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INTRODUCCION

Durante 1992 se planteo la elaboracién del programa de la
Campafia nacional para control y erradicacién de la enfermedad de
Aujeszky. En el cual surge la elaboracidén de esquemas de muestreo
para diferentes estados de la Repiliblica, principalmente en el
norte del pais; para asi tener un reconocimiento oficial de
estados enzodticas para la enfermedad de Aujeszky y poder
determinar donde se permite la vacunacién.

Recientemente el INIFAP, pretende desarrocllar métodos
inmunoenzimadticos que permitan un diagnéstico rapido y fécil,
como €S la técnica de Dot-Blot, que fue descrita por. Hawkes et.
al {1982;, se basa en la propiedad de mantener total o
parcialmente las propiedades antigénica de las proteinas
transferidas a membranas de nitrocelulosa; en la actualidad esta
siendo muy utilizada para la deteccidn de niveles bajos de
proteina (Gershoni y Palade, 1983). La facilidad del manejo de
la técnica, asi como el alto gradoe de conservacidn de los
reactivos, ha propiciado su aplicacién para estudios antigénicos
y de respuesta inmune (Hawkes R., et al. 1982).

La metodologia que se estd utilizando en la toma de
muestras, es una modificacién que se hizo en el laboratorio, al
método gque se ha adaptado para cerdos en la toma de sangre de la
oreja con papel filtro descrito por Eliot y Toma (1987); Gay ¥
Hamdy (1989), la cual consiste en tomar la muestra directamente
al papel de nitrocelulosa previamente antigenado con el VEA.

El objetivo de este trabajo fué realizar la validacidén
de campo de esta prueba para detectar anticuerpos contra la
enfermedad de Aujeszky en granjas, tomando 1la muestra
directamente de la vena marginal de la oreja del cerdo.

MATERIAL Y METODOS

Se muestrearon 3} granjas de diferente zona del pais:
Granja A:Ubicada en La piedad Michoacan de 800 vientres,
con esquema de inmunizacidn para la Enfermedad de Aujeszky con
vacuna con delesidn (gl-}. De esta granja se sangraron B84
animales.
Granja B: Ubicada en el Estado de México (Los Reyes, La Paz)
Texcoco, de 400 vientres, sin programa de vacunacidn contra VEA
Yy sin problemas aparentes. Se sangraron 40 animales.
Granja C: De animales SPF perteneciente al Patronato de Apoyo a
la Investigacidn Pecuaria en México, se sangraron 10 animales.

La técnica de Dot-Blot, se compard con los métodos de virus
neutralizacidn en cultivo de tejidos y con la técnica de ELISA.

1. ANTIGENO. Con un Biorreactor NUNC se proliferd la cepa de
campo "Teoloyucan®", de virus de la Enfermedad de Aujeszky, en la
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linea celular PK-15, la cosecha viral se fijo en membranas de
nitrocelulosa con un aparato de microfiltracién Bio- Dot marca
2. Una vez fijado el antigeno se blogued la membrana con una
solucién de caseina al 1% diluida en Buffer de fosfatos (PBS).
durante 60 min.

3. Se lavo la membrana con PBS + tween 20 al 0.1%, (solucibn de
lavado), 3 veces durante 3 min cada una, se deja secar, las zonas
antigenenadas se cortan y adhieren a un soporte plastico en forma
de tira, las tiras se conservan en refrigeracién.

4. Las tiras se aplicaron sobre la sangre que fluia de la puncidn
de la vena marginal de la oreja del cerdo. y se colocaron en
buffer con anticuagulante durante 30 minutos.

5. Se lavé 3 veces con la solucidén de lavado.

6. Se agregaron 500 gl de anti IgG de cerdo conjugada con
peroxidasa (marca KPL diluida 1:1000) y se incubd durante 60 min.
7. Se lavé nuevamente con la solucibn de lavado 3 veces, y con
PBS otras 2 veces.

8. Se revelaron con 1 ml de la solucién formada con 30 mg de O-
Cloronaftol diluido en buffer de tris pH 7.6, adicionado (en el
instante gque se va ha utilizar) con 5 ul de H,0, concentrado. La
reaccién positiva se manifestd por la aparicién de un color
violeta en la zona antigenada dentro de los 10 minutos iniciada
la reaccién.

9. Para la prueba de ELISA se utilizaron tiras de papel
hemoadsorbido, a cada tira se le adiciond un disco de 3 mm de
didmetro y se incubd en 1 ml de PBS + 0.1% de tween 20 + 0.5%
caseina; para Seroneutralizacién se emplearon 200 ul del sueroc
porcino diluido 1:8.

RESULTADOS Y DISCUSION

PRUEBA DOT-BLOT SN ELISA
No.Muestras Pos [Neg Pos /Neg Pos/Neg

GRANJA "A"™ 85 B5/0 67 /18

GRANJA "B" iz 18/14 4/15

GRANJA "C" 10 0 /10 a/10

En la granja "A"™ se observd gque el 100% de los animales sangrados
resultaron positivos a la prueba de Dot-Blot, é&sto se esperaba
ya gue se trata de una granja positiva con un esguema de
vacunacién bien definido. Al aplicar la técnica de ELISA para la
que se utilizdé el Kit comercial ClinEase-PRV donde se observd que
67 muestras de 85 (78.8%) resultaron positivas lo que de acuerdo
al Kit son animales gque han estado en contacto con el virus de
campo. Lo que sugiere que los animales gue salieron negativos es
debido al tipo de vacuna gue se esta empleando.

En la Granja "B", el 56% de los animales muestreados resultd
positive a la prueba de Dot-Blot, siendo una granja sin
antecedentes de vacunacién , ni infeccién, sin embargo se
localiza en una zona enzootica de la enfermedad. Para la prueba
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de Sercneutralizacién solamente se realizd al 50% de las muestras
se observd gque el 27% resulté positivo, donde los animales gue
salieron positivos a SN correspondian a los animales posiitivos
por Dot-Blot, lo mismo para los negativos.

En la granja C, se pretendia observar si existia alguna reaccién
inespecifica al emplear nuestra metodoclogia en el manejo y toma
de muestra; sin embargo no existidé ninguna reaccién inespecifica
y el 100% de las muestras evaluadas resultaron negativas, tanto
a la prueba de Dot-Blot como a SN. Por lo que se considera una
alta especificidad de la prueba.

También se observé gue las tiras reactivas incubadas con la
muestra de sangre completa no interfiere en la prueba.

Con este trabajo se pretende demostrar la aplicacién de esta
técnica como prueba tamiz para diagnostico de la enfermedad en
granjas, lo gue ayudard al Veterinario en la aplicacidén de las
medidas de control sanitario y de manejo de la misma. Como parte
de la Validacidén de esta Técnica se sugiere su aplicacién en
granjas ubicadas en zonas libres de la Enfermedad.
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