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RESUMEN

El proposito de este trabajo fue establecer el inmunoensayo Dot-ELISA como una prueba tamiz de alta sensibilidad y especificidad
para el diagnostico seroldgico de la Enfermedad de Aujeszky en granjas porcicolas. El antigerio producido tuvo un titulo de 107
DICT/mly la dilucién 6ptima de este antigeno fue determinada en 1:10. Cien muestras de suero fueron comparadas por las pruebas
de seroneutralizacion (SN) y Dot-ELISA. De estos sueros, 74 se obtuvieron de cerdos experimentalmente infeclados y 26 sueros
de cerdos sin infeccion. Ocho sueros de cerdos experimentaimente infectados fueron negativos a fa dilucién 1:2 mientras que con
la prueba Dot-ELISA solamente una muestra de suero fue negativa; esto dio una sensibilidad comparativa de 98.6% para la prueba
de Dot-ELISA y 89.18% para SN. Los controles negativos que se incluyeron en eslas pruebas dieron una especificidad de 92.3%
debido a dos sueros que resultaron ligeramente positivos. La prueba de SN tuvo una especificidad de 100%. L.a prueba de concordancia
medida por la prueba estadistica de KAPPA entre Dot-ELISA y SN fue de 0.76 significando esto un alla concordancia entre las
pruebas mas alla del azar. El desarrollo de la prueba Dot-ELISA provee un método alternativo para la deteccién de anticuerpos

contra la Enfermedad de Aujeszky.
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Desde la presentacion de la Enfermedad de
Aujeszky (EA) en México hasta la fecha, el
comportamiento epizootioldgico de ésta no
se ha regido por un patrén establecido,
extendiéndose en gran parte de ia poblacion
parcina del pais (1). La Enfermedad de
Aujeszky, también llamada Pseudorrabia es
producida por un herpes virus que se aisld
por primera vez en 1932 (2). Se encuentra
distribuida en casi todo el mundo, a
principios de 1970 se convirtid en un serio
problema para la porcicultura de México.
Todos los animales domésticos
econdmicamente importantes son
susceptibles a la enfermedad. El cerdo es
el hospedador natural y reservorio del virus;
los signos clinicos en lechones se
caracterizan por trastornos en el sisiema
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nervioso central, que ocasionan la muerte;
en cerdas gestantes se producen fallas
reproductivas, mientras que en cerdos de
engorda se afecta generalmente el tracto
respiratorio (2,3).

Durante 1992, se establecio un programa de
control y erradicacion para la EA, en el cual
surge la elaboracién de esquemas de
muestreo de diferentes estados de la
Republica, para obtener un reconocimiento
de las zonas enzodticas de la enfermedad y
poder determinar las estrategias de control
(1). Para éste efecto es necesario contar con
métodos de diagnostico especificos y
sensibles. La prueba estandar empleada para
el diagnéstico seroldgico es la de
seroneutralizacion en cultivo de tejidos (SN),
que esta considerada como la mas
especifica, aunque también es la menos
sensible, (4,5.6,7.8).

En los tltimos afios se han desarroliado
diferentes pruebns serolégicas
(inmuncdifusion, aglutinac < con particuias
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de latex, ELISA.) disefiadas con la idea de
mejorar la prueba de SN, ya sea en su
costo, tiempo, sensibilidad, predisposicion
a sufrir interferencias en cultivos celulares
por toxicidad de ciertas muestras de suero.
Actualmente la utilizacién de métodos
inmunoenzimaticos favorece la mejor
combinacién de rapidez, sensibilidad v
facilidad en el diagnéstico serolégico
{8,9,10).

La prueba de Dot-ELISA (o Dot-Blot), fue
descrita por Hawkes ef. al.(7), y se basa en
la propiedad de mantener total o
parcialmente las propiedades antigénicas de
proteinas transferidas a membranas de
nitrocelulosa; actualmente ha sido muy
utilizada para la deteccion de niveles bajos
de proteina (2). Su facil manejo, asi como el
alto grado de conservacion de los reactivos,
ha propiciado su aplicacién para estudios
antigénicos y de respuesta inmune (7).

En las granjas, el sangrado de los animales
puede ser en algunos casos algo laborioso
y complicado, por lo cual los estudios
serolégicos se limitan al muestreo de unos
pocos animales, y es dificil realizar
muestreos para conocer el estado sanitario
de la granja con respecto a esta
enfermedad; por ello, se han informado
técnicas de coleccién de sueros por
hemoadsorcién en papel filtro, colectando la
sangre mediante puncién de la vena marginal
de la oreja, (11, 12, 13).

El objetivo de éste trabajo fue desarrollar una
prueba inmunoenzimatica de Dot-ELISA,
como prueba tamiz sencilla y econdmica,
de alta especificidad y sensibilidad para el
diagnéstico serolégico de la Enfermedad de
Aujezky en granjas porcicolas.

Para la elaboraciéon de antigeno, la
propagacion del virus se realizé en un equipo
Cell Factory marca "NUNC" (In Vitro S.A)),
empleando la "cepa" de campo "Tecloyucan”
del virus de la Enfermedad de Aujeszky
(VEA), proliferada en linea celular PK-15
crecida con medio de cultivo Eagle (In Vitro
S.A), suplementado con el 10% de suero

fetal bovino (LITTON S§.A.); cuando el
monoestrato fue 100% confluente
(aproximadamente a las 72 horas de
inoculacién), se retird el sobrenadante y las
células se infectaron con VEA, se emplearon
50 ml de fluido por cada Cell Factory, los
cuales se dejaron en incubacion durante 2
horas a 37 C. Transcurrido el tiempo de
infeccion, se retiré el fluido viral, se adiciond
medio de cultivo fresco, y se incubd a37C,
E! cultivo infectado se observé diariamente,
cuando se presents efecto citopatico en el
90 % del monoestrato celular, se termind
con el proceso de incubacidon congelando
rapidamente a -20 C. Las particulas virales
se cosecharon rompiendo las células
mediante un proceso rapido de tres ciclos
de congelacién-descongelacion, una parte
de éste fluido se utiliz6 para las pruebas de
seroneutralizacién. Posteriormente, se
ultracentrifug6 a 100 000 g en una centrifuga
Beckman L2 658, con rotor SW27 para
eliminar los restos celulares. El fluido viral
se coloco en botellas y se almacené a -70
C; éste fue utilizado como antigeno en la
prueba de Dot-ELISA, se tomaron muestras
alicuotas para determinar el titulo viral
mediante el método de Reed and Muench
(14).

Para la obtencién de tiras reactivas Dot-
ELISA, denominadas Dot-Auj, se fij6 el
antigeno a las membranas de nitrocelulosa
con un equipo de microfiltraciéon Bio-Dot
marca BIO-RAD, fa membrana se hidratd
durante 5 minutos con solucién salina de
fosfatos (PBS) 0.1 M pH 7.2, adicionado con
0.05% de Tween 20 (solucion de lavado, SL.),
y se seco aplicando vacio. Para obtener la
dilucién optima de trabajo, se sensibilizé la
membrana con 100 ul de diluciones dobles
del antigeno (diluido en amortiguador de
carbonato/bicarbonato 0.5 M pH 9.6) se
incubd durante 20 minutos y se seco
aplicando vacio. La nitrocelulosa se bloque6
con solucidén de caseina al 1% diluida en
solucién de PBS agitando durante 80 mina
temperatura ambiente. Inmediatamente se
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lavo la nitrocelulosa con SL tres veces
durante 3 min, y dos veces con PBS; se
dejé secar a temperatura ambiente y se
cortaron tiras de 0.5 cm x 1.2 cm, las cuales
se adhieren a un soporte plastico (similar a
las de medir pH), las tiras Dot-Auj se
identificaron y se almacenaron en
refrigeracion hasta su utilizacién.

La metodologia que se utilizé para la toma
de muestras de sangre, fue la descrita por
Eliot y Toma (11) y Gay y Hamdy (12), que
consiste en la puncién de la vena marginal
de la oreja del cerdo, para realizar la
hemoadsorcion en un papel filtro; pero, para
éste trabajo se hizo la modificacién de tomar
la muestra directamente con las tiras Dot-
Auj. La puncién se realizé con agujas
estériles, calibre No. 20 6 22, se sujetd la
tira Dot-Auj por el extremo donde se
encuentra la identificacién y el extremo
opuesto donde se encuentra la membrana
de nitrocelulosa se colocd sobre la gota de
sangre, moviendo el papel hasta quedar bien
impregnado, inmediatamente se colocé en
un tubo de ensayo conteniendo
amortiguador de Tris- EDTA pH 7.0, durante
30 min a temperatura ambiente. Las tiras
se lavaron tres veces con solucion de lavado
y dos con PBS, se adicioné inmunoglobulina
G de conejo anti-IgG de cerdo, conjugada
con Peroxidasa, diluida 1:400 y se incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente.
Después se lavé con solucion de lavado dos
veces y dos con PBS, el revelado de las
tiras se realizo con 2 ml de 4-N-Cioronaftol
(11 mg en 10 m! de metanol), diluido en
amortiguador tris pH 7.8, adicionado con 5
pl de HoO2 concentrado (30%). La reaccion
positiva se manifesté por la aparicién de un
color violeta en la zona de reaccién durante
los primeros 15 minutos de reaccion.

Se trabajaron con 12 cerdos SPF, del
bioterio del CENID-Microbiologia del INIFAP,
se formaron dos grupos iguales, uno
inmunizados experimentalmente con el VEA,
y otro testigo sin infectar. Se colectaron un
total de 100 muestras de ambos grupos en

diferentes tiempos, 74 muestras
correspondieron a animales infectados con
el VEAy 26 muestras del grupo de animales
sanos; también se colectd suero para
realizar la confrontacién con la prueba de
seroneutralizacién en cultivo de tejidos (10).
El analisis estadistico se realizd6 mediante
el programa Episcope, comparando los
resultados de la prueba de Dot-ELISA, con
los de la prueba de seroneutralizacién, que
fue considerada como prueba de referencia
("Estandar de oro"). Con éste programa se
determiné la sensibilidad y especificidad de
ambas pruebas, asi como la probabilidad de
obtener verdaderos positivos o negativos para
cada prueba empleada. También se obtuvo
el efecto de la prevalencia sobre la
probabilidad que tienen ambas pruebas para
detectar animales positivos o negativos yla
concordancia que existe entre ambas
pruebas mediante el valor de KAPPA. Este
ultimo muestra la maxima proporcion
observada de concordancia mas alla del
azar; un valor de KAPPA de 0, indica que no
existe concordancia entre las pruebas
evaluadas; un valor de 1.0, indica una
perfecta concordancia (15, 16).

En las condiciones de este experimento, la
dilucién éptima para la utilizacion del
antigeno de VEA en la prueba de Dot-ELISA
fue de 1:32 (Figura 1) con un titulo viral de
107(TICD)/ml. Se observo que el empleo de
amortiguador de Tris con EDTA, permitio
realizar una eficiente limpieza de las tiras
Dot-Auj, evitando asi la adhesién de proteinas
inespecificas contenidas en la sangre y
evitando interferencias en el revelado de la
prueba, la maxima coloracion en el revelado
de la prueba se obtuvo a 15 minutos de
iniciada la reaccion (datos no mostrados).
El analisis de los resultados obtenidos
mediante la prueba de seroneutralizacion,
mostré una sensibilidad comparada de
89.18% y especificidad comparada de 100%
(Cuadro 1), y mediante Dot-ELISA fueron:
una sensibilidad comparada de 98.6% y
especificidad comparada de 92.3% (Cuadro
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2) La prueba de seroneutralizacion tuvo un
valor predictive para detectar animales
positivos del 100% y para detectar animales
negativos del 76.4%. En la prueba de Dot-
ELISA se obtuvo un valor predictive para
detectar animales positivos de 87.3% y para
animales negativos 96%. Con éstos datos
se elaboré un cuadro comparativo entre
ambas pruebas evaluadas; con respecto a
la probabilidad que tienen para detectar
animales positivos o negativos (Cuadro 4).

De las 74 muestras de sueros positivos, se
observé que 8 muestras fueron detectadas
negativas por SN (tasa de 8/74), a diferencia
de la prueba de Dot-ELISA que sclamente
detecto una (tasa de 1/74), lo que sugiere
que SN ocasiona mayor nimero de falsos

negativos. La concordancia de la prueba Dot-
ELISA en relacion a SN (estandar de oro};
expresada mediante el valor de KAPPA fue
de 0.76 a un nivel de confianza de 95%,
indica una adecuada proporcién de que
ambas pruebas coincidan mas alia del azar,
sin determinar, cual métedo es el mejor, ni
cual da mejores resultados en términos de
numeros correctos de animales sanos o
enfermos (Cuadro 3).

Con los resultados obtenidos se concluye
que, ia prueba de Dot-Auj, representa una
alternativa en el diagnostico de la
Enfermedad de Aujeszky y se propone como
prueba tamiz por su facil aplicacién en
grandes poblaciones de cerdos, para
estudios epizootiolégicos.

FIGURA 1. RESULTADOS DE LA ESTANDARIZACION DE LA PRUEBA DOT-ELISA, PARA
EL DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE LA ENFERMEDAD DE AUJESZKY™.

Lineas A y B suero control positive
l.ineas C y D suero control negativo
tineas Ey F control de conjugado para cada dilucién

Columnas 1 a 12: El antigeno se fijé a la membrana de nitrocelulosa en diluciones desde
1.2 hasta 1:409; los sueros control positivo y negativo se afiadieron porlineas en dilucién
1.2
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CUADRO 1: SENSIBILIDAD2 Y ESPECIFICIDADP DE LA PRUEBA DE
SERONEUTRALIZACION PARA LA ENFERMEDAD DE AUJESZKY CON SUEROS DE
CERDOS SPF INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE.

Resultado de la Animales Animales

prueba SN para VEA Enfermos Sanos Totales
Positivo A=66 B=0 66
Negativo C=8 D=28 34
Totales 74 26 100

a Sensibilidad (WA+C)= 89.18%

b Especificidad (D/B+D)= 100%

Valores predictivos; de detectar animales positivos (A/JA+B)=100%;
de detectar animales negativos (D/C+D)=76.4%

Esta tabla de contingencia fué analizada con el programa EPISCOPE.

CUADRO 2: SENSIBILIDAD2 Y ESPECIFICIDADP DE LA PRUEBA DOT-ELISA PARA LA
ENFERMEDAD DE AUJESZKY CON SUEROS DE CERDOS SPF INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE.

Animales Animales
Resultado de la prueba Enfermos | Sanos
Dot-AUJ Totales
Positivo A=T73 B=2 75
Negativo C=1 D=24 25
Totales 74 26 100

aZensibilidad (AJA+C)= 88.6%

bEspecificidad (D/B+D)= 92.3%

Valores predictives: de detectar animales positivos (A/A+B)=97.3%
de detectar animales negativos (D/C+D)=86%

Esta tabla de contingencia fué analizada con el programa EPISCOPE.

CUADRO 3: DETERMINACION DE CONCORDANCIA POR CALCULO DE KAPPAEENTRE
DOT-AUJ Y SERONEUTRALIZACION EN CULTIVO CELULAR PARA DETECCION DE
ANTICUERPOS CONTRA LA ENFERMEDAD DE AUJESZKY.

Positivos por Negativos por

Seroneutralizacion | Seroneutralizacion Totales
DOT-AUJ
Positivos A=66 B=2 A+B=68
DOT-AU ‘
Negativos ~ C=8 D=24 C+D=32
Totales 74 26 100

Proporcion observada de concordancia = 0.90

Proporcién esperada de concordancia = 0.59

Proporcion observada menos el azar = 0.31

Concordancia maxima posible mas alia del azar = 0.41

Valor de KAPPA = 0.76

Esta tabla de contingencia fué analizada con el progrma EPISCOPE.
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CUADRO 4. COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS ENTRE LA PRUEBA
DE DOT-ELISA Y SERONEUTRALIZACION EN CULTIVO CEI;ULAR PARA EL
DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE LAENFERMEDAD DE AUJESZKY -

Prueba Dot-ELISA Seroneutralizacion

Valor Lim. Lim. Valor Lim. Lim.
Parametros % medio Inf.  Sup. Medio Inf.  Sup.
Sensibilidad 98.65 96.02 101.28 89.19 82.11 96.26
Especificidad 92.31 82.06 102.55 100 100 100
Valores predictivos 2
de hallar positivo  97.33 93.69 100.98 100 100 100
de hallar negativo  96.0 88.32 103.68 76.47 62.21 90.73
Probabilidad de
resultado:
falso positivo 287 0.0
falso negativo 4.0 23.53
Duracién en horas 3 48-72

" Se emplearon 100 sueros de cerdos SPF; 74 animales fueron infectados experimentalmente con virus de la

Enfermedad de Aujeszky y 26 cerdos sin infectar.

a £ valor predictivo se define como la probabilidad de detectar un cerdo positive o negativo, cuando el animal

es positivo a negativo respectivamente.
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DEVELOPMENT OF A DOT-ELISA AS
SCREENING TEST FOR THE DIAGNOSTIC
OF AUJESZKY’S DISEASE IN MEXICO.

SUMMARY

The purpose of this work was to establish the Dot-ELISA asa
highly sensitive and specific screening test for the serclogic
diagnostic of Aujeszky’s disease in farm pigs. The antigen
produced had a titre of 1 07 TCID/mi and the oplimal dilution of
this antigen was determined to be 1:10. One hundred serum
samples were compared by seroneutralization (SN} test and
Dot- ELISA, of these sera 74 were obtained from experimentally

infected and 26 from uninfected pigs. By eight SN, sera of the
experimentally infected pigs were negative at a dilution of 1.2
while on the Dot-ELISA test only one serum sample was
negative, thus showing a comparative 98.8% sensitivity for the
Dot-ELISA and 89.18% for the SN test. There was a 92.3%
specificity for the Dot-ELISA as two of the negative controts
showed slightly positive readings, while the SN test showed a
100% specificity. The test agreement measured with KAPPA
statistic test between Dot-ELISA and SN was 0.76, meaning a
high agreement between assays beyond chance. The
development of Dot-ELISA test provides an alternative
method for the detection of Aujeszky’s Disease antibodies in
farm pigs.

KEY WORDS: Aujeszky's Disease, Pseudorabies,
Diagnostic, Dot-Blot, Dot-ELISA.
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