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INTRODUCCION
La técnica i1nmunoenzimética de ELISA es un método
ampliamente utilizado para el diagnéstico seroldégico .8

distintas enfermedades. Se caracteriza por ser una técnica
altamente sensible vy de gran especificidad que permite
realizar en un corto espacio de tiempo estudios sobre grandes
poblaciones, de manera sencilla y econémica. Fué inicialmente
descrita en 1971 por Avrameas y Guilbert; Engvall y Perlmann
1971;: Van Weemen vy Shuurs 1971 y ha sido ampliamente aplicada
en todo el mundo, siendo hoy en dia la técnica utilizada pare
el diagnéstico serolégico de muchas enfermesdades virales.
Desde entonces diversos métodos de ELISA han sido reportados
para el andlisis seroldégicco. De tal forma que en la actualidad
para el diagndstico diferencial de 1la Enfermedad de Aujeszky
se encuentran disponibles en el mercado internacional una
serie de vacunas dgue incluyen un kit diagnéstico basado en la
prueba de ELISA empleando como antigeno virus con delesidén en
el genoma (en gX., en gl o Tk). 3in embargo, el empiec de ELISA
con virus completo, es el método de eleccidén para llevar a2
cabo los estudios epizootioldgicos V4 de control de
movilizacién de los cerdos. s

En base a investigaciones previas reportadas por los
franceses Eliot vy Toma (1987) y las experiencias realizadas en
México por Gay y Hamdy (1989) en conejos y Rodriguez-Villela
et. al (1988) en cerdos y como apoyo a la campafia de
erradicacién de la enfermedad de Aujeszky, se ha adaptado pare
cerdos la técnica de coleccién de sueros por hemoadsorcidédn en
papel filtro, mediante puncién de la vena marginal de la
oreja.

Por tal motivo el objetivo de este trakajo fue el de
implementar la técnica de sangrado para cerdos vy acoplarla a
una prueba de ELISA clédsica con virus de genoma completo para
proponer su aplicacién en las medidas sanitaria de control de
la Enfermedad de Aujeszky, asi como en la evaluacidén para la
importacidén y movilizacidén de cerdos.

MATERIALES Y METODOS

Para la hemoadsorcién se utilizaron papeles Wathman No.
15 - 3 v 4l papel filtro-de-Proveedor=Cientifico “PC "No =917 db
poro medianc y papeles filtro Evans Adlard & Co. No 663 de 12
y 28 1b. Se probaron varios tipos de lancetas vy agujas
hipodérmicas para realizar la puncidén de !a vena marginal de
la oreja. Los cerdos que se emplearon fueron SPF
experimentalmente desafiados con virus de Aujeszky. Se empled
como antigeno, la cepa de campo Teoloyucan del virus de la
Enfermedad de Aujeszky, adaptada a la iinea celular=PK—15:
Para la prueba de ELISA se emplearon las siguientes soluciones
y reactivos:_ solucién de lavado PBS/Tween—20 al 0.03% se
conservo a 4 C. Solucidén blogueadora (pH 7)., (solucidén de
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lavado adicionada con 3% de Albumina bovina fraccidn V).
Conjugado Anti IgG de cerdo conjugado con peroxidasa (KPL). El
substrato para 10 placas fué: Acido Citrico 0.1 M (25 ml) +
Fosfato de Sodio dibdsico 0.2 M (25 ml), aforado a 100 ml de
agua destilada (pH 4.5}, adiciconado con 11 mg de ABTS;
utilizando por placa 10 ml de ABTS + 5 ul de Perhidrol (H=zO=
al 30 % Merck ) Esta mezcla se realizé justo en el momento de
su utilizacidén. Se empleo Acido sulfurico 3N para detener la
reaccidén del substrato. En la antigenacidén se emplearon placas
de 96 pozos de fondo plano marca NUNC Cat. No. 1-67008; se
diluydé el antigenc Cepa Teoloyucan en amortiguador de
fosfatos (4 C) hasta la dilucién optima. Se afiadieron 100 ul
de esta dilucién por pocillo y las placas se incubaron a 4 C
toda la noche. Cada placa se escurrié vy lavé 3 veces con
solucidén de lavado, se escurrié la placa y se repitid 1la
operacién 3 veces. Las placas se almacenaron a -20 C. Cuando
las placas ibar a ser utilizadas, se descongelaron y se espero
hasta que alcanzaran la temperatura ambiente, posteriormente
e adiciond la sclucidén blogqueadora e incubé durante 2 h a
teomperatura ambiente., nuevamente se lavaron 3 veces. De los
sueros control y los sueros problema. se tomaron circulos de 3
mm de didmetre del papel hemcadsorbido y se eluyd con 100 ul
de- butfer de fosfatos. - Se .afiadieron 50 pl de . cada: suero
diluido por duplicado a cada pocillo. Se 1incubaron durante 90
min. a tempsratura ambiente. A contivuaciin gse lavaron las
placas 4 wveces con solucién de lavedo, como se explicéd
anteriormente y se afiadieron 50 ul/pocillo del conjugado Anti
EgGeade cerdo—Peroxidasa previamente diluido en solucidén
blogueadora a -la dilucidén OSptima recomendada por los
fabricantes (1/100 en este caso), Se incubé durante una hora a
37 C. Al finalizar la incubacidén se lavaron las placas 4 veces
con solucidén de lavado y se adiciéné el substrato ABTS mds el
perhidrol segin se describidé anteriormente. Se afiadieron 200
ul/pocilleo de la solucién de substrato recién preparada. ©Se
incubaron aproximadamente 30 min a temperatura ambiente, hasta
observar que los pocillos de los controles positivos
ccmenzaron’ a tomar color., Se frend la reaccidn afiadiendo 50
ul/pocillec de la solucién de dcido sulifdrico 3 N. y se
procedid o la—Tectara-—de —hareplacas Los resultados  se
obtuvieron por lectura colorimétrica utilizando un
espectrofotémetro para lectura de placas, a una longitud de
onda de 410 nm.
RESULTADOS Y DISCUSION <

De todos 1los papeles probados, sélo el papel filtro No.
917 fue adecuade para realizar una buena hemcadsorcién y poder
después eluir el suero para la prueba de ELISA, ninguna de las
lancetas disefiadas para humanos que se probaron son adecuadas
para puncionar la oreja del cerdo, meiores resultados se
obtienen con agujas hipodérmicas desechables del No. 22. Los
papeles hemoadsorbidos si no se secan bien se contaminan ¥y no
funciona adecuadamente con ELISA. Dade que la intensidad del
color en ELISA es proporcional a la cantidad de anticuerpos
especificos unidos al antigeno se obgservé al trabajar sueros
pareados con muestras en papel que la elusidén del sueroc no es
complete por lo gue existe una dilucidén que deberd calcularse
para--cada lote. -ds _tiras.  de.papel.  filtre, -en nuestiro: case
corresponde a la dilucién 1:8. Los valores de los sueros
positivos suelen oscilar entre 0.32 y 1.0 de densidad  ¢ptica
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(D.O0.) y de los sueros negativos entre 0.02 y 0.28 D.0. Para
proceder a interpretar los resultados obtenidos en el ELISA,

se realizé el cdlculo del "punto de corte" a partir del cual
se definirdn que sueros son negativos, dudosos o posgitives.
Ci cule del "punto de corte" (CUT OFF): se aplicd la
¢ gulente fdérmula:

“UT OFF= valor medio D. O. del suero negativo X ! + valor medio D. 0. del
suero positivo X 0.2

en nuestro caso el valor medio de los sueios negativos = 0.20
y el valor medio de los sueros positivos = 0.57 por lo que el
punto de corte es = (0.31 Por lo que todos los sueros con
valores de absorbancia por DEBAJO del CUT OFF (0.31) se
considerardn sueros negativos; todos los sueros con valores de
absorbancia comprendidos entre el CUT OFF y CUT OFF + 0.02
{entre 0.31 y 0.31 + 0.02) se considerardn sueros dudosos,
por lo gque deberd utilizarse una segunda técnica para su
confirmacién, por ejempl: inmunof luorescencia indirectia O
Dot-blot. Todos los suerss -~on valores de absorbancia por
encima..de:0.31-+  0.02 se counsiderairon sueros ' positivos. De
100 sueros probados por seroneutralizacién se encontrdé 96 % de
correlacién. Las placas de otra marca diferente a la citadas
antes deberdn ser sometidas previamente al protocolo de lavado
y dejarlas secar completamente antes de antigenar. Adn asi no
todas las marcas de placas sirven adecuadameénte para ELISA.
Las placas antigenadas, no funcionan bien después de guardarse
a 4 C durante mas de 2 dias perc si sSe conservan giempre a —20
C funcionan durante varios meses. El uso de muestras para
ELISA empleando tiras de papel filtro estandarizadc permitird
facilitar el diagnéstico en masa de :a enfermedad de Aujeszky
por la reduccidén del costo de muestreo.
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