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Serrano Visust Julién Ernesto. Diagndstico de
Bronquitis Intecciosa mediante las pruebas de
Hemoaglutinacién pasiva e Inmunodifusién. (Bajo la direccién
de Angel Retana Reyes).

El presente trabajo se realizd con el objeto de contar
con alternativas para la realizacién del diagndstico de
Bronquitis Infecclosa en las aves domésticas, tenlende como
finalidad determinar el valor del diagnéstico de 1la
Hemoaglutinacién pasiva e Inmunodifusidn correlacionado con
los hallazgos del aislamiento viral de 1la Bronquitis
Intecciosa.

Se trabajaron 40 aves sospechosas a Bronquitis
Infecciosa tomando muestras de traquea, pulmon y rifones,
los cuales se maceraron y centrifugaron e inmediatamente se
corrieron las tres pruebas que son Hemoaglutinacién pasiva,
Inmunodifusién corroboradndolas con la de Aislamiento viral.

Mediante 1la férmula de Bayes se obtuvo una
especificidad del 85% y una sensibilidad del 100% para 1la
prueba de Hemoaglutinacidén pasiva, en cuanto a la prueba de
Inmunodifusién se obtuvo una especificidad de un 70% vy
sencibilidad del 100%. Corroborandose asi ambas pruebas con
el Aislamiento viral.

La prueba de Hemoaglutinacién pasiva, resultd ser
eficiente para el diagnéstico de Bronguitis Infecciosa por
ser confiable, rdpida facil de realizar y eccndmica;
complementando esta prueba con la prueba de Aislamiento
viral es de gran apoyo para el diagndéstico de Bronquitis
Infecciosa.



INTRODUCCION

La Bronquitis infecciosa es una enfermedad viral
altamente contagiosa de curso agudo que afecta el aparato
respiratorio o al aparato genito-urinario, dependediendo de
la cepa del virus (10,15,16,18).

Entre las cepas que afectan principalmente el aparato
respiratorio de 1las gallinas domésticas, se encuentran:
Massachusetts 41, Connecticut, Iowa 97, Arkansas 99 y las
que afectan al aparato genito-urinario son: Holte, Gray y
e apustraliana (10,15,16,18).

Esta enfermedad es de importancia wvital, cuando se
presenta proquce pérdidas econémicas, debido a una
disminucién en 1la produccién de huevo, detetiéro de la
calidad interna y externa del huevo, reduce la eficiencia
alimenticia, incrementa el numero de aves de desecho por
improductivas, predispone a otras enfermedades respiratorias
Yy en animales jévenes produce retrazo en el crecimiento y
una mortalidad del 5% al 30% (15).

La transmisién se efectua a travez de aereosoles
contaminados con secresiones nasales y heces de aves
infectadas, la climinacién del virus puede durar cuatro
semanas después de la infeccién o un periodo mayor (10).

El agente causal es un coronavirus de la familia
Coronaviridae. El virus se distingue por poseer uno de los
genomas mds grandes de ARN de una sola molécula portadora de

una secuencia poli-A vinculada en forma covalente a 1la



terminal 3/, habiéndose encontrado unos 16 polipéptidos,
incluyendo cuatro importantes. Su densidad es de 1.16 a 1.27
g/ml (4,16,18).

Algunas cepas hemoaglutinan los glébulos rojos de ave,
después de un tratamiento con fosfolipasas C (Massachusetts)
o tripsina a temperatura ambiente (Conecticut), Cowen y
Hitchner describen 8 grupos seroldégicos demostrables por
virus suero neutralizacién (VSN) y 4 por reduccidén de placa
con numerosos intergrupos relacionados en ambos casos
(16,18) .

Para el dlagnéstico de laboratorio, uno de los métodos
mas utilizados es el aislamiento viral en embrién de pollo
de 9 a 11 dias de edad por via alantoidea, a partir de las
muestras de trdquea, pulmén y rifidn mediante la adaptacién
del virus de campo al embrién de pollo, utilizando pases
seriados cada 48 horas. Es necesario efectuar hasta 7 pases
para detectar el virus en el embrién de pollo, por lo que el
diagnéstico se hace largo y costoso (1,2,10,15,16).

Virus Suero Neutralizacién. Es una pruebh cuantitativa
que detecta niveles de anticuerpos circulantes o antigenos
de Bronquitis Infecciosa. Aunque el método alfa y beta de la
prueba de neutralizacién de virus (VN) son especificas y no
proporcionan directamente los resultados afines. En términos
generales, se usa el método alfa para identificar un
antigeno con los antisueros especificos contra el virus en

prueba. El método beta identifica los titulos de anticuerpos



circulantes por lo que pueden ser anticuerpos vacunales o
anticuerpos del virus de campo (16).

Inmunocensayo enzimatico (ELISA) es una prueba
cuantitativa similar en aplicacién a la prueba de virus
suero neutralizacién (VSN). Es altamente sensible pero poco
especifico y ademas requiere de reactivos y equipo costoso
de importacién (19). .

Hemoaglutinacidn pasiva, es una prueba
semicuantitativa que ha servido como diagnéstico util de las
enfermedades y como método de investigacién, identificacién
y caracterizacién de los virus, se encuentra entre las
técnicas serolégicas mas_sensibles que se conocen. Como se
sabe no todos los virus poseen la capacidad de producir la
hemoaglutinacién, pero en algunos casos éste proceso se
llega a inducir modificando las propiedades quimicas, ya sea
en la superficie del eritrocito o por el tratamiento
enzimatico del virus (1,6,7,8,9,12,13).

Inmunodifusién. Este método es facil de interpretar
por que permite identificar las bandas de precipitacién,
mediante el empleo simultdneo en el mismo esquema de
reaccidén de los diferentes serotipos del virus de la B.I. y
los anticuerpos conocidos, ya que se difunden libremente en
gel, y dan lugar a precipitados o equivalencias
(3,5,8,9,11,12,13).

Actualmente en nuestro pais el diagnéstico de la B.I.
se basa principalmente en el aislamiento viral, pero como se

menciona anteriormente, se requiere de mis tiempo, por 1lo



que las pruebas de hemocaglutinacidn pasiva e inmunodifusién

pueden corroborar en el diagndstico de éstas enfermedades.
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BIPOTESIS.
La hemoaglutinacién pasiva e inmunodifusién

proporcicnan resultados semejantes a los del aislamiento

viral de B.I..

OBJETIVO,

Evaluar las pruebas de hemoaglutinacién pasiva e

inmunodifusién con el aislamiento viral de B.I..



MATERIAL ¥ METODOS.

Se utilizardn 40 muestras de traquea y pulnmdn de casos
sospechoses de Bronquitis Infecciosa, 1las cuales se
maceraron y centrifugaron, con las cuales se corrieron las
pruebas de hemoaglutinacién pasiva e inpunodifusién y el
resto de cada una de las muestras fueron corroboradas con la
inoculacién a embridn de pollo de § a 10 dias de edad para
el alslamiento viral de B.I., y se utilizaron de 6 a 10
pases (2}.

las muestras positivas fueron obtenidas de poliocs de
tres semanas de edad, inoculados con virus de B.I., cepa
Massachusetts y se tomaron muestras de pollos libres de la

enfermedad como muestras negativas.

PROCESO DE PREPARACION DE ANTISUEROS CONTRA B.I.

Esquema de sensibilizacién en pollos: los pollos
fuéron inoculados intramuscular e intratraquealmente, dos
veces a la semana, durante sels semanas con 1 mi de la cepa
Massachusetts, una semana después de la ultima inoculacién
fuéron desangrados. Los antisueros se inactivaron a 56°'C por
30 minutos y conservados en congelacién a 20°C.

Esquema de sensibilizacidén en conejos: Los conejos
fuéron inoculados con virus de B.I. intraperitonealmente

cuatro veces con un intervalo de una semana con 3 ml en las



dos primeras inoculaciones 4 ml en la tercera y 5 ml en la
cuarta semana, Posteriormente, se dejarén descansar tres
semanas y al cabo de estas se inocularén por la misma via
una dosis de reforzamiento de 5 ml. Los conejos fuéron
desangrados diez dias después de la ultima inoculacién y los
antisueros fuerdn inactivados y congelados de la misma forma

que se realizd con los antisueros de los pollos.

TECNICA DE HEMOAGLUTINACION PASIVA

Materiales y equipo:

Eritrocitos de carnero.

Solucion de Alsever.

Glutaraldehido.

Acido Tanico.

Solucidén Salina Buffer (PBS) pH 7.2 y 6.4.
Solucidén de anticuerpo (Suero de ave y conejo).

Equipo de microaglutinacidn.

Método:

A.- 6 ml de suero de ave o conejo se precipitaron 6 ml
de sulfato de amonio gota a gota durante 1:30 horas y se
centrifugd a ésoo rpm durante 15 ainutos. Y resuspender con
6 ml de Solucidén Salina Fisiolégica (SSF).

B.- Se dializé durante 24 horas camblando (SSF) cada 8

horas.



C.- Las Inmunoglobulinas fuerén adsorbidas con
eritrocitos de carnero y se dejo reposar a una temperatura
ambiente por 30 minutos. En seguida, el complemento fué

inactivado a 56 °* C por 30 minutos.

Suspensién de Gldbulos Rojos.-

La sangre de carnero fué obtenida por punsidn en la
vena yugular en condiciones asépticas Yy recibida
directamente en un matriaz que contenia solucién de Alsever’s
modificada. Para un volumen de sangre de carnero (100 ml):
se empled un volumen de la solucién de Alserver’s (100 ml).
Se le deja reposar durante 24 horas a temperatura de
refrigeracién. Los eritrocitos se lavan con solucién salina

buffer pH 7.2, por tres veces consecutivas.

Tanizacién de Glébulos Rojos.-

Se pone 1 ml del paquete de eritrocitos en 3% nml de
PBS pH 7.2 para cbtener una suspensién de 2.5 %.

Afadir un volumen igual (40 ml) de solucidén de &cido
tédnico 1:20,000; mezclar e incubar en bafio Maria a 37 *C por
10 minutos. Sacar los~ eritrocitos del bafio Maria y
centrifugar por 5 minutos a 2500 rpm. Descartar el
sobrenadante, lavar con PBS pH 7.2 y centrifugar a 2500 rpm
por 10 minutos y resuspender los eritrocitos en PBS pH 6.4

para hacer una suspensidén al 2.5 %.
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Fijacidén de Globulos Rojos con Glutaraldehido al 1 %.-
A un volumen de 3 ml de la suspension de eritrocitos

se anaden 25 ml de glutaraldehido al 1 §.

Adsorcién de antigeno a los eritrocitos teiiidos y
fijades.~

Para sensibilizar los hematies tanizados y fijados, un
volumen de éstos se mezclan con un volumen igual de 1la
solucién de Inmunoglobulinas de ave o conejo, en PBS pH 6.4.
Se agita y se les coloca en bafio termostatico a 37 °C por 30
minutos. Después de este perifodo de incubacién, 1los
eritrocitos son lavados con PBS pH 7.2 y centrifugados a
1500 rpm durante 5 minutos, se desecha el sobrenadante y se
resuspende en 5 ml de PBS pH 7.2.

Los gldébulos rojos asi preparados, se guardan en
refrigeracién y quedan listos para usarse en la prueba de
hemoaglutinacién.

Prueba de Hemoaglutipacién Pasiva en Microplaca.

A cada pozo de la placa de aglutinacién se le afade
una gota (0.05 ml) de PBS pH 7.2 con suero de ave (SSF) al
1%. Se deposita una gota (0.05 ml) de la suspensién problema
diluido; 1:2 en la primera hilera vertical, quedando una
dilucién 1:4. Con los agitadores se hacen las posteriores
diluciones hasta 1:4096. Luego a cada pocito se le agrega la
solucién de eritrocitos de carnero ya procesados, por

ultimo, se agita la placa hasta obtener una suspensién



11

homogénea de los eritrocitos, se colocan en el refrigerador
durante 24 horas y se realiza posteriormente la lectura de

resultados.

TECNICA DE INMUNODIFUSION.

Técnica de Doble Inmunodifusidn.

Material y equipo.

Tampén de antigeno (suspensién problema)
Soluciones de suero (suero de ave y conejo)

Perforadora de geles.

Método para realizar el agar.
0.2 gr Tris

0.85 gr de Cloruro de Sodlo.

a 1 gr de agar noble especial.
100 ml de agua bidestilada.
1:10,000 de (Thimerosol).

pH 8.6

Método

1. Fundir el agar en un bafioc de agua hirviendo.

2. Depositar el agar sobre cajas de Petri.

3. Perforar con el modelo de perforadora deseado.

4. Aspirar el molde de agar con una pipeta Pasteur

conectada a una bomba de vacio.
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5. Llenar los posillos con las muestras problema y en
el centro llenar el pocillo con las Inmuncglobulinas de ave
o conejo.

6. Colocar la caja de Petri en una cdmara humeda e

incubar toda la noche a temperatura ambiente (26.6-27°C).

Interpretacién de los Resultados.
La linea de identidad tiene lugar entre determinantes
antigénicos idénticos. Las lineas de precipitacidn se

fusionan para dar un arco continuo.

AISLAMIENTO VIRAL.
Para el diagndstico de Bronguitis Infecciocsa se
realizé el aislamiento viral en embrién de pollo de 9 a 11

dias de edad siguiendo la técnica de Gonzilez O. (2).

METODO ESTADISTICO.

Se tomardn 40 muestras sugestivas a Brongquitis
Infecciosa, obtenidas de las pruebas de hemoaglutinacién
pasiva e innunodifusidén, se les aplicé el andlisis
estadistico desatrcllaa:-por Bayes (14), para determinar la
sensiblilidad y especificidad de estas pruebas en comparacién

con el aislamiento viral, segun las siguientes férmulas.



SENSIBILIDAD = P(T/E} = TP/TP + FN

ESPECIFICIDAD = P(T/E) = TN/FP + TN DONDE:

P(T/E) Es la probabilidad de que ocurra un
una prueba positiva (sensibilidad).

13

evento en

P(T/E) Es la probabilidad de que no ocurra un evento

en una prueba negativa (especificidad).

TP
FN
TN
FP

Verdadero positivo.
Falso negativo.
Verdadero negativo.

Falso positivo.
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RESULTADOS

APLICACION DEL ANALISIS ESTADISTICO DE BAYES.

La sensibilidad y 1la especificidad son dos
caracteristicas wtiles para validar la exactitud de una
prueba, ccmparandola con una de referencia.

La sensibilidad (S) es la probabilidad de gque la
prueba resulte positiva cuando el individuo realmente tiene
la enfermedad, y se representa como P(+IE}. (probabilidad,p,
de que la prueba sea positiva, +, dado, I, de que el
individuo esta enfermo, E).

La especificidad (B} es la probabilidad de que 1la
prueba sea negativa cuando el individuo realmente no tiene
la enfermedad y se representa como P(-IE). (Probabilidad, P,
de gue la prueba sea negativa, -, dado, I, que el individuo
no esta enfermo, E).(15).

Resultados en las lecturas. Serologica
(Hemoaglutinacidén pasiva e Inmunodifusién y Lectura de

Aislamiento Viral.

Pba de referencila
Aislamiento Vviral

+ -
+ 29 0

Pba. Diagnédstico
Hemoaglutinacién - 5 6

pasiva
P(+IE) S =TP / TP + FN = 29/33 = 0.85

P(+IE) E=1TN/ FP + TN = 7/7 =1
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Pba de referencia
Aislamiento Viral

+ -
+ 24 [+

Pba. Diagndstice

de Inmunodifusién - 10 6

P(+IE) S =TP / TP + FN = 24/34 = 0,70
P(+IE) E=TN / FP+ TN = 7/7 =1

Correlacidn de Hemoaglutinacioén Pasiva e
Inounodifusién con Aislamiento Viral.

B En el presente trabajo, los verdaderos positivos (TP}
correspondieron a Jlos 29 casos en los gque se detecto
prescencia de virus de Bronquitis Infeccicsa tanto en
Hemoaglutinacion Pasiva .como en Ailslamiento Viral, 1los
verdaderos negatives (TN} fueron aquellos en los que se
descarto la presencia de Virus de Brongquitis Infecciosa en
ambos procesos (solo 6), los falsos positivos (FP) fuéron
aquellos en los que en Aislamiento Viral se Detectaron Virus
de Bronquitis Infecciosa pero en la Hemoaglutinacién ne
{cero casos) o los falsos negativos (FN) fueron aquellos en
los gque en la Hemoaglutinacidén pasiva no se detectaron virus
de Bronguitis Infecciosa pero en el Aislamiento Viral si (S
casos) .

Sustituyendo:

S = TP / TP + FN = 29/(29¢3)= 85 .
E=TN/ FP+ TN = 6/(0+6)= 1
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La probabilidad de que un evento ocurra es un nimero
entre el 0 y el 1, por lo tanto el resultado de la prueba
nos indica que 1los hallazgos de virus de Bronguitis
Infecciosa mediante la prueba de Hemoaglutinacidn pasiva es
una prueba con B85% de sensibilidad y un 100% de

especificidad.

Correlacién de Inmunodifusién con Aislamiente Viral,
la prueba de Inmunodifusidn se considersd poco sensible de un

70%, pero muy especifica de un 100%.
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CUADRO 1.:Resultados de las pruebas de Inmunodifusién,
Hemoaglutinacién pasiva y Aislamiento Viral.

Aislamiento

No .Clave Inmunodifusién Viral
1 VBIA + + +
2 VBIA + + +
3 VBIC + + +
4 VBID + + +
-] VBID + + +
6 VBIG + + +
7 SBIA - + +
8 SBIB + + +
9 SBIC - - +
10 SBID + + +
11 SBIE + + +
12 VBIE + + +
13 VBI IIIX - - + 8 pase
14 VBI III - - +
15 SBI + + +
16 SBI III - + +
17 SBI IV + + +
18 11 PT + + +
19 13 PT + + +
20 12 TC III + + +
21 11 PT - + +
22 13 PT + + +
23 12 TC III - Ye -
24 12 PT - - -
25 13 PT - - -
26 91-381 - - +
27 91-381 III + + +
28 91-383 + + +
29 91-782 + + +
30 91-235 + + +
31 91-214 + + +
32 91-299 + + +
33 91-249 + + +
34 43-216 - + +
35 43~216 - +° +-
36 2031 + + +
37 13-2031 - - +
38 91-335 - - -
39 91-418 - - -
40 91-385 - - -

TOTAL 24 29 34
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DISCUSION

De acuerdo a 1la gran importancia de 1las pérdidas
econdémicas por la BI en gallinas de postura y pollo de
engorda, actualmente en nuestro pais, se requiere de un
diagnéstico rapido, sequro de un bajo costo,

la hemoaglutinacién pasiva es una alternativa para el
diagnéstico gque aunado a una técnica adecuada ¥y
complepentadeo con la prueba de aislamiente viral ofrece un
apoyo optimo al clinice de aves para el diagndstico de BI.

Es de vital importancia considerar que para tener un
diagnéstico correcto por medio de la Hemoaglutinacisén
pasiva, es necesario que se practique una correcta técnica
durante la rdpida toma de muestras debido a la sencibilidad
del virus.

La evaluacidn estadistica (Cuadro 2) indicé gque hay
poca diferencia entre 1la Hemoaglutinacidén pasiva con
relacién al aislamiento viral, considerando como ventajas en
la Hemoaglutinacién pasiva que se puede 1llevar acabo su
lectura después de cuatro horas teniendo un 100% de
especificcidad corroborando asi los resultados del trabajo
realizado por el Crespo O. (1).

Dentro de las limitaciones de 1las técnicas nos
encontramos gue la Hemoaglutinacidn pasiva y en mayor grade
la Inmunodifusién no sustituyen al aislamiento viral ya que
las lesiones que produce el coronavirus a los embriones de

pollo son caracteristicos de la misma.
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La observacién de 1la Hemoaglutinacién pasiva e
Inmunocdifusién como del aislamiento viral deben ser
realizada por personal capacitado para ello, ya gque esto

reducird el error del diagnéstico.
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