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RESUMEN 

LIZARRAGA RUIZ ENRIQUE. La prueba de Hemoaglutinación Pasiva como una 

alternativa en la detección de anticuerpos contra la Infección de la Bolsa de 

Fabricio y su comparación con Virus-Suero-Neutralización y ELISA (bajo la 

dirección de: MVZ. Angel Retana Reyes y MVZ. Rebeca Pérez Becerra). 

Se trabajaron 67 sueros de aves sospechosas a la Infección de la Bolsa de Fabricio 

(IBF), las cuales se analizaron por las pruebas de hemoaglutinación p!lsiva, virus

suero-neutralización y ELISA. En los resulta~os obtenidos se encontró que para las 

pruebas de hemoaglutinación pasiva, virus-suero-neutralización y ELISA la 

sensibilidad y la especificidad fué del 100%. Por lo anterior se puede decir que la 

prueba de hemoaglutinación pasiva es eficiente para el diagnóstico de IBF. 
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INTROOUCCION. 

la Infección de la Bolsa de Fabricio (IBF), es una enfermedad 

aguda y altamente contagiosa de las aves, causada por un Bimavirus 

que se caracteriza por inducir inmunodepresión (12, 14, 19). 

Fué descrita por Cosgrove en 1962, en el poblado de Gumboro, 

Delaware en EUA (5, 14, 17, 25). 

En México, Correa aisló un agente infeccioso con caracteristicas 

similares a las del virus de IBF en 1965, y en 1969 reprodujo la 

enfermedad en aves susceptibles. En 1972 Lucio y col. determinaron la 

presencia de anticuerpos contra la IBF (12). 

El virus pertenece a la familia Bimaviridae, es desnudo, de forma 

icosaédrica, su dil\.metro es de 55 a 60 nm, el genoma es RNA de doble 

cadena y segmentado. El peso molecular del RNA es 2 X 1cf daltons 

(3, 17, 20, 25). 

la susceptibilidad a sufrir la IBF está en relación con la edad y la 

presencia de anticuerpos matemos. Los pollos susceptibles expuestos 

al virus virulento, denlro de la primera semana de ~ida, presentan un 

cuadro subcilnico causando una inmunodepresión, también disminución 

de la tasa de crecimiento y deficiencia en la conversión alimenticia. SI 

las aves se infectan durante la tercera semana de edad en adelante, 

pueden presentar signos cllnicos como diarrea blanquecina acuosa, 

anorexia, depresión, temblores, postración y muerte (12, 22, 23). 

La morbilidad es del 100% y la mortalidad puede ser hasta del 

30% en el pollito y en aves mayores de tres semanas fa mortalidad 

baja al 20 'Yo (1, 22. 23). 
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Se han descrito dos serotipos: el serotipo 1 aislado de gallinas y 

patos, y el serotipo 2 aislado de gallinas y pavos (10, 12, 17). 

Los dos serolipos pueden ser diferenciados por la prueba de 

virus-suero-neutralización (VSN), pero no pueden ser detectados por las 

pruebas de inmunofluorescencla o ELISA. 

La incidencia de la enfermedad en México es alta del 80 al 90% y 

uno de los métodos de prevención y control contra la IBF es la 

aplicación de programas adecuados de vacunación 112. 11. 22. 23). 

El diagnóstico de la enfermedad puede realizarse mediante la 

hlstorta clinica, lesiones a la necropsia, histopalologia y pruebas de 

laboratorio (12). 

La determinación de anticuerpos contra la IBF se confirma 

mediante pruebas serológ\cas en el laboratorio, dentro de éstas, las 

más utilizadas son: 

Virus-Suero-Neutralización: mide la capacidad de los anticuerpos 

para neutralizar la infecüvidad vlrica (2, 121. 

Esta es una prueba cualitativa y cuantitativa que determina niveles 

de anticuerpos neutralizantes. Detecta antigenos de serogrupo, por lo 

que ha sido empleada para la identificación antigénica de la cepa 

prototipo del serotipo 1 contra las cepas variantes (12). 

Prueba de ELISA (lnmunoensayo con enzimas asociadas): es 

una prueba cuantitativa similar en aplicación a la prueba de VSN. Su 

desventaja es que es altamente sensible y por lo tanto poco especifica 

(12). 

Puede ser utilizada para detectar antlgenos (método directo) o 

para detectar anticuerpos (método indirecto) (4, 11. 13). 



4 

Para cuantificar los anticuerpos es necesario contar con sueros 

testigo o referencia, uno positivo y otro negativo, los cuales se 

comparan con los sueros problema mediante un cálculo matemático 

(4, 11, 13). 

Las muestras son leidas por un espectofotómetro, que p1Jede 

conectarse a una computadora, la cual correlaciona el grado de 

absorbancia con el titulo o la cantidad de anticuerpos presentes en el 

suero. La intensidad de color de la reacción, dada por un agente 

cromógeno es directamente proporcional a la cantidad de anticuerpos 

ligados a enzimas que reaccionan con los anticuerpos del suero unidos 

al antfgeno especifico a la fase sólida de cada pozo en la microplaca 

(4, 11, 25, 26). 

Existe una prueba que puede ser alternativa para cuantificar los 

niveles de anticuerpos contra la IBF, esta prueba se llama 

Hemoaglutinación Pasiva (H.P.) que consiste en combinar 

qufmlcamente un antfgeno con un eritrocito de manera que los 

anticuerpos cspecfficos aglutinen a los eritrocitos sensibilizados (27). 

Las técnicas de hemoaglutinación han llegado a ser métodos 

mucho más eficientes para el descubrimiento de cantidades pequeñas 

de anticuerpos, desde que se demostró que los eritrocitos podian 

a1sorber diversos polisacáridos, como es el caso de los eritrocitos 

tratados con ácido tánico que pueden recubrirse con antfgenos 

proteicos. Estos eritrocitos pueden aglutinarse con los anticuerpos 

especifico• para el antigeno que ha sido adsorbido (9). 

La sensibilidad de la técnica de H.P. es muy alta, bastan valores 
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de 0.003 a 0.006 de nitrógeno del anticuerpo para dar una aglutinación 

mlnlma que se puede descubrir en 0.006 µg de nitrógeno que 

corresponden a más o menos 50 moléculas de anticuerpo por glóbulo 

rojo. Su especificidad es cercana a la prueba de VSN {9). 

Objeliw: Evaluar Ja prueba do hemoaglutinación pasiva en Ja 

detenninación de anticuerpos contra Ja IBF, comparativamente con 

VSN y ELISA. 
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Material y Métodos. 

Se utilizaron 67 sueros de pollo de engorda sospechosos a IBF de 

la estirpe Arbor Acres y de 3 a 4 semanas de edad y utilizándose 

controles para cada prueba. 

Todos los sueros fueron analizados mediante las siguientes 

técnicas: 

Virus-Suero-Neutralización: se realizó la técnica descrita por 

Cunnlngham, diluciones decrecientes de suero, virus constante 

(2). 

Técnica de la prueba de ELISA: en ésta se utilizaron k~s 

comerciales• y la técnica se realizó según Marquardt (13). 

Técnica de la prueba de Hemoaglutinación Pasiva: se realizó la 

técnica descrita por Romero (19). 

Para poder realizar esta prueba se empleó una suspensión de 

glóbulos rojos. La sangre fué obtenida do un camero puncionando la 

vena yugular en condiciones asépticas y recibida directamente en un 

matraz que contenia solución de Alsever. Para un volúman do sangre 

de camero (100 mi); se empleó un volúmen de la solución de Alsevor 

(100 mi). Se dejó reposar durante 24 horas on refrigeración. 

Los eritrocitos se lavaron con PBS pH 7 .2 tres voces 

consecutivas. 

Se tanizaron los glóbulos rojo~ depositando 1 mi del paquete de 

eritrocitos en 39 mi de PBS pH 7.2 para obtener una suspensión al 

2.5%. Se añadió un volumen igual (40 mi) de ácido tánico 1 :20,000, 

mezclando e incubando en baño de maria a 37'C por 10 minutos, y se 

.•KIRKEGAARD ANO PERRY LABOAATORIES (ProFLOKrrt) 
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centrifugaron por 5 minutos a 2500 rpm. Se decantó el sobrenadante y 

se lavaron con PBS pH 7.2, se centrifugaron a 2500 rpm por 10 

minutos y se resuspendieron los eritrocitos en PBS pH 6.4 para hacer 

una suspensión al 2.5%. 

Después se procedió a fijar los glóbulos rojos con glutaraldehldo 

al 1%. A un volúmen de 3 mi de la suspensión de glóbulos rojos se le 

añadieron 25 mi de la solución de glutaraldehido al 1 %. 

La adsorción del antígeno a los eritrocitos tanizados y fijados se 

realizó con un volúmen de 50 mi mezclándose con un volúmen igual de 

la solución de antigeno (Virus de IBF cepa Lukert) en PBS pH 7.2 y se 

centritugaron a 1500 rpm durante 5 minutos; se desechó el 

sobranadante y se resuspendieron en PBS pH 7 .2, para su uso. 

Para la prueba de hemoaglutinaclón pasiva e11 microplaca a cada 

pozo de la placa de mlcroaglutinación se le añadió una gota (40 µI) de 

PBS pH 7.2. Se depositó una gota (10 µI) del suero problema haciendo 

una dilución 1 :5 en la primera hilera vertical, y haciendo diluciones hasta 

1 :640. A cada pozo se la agregó la suspensión de eritrocitos de camero 

tratados y por último se agitó la placa hasta obtener una suspensión 

homogénea de los eritrocitos. Se colocó en refrigeración durante 24 

horas y se realizó posterionTlente la lectura. 

Método estadlstico: Se tomaron 67 sueros sugestivos a IBF y las 

pruebas realizadas (H.P., VSN, y ELISA) se analizaron mediante el 

mótodo descrito por Méndez (15). Para detenTllnar la sensibilidad y la 

especificidad de estas pruebas se utilizaron las siguientes fónTlulas: 



Sensibilidad = P/P+FN 

Especificidad = N/FP+N. 

donde: 

B 

P - Positivo: Número de sueros positivos correctamente 

Identificados por la prueba. 

FP - Falso positivo: Número de sueros negativos incorrectamente 

clasificados como positivos en la prueba. 

N - Negativo: Número de sueros negativos correctamente 

identificados por la prueba. 

FN - Falso negativo: Número de sueros positivos Incorrectamente 

clasificados como negativos en la prueba. 
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RESULTADOS. 

En el cuadro Nº 1 se presentan los resultados obtenidos en las 

pruebas de hemoaglutinación pasiva, virus-suero-neutralización y 

ELISA. 

En el cuadro N' 2 se encuentra le comparación de los resultados 

de las pruebas de hemoaglutinaclón pasiva, virus-suero-neutralización y 

ELISA. 

APLICACION DEL METODO ESTADISTICO. 

Prueba de hemoaglutinaclón pa~iva. 

SENSIBILIDAD= ~ X 100 = _fil!_ X 100 = 100% 
P+FN 58+0 

ESPECIFICIDAD= _N_ X 100 = _9_ X 100 = 100% 
FP+N 0+9 

Pruebas de virus-suero-neutralización y ELISA. 

SENSIBILIDAD= _P_ X 100 = _fil_ X 100 = 100%. 
P+FN 57+0 

ESPECIFICIDAD= ___Ji__ X 100 = --1Q_ X 100 = 100%. 
FP+N 0+10 

La grafica 1 muestra la comparación de los resultados obtenidos 

por las pruebas de H.P., VSN. y ELISA. 
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DISCUSION. 

En el presente trabajo se emplearon tres diferentes técnicas de 

detección de anticuerpos contra el virus de la IBF. 

De los 67 casos los positivos (P) corresponden a 57 sueros en los 

que se detectó la presencia de anticuerpos, tanto en VSN y ELISA, pero 

para la prueba de H.P. 58 sueros fueron positivos a IBF. Los sueros 

que resultaron negativos (N) a la presencia de anticuerpos fueron 9, 

para la prueba de H.P. y 10 para VSN y ELISA. 

La prueba de hemoaglutinación pasiva se utilizó para la detección 

de anticuerpos contra IBF, de la cual se puede decir que es una prueba 

sencilla, y que la disponibilidad de los reactivos y equipo hacen que su 

montaje sea más fácil que otras pruebas, como es el caso de VSN y 

ELISA. 

En este caso los eritrocitos sensibilizados permanecieron aptos 

para la prueba por más de 5 meses, sin que perdieran sus propiedades 

de aglutinación y ésta fuera bien definida. 

Los títulos obtenidos en Jos sueros de ave empleando la técnica 

de H.P. variaron desde 1:5 hasta 1:80. El titulo fué considerado como 

la máxima dilución que presento el 100% de aglutinación. 

Por los resultados obtenidos en la pruoba do hemoaglutinación 

pasiva podemos decir que fué adecuada para la identificación de 

anticuerpos en los sueros de aves sospechosas a IBF. Se encontró que 

su especificidad llegó al 100% tal como lo Indica Huerta (BJ. Aunque 

ellos trabajaron con otro antígeno diferente al de IBF. Estos resultados 

llegaron a tener cierta similitud con los resultados obtenidos por 
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Serrano (21) que obtuvo una sensibilidad del 85% trabajando con el 

virus de Bronquitis Infecciosa. 

Por otra parte, los títulos obtenidos mediante la prueba de VSN 

fueron mayores a los obtenidos por la prueba de H.P. y los resultados 

obtenidos por la prueba de ELISA sólo son mencionados como positivos 

y negativos , esto es porque en la prueba de ELISA sólo se manejó una 

dilución que fué 1 :50. 

Nicholas y col 110¡ hacen notar que para poder comparar estas 

pruebas se tendr!a que realizar la prueba de ELISA con diluciones 

seriadas lo cual haria la prueba da ELISA más complicada y eliminarla 

sus ventajas, y por tratarse de pruebas diferentes no se pueden 

comparar con respecto a su titulo. 

A diferencia de los 57 sueros positivos que se encontraron en las 

pruebas de VSN y ELISA, en la prueba de H:P. resultaron 58 sueros 

positivos. 

Es probable que esta ave se encontrara en una fase inicial de la 

infección contra IBF, con la consecuente producción de anticuerpos 

lgM, que son los primeros que se detectan en una respuesta primaria y 

que son más sensibles para la aglutinación. 

Aunque so esperaba que en este trabajo los parámetros de 

sensibilidad fueren más bajos de los encontrados para la prueba de 

ELISA con respecto a la prueba de VSN. Los parámetros de 

sensibilidad y espacificidad fueron iguales para H.P; VSN y ELISA. Esto 

concuerda con los resultados de Marquardt y col. (13) y de Nlcholas y 

col. (18), los cuales encontraron sensibilidad similar. 
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Es importante mencionar que para las pruebas de VSN y ELISA 

se debe de contar con el material adecuado, además de personal 

allamente calificado para que los resultados obtenidos sean confiables y 

no existan errores. 
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CONCLUSIONES 

1. La prueba de hemoaglutinación pasiva es una técnica sencilla 

con la cual se puede cuantificar anticuerpos contra el virus de la 

Infección de la Bolsa de Fabricio. 

2. La prueba detecta anticuerpos contra la IBF en el suero de 

aves por lo que puede ser una excelente opción para el diagnóstico 

serológlco. 
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CUADRO 1. RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS PRUEBAS 
DE H.P., VSN Y ELISA. 

Nº DE HEMOAGLUTINACION VIRUS~SUEAO 
ELISA. SUEROS. PASIVA NEUTRALIZACION. 

1:5 1:5 POSITIVO 

2 1:5 1:20 POSITIVO 

1:5 1:40 POSITIVO 

3 1:10 1:10 POSITIVO 

4 1:10 1:20 POSITIVO 

7 1:10 1:40 POSITIVO 

3 1:10 1:80 POSITIVO 

2 1:10 1:160 POSITIVO 

5 1:20 1:20 POSITIVO 

4 1:20 1:40 POSITIVO 

5 1:20 1:80 POSITIVO 

11 1:20 1:160 POSITIVO 

1:40 1:40 POSITIVO 

6 1:40 1:160 POSITIVO 

1:80 1:80 POSITIVO 

1:80 1:160 POSITIVO 

1:5 

9 NEGATIVOS 

10 NEGATIVOS NEGATIVOS 

TOTAL 67 
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CUADRO 2. COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE 
LAS PRUEBAS DE H.P., VSN. Y ELISA. 

SUEROS 

POSITIVOS 

NEGATIVOS 

TOTAL 

H.P. VSN 

58 57 

9 10 

67 67 

ELISA 

57 

10 

67 

ESTA ITSIS ND DEBE 
SALIR DE LA BIBLIOTECA 
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GRAFICA 1. COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE 
LAS PRUEBAS DE H.P., VSN. Y ELISA. 
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