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EVALUACION DE LA PRUEBA DE INHIBICION DE LA
HEMAGLUTINACION vs. ELISA PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPOS CONTRA Mycoplasma gallisepticum y
Mycoplasma synoviae

Beatriz Chirinos Z.l, Eliana Icochea D.2, César Gavidia Ch.’ y
Norma Noé M.}

The hemagglutination inhibition test (HI) and an indirect ELISA were used to
detect antibodies against Mycoplasma gallisepticum (MG) and M. synoviae (MS)in 102
commercial layer hens from Chincha Province, Ica Department, Peru. The HI test detected
MG antibodies in 20% of the layers tested, whereas ELIS A detected its presence in 52%.
The frequency of MS reactors detected by HI was 5% compared to 95% for ELISA. A
polymerase chain reaction (PCR) was set up as a reference test to estimate the sensitivity,
specificity, positive and negative prediction values for the HI and ELISA serological
tests. The ELISA test was found to be more sensitive for detection of antibodies to MG
(67%) and MS (97%) than the HI test which detected low levels of MG (12%) and MS
(5.3%). The specificity recorded for ELISA was 68% to MG and 25% to MS, while the
figures for HI were 70.4% and 100%. The Kappa Index test demonstrates that HI and
ELISA produce conflicting results for the diagnosis of MG and MS, and the McNemar
test shows that HI can not reliably replace ELISA in this task.

Key words: Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, ELISA, HI, PCR,
sensibility and specificity.

La prueba serolégica de Inhibicién de 1a Hemaglutinacién (HI) y una prueba indi-
recta de Inmunoensayo con Enzimas Asociadas (ELISA) fueron usadas para la detec-
ci6n de anticuerpos contra Mycoplasma gallisepticum MG) y Mycoplasma synoviae
(MS) en 102 gallinas de postura comercial, no vacunadas contra MG y MS, de la provin-
cia de Chincha Departamento de Ica. La prueba de HI detect6 anticuerpos contra MG en
20% de las aves, mientras que la prueba de ELISA detect6 un 52%. Las reactoras a MS
fueronde 5y 95% para Hly ELISA, respectivamente. La Prueba de lareaccién en cadena
por la polimerasa (PCR) fue usada como prueba de referencia para la evaluacién de
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, y valor predictivo negativo de HI
y ELISA. La prueba de ELISA fue mds sensible para la deteccién de anticuerpos contra
MG (67%) y MS (97%) que la prueba de HI para MG (12%) y para MS (5.3%). La
especificidad de la prueba de ELISA paraMG y MS fue de 68% y 25% y para Hl de 70.4%
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y 100% respectivamente. Mediante la prueba de Indice de Kappa se determiné que no
existe concordancia entre HI y ELISA para el diagnéstico de MG y MS. Asimismo, la
prueba de Mc Nemar determiné que HI no puede reemplazar a ELISA.

Palabras clave: Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, ELISA, HI, PCR,

sensibilidad y especificidad.

Una de las enfermedades respirato-
rias que causa grandes pérdidas es la pro-
ducida por Mycoplasmas aviares, siendo
una constante amenaza en las explotacio-
nes avicolas a nivel mundial. La gravedad
de los signos clinicos varia mucho y esta
condicionada a factores ambientales, viru-
lencia de la cepa de Mycoplasma y facto-
res del ave como edad, propdsito de crian-
za, estrés y manipuleo (Kleven, 1994). Esta
enfermedad causa indices de mortalidad del
1 al 10% y una morbilidad con signos cli-
nicos de 15 a 75%, pudiendo llegar al
100% (Mdrquez, 1995). También origina
disminucién de peso y postura, elevando
con ello los costos de produccidn por tra-
tamiento, ademads de las pérdidas por de-
comiso en infecciones crénicas (Ortiz y
Kleven, 1992).

En el Pert, laenfermedad se encuen-
tramuy diseminada en las explotaciones avi-
colas de postura y aves de rifia, siendo el
Mycoplasma gallisepticum (MG) y el
Mycoplasma synoviae (MS), las de ma-
yor importanciaclinica y econdmica (Jordan,
1980; Ortiz y Kleven, 1992). Su transmi-
sion se realiza por contacto directo o por
aerosoles, y en forma vertical, siendo esta
ultima la via mds importante de infeccion de
planteles de reproductores. No se conocen
los patrones en transmision por huevo,
pero la mayor transmision de Mycoplasma
synoviae se da entre la cuarta y sexta se-
mana después que el ave se infecta
(Kleven, 1995; Mdrquez, 1995). Existe
una alta tasa de infeccidn en situaciones
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en que se mantienen parvadas de edades
multiples, esto sucede principalmente en
ponedoras comerciales (Kleven, 1990).

Las técnicas de diagndstico
seroldgico que se han venido usando en el
monitoreo son: aglutinacion rapida en placa
(SPA) e inhibicién de la hemaglutinacién
(HD), y en laultima década se han desarro-
llado métodos de diagndstico mas sensibles
y especificos como ELIS A usados para la
deteccién de anticuerpos contra MG y MS,
y laReaccion en Cadena por la Polimerasa
(PCR) usada para la deteccién rapida e iden-
tificacién de Mycoplasmas en muestra de
tejido, cultivo y directamente de la trdquea
de aves infectadas.

El presente trabajo tuvo por objetivo
determinar la sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo para Hly ELISA y la concordan-
cia entre ambas pruebas serolégicas para
la deteccion de anticuerpos contra MG y
MS en aves de postura comercial.

Se emplearon 102 muestras de sue-
rode aves de postura comercial entre 25y
70 semanas de edad y de diferentes lineas
genéticas (Harco, Hy line, Isa Brown,
Tetra, Shever) no vacunadas contra MGy
MS provenientes de granjas ubicadas en
la provincia de Chincha, departamento de
Ica. La infeccién por MG y/o MS en las
aves fue determinada por la prueba de
PCR.
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La deteccidn de anticuerpos contra
MG y MS fueron realizadas por la prueba
de Inhibicién de la Hemaglutinacién (HI),
usindose cuatro unidades de hemaglu-
tinantes de antigeno SPAFAS paraMGy
MS vy kits comerciales de ELISA (KPL
ProFlock) siguiendo las instrucciones del
manual del kit comercial.

Para determinar sensibilidad, especi-
ficidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo de HI y ELISA parael
diagnésticode MG y MS se utiliz6 a la prue-
ba de PCR como referencia basados en el
estudio de Gonzales (1999) y paralacon-
cordancia entre ambas pruebas se usoé la
prueba Indice de Kappa (K) y McNemar.

La prueba de ELISA detecté ma-
yor numero de reactores a MGy MS
que la prueba de HI (Cuadro 1). El andli-
sis de la especificidad de las pruebas de
ELISA y HI para MG y MS se observaen
los Cuadros 2 y 3, respectivamente. Asi-
mismo, ELISA demostré tener mayor sen-
sibilidad para la deteccidn de anticuerpos
contra MG y MS que la prueba HI (Cua-
dros 3y 4).

No hubo concordancia entre las
pruebas HI y ELISA para el diagnéstico de
MGy MS.

Los procedimientos serolégicos son
utilizados en los programas de monitoreo
principalmente en planteles de aves
reproductoras paracomprobar su condicién
de libres de Mycoplasma. Esta practica se
da en este tipo de aves para evitar la trans-
mision del agente a la progenie (Yamamoto,
1990). De las pruebas serologicas usadas,
SPA ha sido y sigue siendo la prueba base
del monitoreo serolégico, mientras que HI
y ultimamente ELISA son consideradas
como pruebas confirmatorias. En el presente
estudio se ha comparado la sensibilidad,
especificidad y concordancia de las prue-
bas de HI y ELISA para la deteccién de
anticuerpos contra MG y MS en aves de
postura comercial teniendo como prueba
de referencia al método de PCR

La prueba de ELISA detecté mayor
porcentaje de reactores a MS (95%) que
la prueba HI (5%) y un mayor porcentaje
de reactores para MG (52%) que la prue-
ba HI (20%) (Cuadro 1). Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Ewing
et al. (1996a) en muestras positivas a MS
por PCR pero difiere con los resultados
obtenidos por Ortiz y Kleven (1992) quie-
nes encontraron que ELISA detecté un
menor porcentaje de reactores a MS
(16%) que la prueba HI (21%). Esta di-
ferenciaes probablemente debida al nivel
de sensibilidad y especificidad de los kits

Cuadro 1. Deteccién de anticuerpos contra Mycoplasma gallisepticum
(MG) y Mycoplasma synoviae (MS) por las pruebas de
Hemaglutinacién Indirecta (HI) y ELISA.

Pruebas Muestras, MG MS
1 + % + %%
HI 102 20 20 5 5
ELISA 102 53 52 97 95
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de ELISA comerciales usadas en afios
pasados, actualmente los kits han sido
mejorados con la incorporacién de un
antigeno mads purtficado y especifico otor-
gandole una mayor sensibilidad y especifi-
cidad a la prueba de ELISA. Villegas
(1992) menciona que ELISA es una prue-
ba facil de reproducir con minima varia-
cién de laboratorio a laboratorio, lo que
no sucede con la prueba de HI, ademas de
ELIS A es muy sensible y puede detectar
niveles muy bajos de anticuerpos.

La prueba de ELISA result6 tener
mayor sensibilidad y especificidad frente a
HI para detectar anticuerpos contra MG
(Cuadro 2), la baja sensibilidad a MS y
MG encontrados en el presente estudio por
la prueba de HI comparado con los resul-
tados obtenidos por ELISA (Cuadros 2y
3), puede ser debido al tipo de antigeno
usado en la prueba de HI, ya que existe

una gran variedad antigénica entre cepas
de MG y MS en el campo pudiendo
obtenerse reacciones falsas negativas frente
al antigeno empleado en la prueba (Kleven
et al, 1989; Kleven, 1990; Nepuceno,
1999), ademads debido a su baja sensibili-
dad HI no detecta bajos niveles de
anticuerpos en infecciones tempranas a di-
ferencia que ELISA y PCR, como lo refie-
ren Edwing et al. (1996b).

En la interpretacion de las pruebas
seroldgicas para el diagnostico de MG y
MS no sélo debe importar el nimero de
reactores, sino también la dindmica de los
anticuerpos en una parvada entre evalua-
cién y evaluacion. Si existe un incremento
de aves reactoras el lote esta infectado y
son verdaderamente positivos, pero si dis-
minuye lo mas probable es que se trate de
reacciones falsas positivas (Kleven, 1990;
Glisson, 1998).

Cuadro 2. Determinacion de la sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo
‘predictivo negativo (VP-) de las pruebas
Hemaglutinacién Indirecta (HI) y ELISA para la deteccion de
anticuerpos contra Mycoplasma gallisepticum .

positivo (VP+) y valor

Pruebas S+*I1C(%) E xI1.C(%) VP+ x1.C(%) VP- £ 1L.C(%)
HI 12.0 £ 6.3 704 £ 9 35 £ 93 38.0 + 94
ELISA 67.0 £ 9.1 680 9 74 £ 8.5 61.0 = 9.5

Cuadro 3. Determinacién de la sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo
predictivo negativo (VP-) de las pruebas
Hemaglutinacién Indirecta (HI) y ELISA para la deteccién de anticuerpos

positivo (VP+) y valor

contra Mycoplasma synoviae.

Pruebas S + LC(%) E+I1C(%) VP+ + LC(%) VP-+ LC (%)
HI 53 + 43 100 100 82 + 53
ELISA 97.0 + 33 250 £ 84 94 + 4.6 40.0 + 95
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El andlisis de Kappa y Mc Nemar de-

mostré la falta de concordanciaentre la prue-
ba de HI y ELISA para la deteccién de
anticuerpos contra MG y MS y que la prueba
de HI no puede reemplazar a ELISA para
el diagndstico de mycoplasmosis aviar por
lo que la prueba de HI no es adecuada como
prueba confirmatoria del estado de infec-
ci6n por MS y/o MG del lote y se sugiere
que ELISA podria ser considerada como
prueba serolégica tamizy PCR como prue-
ba confirmatoria para el diagnostico de
micoplasmosis aviar por MG o MS.
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