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INTRODUCCION

El diagndstico de enfermedades infecciosas es esencid
para tomar decisiones en e control y erradicacion de
enfermedades. El diagndstico serolégico es muy
conveniente porque puede ser aplicado a gran escala, a
bajo costo, obteniendo informacion epidemiolégica de
una poblacion, pudiendo detectar animales activamente
infectados, agquellos que han sido expuestos a patégeno,
asi como evaluar los niveles de proteccion. Esta
informacion es fundamental paralograr y evaluar el éxito
de las medidas de erradicacién y bioseguridad.

En nuestro medio la necesidad de diagndstico seroldgico
seresuelve casi totalmente por laimportacién de sistemas
comerciales, los cuales son costosos, de lenta
disponibilidad y que emplean antigenos exéticos.

El uso en sistemas de diagnostico de antigenos
recombinantes (AgR), en lugar de antigenos nativos
crudos o purificados, presenta ventgas como mayor
sensibilidad y especificidad, entre otras.

Un procedimiento para producir AgR es la expresion en
células de insecto mediado por baculovirus. Estos
sistemas mimetizan los procesos de modificacion y
plegamiento de las proteinas que ocurren en céulas de
mamifero. Las células de insecto ademés tienen la
ventgja de crecer en medios poco complejos y pueden
propagarse en fermentadores.

Este trabajo tuvo como objetivo producir y evaluar
antigenos recombinantes (AgR) para emplearse en
sistemas de diagnostico seroldgicos tipo ELISA de
a gunas enfermedades virales de importancia en medicina
veterinaria.  Particularmente de tres enfermedades
porcinas. La enfermedad de Aujeszky (EA), e sindrome
respiratorio y reproductivo (PRRS) y la fiebre porcina
clésica (FPC).

MATERIAL Y METODOS

Se amplificaron por PCR (EA) o RT-PCR (PRRSy FPC)
los genes de los antigenos relevantes para cada
enfermedad viral (El gen ORF7 para PRRS, el gen gE en
el caso de EA y € gen E2 para FPC). Estos genes fueron
clonados en un vector de expresion y movilizados al
genoma del baculovirus. Los AgR se expresaron &
infectar céulas de insecto con los baculovirus
recombinantes. Se caracterizaron las propiedades
antigénicas de los AgR por ensayos de ELISA y Western
blot. Se evaluaron los niveles de expresion de los AgR en
relacion ala multiplicidad de infeccién de los baculovirus
en células de insecto y se determind la cantidad de AgR
requerido para detectar individuos seropositivos en
ensayos de ELISA. Se obtuvieron experimentalmente en
cerdos, antisueros para emplearse como controles

positivos y negativos, para cada virus. Se compararon en
su desempefio, los sistemas de ELISA para cada AgR vs
sistemas comerciales, empleando una bateria de sueros de
campo (275 para EA, 251 para FPC y 365 para PRRYS).
RESULTADOS

Los niveles de expresion de los AgR fueron més
eficientes en multiplicidades de infeccion bajas. Ensayos
de ELISA y Western blot mostraron que los AgR
producidos por los baculovirus conservaron sus
propiedades antigénicas. Se observd que los sistemas de
ELISA con AgR detectaron més sueros positivos que |os
kits comerciales. En relacion a los sistemas comerciales,
se encontré un grado de discrepancia en los resultados de
8.7% para Aujeszky, 12.8% para PRRS y 28.3% para
FPC. En los sistemas de ELISA con AgR se evaud €
grado de repetitividad de los resultados, encontrando que
el nimero de resultados inconsistentes fue de 3/224 en
los sueros de FPC; 9/224 en PRRS y 2/301 en EA. En
promedio & grado de repetitividad fue de 98.13%.
DISCUSION

Este trabajo muestra que los AgR expresados en
baculovirus, conservan sus propiedades antigénicas y
pueden emplearse en sistemas ELISA, parael diagnostico
serolégico de enfermedades infecciosas de importancia
en Medicina Veterinaria en México. Los niveles de
repetitividad de los resultados con los AgR fueron altos.
Los resultados discrepantes, en relacion a los sistemas
comerciales, son dificiles de explicar, pero se puede
especular que debido a que los AgR provienen de cepas
locales, se estén detectando més eficientemente animales
con anticuerpos especificos a estas cepas. Observamos
que los resultados discrepantes se  agruparon
preferentemente por casos, estos resultados igua mente
son dificiles de interpretar, pero sugieren que los
individuos de una misma localidad tienen anticuerpos
contra una misma variante vira local. Sin embargo, la
evaluacion objetiva de los sistemas de ELISA, solo puede
obtenerse empleando una bateria de sueros positivos y
negativos, obtenidos experimentalmente con cepas
conocidas, pudiendo medir asi los niveles de
especificidad y sensibilidad. Por lo anterior, es
importante contar en nuestro medio con una coleccion de
sueros de referencia para la evaluacion objetiva de
sistemas diagndsticos, tanto experimentales como
comerciales, aunado a wuna edricta vigilancia
epidemiol égica que identifique a las variantes antigénicas
circulantes de los diferentes virus y se incluyan en los
sistemas de diagndstico e inmunizacion.



