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INTRODUCCION

La reaccién-ae Sueronehtraliiacidnx €S una prue
ba clésica, ya que se hﬁ venido usando por mucho tiem-
poe y consiste en.émpIear un virus conocidb, al que se-
afiade suero problema. Si existen en el suero Anticuegq
pos que se correspondan con él virus, éste resulta neg.

tralizado o pierde su poder infectante. (6)

Los inconvenientes que podemos encontrar en es-
ta prueba son: costo (reactivos, material de vidrierfa
animales de laboratorio, etc.) y tiempo: (los resulta-

dos se obtienen de 72 a 120 horas).

La prueba 1ntradermoreaccf6n es una prueba nue-
va.,laicual consiste en aplicar un antfgeno contehiegﬁ
do.v1ru§ del grubo Herpes, ya sea intradérmicamente in
yectada. Esto se demostrd en humanos, aves y ganado. -

(8).

Las ventajas que encontramos son: Es mfs econd-

mica, fécil de aplicar y répida,

La Pseudorabia es una enfermedad infecciosa agu

da, causada por un virus del grupo Herpes. Ataca a ca-




si todas las especies de animales domésticos. Se mani
fiesta por un proceso genera1'febr11. con signos de -
_una encefalomielitis, caracterizdndose en el ganado'-
vacuno, berros. gatos y animales de laboratorio, por-
un intenso prurito. En el cerdo producé»un cuadro mor -
boso muy varfable, en animales adultos la enfermedad-
se presenta en'forma "si]enéiosa“; en ocasiones se -
observa un estadd general febril, acompafiado dé gran-
decaimiento y a veces vomito. Los lechones presentan-
una enfermedad mortal, que se caracteriza por pirexfé
vémito, diarrea, ataxié, espasmos, opis;otonds, paré-
lisis, coma y muerte, (curso de 6 a 36 horas). La mor
bfl1fdad de un 100 ¥ y la mortalfdad de un 80 a 160 z-
(4).

En 1902, el cientffico Aujeszky, trabajé la -
Pseudorabia, como enfermedad por primeré vez en Hun -
grfa, diagnosticindola a través de la infeccibn de co

nejos con el virus.

Perolexisten pruebas que esta enfermedad ha e-
xistido desde muchos afios atrds en EE.UU. (Conocida -
como "comezén loca"). En Ohio, por lo menos desde -

1813, (3).
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E1 Laboratorio de Patofog{a Animal de Tlaquepa -
que, Jaliéco. diagnosticd'por primera vez, un brote -
de Pseudofabia en cerdos, en 1973; se reportaron ade-
més, brotes en la poblacfdnvporciné en los afos de -

1974, 1975, 1976. (7).

En 1977 €1 Departamento de Sinidad Porcina, ha
reportado varios brotes de Pseudorabih en: Michoac&n,
Estado de México, Jalisco, Puebla, Guanajuato; todos-
1os reportes se han presentado en poblacién porcina,-~

~con una mortatidad de 80 a 20 % en lechones. {1). -

E1 diagnéstico de los brotes se hizo en base de
la-inyeccifn subcutdnea a cbnejo#, con cerebro 6btenj;
do de lechdn muérto_de Pseudorabfa y también por medio
de’ex&ﬁen serolﬁgico-del suero porcino, el cual revela

anticuerpos neutralfzantes del virus de Pseudorabia.

Desde que se reportd el primer brote en México,
de Pseudorabia, en 1973, se ha 1incrementado afio con -
afio esta enfermedad, c;usandd graves pérdidas econémi-
cas entre los porciculfores del péis..La necesidad de-
la utilizacibn o implementacién de pruebas répidas y -
sjmples. en su proceso para la deteccifn de cerdos ex-

puestos ¥ portadores_del virus de la Pseudorabia; es -
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una necesidad importante, desde el punto de vista zoo
sanitario y econdmico, ya que permitird evitar el in-
cremento de apizootias de la enfermedad de Aujeszky,~

entre las piaras.

EY1 presente trabajo tendrd como objetivo la ;
comparaci6n de dos pruebas para el diagnfstico de la-
‘enfermedad de Aujeszky (Psegdorabia). 1a intradermo -
rgacc16n Y sueroneutralizacién, mismés que tienen co-~
mb fundaméntb 1a reaccién antfgeno-anticuerpo. Asi co
mo también la evaluacifn entre ambas pruebas a partir
de conejos inmupizados con el agente et1016§1co de la

enfermedad.



CAPITULO I

MATERIAL Y METODO,

QFICINA RF
DIFUSION CIERBITISA
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BILOGICOS:

1 Encéfalo de cerdo. (con virus de Pseudorabia)
10 conejos (3 semanas de edad).
80 ratones lactantes,

1 Cuye.
 CRISTALERIA:

80 tubos de ensaye.
‘1 embudo.

3 ﬁatraces.
3.morteros.

8 pipetas {1 cc.)

REACTIVOS:

Formol al 37.7 %

Caldo nutritivo.

Solucifn salina fisiolbgica estéril.

VARIOS:

10 jeringas (5 cc.- 1 cc.)
20 agujas hipodérmicas { No. 23 - 27).
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1 tijeras mayo rectas. -
1 navajavde afeitar,

1 bisturf No. 4.
15 jaulas de 25 * 40,

4 gradillas.

1 mechero bwnsen.

1 bernier.

Papel filtro No. S.
RECOLECCION DEL VIRUS DE PSEUDORABIA:

E1 virus de Pseudorabia se obtuvo de un encéfa-
1o de cerdo, procedente de un brote de Aujeszky. ocy -
rrido en San Francisco del Rincbn, Guanajuato, en ju -

nio de 1977.

PREPARACION DEL INOCULO:

Se prepard una suspensidn del encéfalo cob vi-
rus de Aujeszky, a1'10‘%. En un mortero hacemos 1a»mg
1ienda con 10 gr. del encéfalo. La molienda se coloca
en un matraz, con 100 cc. de caldo nutritivo. Inocula
mos 2 cc. vfa subcutanea a un conejo, con la suspepn -
sién para proddc1r el cuadro_de la enfermedad. Se es-

tuvo observando, presentando sfntomas de prurito a -
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las 49 horas y muerte a las 72 horas. Preparado y com
probado el indculo, se pone a congelacidn para su con

.servacidn.
PREPARACION DE LA VACUNA,

La vacuna se prepard segin la técnica de Auto-

vacunas.
PREPARACION DEL ANTIGENO:

£l anftgénd sé prepar6 con una suspensifn al‘-
10 % de encéfa]o.'con virus de AUJeszky. Se hace una-
molienda con 10 gr. de encéfalo en un mortero, la mo-
lieqda se coloca en un métr&z. se aéregan 100 cc, de-
caldo nutritivo y 5 cc, de formol, al 37.7 %. Se fil-
tra el antfgeno con papel filtro No. 5; a2 que no que~
de ningin sedimento. Procedemos a efectuar la‘prueba-
de esterilidad y de irritabilidad. La primera prueba-
(esterilidad) se hace para estar,seguros que no haya~
gérmenes; ésto~se hace sembrando con una asa bacterig
16gica, el antfgeno en un medio de cultive sélido. Co
Tocamos el medio en uma estufa bacteriolfgica y a las
24 horas de incubaci6n se observa que no hubo §recl -

miento bacteriano.
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La segunda prueba (irritabilidad) consiste en-
fnyectar intramuscularmente 2 cc. del antfgeno y se -
observé que no hubo ningln tipo de frritaci6n. Hechas
las pruebas proéedemosva congelar e!'antfgeno para -

conservalo.
- DISERQO DEL EXPERIMENTO:
METODO.

Se seleccionaron dos lotes de conejos de 3 sg-

manas de edad, cada lote formado de cuatro conejos.

LOTE "A". A este lote de conejos se les aplicé

5 cc. via subcutdnea de vacuna de pseudorabia.

LOTE "B"., Se les hace doble 1nmunizac1§n'a es-
tos conejos. La primera inmunizacién ﬁe hace al misﬁo
tiempo que se aplicé.al Lote "A" (5 cc. via subcutd -
nea). lq segunda inmunizaci6n Qe efectu6 a los cinco-

dfas, aplicando 5 cé. via subcutdnea.

Estés 1nmunizéc10nes que se hicleron a los dos

Totes de conejos..sonAcon el finqu_pfoducir anticuegl
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ber aplicado 1a d1tima vacuna, se procede a efectuar-

la Prueba Intradermoreaccifn a los lotes de conejos.

'La Prueba Intradermoreaccién se efectu de la-
siguiente manera: Se rasura una zona dél cuerpo (cos-
tado), a cada uno de los conejos del lote A, B y.?a -
un conejo "Testigo". Se mide el grosor de la piel (zo
na rasurada), con un bernier a cada uno de los cong -
‘Jos y se les aplica una décima de antfgeno, via intra
dérmica. Se hacen lecturas a las 45 minutos, a las 4-
horas, a las 24 horas, a las 48 y 72 horas, miendo el

grosor de la piel con el befhier.

A las 72 horas se obtiene el suero de los 9 co
nejos (Lote A, B y Testigo), para la prueba Sueroneu-
tralizacifn. Se mezclan los 'sueros por las siguientes
razones: Escasez de ratones, el alto precic de los ra
tones, Ademds las mezclas de los sueros se hicieron -
por separado, es decir, los sueros del lote A se mez-
claron juntos y los sueros del lote B se mezclaron a-

parte.

Para efectuar la prueba sueroneutralizacién se
utilizaron los sueros mezclados del lote A yk1os sue-

ros mezclados del lote B y el suero del testigo. Los-'
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tuales titulamos de la siguiente manera:

En 10 tubos de ensaye, con una pipeta, ponemos
‘ﬁ9mcc. de solucfén fisiolbgica estéril; en el primer-
tubo- se pone ;1 cc. de suero a titular; se homogeniza
y se hacen 1as dilusiones en los 9 tubos restanfes. -
de 1071 a 10*10, nechas 1as dilusiones, agregamos .14.
tc. del inbculo, dejamos ias_dilusiones en repoﬁo por
60 minutos al medio ambiente {para que haya unidn an-

tfgeno-anticuerpo},

Pasado este tiempo, se hacen las inoculaciones:
a ratones lactantes, con aguja No. 27 x 6; aplicamos~-
uha centésima.?via intracraneal; utilizamos dos rato-

nes por dilusidn.




CAPITULO TI

RESULTADOS.
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CUADRO No. 1

- RESULTADOS DE LA PRUEBA INTRADERMOREACCION.

LOTE: CONEJO: 45! 4 Hrs. 24 Hrs, 48 Hrs. 72 H.

A £ * > v
o * -
nr -+ v |

Iv - | + * o '

B I - . o '
11 + : A o

I - . *+ !

R (R - * x«

TESTIG0. - - - - -

+ Positivo: Presentando reacci6n intradérmica, con ay
mento del grosor normal de la piel, en el

sitio en que se apYicé el antfgeno.

* positivo: A las 24 y 48 horas, se observd mayor au-

mento del grosor de la piel.

' Dishinuyendb el grosor de la piel a las 72 ﬁbras.
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- Negativo: A 1a prueba intradermoreaccién.
RESULTADOS DE LA PRUEBA INTRADERMOREACCION.

En el lbte B, conejos de doble inmunizacibn, -
se observé que el aumento del grosor de la piel fue -
més marcado, que en el lote A, conejos de una sola in
munizacién. Ambos lotés reaccionaron al aplicar el an
tfgeno entre los 45' y 4 horas, cuya.mayor tectura -

fue entré'las 24 y 48 horas, disminuyendo .a las 72.




21

CUADRO No. 2.

" RESULTADOS DE LA PRUEBA SUERONEUTRALIZACION;

DILUSION. H 0 R A S
24 48 72 96 120 144

1071 o

102 S

1073 S

1074 S e e

1075 T-A ‘

1075 o T-A ST

1077 | 1A ng

1078 B T-A ng

10f 1A e

10°10 ‘ COT-A - e

"T": Suero "Testigo"; presencia de muerte de -

los ratones en las distintas dilusfones.

"A*: Sueros lote "A". (Una inmunizacién) pre -

sencfa de muerte de los ratones.

"B": Sueros lote "B", (Doble 1nmunizac16n$; -
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presencia de muerte de los ratones.

Los ratones que no sé murieron a las 144 horas
se tuvieron en observacién durante un mes, después se

sacrificaron,
RESULTADOS DE LA PRUEBA SUERONEUTRALiZACION.'

Sueros Lote A. (Conejos de una séla inmuniza -
cién). E1 tftulo de anticuerpos neutralizantes_fue -

mis bajo que en los sueros del lote B, protegiendo en

las dilusiones lo'l_y 10'2. qhedando vivos los rato -

nes; en las dilusiones 1073 y 10'4, presentaron sfnto

mas a ias 72 horas y muerte a las 96 horas; en las di

lusiones 107° a 10'10, presentaron sfntomas a las 48~ _

horas y muerte a las 72 horas,

Sueros lote B. (Conejos de doble inmunizacién),
se observd que hubo mayor proteccidén en las dilusiones
1071 a 107%, 10s ratones quedaron vivos en las dilusio
nes‘l()'6 a 10'10, preseentaron sfntomas a las 96 horas
y muerte a las 120 horas, debido a que el nivel de Sﬂ-

ticuerpos neutralizantes fue muy elevado.

Suero "Testigo", todos los ratones se murieron-
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entre las 48 y 96 horas, porque no hubo anticuerpos -

_en el suero que pudieran neutralfzar al virus.




CAPITULO IITI

b I S C U S 1 0 N
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La evaluacidn entre las pruebas 1ntradérmofea£
cibn y sueroneutralizacidn. fue en forma cualitativa;
debido a que la prueba 1ntraderm6reacc16n.es una prue
ba cuélitativa, borque 51 efectuar la lectura.’nos va
a dar un aﬁmento del grosor de la piel, lo qué nos in
dica que es positiva; y la sueroneutralizacidn es una
prueba cuantitativa, porgue se buede hacer titulacio-

nes de anticuerpos presentes en suero.

Se demostré que existfa anticuerpos en los ani-
males expuestos a la vacuna; al realizar ambas prue -
. bas, se encontraron presencia de anticuerpos en forma

cualitativa y cuantitativa.

Los sueros dei,lote A, al efectuar la prueba dé
sueroneutralizacidn, se observé que sf hubo proteé -
cibn, principalmehte en las dilusiones 107! y 10'2, -
debido a2 que el nivel de anticuerpos fue alto; por lo
tanto, los ratones no murieron. En las dilusiones : '~
"IO'3 Yy 10;4. presenfaron sfntoéas nerviosos y prurifo
en cabeza a las 72 horas y muerte a las 96 horas; en-
las dilusiones 10's a la 10'10, la proteccién fue mf-
nima, presentando sThtomés a las 48 horas y.muerte a-

las 72 horas.
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Los sueros del lote B, conejos de doble inmuni-
zaci6n, la protecci6n fue mayor, ya que el tftulo de-
anticuerpos neutralizadores fue'muy elevado. En las -

5

dilusiones 107! a 10” , los ratones quedaron vivos, -

"sin presentar ningin signo de enfermedad; en las dily

0.10

siones 10'6 al , los sfntomas se presentaron a -

las 96 horas y muerte a las 120 horas.

E1 Dr. W.C. Stewart y Colaboradores, dicen que-
la prueba'sueroneutralizacidn. estd autorizada y es -
la mejor, pero tiene 11m1tac10hes en un programa de =

certificacién de una plara. (9)

E1 Dr. Paul Smith dice que 1a prueba 1ntraderm§
reaccién es mds fdacil de efectuar,.Barata y convenien

te en el campo. (9).

P.C. Smith y Colaborador, efectuaron una prueba
intradérmica para la deteccién del virus de 1a pseudo
rabia en cerdos, obteniendo resu1£ados similares.a =3
los obtenidos al efectuar la prueba intradermoreac -~

c¢i6n en los conejos. {(5).

E1 Dr. Donald E. Guten Kunst y colaboradores, -

estdn trabajando con una nueva y mejor prueba, para -
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la detecciﬁn de 1la enfermedad de pseudorabla Esta -
prueba se 11ama m1cr01nmunod1fu516n (MIDT), detecta -
el virus de la pseudorabia en suero sangufineo, dando?
resultados entre 24 y 48 Bdras. ESta prueba se efec -

tda en agar gel, produciendo micrbdifusidn. (2).

OFICI, vr
OlFUsio cmam&)
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Se encontrd una correlacién pdsitiva entre -
las pruebas de sueroneutralizacién e intra -

dermoreaccidn.

En animales con doble inmunizacidén se obser-

v6 que el tftulo de anticuerpos fue muy ele-

" vado, dando mayor proteccion en las dilusio-

nes 1071 a 1075,

Los animales con una inmunizacién, el tftulo

de anticuerpos fue mds bajo, dando mayor pro

teccifn en las dilusiones 1071 y 1072

CUARTA. En los resultados obtenidos no se observ6 nin

guna reaccién cruzada o shock anafildctico -

por proteinas diferentes, yavque en la prue-

.ba intradérmica, l1a cual se'hizo_en conejos,

se observf que 1os que se inmunizaron hubo -
reacci6n intradérmica muy clara al ap]ic&r -
el antfgeno, en cambio en el "testigo”, que-
no se inmunizé, su respuesta fue.negativa al

aplicar el antfgeno.



.
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Se utiliz6 un encéfalo de cerdo enfermo de -
pseudorabia, dos lotes de conejos (de 4 c/u), un cong

jo testigo y 80 ratones lactantes.

Los dos lotes de conejos se inmunizaron: Lo-

te A, una inmunizacién; lote B doble inmunizacién.

Después se procedid a efectuar la prueba in-
tradermoreacciébn, ap11cahdo el antigenb a los conejos

lote A, B y Testigo..

Se obtuvo el suero de los dos lotes y testi-
" go para efectuar la prueba sueroneutralizacibn en los

ratones.

v Los résu1tados obtenidos en ambas pruebas q.
fueron positivoé:‘en el lote B se observd que la reég
cién intradérmica fue mds marcadabqﬁe en el lote A y-
negativa en el "Testigo". Y mayor fue el nivel de an-
ticuerpos neutralizantes en los sueros lote B, en re-

laci6n con el lote "A".
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