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INTRODUCCION

Desde la presentacion de la Enfermedad de Aujeszky (EA) en México hasta la fecha, el comportamiento epidemiolégico de ésta,
no se haregido por un patron establecido y se ha extendido en gran parte de la poblacién porcinadel pais (I),para el diagﬁéstico
es necesario contar con métodos de diagnéstico especificos y sensibles. La prueba estandar empleada para el diagnéstico
serolégico es la Seroneutalizacién en Cultivo de Tejidos (SN), que esta considerada como la mas especifica y al mismo tiempo
la menos sensible, (4,5). Durante los dltimos afios se han desarrollado diferentes pruebas serolégicas (inmunodifusién,
aglutinacién con particulas de latex, ELISA en placa, dot ELISA, etc.(5) Una prueba diagnéstica debera tener una alta validez de
tal formaque los porcentajes de resultados falsos positivos y falsos negativos deberén ser limitados. La validez estd expresada
por la sensibilidad y especificidad de la prueba. Para la valoracién y validacién de una prueba como segundo método, debera
obtenerse una validacién de aproximadamente 100%. La evaluacidn estadistica se realiza mediante tablas de contingencia de
2 X 2. A partirde estas tablas algunos otros parametros podran ser calculados como: valores predictivos de resultados positivos/
negativos de la prueba y prevalencias aparentes, asi como, el efecto de la sensibilidad, especificidad y la prevalenciareal sobre
la prevalencia aparente y los valores predictivos. El objetivo de éste trabajo fue correlacionar la prueba inmunoenzimatica
Dot-ELISA con sercneutralizacién determinar sus valores de especificidad y sensibilidad y el comportamiento epidemiologico
de estas para el diagnéstico serolégico, estudios epidemiocldgicos y de control de la Enfermedad de Aujeszky.

MATERIALES Y METODOS.

Se elaboré el antigeno en un equipo Cell Factory marca “NUNC” , con lacepa 1’Teoloyucan11 del VEA, proliferadaen lineacelular
PK15 crecida con medio de cultivo Eagle, cuando el monoestrato fue confluente, se infectd con Virus de la Enfermedad de
Au~eszky, cuando se presenté efecto citopatico las particulas virales se cosecharon mediante congelacién-descongelacidn, Se
purificé por ultracentrifugé a 100 000 g 60 min. se tomaron muestras alicuotas para determinar el titulo viral mediante el metodo
de Reed y Muench (14). Para la obtencién de tiras reactivas Dot-Auj se fijé el antigenc a las membranas de nitrocelulosa en un
equipo de microfiltracién Bio-Dot marca BIO-RAD; la membrana se hidraté 5 min con amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.2,
adicionado con 0.05% de Tween 20 (SL,) y se secé aplicando vacio; para obtener la dilucién 6ptima de trabajo, se sensibilizé
la membrana con 100 ~1 de diluciones dobles del antigeno (en amortiguador de carbonato/ bicarbonato 0.5 M pH 9.6), se incubd
durante 20 min y se secd. La nitrocelulosa se bloqued con una solucién de caseina al 1% diluida en amortiguador de fosfatos
(PBS) 60 min; se lavd con SL tres veces durante 3 min y dos veces con PBES; se dejo secar y se cortaron tiras de 0.5 cm x 1.2
cm y se adhirieron individualmente a un soporte plastico de 0.5 cm x 7.0 cm. y se aimacenaron en refrigeracion.

La metodologia que se utilizé para la toma de muestras, fue adaptada de las descritas por Eliot y Toma (7); Gay y Hamdy (8},
tomando la muestra directamente con las tiras Dot-Auj. Para su revelado se lavaron 3 veces con solucién de lavado y dos con
PBS, se adicioné anti-lgG de cerdo conjugada con Peroxidasa (KPL) diluida 1:400 se incubd durante 1 horaen agitacidn. Después
se lavé 2 veces con SLy 2 con PBS, el revelado de cada tira Dot-Auj se realizé adicionando 2.ml de sustrato fresco preparado
con 30 mg de 4-N-Cloronaftol en 10 ml de diluido en amortiguador Tris pH 7.8, adicionade con § ~1 de H202 concentrado (30%).
La reaccién positiva se manifiesta por la aparicidén de un color violeta en la zona de reaccién se observo durante los primeros
25 minutos de reaccidén. Se trabajé con cerdos SPF del bioterio del CENID-Microbiologia, se formaron dos grupos uno
experimentalmente infectado con el VEA y ofro testigo sin infectar. Se colectaron un total de 100 muestras de ambos grupos,
74 muestras pertenecieron a animales infectados con el VEA y 26 muestras fueron de animales sanos; también se colectd suero
para realizar la confrontacion con la prueba de SN.

RESULTADOS Y DISCUSION

El antigeno de VEA tuvo un titulo de 107 (TICD)/ml. La dilucién éptima para la utilizacion del antigeno de VEA en la prueba de
Dot-ELISA fue de 1:32

La prueba de SN tuvo una sensibilidad de 89.19% y una especificidad de 100%; con valores predictivos de 100% para detectar
animales positivos y 76.47% para detectar negativos; en relacion a las condiciones de esta prueba, los calculos de probabilidad
son 0% paratener un resultado falso positivo y 25.53% de obtener un resultado falso negativo; por otro lado, en relacién al estado
de la enfermedad en la piara, el calculo de probabilidad para obtener un resultado falso positivo fue de cero; y la de obtener un
resultado falso negativo fue de 10.81%. La prevalencia aparente fue de 66% y nos indica {a probabilidad de obtener un resultado
positivo; la prevalencia real en los sueros estudiados es de 74%

Para la prueba Dot-Auj, el analisis estadistico dio una sensibilidad de 98.65% y una especificidad de 82.31%; estudios previos.
realizados por Afshar et al. con 860 sueros de cerdos infectados con el VEA, compararon la prueba de Dot-ELISA, con la de SN.
y ELISA en placa, la prueba de Dot-ELISA, mostré ademas de ser equiparable a las pruebas de SN y ELISA, una sensibilidad
relativay una especificidad del 98% y 99% respectivamente (6), en nuestro estudio, la sensibilidad que obtuvimos es ligeramente
mayor y por consiquiente la especificidad es ligeramente menor a los valores reportados, pese a las diferencias en el disefio
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de la tira Dot-Auj y el Dot-ELISA realizado por Afshar et al. los resultados concuerdan. Los valores predictivos de esta prueba
para detectar animales positivos o negativos son 97.33% y 96% respectivamente. En relacién a las caracteristicas de la Prueba
Dot-Auj, la probabilidad calculada de tener un resultado falso positivo fue de 2.67% y la probabilidad de obtener un resultado
falso negativo fue de 4%. Por otro lado, en relacidn al estado de 1a enfermedad, la probabilidad de obtener un resultado falso
positivofuede 7.69%y lade obtenerun resultadofaiso negativofue de 1.35%. La prevalencia aparente fue de 75%; y la prevalencia
real en los sueros estudiados es de 74%

Las pruebas de evaluacion nos marcan diferencias importantes en el comportamiento de estas con relacidn a las prevalencias
reales y aparentes y los valores predictivos. Estos estudios son importantes para poder tomar decisiones sobre de la aplicacién
mas adecuada de estos métodos de diagnéstico en el campo y poder establecer las estrategias de control. La prueba de Dot-Auj
es una alternativa para el diagndstico serolégico en zonas libres de vacunacion y por sus ventajas puede ser empleada como
prueba tamiz en grandes poblaciones de cerdos.
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