena de DNA. La capside rodea al nucleo y
consiste en un 1 dro de 182 capsd os, mide de 105 a 110 nm.
Tiene una membrana externa © envoltura que rodea la capside. El

viridn completo con su envoltura mide 280 nm, Es sensible a los
disclventes de lipidos, flucorocarbonos, enzimas como la tripsina,
pronasa, fosfolipasa C, fosfatasa alcalina y fosfatasa acida.
Afectan al nuclec del virus de la enfermedad de Aujeszky, el
bromuro de etidio. el 4acido nitrose Yy el S flucruracil.
Desnaturalizan al virus completo el dielotreitol, la urea y les
detergentes, (5, 14, 265,

Es sensible al calor, se inactiva por rayos gamma, rayes X, luz
UV Cultravioletad) y lamparas germicidas. El agar, la heparina
y otros polianicnes sulfonados impiden la absorcion del virus a
las células. (5, 14, 281.

El ciclo de infeccidn celular requiere de 15 a 18 horas; el ciclo
de replicacidn viral es de 8 a 9 horas. (26).

Este virus es mas termoestable 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 producce cuerpos de inclusién ecsinofilicos
intranucleares en una amplia variedad de cultivos celulares

aviares y de mamiferos. C14D.

Este virus crece facilmente en células de rifién de cerdo y
conejo, en células testiculares de cobayo y conejo y en



fibroblastos de embridn de pollo. Produce pistulas en la membrana
coricalantoidea de embriones de polle Yy en policariocitos de
cultivos de células infectadas. ¢4, S, 14).

El efecto citopiético del viris de la pseudorrabia es similar al
que Ppresentan otros herpesvirus. Se cobgservan muchas células
redondas y brillantes, también se aprecian células gigantes
multinucleadas e inclusiones Jintranucleares, las cuales son
caracteristicas de una infeccidén por herpesvirus. €4, 14D,

Huégpedes:

Especies susceptibles naturalmente:

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

- Animales de compaNia: perros, gatos.

- Otros: tején, coatl, coyote, venado, ratén, conhejo., mapache,
rata, C14).

Animales infectables experimentalmente:

~ Animales cde laboratorio: ratén, rata, cobayo, hurdén, mono
marmoset, mone rhesus. :

~ Animales silvestres: ciervo., marmota de América, puerco espin,
chacal, rata almizclera, zarigileya, murciélago.

- Aves: alfaneque, gallina. ganso, pato, halecén, gorridn, paloma,
pave, C14).

Especies experimentalmente refractarias:

- Mamiferos: mono de Glbraltar, chimpancé.

~ Poiquilotermos: rana, vibora, sapo, tortuga.
- Insectos: piojo, garrapata. €145.



Signos glipicos:

En los porcinos la enfermedad es enzodtica y contagliosa. en
general. se observan dos presentaciones de la enfermedad, ésto es
en base a la edad de los animales afectades. (5, 14, 26).

Los cerditos recién nacidos procedentes de cerdas infectadas con
el virus de Aujeszky presentan signos aproximadamente a las 385
horas post-infeccidén, Estos signos son: fiebre, disnea,
hipersalivacién, ancrexia, véomt to, diarrea o constipacién,
seguida de depresién, ataxia, nistagmos, movimientos de remadura,
convulsiones intermitentes, coma y muerte., (14, 26).

En animales destetados y en engoerda, la muerte puede ocurrir
hasta el octavo dia. Los signos que se presentan son muy
similares a los de los cerdos lactantes, se eleva la temperatura
hasta 41-42 grados C, la fiebre es acompafada por constipacién,
los cerdos dejan de comer y puede haber vémito. A las 96 horas
puede observarse tremor de la cola y/0o los flancos, y los
animales permanecen quietos © recumbentes. Al So. dia hay signos
claros de neuropatia, generalmente hay incoordinacidn,
convulsiones, coma y muerte. En éstos animales la mortalidad es
de 80 % ; en los lactantes es de 100 %. (14, 19, 281,

En los animales adultos la mortalidad es de 0.2 %. Se observan
signos respiratorios come tos y estornudos; fiebre, ancrexia,
constipacidn, salivacién excesiva y depresién. En algunos cerdos
puede haber espasmos musculares, ataxia., opistéionos, presién de
la cabeza contra cbjetos inméviles y ceguera; pérdida del control
de la postura, coma y muerte. Algunos animales pueden recuperarse
de 5-8 semanas después pero nunca alcanzan el pesc promedio. €14,

263 .



En cerdaﬂs adultas gestantes, el virus cruza la Dbarrera
placentaria e infecta a los nuevos individuos. Si la infeccidn
ccurre dentro de los primeros 30 dias de la gestacién, los
embricnes son reabsorbidos. Si la infeccidn ocurre a los 40 dias
de la gestacién, habr'a muerte de los productos; y si ocurre a los
80-80 dias de la gestacién, se presentan abortos en las cerdas
infectadas o los fetes sufriran una maceracidn., Si la cerda se
infecta en una fecha muy cercana al parto, los cerditos pueden
nacer vives, pero al mamar, se infectarin con el virus presente
en la leche. (9, 14, 26).

La secuela mas importante de las infecciones durante la gestacidn
es la infertilidad, pues aproximadamente 20 % de las cerdas
recuperadas seran infértiles durante el siguiente periocdo estral.
ca, 14, 280.

Los animales recuperadses quedan como portadores asintomaticos y
son fuente potencial de infeccién para otros cerdos y para las
les ptibles. (i1, 14 18, 261.

Signos clinicos en otras especies (Caninos y felinos),

Prurito intenseo, lo que los obliga a lacerarse la piel
gravemente, especialmente en el Area perioral. Cuando se presenta
la paralisis bulbar, se cbserva paralisi{s mandibular y faringea,
no hay fiebre. emiten gemides y no hay ptialismo. Los animales
infectados no atacan, se mantienen conscientes hasta morir, lo
cual ocurre aproximadamente a las 24 a 368 horas después del
inicio de la enfermedad. La mortalidad es del 100 %. (14, 26).



Patogépaesis:

Los medios naturales de infeccién son mediante la introduccién
del virus en la cavidad nasal por inhalacién © en la cavidad oral
por ingestién. Incluso puede entrar por piel lesionada, Durante
la enfermedad el virus se elimina en la leche materna y en las
secreciones nasal, vaginal y prepucial. <14, 26).

El sitioc primario de replicacién viral es en el tracto
respiratorio superior; de éste lugar el virus viaja via neuronal
a las ceé¢lulas del Sistema Nervioso Central. Cl4, 260,

Esto es posible por la presencia de los nervios craneales, los
pares involucrades son el 1 (elfatoriod, V Ctrigéminod, VII
Cfaciald, IX Cglosofaringeo) y X Cvago). La infeccién se disemina
hacia el cerebro através de éstas 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 trigémino
de cerdos aparentemente sancs, Otros virus herpes de la familia
Alfaherpesviridae también han demostrado tener un patrén de
latencia neural. Al presentarse un periocdo de estrés, o ante el
tratamiento con corticosterotdes, éstos virus latentes pueden
migrar por via nerviosa Yy producir nuevamente signos clinicos,
lesicnes y diseminacidén del virus., (14, 19, 26),

Diagnéstico:

Puede establecerse un diagnéstico, en base a la historia clinica,
signos, mortalidad y morbilidad por etapas, etc. El inconveniente
de éste tipo de diagnéstico, es que debe diferenciarse de otras
enfermedades. C4, 11, 14, 26).



Por la importancia de ésta enfermedad, lo miAs comun es hacer
pruebas de laboratorio para tener un diagndstico preciso, Las
pruebas que pueden realizarse son las siguientes:

= Virus-neutralizacion: ésta es la prusba oficial aprobada en
los Estados Unides por el United States Departament of
Agriculture. Es el proceso por el cual un anticuerpo neutraliza
la capacidad infectante del virus, para ello se requiere de
suero sospechoso que se enfrenta al virus de Aujeszky en un
sistema de cultivo celular. Si el suero posee anticuerpos,
éstos neutralizan al virus, ¥y no permiten que penetre a las
celulas; con ésto se evita la propagacién y las células no
presentan cambios en su morfologifa. €2, 14, 33,

Inmunofluorescencia: la prueba directa puede ser usada para
resolver reacciones indefinidas y para detectar el virus de
Aujeszky en especies diferentes al cerdo. En la técnica
histolédgica citoquimica para la identificacién y localizacidén
del antigeno con anticuerpos especificos combinados con un
compuesto fluorescente, resultando un trazador sensible que se
puede detectar por medioc de fluorescencia. (3, 14D,

= ELISA: en ésta prueba se utilizan anticuerpos conjugados a una
enzima, en éstas condiciocnes el anticuerpo conserva su
capactidad de unién especifica al antigeno, mientras la enzima
es capaz de catalizar la reaccién, en la cual, el sustrato se
transforma en un producto colorido. Otra caracteristica
importante del sistema es la unién del antigeno a una fase
sdlida.insoluble, en la cual, los compeonentes de la reacecidén
inmunolégica son retenidos. (14, 15. 34).



Inmunodifusién en agar: la prueba involucra reacciones de
precipitacidén entre un antigeno y =u anticuerpo en un medio
semisodlido. Es la difusidn en un gel de un antigeno y su
anticuerpo homélogo con la siguiente aparicién de una banda de
precipitado en el sitio donde se alcanzan las concentracicnes
éptimas de ambos reactivos. La prusba puede analizar sueros
citotdxicos, hemolisados o contaminades, los resultados se
obtienen en 24 a 48 horas, es econémica, el incinveniente es
que es mucho menos sensible que ELISA y seroneutralilzacién.
€10, 14. 15, 21)5.

Filacién de complemento: ¢sta prueba requiere de 24 horas para
realizarla y de personal capacitado para ello. Los reactivos
utilizados requieren de un manejo cuidadoso. €143,

Intradermorreaceién: ésta prueba estad basada en una inmunidad
mediada por células. No es tan sensible como seroneutralizacidn
o ELISA. Se ha usado como una prueba para monitoreo del hato.
La prueba es barata y facil de realizar; aungque los animales
que resulten negativos es necesario realizarles mas pruebas
para determinar su inmunidad real. €8, 14D).

Pruebas bjolegicas: éstas se realizan en animales de
laboratorio (ratones, conejos),a los cuales se les inocula una

suspensiéon de tejide de animales sospechosos. Los animales
inoculados se cbservan diariamente para comprobar signes de la
enfermedad. (3, 14D.

Examen histopatolégico: la parte mas importante del eximen
consiste en encontrar corpusculos de inclusidén eosinofilicos en
las neuronas, con una meningoencefalitis no supurativa difusa y
focos necréticos en células de drganos parenquimatosos. (3,
145,

1c



Existen otras pruebas de laboratorio que pueden realizarse, tales
come microinmunoensayo en fase sélida directa,
contrainmunoelectroforesis, analisis de restriceidn de
endonucleasas. El inconveniente de éstas pruebas., es que son
caras, y requieren personal capacitado para realizarlas y no se
ha comprobado que su sen.ibilidad pudiera desplazar a la
sensibilidad mas efectiva de las pruebas de ELISA vy
seroneutralizacion. €14, 20, a220.

Prevencion:

La enfermedad puede prevenirse mediante la vacunacién.

Los antigenos aplicados para desarrollar resistencia contra la
enfermedad han sido producidos por una gran variedad de técnicas.
La vacunacién no previene la infeccién, pero los animales
expuestos al virus virulento, sobreviven a la infeccidn pero
permanecen con una infeccidn latente. Las vacunas inactivadas son
tan eficlentes come las atenuadas, pere con menos riesgos. Una
dificultad que Se presenta en ambos cascs es el bloqueo de la
inmunizacién activa, por el pasc de anticuerpos maternos atraves
del calestro. €4, 32,

Se ha reportado que el virus <vacunal Cinactivaded genera
anticuerpes con titulos entre 1:10-1:40 Cevaluados por
seroneutralizacién) y que el virus silvestre induce y origina
titulos mayores o iguales a 1:128. (4, 22).

Se conoce que la relacién es baja entre los titulos de

anticuerpos vacunales Yy la proteccién conferida contra la
enfermedad de Aujeszky. C4).
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A pesar de que en ocasiones los Litules de anticuerpos se
manifiestan bajos, ésto no implica que los animales estén

carentes de proteccidn. C4D.

La erradicacién de la enfermedad de Aujeszky no se logra
dnicamente vacunando, ya que ademds de los infectados, los cerdos
vacunados pueden presentar una infeceidn latente, de manera gue
la vacunacidén solamente reduce los casos clinicos y no previene
la diseminacion del wvirus. C4).

iz



OBJETIVOS

1.- Emplear la prueba de inmunodifusién en agar para detectar
anticuerpos contra la enfermedad de Aujeszky en calostro
de cerdas,

2.~ Determinar la presencia de anticuerpos -contra la enfermedad
de Aujeszky en el calostro de cerdas utilizando la prueba de
ELISA en un kit comercial.

3. - Detectar la presencia de anticuerpos contra la enfermedad de
Aujeszky en el calostro de cerdas, utilizando la técnica de

seroneutralizacién,

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

13



MATERIAL Y METODOS

MATERIAL:

« Material bioldgico.

~Cien muestras de calostro de cerdas de diversas razas y edades.

=Virus de la enfermedad de Aujeszky cepa Tecamac con un titulo de
10 Exp 6 donado peor el Centro Nacional de Salud Animal (Santa
Ana, Tecamac, Estado de México)d.

-Células VERO, provenientes del laboratorio de viroclogia de la
Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico
Nacional.

-Eritrocitos de ratones cepa BALB-C donadoes por el biocterio del
Centro de Investigacidén y Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacicnal.

-Virus de Aujeszky cepa Shope.

- Reactivos.
Selucidén PBS (solucidn buferada de fosfatesd **A*‘:

~Cloruro de sodio 80.0 g €J.T. Baker).
~Cleruro de potasio 2.0 g CJ.T. Baker).
-Fosfato dibasico de sodio 11.5 g (Baker y Adamsond.
-~Agua destilada aforar a 1000 ml.
Solucioén PBS (solucidén buferada de fosfatosd '*B*’:

~Cloruro de cacio 1.0 g CJ.T. Baker),
=-Cloruro de magnesio 1.0 g <¢J.T. Bakerd.

-Agua destilada 1000 ml.

~Renina comercial CCuamexD,

-Agarosa CSigma Chemical Companyd.

~Medio de crecimiento adicionade
con suero fetal bovino al § % CGibcod.

14



~Medio de mantenimiento M-100 base

Earle. £Gibeod.
~Bicarbonato de sodioc al 4.4 %. ¢3.T. Bakerd.
~Sclucién de penicilina 100,000 U, I.-/ml

y estreptomicina 100,000

microgramos/ml. CLab Lakesided.
~Solucidn de Lripsina al 8 %

CTripsina-versenoc 1:50), CMerck de Méxicod.
~Mezcla de alcochol ~acetona ($0: 500, CMarck de Mexicod,

~Hielo seco.

Solucidén de Alsever:

~Glucosa 20.850 g (€J.T. Bakerd.
-Citrato de sodio dihidratado 8.0 g CJ.T. BakerD.
~Acide citrico monohidratade- 0.55 g €J.T. Bakerd.
-Cloruro de sodio 4.20 g CJ.T. Bakerd.
-Agua destilada lievar hasta un litro.

« Material y equipo de laboratorio:

Material de cristaleria de laboratdrio de uso general.

~Batellas Roux.

=Portaobjetas.

~Puntas para micropipetas.

~Micreplacas.

-Kit comercial para la realizacién de la prueba de ELISA, para el
diagnéstico de la enfermedad de Aujeszky en cerdos. CTolvid
Diagnostic)

~Papel whatmann no. 1 o 2.

~Cien filtros de plastico Millipore de 2.5 cm. de diametro,

~Cien membranas para filtro Millipore de 2.5 cm. de diimetro, Lype
HA, de 0.45 micrémetros de poro,

~Campana de extraceidn,

~Microscopia invertide,
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~Centrifuga.
~Lector de la prueba de ELISA,

HETODO:

Hétodo Rpara 1a obtencion y preparaciéen de las muestras
analizar:

Las muestras de calostro proceden de cerdas de diferentes razas y

»

edades, de las siguientes cuatro granjas:

Granja no. 1 3Sn Juan Teotihuacan, Estado de México.
No se realiza vacunacién contra la enfermedad de
Aujeszky.

Granja no. 2 Tlaxcoapan, Hidalgo.
Vacunan cada 6 meses a hembras y sementales.

Granja no.3 Tepotzotlan, Estado de México.
Cuentan con programa de vacunacién contra 1la
enfermadad de Aujeszky, vacunan cada © meses Yy
revacunan 4 semanas antes del parte.

Granja no.4 Santa Ana, Guanajuato.
Realizan vacunacién contra la enfermedad de Aujeszky
antes del parto.

Las nmuestras de calastro fueron recolectadas en recipientes de
plasitico limplos, con tapdn de rosca y boca ancha, con capacidad
de 20 ml. Las muestras se obtuvieron el dia del partc o el df{a
siguiente a éste, de varias tetillas, en cantidad de 10 a 1S ml,
par cerda. El calostro obtenido de cada cerda fue tratado con
renina comercial, se agregaron 0.8 ml de renina per cada 10 ml.
de calostro, ésta mezcla fué incubada a 37 grades C hasta la
formacién de coagulo C2-2:30 hrs.) (4D,

El suero fué separado por centrifugacisn a S000 rpm cZurante 1S
minutos, el sobrenadante fué identificado y censervado en
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congelacidn a -20 grados C y'despuésv ‘a -70 grados € hasta su uso.
c43. R - i

El suero obtenido ‘'del . calostro, fué utilizado sin otro
tratamiento para las pruebas de inmunodifusién en agar y ELISA.
Para la prueba de seroneutralizacidén se requirié de un
tratamiento adlcionai que serd descrito dentro del método de
seroneutralizacidén., C4d.

Métode para la propagacién y titulacion viral:

Método para la propagacién viral.

En las botellas Roux fueron crecidas células VERO, formandose un
monocestrato al 100 % de confluencia, pasadas las 72 hrs. de
incubaeién. (3, 4, 15).

Las botellas fueron infectadas con virus de Aujeszky, @200
microlitros por botella. Fueron incubadas durante 60 minuteos, y
se adicionaren 7 ml. de medio de mantenimiento por botella. (4,
33.

A las 48 hrs, el efecto citopatico CECP) fué de BO % y se realizd
la cosecha del wvirus. €4, 33,

Para la cosecha, a las botellas se dieron ligeros golpes para
despegar las células y se efectuaron tres ciclos de

1acién~d gelacidn utilizando hielo seco y una mezcla de
alecohol ~acetona (50 %-S0 0. C4D.

Posteriormente se efectud una centrifugacidn durante 15 minutos a
$000 rpm, el sedimento fué deshechado y el sobrenadante se
almacend a -70 grados C en tubos estériles. Ya que éste era el
que contenia el virus, <4, 33).
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Método para la titulacion viral por hemaglutinacién:

Se emplearon 3 ratones cepa BALB-C, que fueron sacrificados por
decapitacidén para obtener los glébulos rojos. La sangre se
colectd en un tubo de ensaye que contenta solucion de Alsever en
cantidad de 10 ml. C31).

Esta mezcla se centrifugd a 5000 rpm durante 10 minutoes, se lave
con solucién PBS (PBS **A'* + PBS ''B''), éste proceso se repitid
durante 3 ccasiocnes, es decir 2 veces mas. Con una micropipeta se
midieron y tomaron 30 microlitros del sedimento Cglébulos rojos),
que fueron diluldos con una solucidén PBS para obtener asi una
concentracién de glébulos rojos de 0.3 %. C31).

En una placa para hemaglutinacidén se colocaron 0.025 ml. de
virus de Aujeszky, cepa Tecamac mas 0.025 ml. de PBS, a partir de
6ste pozo Se realizaron diluciones dobles tomando 0.025 ml. de la
sclucién contenida en cada pozo y pasando al pozo siguiente. En
cada pozo se depositaron 0.025 ml. de PBS, usandose de ésta forma
8 pozos. A un hoveno pozo que sirvié como testige, se adicionaren
0.025 de PBS, finalmente a cada tubo, del primero al noveno se
agregaron gldébulos rojos en cantidad de 0.05 ml. a cada uno. La
placa se {incubd durante 2 hrs. a temperatura ambiente,
posteriormente la prueba fué letda. (31D,

Método para la.titulacidn del virus por seroneutralizacion:

Para determi nar la concentracién del virus, se diluys
decimalmente la cepa viral en tubos de ensaye con medio de
mantenimiento. Ocho pozos fueron usados de la microplaca para
cada dilucion viral. €4, 33).
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Se colocaron 25 micreolitros de medio de mantenimiento en cada
pozo para compensar la dilucién del suero. El mismo volumen de
cada dilucién viral fué afadido respectivamente a los pozos
correspondientes, Células VERO previamente preparadas se
agregaron en cantidad de 0.15 ml. a cada poza. (33).

Después de tres dias de incubacidn la dilucidén viral fué leida
por efecto citopatico. El numero de pozos infectados es expresado
como una razén del numero de pozos inoculados por dilucidn viral,
<33,

-s
El titulo viral obtenido fué de 10

Meétodo para la inmunodifusién en agar:

En portacbjetos limplios y desengrasados se aplicéd una precapa de
agarosa al 0.1 % adicionada con merthiolate, ésto se realizé con
un pincel. C4, 15, 21).

Una vez que la precapa hubo secado, en los mismos portaobjetos,
con una plpeta se vaclaron 4 ml. de agarosa al 1 % (conteniendo
también merthiolated. l.os portaobjetos se introdujeron al
refrigerador para ayudar a la gelificacidén. Se realizaron 14
perforaciones con la ayuda de un molde, 7 por placa, un pozo
central y B periféricos, haciéndolo por duplicado en cada
portacbjeto. En el pozo central se colecd el antigeno de
Aujeszky y en cada uno de los pozos periféricos una muestra de
cada uno de los sueros, al final y nuevamente el antigeno de
Aujeszky en el pozo central. Cada unc de los portacbjetos fué
dejado en camara humeda y la prueba se leyé a las 48 hrs. (4, 10,
21).
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Método para la realizacion de ELISA:

‘Para 1la realizacién de ésta prueba, se siguieron las
instrucciones del fabricante. Para ésta prueba se emplearon los
sueros tal y como se obtuvieron después del tratamiento con
renina. En cada una de éstas placas pueden analizarse o6
muestras en aproximadamente 2:30 hrs. (23, 24D.

Los sueros calostrales deben recibir un tratamiento previc a la
realizacién de la técnica. A cada una de las muestras se le
realizé un prefiltrado con papel whatmann del no. i1 o 2, después
de éste filtrado se filtraron nuevamente las muestras pero ahora
empleando filtros millipore de 2.5 cms. de diametrc con membranas
millipore de 0.48 micrémetros de diametro en su poro, Este
dltime paso se realizd en condiciones de esterilidad. €4, 33).

Después de éste foltrado fué necesario inactivar los sueros a S8
grades C durante 30 minutos, y adicionar a cada muestra solucién
de penicilina-estreptomicina para evitar ceontaminaciones. €4,
33,

Una vez que los sueros fueron 4inactivades, se realizé 1la
seroneutralizacioen, ¢1, 4, 33.

Para la realizacidén de ésta prueba, se tripsinizaron botellas
conteniendo celulas VERO en monocapa confluente., dandoseles el
mismo tratamientd para su obtencién mencicnado en el apartado de
titulacion por el mé't_.odo de neutralizacién.

A partir de la muestra ya descongelada, se montaron 8 diluciones
dobles utilizando medio de mantenimiento como diluyente en un
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vo.lﬁmsn de 25 microlitres. €4, 33).

A cada dilucion se le adiciond el antigeno en cantidad de 300 DI
50 % . Se incubs a 37 grados C durante 1 hora con agitacidn
moderada cada 15 minutos. €4, 33D,

Las células se adicionaron en cantidad de 150 microlitros por
pozo. €4, 33D.

Se montaron también testigos, positive con el wvirus de 1la
enfermedad de Aujeszky y negativeo con medio de mantenimiento. (4,
333,

Las muestras a analizar se dejaron en incubacidén durante 72 hrs,
La lectura se realizd visualmente con la ayuda de un microscopio
invertido, observando la presencia o ausencia de efecto
citopatico. €4, 33>.

Método estadistico ara la comparacidén de las técnicas
realizadas:

Para la realizacién del analisis estadistico, se utilizé una
computadora perscnal, empleandose el programa NWA Statpak., <8,
8,

21



RESUL.TADOS

’ gésgltados de la titulacién del virus por hemaglutinacion:
El t.x_t.ulo del virus de la enfermedad de Aujeszky cepa Tecamac fué
de 64 unidades hemaglutinantes/0.025 m! de virus; o6 2560
unidades hemaglutinantes/ml de virus.
Los titulos positivos se leyeron visualmente come una clara malla
en el fondo de la placa. €15

Resultados de la titulacion del virus por seroneutralizacion:

S
El titulo del virus cepa Tecamac fué de 10

A las 72 horas postinfeccién, la presencia o ausencia del efecto
citopatico CECP) consistente en células que se redondean y se
desprenden de la monocapa formando acumulos.‘ células gigantes y
mul tinucleadas que en algunos campos se observaron con

extensiones filamentosas. (5, 142,

Los resultados para cada muestra y por cada técnica se presentan
en la siguiente tabla:
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TABLA # 1Resultados obtenidos - por granja‘:despues del anadlisis de las
i muestras por. las . técnicas de - inmunodifusién, ELISA "
seroneutralizacién - i

Programa . el :
de Inmunodifusidén - ELISA Seroneutralizacién:
vacunaclién C4+) . <=3 CTCA) [€>] C+) C=d
CGranja # 1 Mo tiene L0 .. 17 -3 14 14 3
Sn. Juan L .
Teotihuacan
Granja # 2 Vacunan cada [o] - 2 7 8 1
Tl axcoapan B8 meses a . . :
Hgo. machos y 4
hembras i
Granja # 3 Reallzan 1 a7 a1 7 a7 1 i
Santa Ana vacunacién . - i
Gto. a hembras g
4 semanas :
antes del \
Parto. I
Granja # 4 Vacunan cada 2 8 ] 2 8 [
Tepotzotlan S meses a
Mex. . machos y
hembras :

No. de muestras analizadas: 82 : .

La evaluacidn de las técnicas de inmunodifusién en agar. ELISA y
seroneutralizacién en cuanto a sensibilidad y especificidad se
observan a continuacién en las tablas 2, 3 y 4.
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TABLA # 2 Comparacién entre las técnicas de ‘anunodifu_sibn y
ELISA en base a su sensibilidad y especificidad.

Resultados C+) Resultados €-2 -

a ELISA a ELISA
Resultados C+) . 3 o
a inmunodifusidén
Resultades (-2 a8 20

a inmunodifusidén

No. de muestras analizadas: 62

Sensibilidad = 6,37 %

Especificidad = 100 %

TABLA # 3 Conmparacién entre las técnicas de inmunodifusién Yy
sercneutralizacién en base a su sensibilidad y’

especificidad.
Resultados (+) Resultados C-3
a seroneutralizacién a seroneutralizacidn
Resultades C+) 3 o]

a inmunodifusion

Resultades €-) S4 54
a inmunodifusion

" No. de muestras analizadas: 82

Sensibilidad = 5.26 %

Especificidad = 100 %
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TABLA "# 4 Comparacion entre las técnicas de ELISA vy
sercneutralizacidén en base a su sensibilidad b

especificidad.
Resultados (+ Resultades ¢~
R a seroneutralizacien a seroneutralizacion
Resul tados ¢+ 31 1
a ELISA
Resultados (-2 a8 4
a ELISA

No. de muestras analizadas: 62

Sensibilidad = 58,35 %
Especificidad = 80 %
Resultades de la comparacion

vacunan Y la granja en que no Se vacuna,
datos obtenidos en las técnicas de ELISA y sercneutralizaciéen,

tomande en cuenta los

s, 8.

Tasnica de ELISA:
Promedie de absorbancia X
Granjas que vacunan Xt
Granjas que no vacunan Xz

Ho: XasXz
Ha: XswX2
te = ~5. 2077 > (¢ = 11,8707 -

estadifgiica entre granjas que



Se rechaza Ho, se acepta Ha.
Por lo tanto existe una diferencia signiricativa entre las
absorbancias registradas en las granjas que vacunan y la granja

que no vacuna.

Té¢cnica de seroneutralizacién:

Promedio de titulec de anticuerpos X
Granjas que vacunan Xi

Gran)as que no vacunan X2

Ho: Xi=X2
Ha: Xi=X2

tce = 3,72 > tt = 1.6794

Se rechaza Ho, se acepta Ha
Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los
titulos de anticuerpos contra la enfermedad de Aujeszky entre las

granjas que vacunan y la granja que no vacuna.



DISCUSION

La toma de muestras para el diagnéstico de alguna enfermedad, o
para realizar monitoreos en la especie porcina, siempre ha sido
un problema de consideracidn, independientemente del tipe de
muestra que se redquiera para el analists (sangre, orina, heces,
etc.Y, por el manejc que se debe realizar en cada animal y porque
en general el numerc de animales que es necesario muestrear es
muy elevado. (28, 300,

Por ello, en éste trabajo experimental, el calosirc fue elegido
come una alternativa de muestra para los animales a analizar.

El calostro se obtuve de hembras de diferentes razas y edades.
Las muestras se obtuvieron Jixsﬁ.o al momente del parto, en el
Ltranscursc del dia en que éste ocurrid, o alternativamente el dia
sigulente a éste (4D,

Chtener la muestra asi{, representa una gran ventaja. pues los
animales estan tranquiles, en Jaulas individdales, limpios la
mayori{a de las veces y el manejo que se hace con ellos es minimo
<oD.

El calostro es la secreciédn acumulada en la glandula mamaria en
las CGltimas sSemanas de gestacién, Junto con proteinas
transferidas de la corriente sanguinea, bajo la influencia de
estrogencs y progesterona. £l calastro contiene un numero elevado
de anticuerpos, predominando en ésta especie la inmunoglobulina G
CIgG>. en menor cantidad la inmunoglobulina & CIgAd y algunas
cantidades de inmunoglebulinas My E CIgM e IgE) (32,

Los recién nacidos incorporan el calostro a su intestino. En
éstos animales, el nivel de actividad proteclitica en el tubo
digestivoe es bajo, y se reduce aGn miAs porque el calostro posee
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inhibidores de la tripsina. Por ésta razén, las proteinas del
calostro no se degradan ni se utilizan como fuentes de alimento,
sino que llegan intactas al intestino delgade. En el ileon son
captadas en forma activa por las células epiteliales, mediante un
proceso de pinocitosis, y atravées de éstas células pasan a los
canales linfaticos y posiblemente a los capilares intestinales.
Por altime, las inmunoglobulinas absarbidas llegan a la
circulacion sistémica, y los animales recién nacidos obtienen una
transfusidn masiva de inmunoglobulinas de aorigen materno, (32).

El tipo de placentacidén en cerdos es epiteliocorial, y el
epitelio coridnico fetal se encuentra en contacto con el epitelic
uterine intacto, asi que en los animales con éste tipo de
placentacién, se evita por completa el pasaje transplacentario de
las moléculas de inmunoglobulina, ¥ los recién nacidos de ésta
especie, dependen por campleto de los anticuerpos que puedan
recibir en el calostro. (323,

La proteccidén conferida por las madres a sus lechones, es pues
una inmunizacidén pasiva pero vital para ellos. €32),

Por lo antes expuesto, consideramos valido usar calostro como una
fuente para detectar anticuerpos contra la enfermedad de Aujeszky
en cerdos. y asl hacer una valoracién del estadeo inmune de la
hembra con respecto a ésta enfermedad.

El tratamiento realizado a los calostros fué el empleade por
Alvarez (4) que es la unica referencia encontrada en que se
trabajd con éste tipo de muestras.

Aun deben realizarse pruebas para detectar s{ es que la renina
Cla enzima utilizada para separar el coagulo del calostrod ademas
de precipitar a la caseina, también preclpita otras proteinas.
inclusive inmunoglobulinas. En el presente trabajo experimental.
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se siguieron las indicaciones mencionadas para la utilizacidn de
calost.i‘p como una alternativa para detectar anticuerpos contra la
enfermedad de Aujeszky. C4, 17D.

En la biblicgrafia consultada a éste respecto, no se reporta
interferencia de algtn tipo, por lo que es necesario realizar mas
analisis siguiendo la metodologia de utilizar calostro en lugar
de Suero como una opcién mas para detectar anticuerpos no solo
contra la pseudorrabia, sino para varias otras enfermedades mas
C4d.

No se encontraron reportes de la utilizacién de la técnica de
ELISA para detectar anticuerpos contra la enfermedad de Aujeszky

en calostro,

Existe la posibilidad de que la renina ejerza alguna accidn o
efecto scbre las inmunoglobulinas, pero' atn deben realizarse
muchas pruebas para determinar si la renina sdlo afecta la
caseina o si puede tener algin efecto sobre los demias componentes
del calostro. C17).

Debemos tener en consideracién que los animales jovenes Yy los

machos no pueden ser analizados por ésta técnica.

Para la cuantificacién de inmuncglobulinas ceontra la enfermedad
de Aujeszky se ha empleado la inhibicién de la hemaglutinacién
como una opcién nueva que inclusive podria sustituir a la
titulacidn por serocneutralizacidén. La primera es una técnica que
requiere de personal con un adiestramiento basico para
realizarla. La prueba es muy clara en sus resultades y muy
rapida. Su realizacién total 1lleva aproximadamente S horas,
aunque el tipo de eritrocites requeridos para que la
hemaglutinacién se lleve a cabo son hecesariamente de ratones
cepa BALB-C, una cepa de ratones que se obtiene de
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bioterios con cierto grado de especializacién. €31,33).

Esta técnica no necesita de condiciones de esterilidad., sin
embargo seria interesante realizar un estandarizacién entre las
.unidades en que se realiza la lectura de ésta prueba CUnidades
l-iemagl utinantes), con las unidades empleadas en la técnica de
0.; tulaciédn per serconeutrali zacl én.

Existen otros virus registrados en la literatura como
hemaglutinantes, ademas del virus de la enfermedad de Aujeszky;
ejemplos de éstos son el Herpesvirus bovino, Herpesvirus equine
Cvirus de aborto equinod y el virus de la laringotraqueitis
infecciosa. Por ello, ésta prueba se utiliza como una opcidn para
el diagnéstico de virus de éste tipo, y tal vez pudiera usarse
también para probar sueros, pues la reaccién de la
hemaglutinacién puede ser inhibida con el antisueroc especifico.
€152,

La titulacién wviral por seroneutralizacidn, requiere por otra
parte, de un laboratorio con equipe adecuado para la realizacién
de ésta prueba, que ademds debe efectuarse en condiciones de
esterilidad, (2, 22, 33).

Por las precauciocnes que deben tenerse en cuenta con los cultives
celulares, se requiere también de personal capacitade para

efectuarla correctamente.

La prueba es lenta, pues las células tardan aproximadamente 48
horas en crecer ¥ la lectura de la prueba se realiza 48 horas
despue¢s de que sSe han colocade las muestras de suero en las
placas junto con el antigenc y el medio. (2, 22).

La lectura sin embargo, es muy c¢lara y es ademads una prueba
cuantitativa.C33>,
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La primera de las técnicas inmunolédgicas empleada fué 1la
inmunodifusién en agar, que es una prueba facil de realizar, y
que ultimamente se ha convertido en una alternativa importante en
el diagnéstico de la enfe. medad de Aujeszky, demostrando que
posee una alta especificidad y sensibilidad; aunque en éste
trabajo experimental se obtuvieron sélo tres resultados positivos
por ésta técnica. Sin embargo, ne debemcs olvidar que los
resultados altamente especificos y sensibles que reporta la
literatura son en base a suero y no a calostro, que fué la fuyente
de anticuerpos a demostrar en ¢ste experimento. (4, 11, 22).

Las muestras aun estandc contaminadas o© téxicas pueden ser
analizadas mediante inmunodifusién en agar, ¥y no se requieren
condiciones de esterilidad. (22).

El gel que constituye el medio para la difusién en ésta prueba es
barato y de facil preparacién. al igual gque el resto del material
requerido, La lectura se efectta a las 48 horas de haber realizado
la prueba, aunque los resultados son sélo cualitativos. C102.

Los resultades obtenides come positivoes en ésta prueba fueron
sélo tres, pero no se consideran como concluyentes. pues no
debemos olvidar que ninguna de las muestras provenia de animales
enfermos o sospechosos. Las muestras se obtuvieron a partir de
animales clinicamente sanos no vacunados y animales clinicamente

sanos vacunados contra la enfermedad de Aujeszky.

Esta prueba detecta titulos de anticuerpos altos en enfermedad
ocasionada por virus de campo, légicamente el titule de
anticuerpos contra ésta enfermedad en animales vacunados, es
mucho menor.C4, 223.

Una variante de la prueba de difusién en gel, la prueba conocida
como jinmunodifusién radial, ha sido utilizada experimentalmente
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para el diagnéstico de 1la enfermedad de Aujeszky y ha sido
comparada con la seroneutralizacién encontrandose una
.spocifici dad y sensibilidad altas al compararla con la prueba
mencionada. Este ensayo es faAcilmente reproducible y simple de
realizar. €13,

Para obtener mejores resultados, la inmunodifusién se ha
utilizado después de realizar una inmuncelecitroforesis, para asi
separar muestras muy complejas. (35D,

Debemos tener en cuenta que en ésta prueba las lineas de
identidad se desarrollan donde hay concentracicnes optimas de
antigeno y anticuerpo, y tal vez por no encontrarse los reactivos
en éste rango de concentracidn, en las muestras obtenidas y
analizadas, las lineas de identidad no fueron evidentes en éste
trabajo experimental. C10D.

En la actualidad se encuentran disponibles en los Estados Unidos
en forma comercial, para Ser empleadas en el diagnéstico de
diversas enfermedades en las que scon Utiles éste tipo de placas
incluyendo contra la enfermedad de Aujeszky, las placas listas
con el gel para difundir en dos variantes: con los paozos ya
hechos, © sin ellos. En nuestro pais aun no es posible cobtenerlas

ya preparadas. €10D.

La prueba de ELISA (Inmuncensayoc ligado a enzimas) es una de las
pruebas mAs recientemente utilizadas para el diagnéstico de la
enfermedad de Aujeszky. (22).

En medicina humana también ha sido ampliamente utilizada para el
diagnéstico de enfermedades diversas tales como toxoplasmosis,
lupus eritematoso, brucelosis y colibacilosis. Ha sidoc empleada
también en endocrinclogia, hematologia e inmunopatologia. €34).
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En medicina veterinaria., la prueba de ELISA ha tenido una
difusién muy amplia. y se ha probado que es una herramienta muy
atild ‘para el diagnéstico de enfermedades tales como el cdlera
porcino (fiebre porcina clasicad, rinotraqueitis infecclésa
bovina, infeccidn de la bolsa da Fabricio, triquinelosis,
tuberculosis, bruceleosis, cisticercosis, enfermedad de Newcastle,
rotavirosis bovina, babesicsis, tripanosomiasis, fasciolasis y
micoplasmosis; en ésta lista se incluye recientemente la
enfermedad de Aujeszky. (34D,

En el afo de 1977, la técnica de ELISA comenzd a ser utilizada en
los Estados Unidos para el diagnostico del «virus de la
pseudorrabla; desde entonces, ha tenido clertas modificaciones
hasta llegar a poder ser utilizada en pequefios kiils o squipos de
diagndstico compactos, siendo en ésta ¢ltima presentacién como la
utilizamos en el presente trabajo experimental. €1, 2.

La prueba de ELISA, junto con seroneutralizacidn y aglutinacién
en lstex, son en la actualidad la tres técnicas tGnicas que son
reconocidas en los Estados Unidos como las oficiales para
realizar el diagnéstico contra la enfermedad de Aujeszky.{22).

La téenica de ELISA se ha reportado que es mAs sensible que la
sercheutralizacioén, aunado #sto a que es mas sencilla y que puede
ser automatizada; por lo gque ha ido reemplazando en algunos
patlses a la seroneutralizacidn., Ci, 2>.

Cuando ésta prueba comenzé a realizarse en México, era necesaric
preparar cada uno de los reactivos a ser empleados en slla, en
consecuencia ésto ocasicnaba una gran pérdida de tiempo. €3, 11D.

En la actualidad, los equipos de diagnédstico comerciales incluyen
todos los reactivos necesarios para realizar la prueba, ademAs de
muestras controles positiva y negativa; por lo qus solamente se
requiere de agregar las muesiras a analizar y finalmente leer la
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prueba. (23,240.

En el presente trabajo experimental, el equipc de diagndstico
utilizado para la prueba de ELISA fué una microplaca con
capacidad para analizar 96 muesiras. Es necesario segulr las
indicaciones del fabricante para asti obtener unos resultados
correctos pues actualmente, existen ya varios laboratorios que
distribuyen éste tipo de equipos de disgnédstico, y aundgue el
fundamento de la prueba es el mismo, pueden existir variaciones
entre los distintas laboratories que fabrican o distribuyen el
equipo comercial. C23D.

El tiempo empledo en la raalizaciéh de la prueba, utilizando los
calostres con su tratamiento previo hasta la lectura de asta,
fue de aproximadamente 3 horas. (23).

Para que esta prueba pueda llevarse a caba, no es necesario un
laboratorio que cuente con equipo muy sofisticado, solo es
indispensable que este laboratorio o el lugar destinade a la
realizacion de la prueba cuente con un lector de la prusba de
ELISA. (231,

Para llevar a2 efecto esta prusba, no es necesaric mantener las
muestras en condiciones de esterilidacd; se requiere de una
cantidad muy pequena de muestra para su analisis; no se requieren
cultives celulares ni mantener lineas de virus vivo para esta
prueba. El tiempo que tarda en realizarse es minimo, comparéndola
con la seroneutralizacion. Pueden analizarse muestras gque por la
técnica de seroneutralizacidén no es posible hacerlo por ser
cansideradas como téxicas o contaminadas. €23, 33)

No es necesario que la persona que realice la tecnica de ELISA
tenga una alta capacitacién © un adiestramiento especial, es una

prueba muy sencilla en su realizaci on y altamenie reproducible.
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Esta prueba sin embargo, presenta algunas desventajas. Segun
esLudios' realizades en los Estados Unidos, los equipos de
diagnéstico que detectan glicoproteina I <(gId, especialmente,
pueden dar resultados falscs positives, <22)

Aungque los avances en la investigacién y las modificaciones a la
prueba de ELISA son muy amplios, esta prueba adn no ha podido ser
adaptada para realizarse in sity, Su especificidad es ligeramente
mas baja cuando el equipc de dlégnast.ico detecta gllcoprote.{na X
Cg®y, aunque esto tamblén guarda relacion estrecha con 1la
capacidad de estimulacidn del sistema inmune del huésped.
a1s,22y.

La prueba de ELISA puede usarse para realizar monitoreocs
.seralégicos de hatos y para vigilancia epidemiolégica. ca2l.,

Esta prueba ha constituldo también la base para diferenciar
anticuerpos estimulados por un virus de campe y antlicuerpos
estimulados por un virus vacunal. Es posible detectar esta
diferencia con ciertos equipos de diagnésuco usades en
combinacion con vacunas elaboradas por el mismo laboratorio
mediante lngenierfa genéuca; es decir. las partfculas virales no
son completas, se les suprime una parte para de esta forma poder
distinguir los tipos de anticuaerpos producidos de los anticuerpos
desarrollados por infeccién natural. (223,

Antes de que la prueba de ELISA sea aceplada como prueba de uso
rutinario, deben ser analizadas un gran nlmero de muestras de
campo para determinar en el diagnéstico su especificidad y
sensibilidad.

La vacunas comerclales estan elaboradas en su maycr.{a. a base de
virus f{nactivados, esto es, virus muerto, La prueba de ELISA
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detecta anticuerpos contra teda la particula viral, es por ello
que utilizamos este equipo de diagnésf.ico comercial que detecta
anticuerpos contra la glicoproteina X. Este equipo fue utilizado
peorque aun en ninguna de las granjas de donde fueron obtenidas
las muestras ,realizan vacunacidn contra Aujeszky utilizando
vacunas obtenidas por ingenierfa genética. vacunas hechas con
par'.fculas virales incompletas; porque aunque se encuentran
disponibles en forma comercial. en estos tres ranchos atn

utilizan las vacunas convencicnales completas. (23, 24, 285.

Las vacunas obtenidas por 1ngenieria genét.!.ca suprimen Uuna
pequena porcién del wviridén, en este caso si el equipo de
angnéstlco detecta la gX, la vacuna ideal para trabajarse y
realizar un diagnésticc diferencial de anticuerpos vacunales y
anticuerpos de campo, ser{a una vacuna fabricada a partir de una
parc.{cula viral a la cual se la haya suprimido la gX. ya que este
tipo de vacunas al entrar en contacto con el organisme y ser
estimulada la producclén de anticuerpos, estos no codificaran
para la fraceidn viral que falta, De esta forma, al usar el
equipa de diagnéstico elaborado juntamente c¢on la vacuma,
resultaran negativas las muestras de animales vacunados con
vacunas incompletas, pero los animales que han sido expuestos a
virus de campo, aes decir, virus completo, resultaran positivos;
pudléndose diferenciar anticuerpos de animales vacunados de
anticuerpos de animales expuestos a virus de campo. (22,24,25).

Los resultados que la prueba de ELISA registra se leen en un
lector de la prueba de ELISA, y las unidad son 1l d

ansorbancia, porque se mide intensidad de color.las absorbancias
resultantes no son las mismas que las registradas en suero,
aunque se registraron resultados positives y negatives, muestras
controles positivas y negativas, sin embarge no debemos olvidar
que la prueba esta disefiada para ser trabajada con muestras de

sSuero y no para calostiro, por esta razén. resultarl‘.a interesante
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que en trabajos posteriores, se realice un muesirec doble, es
decir, analizar suero y calostro del mismo animal, y estas
muestras ser analizadas con equipos de diagnéstico del mismo
laberatorio, asi, poder comparar los resultades y de ser posible,
realizar equivalencias de las resultados obtenidos a partir de
dos muestras por animal. Para que estas equivalencias puedan ser
empleadas en analisis posteriores. (22, 23, 24).

Para la prueba de seroneutralizacién es necesario trabajar con
cultivos celulares, mantener lineas celulares especiﬁ.cns vivas
Cen este trabajo utilizamos células VERO y una cepaviral viva
también, para esto es necesario. realizar pases, cosechar y
adicionar medio de mantenimientc o de cracimiento, segl‘.m sea
necesaric. Es indispensable que las muestras a analizar sean
inactivadas por caler a 58 grades C durante 30 minutos. Muestras
consideradas como ciLoL&dcﬁs o contaminadas no pueden ser
analizadas mediante esta tecnica C1, 2, 22).

Para trabajar la sercneutralizaciéon se necesita un laboratorio
equipado con estufa para incubar colulas. microsedpio invertido y
campana de extraceidn.

La seroneutralizacion es una prueba lenta, que tarda cuatre dias
por lo menos en su reallzacién. ademﬁs debe realizarse bajo
condicicnes de esterilidad, y por su complejidad esta prueba no
ha podido ser automatizada. <22). °

La seroneutralizacidén as una prueba confiable., altamente
espec{fica pero la menos sensible de las tres pruebas aprobadas
en los Estados Unidos para el di agnésu co de la enfermedad de

Aujeszky; aunque los resultados son cuantitativoes. (22, 33).

La popularidad de la prueba de sercneutralizacién esta basada en
la habilidad que tiené la prueba en proporcionar una
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cuantificacion aproximada de los anticuerpos especificas
contenidos en una muesira de suero; de esta forma, ha sido
posible hasta clerto punto dif-renciar los animales vacunados no
infectados de los animales infectados mediante la estimacion del
titulo de anticuerpos en el hatec. (2).

Los resultados de la prueba de sercneutralizacion se  ven
influenciados por la mat.odclog;.a seguda en la realizacién de la
prueba. Por ejemplo, s: el tiempo de incubacidn del virus cen el
suero es de 24 horas, los titulos obtenidos siguzendo esta
mtodolog{a pueden ser significativamente mas altes que aquéllos
obtenidoes de una prueba comin es decir. en la que la incubacion
es de una hora. Otras modificaciones que afectan los resultados
de la prueba., son la cepa de. virus de la pseudorrabia empleada,
la dosis para el desafic y el tiempo después de la incubacidn en
el cual son leidas las pruebas., (2).

En la actualidad, se han realizado cs’guerzos para obtener un
mismo protecolo de la prueba de ssroniu{ralizacién. y ahora este
es seguido en todos los laborateorios de diagnéstica donde se
realiza la prueba para la enfermedad de Aujeszky. (2d.

Tambien se han ideado nuevas pruebas de diagnést.icc para suplir a
la seroneutralizacion en consideracion a su costo, tiempo y
prcpensién a la interferencia por utilizar muestras toxicas, €2
St la muestra a analizar es tomada en etapas tempranas de la
Lnreccién ya sea que se analice por seroneutralizacién o ELISA,
puede dar resultados falsos negatives. Por otro lada, la prueka
de agl.ut.inaczén en latex permite una deteccidn temprana a la
exposi.cién del virus de la enfermedad de Aujeszky probablemente
por la habilidad especial de les anticuerpos IgM de producir
reacciones de aglubxnacién Yy porque éstos anticuerpos son la
primera clase de anticuerpos producides en respuast.a' a la
‘infeceidn. €25,
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CONCLUSIONES

K .rata)‘ment.g xv-'eA.ﬁ:adc en el calostro fueée efectivo para obtener

vere’ snﬁffpi;ﬁte para_llevar a «cabe las tres pruebas

- La ‘.ecniga‘lﬂé' nemaglutinacisn’ para la titulacidn viral se muestra

-.Seroneutralizacidn...

" ‘como. ~una ‘__):q'ené.'fa'l!;crnat.xva' para sustituir a la técnica de

La- :nmenodifusion en’ agar resultd ser una técnica facil en su

‘realizacién, peré no .concluyente al emplear los calostros

tratados como fuente de anticuerpos.

La técnica de ELISA con equipeo de diagnéstico comercial se
efectua en muy poce tiempo. ¥y resultéd ser efectiva para la
deteccion de anticuerpos contra ia enfermedad de Aujeszky en
calostros tratados.

La técnica de sercneutralizacién fué¢ atn mids sensible que la
técntca de ELISA, ya que reportd mas resultados positivos que
ésta ultima. aunque la primera fué mucho mas lenta.

Al comparar las teznicas de inmuncodifusion en agar y ELISA, en
relacidn a su sensibilidad y especificidad, la i1nmunodifusién
resultd ser altamente especifica pero poco sensible para detectar

anticuyerpos calostrales.
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De 1la comparacién entre las pruebas de inmunodifusién y
seroneutralizacidn en base a sensibillidad y especificidad, la
técnica de (nmunodifusidn resultéd poco sensible aunque muy
especifica.

La técnica de ELISA comparada con la seroneutralizacién resultd
tener una especificidad de 80% y una sensibilidad de S55.35% para
detectar anticuerpos en calostro. -

En base al analisis estadistico se establecié que existe una
diferencia significativa entre las granjas que vacunan y la
granja que no vacuna en base a la " absorbancia registrada y el
tituleo de anticuerpos detectado por las pruebas de ELISA y
seroneutralizacién, respectivamente.
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