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RESUMEN

La anemia infecciosa equina (AIE) es una enfermedad viral cronica que compromete la salud
equina y genera restricciones en el comercio internacional. El diagnodstico temprano es
fundamental para un control eficaz. El objetivo de este estudio fue comparar el rendimiento
diagnostico de dos métodos serologicos: la inmunodifusion en gel de agar AGID y el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Se analizaron 60 muestras de suero equino (30
positivas y 30 negativas) procedentes de materiales de referencia validados por un laboratorio
oficial de diagnostico veterinario. Ambas técnicas alcanzaron una sensibilidad y especificidad
del 100 %, con una concordancia diagnostica perfecta (x = 1,0), sin encontrarse diferencias
significativas en su capacidad diagnoéstica (p = 1,0). Sin embargo, el ELISA demostrd un
tiempo de reaccion menor (24 horas) en comparacion con el AGID (72 horas) (p <0,05), siendo
ELISA significativamente mas costoso (21,51 USD frente a 9,36 USD) (p < 0,05). Estos

hallazgos evidencian que ambas técnicas son altamente confiables; no obstante, la eleccion
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depende de los recursos disponibles y requerimientos operativos de cada laboratorio. Se
recomienda un enfoque diagndstico combinado, empleando ELISA como prueba de cribado y
AGID como confirmatoria, fortaleciendo la vigilancia epidemiologica y la gestion sanitaria
equina.

Palabras clave: Anemia Infecciosa Equina, ELISA, inmunodifusion en gel de agar (AGID),

diagnostico serologico.

Diagnostic Accuracy and Operational Efficiency of Agar Gel
Immunodiffusion versus ELISA in the Epidemiological Surveillance of
Equine Infectious Anemia

ABSTRACT
Equine infectious anemia (EIA) is a chronic viral disease that compromises equine health and

imposes restrictions on international trade. Early diagnosis is essential for effective control.
The aim of this study was to compare the diagnostic performance of two serological methods:
agar gel immunodiffusion (AGID) and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). A total
of 60 equine serum samples (30 positive and 30 negative) were analyzed, obtained from
validated reference materials provided by an official veterinary diagnostic laboratory. Both
techniques achieved 100% sensitivity and specificity, with perfect diagnostic agreement (k =
1.0), showing no statistically significant differences in diagnostic capacity (p = 1.0). However,
ELISA demonstrated a significantly shorter response time (24 hours) compared with AGID (72
hours) (p < 0.05), while being notably more expensive (USD 21.51 vs. USD 9.36) (p < 0.05).
These findings confirm that both assays are highly reliable under controlled conditions;
nevertheless, the choice of method depends on available resources and operational
requirements of each laboratory. A combined diagnostic approach is recommended, employing
ELISA as a screening test and AGID as a confirmatory assay, thereby strengthening
epidemiological surveillance and equine health management.

Keywords: Equine Infectious Anemia, ELISA, agar gel immunodiffusion (AGID), serological

diagnosis.
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INTRODUCCION

La anemia infecciosa equina (AIE) es una enfermedad viral crénica causada por el virus de la
anemia infecciosa equina (VAIE) (Vallejo Romero, y otros, 2021), un lentivirus de la familia
Retroviridae que afecta exclusivamente a equidos (Alvarez, Cipolini, Wigdorovitz, Trono, &
Barrandeguy, 2015) (Cécile Schimmich, 2024), el agente etioldgico tiene tropismo por los
macréfagos del sistema inmune (Dominguez-Odio, Bedoya Rios, & Cala Delgado, 2025).El
periodo de incubacion puede variar entre una a cuatro semanas. La enfermedad puede
manifestarse con sintomas agudos, que a menudo son precedidos por una fase asintomatica
prolongada, lo que convierte a estos individuos en reservorios potenciales de transmision del
virus dentro de las poblaciones equinas (Gustavo Machado, 2021). El impacto en la salud
equina y la restricciones en el comercio internacional representa un reto para las autoridades
de control sanitario animal (Sandrigo, Martinez, Cipolini, Storani, & Espasandin, 2021). Su
transmision es causada principalmente por vectores hematofagos tales como Tabanus spp. y
Stomoxys calcitrans, sin embargo, también puede darse por contacto directo con fluidos
corporales contaminados, mediante la realizacion de procedimientos invasivos con material no
estéril o por transmision vertical, de madre a cria (Centro di Referenza Nazionale per I'Anemia
Infettiva Equina, 2025), (Thieulent, y otros, 2025) es por ello, que todos los liquidos y tejidos
corporales deben contemplarse como potencialmente infecciosos, especialmente cuando se
presentan episodios febriles con niveles virales elevados (Merck & Co., Inc, 2020), sin
embargo, (Bruno Rodrigues de Padua, 2022) determinaron que existen factores de riesgos
iatrogénicos y ambientales que estdn asociados con la aparicion de la enfermedad. La
epidemiologia esta sujeta a variaciones ecoldgicas y ambientales, la presencia de hematofagos,
practicas de manejo y densidad de la poblacion de équidos (Valdir Vieira da Silva, 2025). Esta
condicion clinica, se caracteriza por episodios recurrentes de anemia, fiebre, pérdida progresiva

de peso y desmejoramiento de la condicidon corporal (Dominguez-Odio, Bedoya Rios, & Cala
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Delgado, 2025). Los équidos infectados con AIE presentan una relacion directamente
proporcional entre la carga viral y la severidad de los signos clinicos, es decir, a mayor carga
viral, mayor es la severidad de los signos clinicos (Merck & Co., Inc, 2020). La importancia
de esta enfermedad constituye un problema sanitario de gran relevancia al generar portadores
asintomaticos que continuan siendo fuente de contagio durante toda la vida del animal, debido
a que el virus puede permanecer en los leucocitos y plasma sanguineo durante los estados
febriles y de viremia, representando un alto riesgo para los animales sanos (Milian-Belloso,
Lepe-Lopez, & Godoy, 2024).

El impacto de la AIE trasciende el &mbito veterinario, ya que compromete el bienestar equino,
limita la participacion en actividades deportivas y recreativas y condiciona la movilizacion
internacional de animales, al estar incluida en la lista de enfermedades de notificacion
obligatoria (WOAH, 2025) (Sarah-Jo Paquette, 2025). En consecuencia, la deteccion temprana
y precisa de esta enfermedad es indispensable para implementar medidas de control eficientes,
establecer cuarentenas, disefiar programas de vigilancia epidemiologica y garantizar la
seguridad en el comercio internacional de équidos (Villa-Mancera , y otros, 2024).

En el diagnostico seroldgico de la AIE, la inmunodifusion en gel de agar (AGID o prueba de
Coggins) ha sido historicamente considerada el estdndar de referencia por su elevada
especificidad y aceptacion internacional (Ibarra Zazueta, y otros, 2025). Sin embargo, presenta
limitaciones operativas, entre ellas la necesidad de personal capacitado, un tiempo de respuesta
relativamente prolongado (48—72 horas) y la dificultad de procesar grandes volimenes de
muestras en contextos de vigilancia masiva (Rodriguez Dominguez, y otros, 2021). Por otro
lado, el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) ofrece ventajas operativas
significativas, como rapidez, automatizacion y capacidad de procesamiento en alto
rendimiento, lo que lo convierte en una alternativa atractiva en laboratorios con alta demanda

(Mérquez-Alvarado, y otros, 2015) . No obstante, diversos autores han sefialado que el ELISA
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puede generar falsos positivos y, por lo tanto, requiere confirmacion con AGID para consolidar
la fiabilidad diagnostica (Scicluna, y otros, 2019) (Espasandin, y otros, 2021).

Estudios internacionales respaldan la utilidad de ambas técnicas. (Villa-Mancera , y otros,
2024) demostraron una alta concordancia entre ELISA ¢ AGID en poblaciones equinas de
México, mientras que (Dominguez-Odio, Bedoya Rios, & Cala Delgado, 2025) reportaron
indices kappa superiores a 0,9 al comparar variantes de ELISA con la AGID clasica. De forma
similar, (Sandrigo, Martinez, Cipolini, Storani, & Espasandin, 2021) confirmaron la eficacia
de ELISA de competicion en equinos de Argentina, aunque enfatizaron la importancia de su
validacion local. En Ecuador, la informacidon sobre comparaciones sistematicas entre ambas
pruebas es escasa, pese a que Agrocalidad mantiene a la AGID como método oficial de
referencia (Agrocalidad, 2016).

Este vacio de conocimiento resalta la necesidad de realizar investigaciones bajo condiciones
controladas que evaluen de manera objetiva la sensibilidad, especificidad, concordancia
diagnostica, costos y tiempos de respuesta de AGID y ELISA (Maldonado, y otros, 2025). El
presente estudio se propuso comparar ambas pruebas en muestras de referencia positivas y
negativas, generando evidencia cientifica que contribuya a optimizar los protocolos
diagnosticos, fortalecer la vigilancia epidemioldgica y apoyar la toma de decisiones

regulatorias en el ambito de la sanidad equina en Ecuador.
METODOLOGIA

El presente estudio se desarrolld bajo un enfoque cuantitativo y un disefio observacional,
transversal y descriptivo-comparativo, con el objetivo de evaluar el rendimiento diagnostico
de dos pruebas seroldgicas empleadas en la deteccion de Anemia Infecciosa Equina (AIE):
inmunodifusion en gel de agar (AGID) y el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas

(ELISA).

La poblacién de estudio estuvo conformada por muestras de suero equino, y la muestra final

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



incluyo 60 sueros de referencia (30 positivos y 30 negativos), previamente validados por un
laboratorio oficial de diagndstico veterinario acreditado en sanidad animal. La seleccion de
estas muestras respondid6 a un criterio intencional y controlado, garantizando la

representatividad para la comparacion metodoldgica.

Las técnicas de recoleccion de datos consistieron en la aplicacion de los dos métodos
serologicos bajo condiciones de laboratorio estandarizadas. Para AGID se utilizaron Kkits
comerciales aplicados segun el Manual de Pruebas Diagnosticas de la Organizacion Mundial
de Sanidad Animal (WOAH, 2025), que reconoce a esta técnica como prueba de referencia.
Para ELISA se emplearon reactivos comerciales validados internacionalmente y protocolos
basados en estudios comparativos recientes (Dominguez-Odio, Bedoya Rios, & Cala Delgado,
2025). La ejecucion de ambas técnicas fue realizada por profesionales especializados en

diagnostico veterinario.

Las variables analizadas incluyeron sensibilidad, especificidad, concordancia diagnostica
(indice kappa), tiempo de respuesta (horas) y costos (USD por prueba). Para el analisis
estadistico se aplicaron pruebas de Fisher para la comparacion de proporciones, Mann-Whitney
para las diferencias de medianas y el coeficiente kappa para evaluar el grado de concordancia

entre pruebas, con un nivel de significancia del 95 % (p < 0,05).

En cuanto a las consideraciones éticas, se respetaron los lineamientos de bienestar animal
establecidos por la normativa nacional e internacional. No se realizaron procedimientos
invasivos sobre animales, dado que las muestras analizadas fueron obtenidas previamente y

depositadas como material de referencia en un laboratorio acreditado.

Los criterios de inclusion fueron: muestras séricas equinas con validacion previa como
positivas o negativas a AIE en pruebas oficiales de referencia. Se excluyeron aquellas muestras

con volumenes insuficientes, deterioradas o con historial de almacenamiento inadecuado.
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RESULTADOS
Sensibilidad y especificidad

El estudio incluyd 60 muestras séricas, de las cuales 30 correspondieron a material de
referencia positivo (MRI-P) y 30 a material de referencia negativo (MRI-N). Ambas pruebas
seroldgicas, Inmunodifusion en Gel de Agar (AGID) y ELISA, detectaron correctamente la

totalidad de muestras positivas y negativas, presentando una sensibilidad y especificidad del

100 % (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados diagnosticos de AGID y ELISA.

Técnica VP FN VN FP
AGID 30 0 30 0
ELISA 30 0 30 0

WP (Verdadero Positivo); FN (Falso Negativo); VIV (verdadero Negativo); FP (Falso Positivo)
No se registraron falsos positivos ni falsos negativos. La tabla de contingencia 2x2 (Tabla 2)

confirma que los resultados de ELISA coincidieron en su totalidad con los obtenidos mediante

AGID.

Tabla 2. Tabla de contingencia 2=2 entre AGID v ELISA
AGID (+) AGID (=) Total

ELISA (+) 30a Ob 30
ELISA (-) Oc 30d 30
Total 30 30 60

a = verdaderos positivos; b = falsos positivos; ¢ = falsos negativos; d = verdaderos negativos.

La prueba exacta de Fisher (p = 1,0) indicd ausencia de diferencias estadisticamente
significativas entre ambas técnicas.

Concordancia diagnostica

La concordancia entre AGID y ELISA se evalu6 mediante el coeficiente kappa, obteniéndose
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un valor de k =1,0 (p <0,001), lo que evidencia concordancia perfecta sin discordancias (Tabla

3).

Tabla 3. Matriz de concordancia entre AGID y ELISA.
AGID (+) AGID (=) Total

ELISA (+) 30a Ob 30
ELISA (=) Oc 30d 30
Total 30 30 60

Estos hallazgos confirman que AGID y ELISA presentan equivalencia diagnostica bajo

condiciones controladas y con material de referencia certificado.
Costos diagnosticos

El andlisis comparativo de costos reveld diferencias significativas (U = 0; p=0,0119). El costo
promedio por muestra de AGID fue de USD 9,36, mientras que para ELISA alcanz6 USD

21,51 (Tablas 4 y 5).

Tabla 4. Costos por analisis AGID (USD/muestra)

Laboratorio Costo
Laboratorio oficial 9.34
Laboratorio privado 1 8,50
Laboratorio privado 2 10,00
Laboratorio privado 3 9,00
Investigacion 9.95
Promedio 9.36

Tabla 5. Costos por analisis ELISA (USD/muestra)

Laboratorio Costo
Laboratorio oficial 15.00
Laboratorio privado | 15,00
Investigacion 1 15.70
Investigacion 2 25 85
Investigacion 3 36,00
Promedio 21.51
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Estos datos evidencian que, si bien ambas pruebas son equivalentes en términos de precision
diagnostica, AGID resulta mas costo-efectiva, lo que la hace adecuada para programas de

diagnostico rutinario en contextos de recursos limitados.
Tiempo de respuesta

El analisis de tiempos mostro diferencias significativas (U = 25; p = 0,0039). El promedio de
entrega de resultados para AGID fue de 72 horas, mientras que ELISA requirié inicamente 24

horas (Tablas 6 y 7).

Tabla 6. Tiempo de respuesta AGID (horas).

Laboratorio Tiempo
Laboratorio oficial 72
Laboratorio privado | 72
Laboratorio privado 2 72
Laboratorio privado 3 72
[nvestigacion 72
Promedio 72

Tabla 7. Tiempo de respuesta ELISA (horas).

Laboratorio Tiempo
Laboratorio oficial 24
Laboratorio privado | 24
Laboratorio privado 2 24
Laboratorio privado 3 24
[nvestigacion 24
Promedio 24

Interpretacion de resultados
En conjunto, los hallazgos del presente estudio indican que:

o Sensibilidad y especificidad: ambas pruebas alcanzaron un desempefio diagndstico

perfecto (100 %), sin falsos positivos ni negativos.

o Concordancia diagnostica: el coeficiente k = 1 confirma equivalencia total entre AGID
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y ELISA.

o Costos: AGID es significativamente mas economica, lo que la convierte en una opcioén

viable en programas de diagndstico masivo.

e Tiempo de respuesta: ELISA reduce el tiempo de entrega en 48 horas, representando

una ventaja operativa en emergencias epidemiologicas y tamizajes a gran escala.

En consecuencia, la eleccion entre AGID y ELISA dependera del contexto operativo: la AGID
como método confirmatorio oficial y costo-efectivo, y el ELISA como prueba de cribado rapida

en escenarios que demandan inmediatez.
DISCUSION

El presente estudio evidencidé que tanto la inmunodifusion en gel de agar (AGID) como el
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) alcanzaron una sensibilidad y
especificidad del 100 %, sin registrar falsos positivos ni negativos. Estos hallazgos son
consistentes con estudios internacionales que han demostrado un alto rendimiento de ambas
pruebas en el diagnostico de la anemia infecciosa equina (AIE). (Villa-Mancera , y otros, 2024)
reportaron concordancia perfecta entre AGID y ELISA en poblaciones equinas de México,
mientras que (Dominguez-Odio, Bedoya Rios, & Cala Delgado, 2025) documentaron indices

K superiores a 0,9 en escenarios de endemicidad.

La concordancia diagnostica perfecta (x = 1,0) encontrada en este trabajo respalda la
posibilidad de utilizar las dos pruebas de manera complementaria o intercambiable en
condiciones de laboratorio controladas. No obstante, debe subrayarse que la AGID mantiene
su estatus como prueba de referencia internacional, reconocida por la Organizacion Mundial
de Sanidad Animal (WOAH, 2025) (Rodriguez Dominguez, y otros, 2021) lo que garantiza su

aceptacion en certificaciones sanitarias y comercio internacional.

En relacién con las variables operativas, los resultados mostraron diferencias significativas en
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costo y tiempo. El ELISA redujo en 48 horas el tiempo de entrega de resultados respecto a la
AGID, lo que representa una ventaja critica en situaciones de emergencia epidemioldgica,
programas de vigilancia rapida o movimientos internacionales de equinos donde se requiere
inmediatez. Sin embargo, su costo promedio (USD 21,51) fue més del doble que el de la AGID
(USD 9,36), lo que podria limitar su aplicacion en laboratorios de diagndstico rutinario con
recursos economicos restringidos. Estudios similares en Argentina y Brasil (Sandrigo,
Martinez, Cipolini, Storani, & Espasandin, 2021) (Torres , Oliveira, Neves , & Rodrigues Frias
, 2024) coinciden en que el factor costo es determinante en la adopcion de ELISA en programas

oficiales de control.

Estos resultados sugieren que, si bien ambas pruebas son equivalentes en eficacia diagnostica,
la decision operativa debe considerar el contexto epidemiologico y econdmico. En Ecuador,
donde Agrocalidad mantiene la AGID como prueba oficial, los resultados de este estudio
aportan evidencia cientifica que respalda la incorporacién del ELISA como herramienta
complementaria, particularmente util en tamizajes masivos o en la certificacion rapida de
animales destinados a comercio exterior. En Argentina (Alvarez, Cipolini, Wigdorovitz, Trono,
& Barrandeguy, 2015) comprobd la eficiencia de la prueba de ELISA, al permitir la
identificacién de un mayor nimero de animales positivos en comparacion con AGID. Esto
coincide con los programas de control y erradicaciéon de la Anemia Infecciosa Equina

implementados en Ecuador .

En sintesis, la evidencia obtenida respalda la implementacion de un esquema diagnostico
combinado, en el que el ELISA se utilice como prueba de cribado inicial por su rapidez y
capacidad de procesamiento, y la AGID como prueba confirmatoria por su menor costo y
reconocimiento oficial. Este enfoque optimizaria la vigilancia epidemiologica, permitiria

decisiones sanitarias oportunas y fortaleceria los programas nacionales de control de AIE en

Ecuador.
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CONCLUSIONES

El presente estudio demuestra que la inmunodifusion en gel de agar (AGID) y el ELISA poseen
un desempefio diagnostico equivalente en la deteccion de anemia infecciosa equina, alcanzando
concordancia absoluta y garantizando confiabilidad bajo condiciones controladas. Sin
embargo, las diferencias observadas en los aspectos operativos revelan que la eleccion de la
técnica no debe fundamentarse inicamente en su precision, sino en la relacion costo—tiempo y

en las necesidades del contexto epidemiologico.

E1 ELISA, al reducir en 48 horas el tiempo de entrega de resultados, ofrece una ventaja decisiva
en situaciones de urgencia sanitaria o en programas de tamizaje masivo, mientras que la AGID
se mantiene como una alternativa confirmatoria costo-efectiva y reconocida
internacionalmente, lo que asegura su utilidad en diagndsticos rutinarios y en procesos de

certificacion.

Sobre esta base, se plantea que un esquema diagndstico combinado, donde el ELISA funcione
como prueba de cribado inicial y la AGID como confirmatoria, constituye la estrategia mas
coherente para fortalecer la vigilancia epidemiologica equina y asegurar el cumplimiento de

normativas internacionales.

No obstante, se identifican dreas que requieren mayor investigacion, como la evaluacion del
desempefio de ambas pruebas en escenarios de campo, con animales en fases tempranas de
infeccion o en presencia de coinfecciones, lo que permitira ampliar la aplicabilidad de estos

hallazgos en la practica sanitaria real.
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