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RESUMEN

La presente investigacion se realizo en 86 granjas tecnificadas del
estado de Chiapas, con un total de 3870 muestras en 20 municipios, con el
objeto de determinar la presencia de anticuerpos contra el virus de la
Enfermedad de Aujeszky (EA), asi como también la seroprevalencia de esta
enfermedad en cerdos sin distincion de raza, sexo y antecedentes de
vacunacion.

Para determinar el tamafio de muestra, se utilizé la formula descrita por
Daniel (1987), con un muestreo de tipo cuota.

Las muestras seroldgicas fueron procesadas en el laboratorio de
Investigaciones Aplicadas S.A. de C.V. (IASA) del estado de Puebla, mediante
la utilizacion de la prueba de Inmunoensayo enzimatico (ELISA), obteniéndose
como resultado ninguna muestra positiva de las 3870 analizadas, Io cual
representa una tasa de prevalencia global del cero %.

En base a los resultados obtenidos en la presente investigacién donde
se encontrd6 una seroprevalencia global del cero %, se considera que las
medidas de bioseguridad estan dando resultados positivos para la porcicultura
tecnificada, asl también por el estricto control en la movilizacién de animales en
el estado.




l.- INTRODUCCION

Una de las principales actividades pecuarias que mas ha experimentado
avances tecnoldgicos en las Ultimas décadas, es la porcicultura, la cual es un
eslabon importante en la generacion de proteina de origen animal destinado para
el consumo humano. Sin embargo, en México y en lo particular en el sureste, este
desarrollo se ha visto limitado por una serie de factores socioeconémicos por lo
que en algunas entidades del estado de Chiapas predomina la explotacion
llamada de traspatio, la que a su vez ,acarrea problemas de tipo zoosanitarios a
las explotaciones comerciales, particularmente las entidades patologicas de origen
viral, como lo es la Enfermedad de Aujeszky ( EA ), la cual, en los ultimos afios ha
afectado a las explotaciones chiapanecas ya que en hembras reproductoras
ocasionan perdidas reproductivas, en cerdos adultos transcurre aparentemente
normal, mientras que en los lechones provoca un cuadro nervioso severo, lo cual
produce un elevado indice de mortalidad, por otro lado cabe mencionar que el
virus de la EA afecta ademas a otros animales en condiciones de campo, tales
como al cerdo, bovinos, perros, gatos, ovinos, caballos, coyote, tejon entre otros,
también afecta en condiciones de laboratorio al raton, rata, cuyo, conejo, pollo,
patos y gansos. Ahora bien, el estado de Chiapas retne las condiciones medio-
ambientales que favorece la presencia del agente, por eso se cree que el virus se
encuentra ampliamente diseminado, ya que existen gran cantidad de reservorios
silvestres, ademas de la carencia de infraestructura y el mal control en la
movilizacién de animales. Es por ello, que México se rige bajo lo Norma Oficial
Mexicana -007-ZO0O-1994, la cual fue publicada en del Diario Oficial de la
Federacion con fecha de 19 de Septiembre de 1994 y su uitima modificacion fue el
03 de Junio de 1998. De ahi que el estado de Chiapas cuente con la campafa en
contra de la Enfermedad de Aujeszky, la cual se encuentra en zona de
erradicacion a partir del 06 de Diciembre del 2008. Por lo anteriormente expuesto,
el objetivo de la presente investigacion fue determinar la presencia de anticuerpos
contra el virus de Aujeszky, asi como la seroprevalencia de esta enfermedad,
mediante la técnica de ELISA, en cerdos de granjas tecnificadas del estado de
Chiapas, asi como determinar el costo del muestreo serolégico.



HIPOTESIS:

La Enfermedad de Aujeszky se encuentra aparentemente diseminada en el
estado de Chiapas por las condiciones medioambientales que favorecen la

presencia del virus, asi como por el nimero de reservorios silvestres presentes en
la entidad.
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Il.- REVISION DE LITERATURA

2.1.- Definicion:

La Enfermedad de Aujeszky en una entidad patolégica, infecciosa aguda,
provocada por un virus que afecta al sistema nervioso central (S.N.C.) que ataca a
los animales domésticos como son los bovinos, ovinos, caprinos, felinos, zorros,
tejones, ratas e incluso al hombre aunque con menor severidad, esta asociada
principalmente con los cerdos y se caracteriza especialmente por intenso prurito
local, afectando a cerdos jovenes (lechones) ocasionandoles la muerte, mas que
en los cerdos adultos (Merck, 1988).

El virus se trasmite en los cerdos principalmente por contacto directo,
encontrandose presente en las secreciones nasales, ademas de saliva y pudiendo
ser inhalado en gotas de aerosol. Existe también la transmisién mecanica,
mediante personas, objetos y equipos (Santillan, 1985.)

En la actualidad es una de las enfermedades que ocasionan problemas
sanitarios para la porcicultura a nivel nacional, ademas de las pérdidas
economicas que causa en las granjas, la cual representa una barrera comercial
muy importante, impidiendo con esto el comercio a nivel nacional e internacional
de los cerdos y sus productos (Aguilera et al ., 1996).

2.2. - Antecedentes:

La Pseudorabia porcina ha existido en EE.UU. durante muchos afios, existe
la prueba de brotes en Ohio por lo menos desde 1813. A la enfermedad se le
denomino “Comezén loca” en la literatura de los EE.UU. ya ha persistido en la
actualidad en el lenguaje popular (Dunne, 1967).

Aladar Aujeszky, en el afo de 1902 fué el primero en descubrir la
enfermedad en Hungria, observo su presencia natural en el ganado vacuno,




perros, gatos, y trasmiti6 el virus a los conejos. En un principio sospecho que tal
padecimiento era rabia, pero el comportamiento del agente causal en el conejo lo
diferenciaba de Aujeszky, por lo tanto, lo describié6 como una nueva enfermedad
infecciosa de los animales domésticos, por su parecido en ciertos aspectos
clinicos de la enfermedad a los de la rabia, por lo cual se deriva su denominacién
como Pseudorabia (Neundorf et al., 1974).

Se hizo un profundo estudio del agente causal de la enfermedad de Aujeszky
en conejos, cobayos, ratones experimentalmente y se observé que dicho agente
se encontraba presente no solo en el S.N.C. sino que también en la sangre y que
permanece viable en glicerina durante un periodo relativamente largo y que puede
ser inactivado por fenol y por el calentamiento. Schmiedhotfer y Sang Lorgi en los
anos de 1910 y 1914, respectivamente demostraron la filtrabilidad del virus.

Shope en el afio de 1913, establecié que la comez6n loca en los bovinos de
lowa, EE. UU., era lo mismo que la enfermedad de Aujeszky y que el virus era
idéntico desde el punto de vista inmunologico a la cepa hingara de Aujeszky
(Dunne, 1967).

La enfermedad de Aujeszky o Pseudorabia, empez6 a diseminarse alrededor
de 1965 en Europa Occidental. Por lo menos 10 afios antes, la enfermedad habia
causado problemas en los paises centrales y del este de Europa. En Suecia se
diagnostico por primera vez en 1965. Desde esa fecha pocos brotes ocurrieron
hasta 1981 (2 - 6 brotes por afio). De 1981-1984 hubo 77 brotes en el sur y
suroeste de Suecia donde la industria porcina se ha expandido en la Gltima
década (Gustafson, 1986).

La poblacion porcina en muchos paises de Europa y América se encuentran
infectadas enzooticamente con el virus de la enfermedad de Aujeszky (Morrison,
1992), siendo endémica en todos los paises con densas poblaciones de cerdos,
excepto Japén, Australia y Canada, asi como en Dinamarca y Gran Bretafia, en
donde los programas de erradicacion se han complementado (Thawley et
al.,1992).




En la Republica Mexicana, la enfermedad ha tenido una presentacién como
brotes epizodticos esporadicos en bovinos, tal vez debido a que la infeccién en
esta especie es terminal. La Direccion General de Sanidad Animal de la Secretaria
de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion ( SAGARPA ),
ha venido realizando diagnésticos de Aujeszky desde 1969. El primer brote fué
reportado en 1971, sin embargo, como el comportamiento de la enfermedad se
considera peculiar y especifico, no fue hasta 1973 que se presenté en cerdos.
(Balderas, 1979). En México, la enfermedad es endémica en las principales areas
porcicolas del centro del pais, resaltando algunas zonas donde la prevalencia es
tal, que se definen como hiperendemicas (lglesias, 1996; Morilla_et al .,1997).

Durante las pasadas décadas, la enfermedad de Aujeszky ha causado
considerables perdidas econémicas en la industria porcina de muchos paises. (De
Smet et al ., 1990), De ahi, que esta enfermedad sea de reporte obligatorio y se
encuentre estipulada en la NOM-007-ZO0-1994, publicada en el DOF el 19 de
septiembre de 1994, y modificada el 12 de junio de 1995, 15 de agosto de 1996 y
3 de junio de 1998, en donde especifica diferentes fases, las cuales son, control,
escasa prevalencia, erradicacion y libre.

El estado de Chiapas en la actualidad se encuentra en zona de erradicacion
a partir del 06 de diciembre de 2008.

2.3.- Etiologia:

El virus de la enfermedad de Aujeszky pertenece al grupo herpes siendo el
Herpes suis el agente causal de la enfermedad. Mide de 150 a 180 nm., consta de
un cuerpo que contiene DNA, posee una capside (envoltura proteica) es
icosaedrico compuesto de 162 capsémeros y una membrana lipoprotéica exterior
(Correa, 1991).

El virus esta compuesto de un nucleo, cuyo diametro es de 75 nm. y una
nucleocapside de 105 a 110. El nucleo contiene el genoma constituido por DNA de
doble banda, conteniendo un pH estable de 5 a 13 (Ambrogui, 1983).




El agente causal se cultiva en membrana corioalantoidea de embrién de pollo
y con destacado efecto citopatdégeno sobre los mas variados sistemas de cultivos
celulares., se puede utilizar con mayor frecuencia los fibroblastos de embrién de
pollo asi como los cultivos celulares primarios de rifién de lechén y también de
rindn de ternero (Neundorf et al ., 1974).

El virus es sensible al éter y se inactiva rapidamente por el calor (37°C,
durante 30 minutos), y por bajas concentraciones de soluciones desinfectantes
(Gustafson, 1986).

El virus se conserva por largo tiempo en el ambiente donde se encuentran
terrenos himedos y frescos, mientras mas baja sea la temperatura mas tiempo se
conserva el virus (Pensaert et al., 1991).

En la orina puede sobrevivir hasta un mes y en el estiércol apilado
correctamente es destruido en pocos dias (Neundorf et al .,1974).

2.4. - Epidemiologia:

Esta enfermedad es importante en zonas de gran concentracion porcina y en
particular en donde ha existido una rapida expansion de la poblacion porcina como
en Bélgica, Francia, Singapur y algunas regiones de EE.UU. (Ambrogui, 1983).

En la Republica Mexicana se ha diagnosticado en diferentes estados,
actualmente la situacion epidemiologica es de 18 estados libres, 4 en erradicacion,
en el cual se encuentra el estado de Chiapas desde el 06 de Diciembre del 2008 y
10 estados en escasa prevalencia.?

En la medida que se van mejorando los sistemas de bioseguridad en las
granjas tecnificadas, esta enfermedad se va reduciendo drasticamente, y con ello
también las perdidas econémicas; abriendo con esto nuevas perspectivas para la
comercializacion de productos y subproductos porcinos, la enfermedad clinica
primaria ocurre primeramente en cerdos, los casos que ocurren en otras especies
como en los bovinos, ovinos, caprinos, caninos, felinos, zorra y la rata son raros y
generalmente mortales, tipicamente la enfermedad se difunde rapidamente en
zahurdas infectadas, el cual tiene un periodo de incubaciéon de 3 a 6 dias y la




etapa aguda del brote dura de 1 a 2 meses. En cerdos adultos, la enfermedad
puede ser asintomatica y los animales afectados generalmente se recuperan, en
las piaras la mayor morbilidad ocurre en lechones lactantes, pero conforme el
brote continua los lechones se inmunizan pasivamente a través del calostro de la
madre, la mayor incidencia puede desplazarse a los cerdos ya destetados (Blood
etal., 1992).

En cerdos adultos la mortalidad es de 0-2%, en los cerdos de 3-5 meses
puede llegar a ser de un 80% y en lechones en la etapa de lactacion generalmente
es del 100%., las cerdas gestantes susceptibles abortan (Gustafson, 1986).

Los cerdos son los huéspedes naturales y el reservorio primario, transmitiendo
la infeccién a otros animales domésticos y silvestres. El virus puede transmitirse
de dos formas: directa o indirecta. En forma directa por medio de secreciones
nasales y saliva, ya que puede ser inhalado en gotas o aerosol. La forma indirecta
es mecanica a traves de personas, objetos, alimentos o por medio del aire (Castro
et al .,1991).

La enfermedad puede transmitirse durante la monta, ya que el virus puede
estar en las excreciones de la vagina y del prepucio, se desconoce si el virus
puede ser excretado en el semen, orina y saliva (Taylor, 1983).

En ciertos paises se ha responsabilizado de la diseminacién de la EA al
traslado de sementales (Connor, 1991).

La transmision por medio de basofia es poco probable, ya que el virus
desaparece rapidamente de la came adn congelada a 18 grados bajo cero con
una maxima supervivencia de 35 dias. La diseminacién posiblemente puede ser a
través de vehiculos, aire o al traslado de cerdos muertos (Rosales, 1984).

También se encontré que la infeccién de la enfermedad de Aujeszky a través
del aire se puede producir a un kilémetro de distancia (Maes, 1991).

?—SENASICA, SAGARPA ( 2009).



Por otra parte, Orantes (1997) en un estudio realizado en la regién noroeste
del municipio de Villaflores, Chiapas, con respecto a la enfermedad de Aujeszky
(EA) encontro seronegatividad de los sueros desafiados con la técnica de ELISA.

Asi mismo, Abarca (1997) menciona con respecto a la prevalencia de
anticuerpos del virus de Aujeszky encontrada en el municipio de Tuxtla Gutiérrez,
Chiapas, en donde de un total de 136 muestras serolégicas provenientes de
diferentes granjas, 16 se encontraran positivas a la técnica de ELISA,
representando un 11.76% de prevalencia global estimada en la deteccion de
anticuerpos. De acuerdo a los estratos en que se dividi6 la investigacion, la
prevalencia global de cada uno de ellos, fue del 54.54%, para el estrato 1, 13.04%
para el estrato IV, 153% para el estrato Ill y finalmente se determino
seronegatividad para el estrato II.

Finalmente Mandujano (1998) reporto una tasa de prevalencia del 7.77% en
el municipio de Suchiapa, Chiapas.

2.5.- Patogenia:

La patogenia de la enfermedad de Aujeszky puede variar dependiendo de la
edad al momento de la infeccion, de la cepa viral, la dosis infectante, la ruta de
infeccion, y el grado de inmunidad (Kluge et al .,1992).

La ruta natural de la entrada del virus de la enfermedad de Aujeszky es el
tracto respiratorio, el ciclo inicial de la replicacién viral tiene lugar en las células
linfoides y epiteliales y por lo tanto hay una respuesta inflamatoria local en las vias
respiratorias superiores (Maqueda, 1984).

a).- Efecto en el sistema nervioso central (S.N.C.)

La via se entrada del virus ocurre desde la mucosa nasal y oral, empezando
en los nervios craneales principalmente el Olfatorio 1, Trigémino V, Glosofaringeo




IX e Hipogloso XII, llegando asi al puente de Varolio, médula oblongada y I6bulos
olfatorios; todo esto ocurre en un lapso de 24 horas aproximadamente (Castro,
1997).

Después de la infeccion intraneural, el virus se establece en los ganglios
neurales y de esta forma permanece en estado de latencia. La replicacién viral
tiene lugar primero en la médula oblongada y el puente de Varolio y la invasion al
cerebro y cerebelo sigue después. En lechones recién nacidos e infectados, la
replicacion primaria ocurre en el area orofaringea y tejidos respiratorios en donde
el virus entra a los nervios para difundirse en el S.N.C. sin embargo, generalmente
ocurre una viremia y a menudo las lesiones se encuentran en érganos internos
tales como el higado y el bazo. El significado de estas lesiones con relacion al
desarrollo de los signos clinicos no es claro debido a que los lechones con
desordenes nerviosos mueren rapidamente (Kluge etal ., 1992).

b) -Efecto en el tracto reproductivo

Respecto a la implicacion de la enfermedad en el tracto reproductor, se ha
demostrado que las infecciones del virus de la enfermedad de Aujeszky en cerdas
primerizas durante el primer y principios del segundo tercio de gestacién, pueden
resultar en invasiones virales del Gtero, placenta y fetos (Maqueda, 1984).

La infeccién trasplacentaria, hacia el segundo tercio de gestacion ocasiona
aborto de fetos frescos y de momias, o bien nacimientos de lechones débiles, los
cuales posteriormente se mueren (Pensaert et al., 1991).

Martell (1972), observé que la mayoria de las placentas de hembras que
abortaron por infeccion del virus de la EA tienen diferentes grados de placentitis
necrotizantes, observandose al microscopio numerosas particulas virales en la
membrana coriénica. Asi mismo, fetos abortados fueron examinados, mostrando
necrosis coagulativa tipica en el higado, bazo, glandulas adrenales y ganglios
linfaticos. Esto indica que las lesiones placentarias y fetales causadas por el virus
son primarias.

El virus ha sido aislado de muestras de semen de cerdos infectados natural o




artificialmente pero parece que este se origina del area prepucial y no de los
testiculos (Maqueda, 1984).

La inoculacién en sementales jovenes intranasal e intraprepucialmente para
determinar los efectos del virus de la enfermedad de Aujeszky sobre el tracto
reproductivo de los machos. En todos los sementales se observé anormalidades
en el semen, 21 dias después de la inoculacion, con recuperacion parcial a los 50
dias (Pastoret etal., 1982).

c).- Efecto en el tracto respiratorio

Al replicarse el virus en la mucosa nasal y faringea, rapidamente pasa a
traquea por medio de la reaccion mecdanica del aire y llega hasta alvéolos en
donde persiste la replicacion; muchas veces esto favorece la proliferacion de

bacterias, principalmente Pasteurella, provocando con esto problemas

neumonicos. Esto sucede de 24 a 72 horas. La replicacion del virus en el tracto
respiratorio alto y en mucosa faringea puede o no producir la patogenia (Albina
et al., 1995).

2.6. - Signos clinicos:

Una vez que el virus ha ingresado a una poblacién susceptible, los signos
clinicos van a depender de la cepa viral, la dosis infectante, la edad de los cerdos
infectados, la ruta de infeccion, el estado inmunolégico de los animales y las
condiciones medioambientales (Kluge et al., 1992, Leontides et al., 1994) los
animales jovenes son los mas severamente afectados prevaleciendo los signos
nerviosos en lechones lactantes y recién destetados y los signos respiratorios en
animales jovenes y adultos, lo que demuestra la predileccién del virus por el tejido
nervioso y respiratorio, reportando la literatura una marcada diferencia en la
respuesta de infeccién entre piaras, habiendo poca mortalidad por el virus, y
siendo comunes las infecciones bacterianas secundarias (Vannier, 1995).
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El periodo de incubacion en los lechones lactantes es muy corto y va de 2 a
4 dias, los lechones se notan tristes, con fiebre de 41°C y anorexia. Algunos
lechones desarrollaran signos nerviosos dentro de las 24 hrs. Del inicio de los
signos, los cuales progresan a temblor, hipersalivacién, incoordinacion, ataxia y
nistagmos a opistotonos y severos signos epileptiformes. Los cerdos afectados se
sientan como perros por paralisis posterior, mientras que otros caminan en
circulos o estan echados y con movimientos de pataleo. Puede haber vomito e
incluso diarrea, pera ninguno de estos signos clinicos son consistentes. Cerdos
con signos que involucran al sistema nervioso central, generalmente mueren de 24
a 36 hrs. La mortalidad en lechones lactantes es alta llegando al 100 % (Gémez-
Tejedor, 1992).

En piaras con diferente estado inmune al virus de la enfermedad de
Aujeszky, los signos clinicos pueden verse en algunas camadas, o algunos cerdos
de la camada, mientras que las camadas vecinas se notan sanas o normales. Si
las cerdas son infectadas poco antes del parto, los lechones naceran débiles y
mostraran los signos clinicos inmediatamente, estos mueren en el primer o
segundo dia de vida (Ramirez et al., 1995).

Los cerdos destetados de 3 a 9 semanas, los mas jovenes mostraran los
mismos signos que los lactantes, sin embargo los signos clinicos son menos
severos y menos cerdos desarrollan los signos nerviosos de la enfermedad, los
cuales invariablemente se derivan en coma y muerte. La mortalidad en cerdos de
3 a 4 semanas de edad puede llegar al 50% en brotes severos, los cerdos mas
grandes de este grupo se muestran tristes, con anorexia y fiebre de 41-42°C
dentro de los 3 a 6 dias postexposicion, regularmente los signos respiratorios
estan presentes, caracterizados por estornudos, descargas nasales y disnea,
progresando a tos severa. Los cerdos con estos signos pierden significativamente
la condicion corporal y peso. La duracion de los signos clinicos es usualmente de
5 a 10 dias, la mayoria de los cerdos muestran una rapida y total mejoria una vez
que la fiebre y la anorexia desaparece. Los cerdos que desarrollan signos
nerviosos generalmente mueren, asi como los cerdos con signos respiratorios que

desarrollan infecciones bacterianas secundarias o0 concurrentes como son la
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Pasteurella multocida, Actinobacillus  pleuropneumoniae, Mycoplasma

hyopneumoniae o el virus del Sindrome Respiratorio Reproductivo del Cerdo
(PRRS) (Albina et al., 1995). Los cerdos mas severamente afectados y que
sobreviven, especialmente aquellos que desarrollan signos nerviosos, pueden
manifestarse aturdidos y mostrar signos finales, como balanceo de la cabeza,
estos cerdos alcanzan el peso de mercado de 1 a 2 meses después que el grupo
(Kluge et al., 1995).

En los cerdos en desarrollo y finalizacién,los signos nerviosos son raros, la
morbilidad frecuentemente es muy alta, cercana al 100% pero en casos no
complicados la mortalidad es inferior al 1 0 2%, los signos nerviosos pueden
ocurrir, pero solo esporadicamente pueden variar de tremores musculares leves a
convulsiones violentas. Tipicamente los signos clinicos aparecen en 3 a 6 dias y
se caracterizan por respuesta febril de 41-42°C, depresion, anorexia y de
medianos a severos signos respiratorios. La rinitis desarrollada causa estornudos
y descarga nasal, que progresa a neumonia, tos seca y disnea, especialmente
cuando los cerdos se mueven. Estos cerdos se retrasan y pierden peso. La
duracion de los signos clinicos es usualmente de 6 a 10 dias y se recuperan
rapidamente una vez que la fiebre desaparece y el apetito regresa. Aunque la
ganancia compensatoria recupera algo de peso, se pierde por lo menos de 5 a 10
dias a la venta (lglesias et al., 1989).

Finalmente las cerdas de pie de cria y sementales desarrollan signos
clinicos de tipo respiratorio, principalmente muy similares a los descritos para
cerdos en desarrollo y finalizacion, en el caso de las cerdas gestantes
regularmente abortan, y en una explotacion de signo completo este es el primer
signo clinico observado; las cerdas gestantes infectadas en el primer tercio de
gestacion pueden reabsorber los fetos y volver a ciclar. La falla reproductiva
debido al virus de la enfermedad de Aujeszky en el segundo tercio de gestacién en
adelante usualmente se manifiesta por abortos, mortinatos o nacidos débiles, si la
infeccién es muy cercana al parto. La falla reproductiva usualmente tiene una
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incidencia baja, ocurriendo en un 20% o menos en cerdas gestantes de la granja.
La mortalidad en cerdas y sementales raramente excede al 2% (Kluge et al.,
1992).

2.7.- Aspectos inmunolégicos:

En términos generales, después de que un antigeno es presentado al sistema
inmune, se generan dos respuestas, la respuesta humoral y la celular. La primera
se evallia mediante la utilizacion de varias pruebas basadas en la medicién de
anticuerpos. Los anticuerpos son una de las formas mediante las cuales el
organismo neutraliza los antigenos extrafios, la presencia de anticuerpos no
asegurara necesariamente la proteccion total contra la enfermedad. Esto es
particularmente cierto al hablar de la proteccion contra la infeccion con el virus de
la enfermedad de Aujeszky, en cuyos casos los anticuerpos probablemente tengan
una importancia soélo secundaria. No obstante los anticuerpos maternos
protegeran a los lechones de los efectos clinicos severos de la enfermedad de
Aujeszky durante los primeros dias y semanas de vida (Robles, 1990).

Después de cualquier infeccion, siempre transcurre un tiempo antes de que se
desarrollen titulos detectables de anticuerpos, como los anticuerpos anti-gl los que
se pueden detectar alrededor de los 14 dias post-infeccion (Tizard, 1983).

Ahora bien, la segunda respuesta es la inmunidad celular, del sistema inmune,
es dificil de evaluar en el laboratorio. De hecho en lo que se refiere a la
enfermedad de Aujeszky se ha inferido, a partir de experimentos de desafié que lo
mas probable sea que la inmunidad mediada por las células se estimule de mejor
manera después del uso de vacunas activas, en comparacién con vacunas
inactivadas (Robles, 1990).

Con la vacunacion se pueden prevenir los signos clinicos de la enfermedad
tanto en la cerda como en los lechones, esta medida no impide que el animal
adquiera y permanezca con la infeccion y por lo tanto se disemine el virus virulento
por algun tiempo, por lo que la vacunacion debe de ser considerada como una
forma de mantener la infeccion subclinica (Garcia et al .,1989).
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2.8.- Diagnostico:

Segun las caracteristicas de los signos clinicos de la enfermedad, hay bases
para establecer un diagnédstico, considerando todos los aspectos, remitiendo
muestras al laboratorio para confirmar el diagnostico. La enfermedad de Aujeszky
es de reporte obligatorio. Para confirmar el diagnéstico clinico de la enfermedad
de Aujeszky se encuentran disponibles una variedad de técnicas de laboratorio,

para demostrar, la presencia de anticuerpos especificos en el suero de los cerdos
(White et al., 1996).

Las pruebas mas utilizadas para el diagnostico de la enfermedad de Aujeszky
son las siguientes:

1.- La Inmunofluorescencia (IF)*
2.- Seroneutralizacion (SN)*
3.- El Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA)?
4 - Aislamiento Viral en Cultivo Celular’
5.- Inmunoperoxidasa’
1).- La Inmunofluorescencia (IF)
Esta prueba requiere contar con el equipo y personal capacitado para su
desarrollo en el laboratorio, las muestras requeridas son de los animales enfermos
(tonsilas y encéfalo) las cuales deben de ser enviadas en congelacién y/o en

refrigeracion. La interpretacion de las pruebas se realiza mediante la observacion

en el microscopio de la presencia o ausencia de fluorescencia especifica en el
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nucleo de las células de los tejidos examinados y se expresa en positivo, cuando

hay presencia de esta fluorescencia y negativo cuando no se observa.*

2).- Seroneutralizacion (SN)

Es una técnica muy sensible, pero tiene la desventaja de ser muy tardada
pues se necesitan cinco dias para obtener los resultados, ademas se estima que
de 0.5 al 1% de las muestras séricas son toxicas para las células indicadoras, por
lo que se hace necesario volver a obtener la muestra.*

3).- Ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

Es una prueba serol6gica que requiere como minimo 2 ml. de suero, el cual
debe de ser enviado al laboratorio en congelacion y/o refrigeracion. Este suero se
coloca en microplacas conteniendo monoestrato celular sensibilizado con virus de
la enfermedad de Aujeszky y sus controles negativos y positivos.’

4).- Aislamiento viral en cultivo celular

Esta técnica se realiza mediante la inoculacién de un macerado o suspension
de tejidos (encéfalo, higado, pulmén, bazo) en cultivo celular de monoestrato
formado de células PK15, ESKF o CPK. La prueba requiere de un periodo de
incubacién de 24 a 36 horas, posteriormente se realiza la observacion del efecto
citopatogenico que pueda presentarse, la identificacion del virus aislado se realiza
por la prueba de Seroneutralizacion usando un antisuero de referencia contra la
enfermedad de Aujeszky. La interpretacion de la prueba sera positiva cuando no
se observe efecto citopatogenico en los cultivos celulares y sera negativa cuando
este efecto se presente.’

'—Manual de actualizacion técnica para aprobacién de M.V.Z. en campaiias zoosanitarias para cerdos (1998).
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5).- Inmunoperoxidasa

La técnica de nmunoperoxidasa (IP) es una prueba serolégica que requiere
como minimo 2 ml. de suero, el cual debe de ser enviado al laboratorio en
congelacion y/o refrigeracion. Este suero se coloca en microplacas conteniendo
monoestrato celular de la linea PK15 previamente sensibilizadas con virus de la
enfermedad de Aujeszky y sus controles negativos.

El suero se pone en contacto con el monoestrato, para la interpretacion de la
prueba, se requiere un microscopio éptico invertido, en donde se colocan las
microplacas cuando dos de los pozos de las microplacas que contienen el
monoestrato celular infectadas con el virus de la enfermedad de Aujeszky
muestran cuando menos una colonia de células tedidas de café rojizo, en el
citoplasma y ndcleo de estas, se considera la prueba positiva, pero cuando la
microplaca que contiene el monoestrato que no se infecto con el virus (controles
negativos) se tifie de color la prueba, se considera inespecifica y tendra que
realizarse una prueba complementaria (Seroneutralizacion).”

'—Manual de actualizacién técnica para aprobacién de M.\V.Z. en campaiias zoosanitarias para cerdos (1998).
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lil.- MATERIAL Y METODOS

3.1.- Localizacion del area de estudio:

El estado de Chiapas esta localizado en el sureste de México, al norte 17°
59', al sur 14° 32' de latitud norte, al este 90° 22', al oeste 94° 14' de longitud
oeste, conformandose con 118 municipios; con una superficie de 75,634 km?, el
cual representa el 3.8% del territorio nacional, ubicado como el octavo estado mas
grande del pais. Colinda al este con Guatemala, con una superficie de 658.5 km?
de zona fronteriza, al oeste con Oaxaca, al norte con el estado de Tabasco, al sur
con el Océano Pacifico y al noroeste con Veracruz (INEGI, 1991), ( Figura 1).

3.2. - Poblacién objetivo:
Se realizo un muestreo serolégico en todo el estado de Chiapas, para
determinar la presencia de anticuerpos contra el virus de la enfermedad de

Aujeszky, en cerdos de granjas tecnificadas registradas ante SAGARPA, sin
distincion de raza ni sexo y sin ningun antecedente de haber sido vacunados.
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@ Region o @ Region §

. Regidn | {.Catazaja 1. Escuintla
1. Berrivzabal 2.Chilin 2. Tapachula
2.Cliapa de Corzo L 3.La Libertad 3. Tuxtla Chico

- | Region 3
3. Cintalapa K i 4. Palenque

La Trinitaria .

S Axtapa L) Region 10
5. 0cozocoautla . Region 4 Ocosinga
6.85an Fernando 1. Villacorzo
“.Suchiapa 2 Villaflores
8. Tuxtla Guriérrez A La Concordia

Figura No. 1. Localizaciéon del area de estudio.
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3.3- Determinacién del tamafio de la muestra:

Para llevar a cabo la determinacion del tamario de la muestra, se utilizé la
formula descrita por Daniel (1990).

n= 72 pq
e?

n = Tamario de la muestra.
p = Probabilidad (proporcién) de éxito en un evento, la cual es igual al .35

g= (1-P) Probabilidad (proporcion) de fracaso en un evento.
e?= Intervalo de amplitud del .98 de confiabilidad.

Z*= Coeficiente de confiabilidad de la distribucién normal estandar, para estimar
un intervalo del 95% y que equivale a (1.96)2

n= 3.84 (.35) (.65)

.02
n= .8736
.02
n= 43.68 = 44

Con la finalidad de homogenizar el nimero de las muestras por granjas
tecnificadas, estas se redondearan a 45 y de esta manera tenemos la siguiente
distribucién (Cuadro 1).
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Cuadro No. 1. Distribucién del nimero de muestras por zonas y por municipio

dependiendo del nimero de granjas muestreadas.

ZONA 01 CENTRO.

MUNICIPIO No. DE GRANJAS No. DE MUESTRAS
BERRIOZABAL 5 225
CHIAPA DE CORZO 8 360 ]
CINTALAPA 4 180 =
IXTAPA 2 90
OCOZOCOAUTLA 7 315
 SAN FERNANDO 6 270
SUCHIAPA 2 90
TUXTLA GUTIERREZ 9 405 ]
TOTAL 43 1935 |

ZONA 03 FRONTERIZA.

MUNICIPIO No. DE GRANJAS No. DE MUESTRAS |
LA TRINITARIA 1 45
TOTAL 1 45
ZONA 04 FRAILESCA.
MUNICIPIO No. DE GRANJAS No. DE MUESTRAS |
VILLACORZO 2 90 ,-
'VILLAFLORES 10 450
LA CONCORDIA 1 45
TOTAL 13 585
ZONA 06 SELVA.
E MUNICIPIO No. DE GRANJAS No. DE MUESTRAS
PLAYAS DE CATAZAJA 1 45
CHILON 1 45
LA LIBERTAD 6 270
PALENQUE 13 585
TOTAL 21 945




ZONA 08 SOCONUSCO.

MUNICIPIO No. DE GRANJAS No. DE MUESTRAS |
ESCUINTLA 1 45
| TAPACHULA 5 225
| TUXTLACHICO 1 45
- TOTAL 7 315
ZONA 10 OCOSINGO.
MUNICIPIO No. DE GRANJAS No. DE MUESTRAS
OCOSINGO 1 45
TOTAL 1 45 B
' TOTAL DE MUNICIPIOS | TOTAL DE GRANJAS | TOTAL DE MUESTRAS
| 20 86 3870

Por lo tanto el modelo de muestreo utilizando es el de tipo cuota, el cual
comprende en diversificar los tipos de animales, como son los de pie de cria,
sementales y engorda, tratando con esto de distribuir la muestra en diferentes
etapas y areas fisicas de la granja.

3.4. - Diseiio metodologico:

Para la obtencion de la muestra serolégica se inmoviliza al cerdo con una
cuerda que sujeta al maxilar superior (Figura 2). Posteriormente se obtiene una
muestra de aproximadamente 5 ml. de sangre directamente de la vena cava
anterior o bien de la vena yugular, (Figura 3) utilizando para esto, agujas de 21 x
38 mm, con aplicador y tubos vacutainer estériles individuales sin anticoagulante
(Figura 6 ), una vez obtenida la muestra se dejo reposar con una angulaciéon de
45° durante 30 minutos con la finalidad de separar el suero sanguineo del paquete
celular y en la oreja de cada cerdo muestreado se le coloco con una pinza
especial un arete para su identificacién (Figura 4) y se le anoto en una hoja de
campo el numero de identificacion del tubo de ensayo, la edad, el sexo y el
numero de identificacion del animal (Anexo 1). Posteriormente las muestras fueron
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colocadas en una hielera con gel refrigerante para transportarlas al laboratorio
donde se centrifugaron a 3000 revoluciones por minuto (rpm) durante 5 minutos
(Figura 5) para la obtencién de un suero libre de eritrocitos, las que posteriormente
se vaciaron en viales, y fueron identificadas y se les coloca cinta parafilm
alrededor de la tapa del vial (Figura 8) ya que esta al estar en estado de
congelacion tienden a abrirse, después se llevaron al congelador hasta el
momento de realizar el envié en una hielera (Figura 8 ) para el diagnostico de la
enfermedad de Aujeszky mediante la prueba de ELISA, misma que se realizaron
en el laboratorio de IASA, del estado de Puebla.

Figura No. 3. — Obtencion de la muestra sanguinea
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Figura No.4. — Procedimiento de aretado para la identificacion del animal.

Figura No. 6. — Material para el monitoreo.
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Figura No. 7. — Material para la obtencién de las muestras.

84 94. 2008

Figura No. 8.- Muestras en viales y hielera para envié.

3.5.- Metodologia de laboratorio:

La técnica utilizada fue la de ELISA, la cual se realizo de acuerdo con las
instrucciones del fabricante del equipo, de Ilaboratorios IDEXX
(Macromedia,inc.,2009).

Para realizar la técnica de ELISA se utilizo el Herdcheck; Anti-ADV/PRV

(Antivirus de Aujeszky/ virus de la Pseudorabia) es un inmunoanalisis enzimatico
disefiado para detectar la presencia del anticuerpo contra el ADV/PRV en suero
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porcino, posee placas de 96 pozos que se recubren con antigenos del PRV. A la
microplaca sensibilizada con el virus de Aujeszky, se le afiade el suero problema y
se le incuba a una temperatura ambiente (18 a 23°C), al incubar la muestra de
prueba, el anticuerpo especifico contra ADV/PRV forma un complejo con los
antigenos virales presentes en el pozo adsorbidos, después se lavan los pozos
para eliminar eh material no ligado, con una solucién de PBS tres veces, con 300
microlitros de solucién, posteriormente se afiade un conjugado antiporcino:
peroxidasa de rabano (HRPO) que se une a los anticuerpos porcinos ligados a los
pozos y esto se deja incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente, en el
paso final del ensayo se elimina el conjugado aspirando el liquido de todos los
pozos y realizando por cada pozo un lavado con la misma solucion de PBS,
utilizando la misma cantidad.

Posteriormente se aspira el liquido de todos los pozos después de cada
lavado evitando que las placas se sequen entre los lavados. Después de aspirar el
liquido del lavado, se golpea suave pero firmemente la placa para transferir el
liquido residual al material absorbente; enseguida se afiaden a los pozos un
substrato de enzima (agua oxigenada) se incuba nuevamente a temperatura
ambiente durante 15 minutos y finalmente se le afiade la solucién de frenado. EI
color que se desarrolla al momento, es proporcional a la cantidad de anticuerpo
especifico presente en la muestra de prueba, luego se procede a leer los
resultados en el elisémetro a una densidad 6ptica de 405 nanémetros.

3.5.1.- Interpretacion de la prueba:
Valor S/N mayor a 0.7 se considera negativo®

Valor S/N entre 0.6 y 0.7 se considera sospechoso®

Valor S/N menor o igual a 0.6 se considera positivo®

3 —Investigaciones Aplicadas S.A de C.V.(2008).
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3.6. - Calculo de la tasa de prevalencia:

La prevalencia se calculo por medio de la férmula descrita por San Martin
(1977) la cual indica que la tasa de prevalencia (T.P.) se obtiene de la division del
total de los casos positivos, sobre la poblacion total muestreada, multiplicada por
100.

T.P. = No. Total de casos positivos X 100

No. total de poblacion muestreada




IV. - RESULTADOS

En relacién a los resultados obtenidos en la presente investigacién no se
detect6 la presencia de anticuerpos contra la enfermedad de Aujeszky en cerdos
de granjas tecnificadas registradas ante la SAGARPA del estado de Chiapas.

En lo referente a la prevalencia global estimada hacia esta enfermedad se
observé que de un total de 3870 muestras séricas de 86 granjas tecnificadas
correspondientes a 20 municipios del estado de Chiapas que fueron analizadas
mediante la técnica de ELISA, ninguna de estas resultaron positivas, lo que
representa el cero % de la prevalencia del total de la poblacién muestreada.
(Cuadro 2 y Figura 9).

Cuadro No.2 Tasa de prevalencia global de anticuerpos contra el VEA en granjas
comerciales del estado de Chiapas.

NUMERO DE NUMERO DE TASA DE
ANIMALES ANIMALES PREVALENCIA
MUESTREADOS POSITIVOS %
3870 0 0

Cuadro No.3 Prevalencia estimada de la enfermedad de Aujeszky en cerdos de
granjas tecnificadas por municipio del estado de Chiapas.

No. DE No. DE
MUNICIPIO ANIMALES CASOS  |PREVALENCIA
MUESTREADOS | POSITIVOS %
BERRIOZABAL 225 0 0
CHIAPA DE CORZO 360 0 o |
CINTALAPA 180 0 0
IXTAPA 90 0 0




OCOZOCOAUTLA

315

0 0
SAN FERNANDO 270 0 0 '

SUCHIAPA 90 o 5
TUXTLA GUTIERREZ 405 3 o |

LA TRINITARIA e 5 | "

VILLACORZO 90 3 | 3

VILLAFLORES 450 o 4

LA CONCORDIA 45 3 | 5

CATAZAJA 45 . 5

CHILON 45 p =

LA LIBERTAD 270 = "

PALENQUE 585 0 0

| ESCUINTLA 45 3 5

TAPACHULA 225 b 0

. TUXTLA CHICO 45 0 0
OCOSINGO 45 . g

TOTAL 3870 . "
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NUMERO DE MUESTRAS POR MUNICIPIOS

O BERRIOZABAL 225 B CHIAPA DE CORZO 360
O CINTALAPA 180 O IXTAPA 90
B OCOZOCOAUTLA 315 O SAN FERNANDO 270
B SUCHIAPA 90 O TUXTLA GUTIERREZ 405
m LA TRINITARIA 45 @ VILLACORZO 90
O VILLAFLORES 450 @ LA CONCORDIA 45
B CATAZAJA 45 E CHILON 45
@ LA LIBERTAD 270 B PALENQUE 585
@ ESCUINTLA 45 O TAPACHULA 225
O TUXTLA CHICO 45 0 OCOSINGO 45

Figura No. 9. Numero de muestras por municipio para el diagnostico de la
enfermedad de Aujeszky en 86 granjas tecnificadas en el Estado de Chiapas.

De acuerdo a los resultados obtenidos, los costos de la presente
investigacion fue de $ 241,243.00. Por otro lado el costo por muestra fue de
$62.33 (Anexo 2).



V.- DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en la presente investigacién en
donde de un total de 3870 muestras analizadas, ninguna resulto positiva, lo cual
arroja una prevalencia del cero %, no concuerda con los resultados obtenidos por
Abarca (1997) quien encontré6 el 11.76% de prevalencia global, hacia esta
enfermedad, en granjas tecnificadas del municipio de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas.
Lo anterior puede deberse a que los animales de granja estan expuestos al agente
debido a la similitud de las condiciones medioambientales que favorecen la
presencia del virus, asi como a la fecha de realizacién del muestreo que fue en los
afios anteriores donde no se tenia buen manejo en bioseguridad. Cabe mencionar
que también por la exposicion de vectores o animales silvestres que sean
portadores sanos de la enfermedad. De igual manera Orantes (1997) en cerdos
del municipio de Villaflores; Chiapas, no detect6 la presencia de anticuerpos,
debido a que en afos actuales se han realizado camparnas de bioseguridad en
granjas tecnificadas, lo cual concuerda con la presente investigacion. Por otra
parte, al no detectarse la presencia de anticuerpos en ningiin municipio estudiado
puede deberse a que los productores cuentan con un buen manejo de la
bioseguridad en sus granjas y al comprar reemplazos para las mismas, lo hacen
en granjas que estén libres de esta enfermedad, comprobandose con ello con la
constancia de granja negativa, las cuales son emitidas por SAGARPA, después de
haber sido monitoreadas, contando esta con una vigencia de 6 meses, lo que es
uno de los requisitos para la movilizacion dentro del estado de Chiapas, asi ellos
tienen un mejor control al adquirir sus semovientes porcinos.

Con respecto al virus de la enfermedad de Aujeszky, la prevalencia arrojada
en el muestreo fue negativo. Lo que indica que pueda existir ausencias o
prevalencias muy bajas, lo cual no difiere con lo encontrado por Milo (1997),
“Comunicacion personal”, quién realizo estudios similares en Ocozocoautla y
Villaflores, Chiapas, encontrandose seronegatividad en las dos investigaciones.

Ademas, cabe sefialar que la prevalencia negativa detectada puede deberse
a la efectividad de las normas de bioseguridad establecidas por la Campafa
Nacional en contra de la Enfermedad de Aujeszky en el estado de Chiapas.
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VI.- CONCLUSIONES

1.- Se detect6 la ausencia de anticuerpos contra la enfermedad de Aujeszky en
cerdos de 86 granjas tecnificadas en 20 municipios del estado de Chiapas.

2.- Se determin6 una prevalencia global negativa.

3.- Se concluye que en el 100% de las granjas de los municipios estudiados no se
detecto ningln reactor positivo.

4 .- La deteccion de anticuerpos mediante la técnica de ELISA es facil de realizar,
ademas de ser una prueba bastante sensible y confiable, para este tipo de
estudio.

5.- Se concluye que dentro del estado de Chiapas, existe la campafia en contra de
esta enfermedad, la cual ha dado buenos resultados debido a que el Estado se
encuentra actualmente en zona de erradicacion y en las proximas semanas se
dara la zona libre.

6.- Se rechaza la hipétesis de la investigacion debido a que no se encontraron
ningun animal rector positivo.
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ANEXO No.

1

HOJA DE CAMPO PARA EL DIAGNOSTICO DE LA

ENFERMEDAD DE AUJESZKY
FECHA:
NOMBRE DE LA GRANJA:
UBICACION: i
MUNICIPIO:
PROPIETARIO: _ =
DATOS DEL MONITOREO

No. | EDAD | sexo | rAzA ;&',‘T"g:'u IDENTIFICACION | No. | EDAD | SEXO zo;nmr?cr?lncn IDENTIFICACION
1 26

2 27 1
3 28

4 o 29

5 30

6 31
| 7 32

8 1

9 34

10 35 ]
11 o 36

12 37

13 38

14 39

15 40

16  |a 1
17 | 42

18 43

19 44
[ 20 a5

21 46

2 47 )
23 | 48

24 49

2 | 50
OBSERVACIONES:
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ANEXO No. 2

El costo total de la presente investigacion fue el siguiente: $ 241,243.00
El costo por muestra es de $ 241,243.00 + 3870 muestras totales = $ 62.33

Por concepto de:

TUBOS VACUTAINER: $ 2.12 x 4000 piezas = $ 8, 480.00
AGUJAS VACUTAINER: $ 1.89 x 4000 piezas = $ 7, 560.00
CINTA PARAFILM: $ 512.00

VIALES: $ 0.94 X 4000 piezas = $ 3, 760.00

COSTO DE LA MUESTRA PARA DIAGNOSTICO PARA LA ENFERMEDAD DE
AUJESZKY: $ 45.00 x 3870 muestras = $ 174,150.00

ENVIO AL LABORATORIO: $340.00 x 6 envios = $ 2, 040.00
HIELERAS PARA ENVIO:  $ 50.00 x 6 hieleras = $ 300.00
TOTAL $196,802.00

También se consideraron los gastos de operatividad, tales como:
Vidticos: $ 12,500.00

Combustible: $ 31,941.00

TOTAL: $ 44,441.00
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