
INTRODUCCIÓN

Los ensayos serológicos pueden tener
dos objetivos diferentes: el diagnóstico de
una infección y/o el establecimiento del

estado inmunitario. Se puede establecer que las
determinaciones realizadas sobre una única dilu-
ción, para el screening o cribado, generan de for-
ma fiable resultados cualitativos (positivo/negati-
vo), que son considerados suficientes en la mayo-
ría de las ocasiones (4, 5), tanto para el dictamen
de diagnóstico (IgM e IgG), como el estado inmu-
nitario (IgG y anticuerpos totales). Las determina-
ciones cuantitativas son de aplicación cuando se
analizan muestras pareadas, al objeto de demos-
trar la seroconversión o variaciones significativas
en el título de anticuerpos. (5)

En los conejos, el análisis serológico es de gran
importancia para el diagnóstico, prevención y vigi-
lancia de enfermedades de diversas etiologías. La
respuesta humoral es predictiva del nivel de pro-
tección frente a las infecciones,  para la valoración

de los títulos de anticuerpos calostrales y post va-
cunales y tiene un destacado valor en la investiga-
ción de animales centinelas de áreas vacunadas
de Mixomatosis y RHDV, en el comercio de semen
de animales  reproductores seleccionados como
no portadores de Chlamydias y Encephalitozoon
entre otros. (9)
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En la práctica veterinaria, para realizar programas
de prevención de enfermedades de micro mamífe-
ros y en especial lagomorphos, el screening sero-
lógico requiere la extracción de sangre venosa, la
cual puede ser difícil de obtener cuando los pes-
quisajes son a mediana y a gran escala por la  difi-
cultad de hacer sangrías de calidad y obtener un
volumen suficiente de muestra. 

El objetivo del presente trabajo, fue evaluar la me-
todología de toma muestras de sangre en papel de
filtro y compararla con  muestras de sangre obte-
nidas por venopunción, para la realizar pruebas
serológicas de detección de anticuerpos.

MATERIAL Y MÉTODO

Las extracciones de sangre se llevaron a cabo por
separado: con jeringa (obtención de suero de for-
ma convencional coagulación y centrifugación) y
mediante goteo sobre papel de filtro. Las muestras
de sangre depositadas y secas expuestas a tem-
peratura ambiente dentro del laboratorio, se em-
plearon para preparar los eluatos.

Las muestra de suero y los eluatos se conservaron
congelados a -20º C.

Los donantes de sangre fueron 94 conejos llega-
dos al laboratorio de diagnóstico con o sin sínto-
mas de enfermedad clínica relacionada con el es-
tudio serológico de Enfermedad Hemorrágica Viral
(RHD) Encephalitozoon cuniculi, (EC), Mixomatosis
(RMV) y Chlamydia spp.  Los  sueros y los eluatos
del papel de filtro que contenían muestras de los

mismos animales se compararon intra ensayos.
Se consideró  reactiva aquella muestra  positiva al
menos en una de las técnicas de muestreo emple-
ada frente a sueros positivos de centros de refe-
rencia autorizados.

Los resultados obtenidos fueron evaluados en
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positi-
vo y negativo. 

1.- Hemaglutinación – Inhibición. La  inhibición
de la hemaglutinación (IHA) se realizó en frío, se-
gún recomendación de la OIE (5) con RBCs hu-
mano grupo O+, sueros inactivados a 56º 30 mi-
nutos y tratados dos veces con Caolín.  La elu-
ción del papel filtro se realizó con 450 μl de PBS
0,02 M pH 6,5 a 4oC durante toda la noche. Se
eliminó el papel de filtro y se agregó 500 μl de
caolín al 25% al eluido, con agitación ocasional



durante 30min a temperatura ambiente para eli-
minar los inhibidores inespecíficos y se centrifu-
garon a 450g durante 30min, obteniendo una di-
lución final de 1:20. El antígeno utilizado en la
prueba IHA fue obtenido a partir de pools de hí-
gados  homogenizados y clarificados de anima-
les con enfermedad clínica y títulos hemagluti-
nantes > 640.

Las diluciones de cada suero se enfrentaron a 8
unidades hemaglutinantes del virus y los resul-
tados se compararon con los ensayos de elui-
dos de la sangre  de papel de filtro que contenía
muestras de los mismos animales. El título asig-
nado fue la mayor dilución capaz de inhibir la
hemaglutinación (8 UHA / 25 μl) provocada por
el antígeno viral. El valor diagnóstico de los re-
actores positivos se consideró  ≥  20. El control
positivo fue el anticuerpo monoclonal  anti VP60
de Ingenasa. 

2.- Inmuno-carbon (CIA): para la detección y veri-
ficación de anticuerpos contra Encephalitozoon
cuniculi, se utilizó el  Kit de Medicago que em-
plea antígeno de células completas de E. cuni-
culi mezcladas con una suspensión de carbón.
La elución del papel filtro se realizó con 450 μl
de PBS 0,02 M pH 7,2. El valor diagnóstico de
los reactores positivos se consideró en scree-
ning  ≥ 40 y más de 10  de E. cuniculi marcados
en negro por campo de 400x en la observación
microscópica. Sueros de conejos naturalmente
infectados  de Megacord / Eurovet, se emplea-
ron como control positivo.

3.- Inmunofluorescencia indirecta (IFI). Se em-
pleó para detectar anticuerpos de tipo IgG de
Mixomatosis y Chlamydias  en screening, la elu-
ción de los discos de papel filtro absorbidos con
sangre se realizó con 2 ml PBS 0,02M pH 7,2 y
albúmina bovina fracción V al 0,5% a 4oC du-
rante toda la noche, obteniendo una dilución de
1:100.

Para la serología de estas entidades se empleó
antígeno laminar. En Mixomatosis consistió de
la cepa homóloga Lausanne cultivada in vitro y
un anticuerpo policlonal de INRA, Francia, como
control positivo.  En Chlamydia psittaci, el antí-
geno laminar era de Eurovet y el control positivo
policlonal C. género específico de BIOTREND.
En ambos casos la conjugación se efectuó con
el anticuerpo policlonal anti conejo FITC de SIG-
MA F-1262. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En casi todas las especies, el plasma  normalmen-
te representa el 55% del volumen sanguíneo (de-
pendiendo del hematocrito) y el  suero es aproxi-



madamente el 40% del plasma. En este trabajo
empleamos un área de muestra de 2.8 cm2 de pa-
pel de filtro para 50 μl de sangre seca. 

Las preguntas que debíamos responder eran so-
bre la seguridad de las pruebas diagnósticas.
¿Con qué seguridad la toma de muestra sobre pa-
pel de filtro predicirá la presencia o ausencia de la
enfermedad? Ante un resultado positivo ¿Qué pro-
babilidad existia de que ese resultado indicase
presencia de la enfermedad?. 

La seguridad viene determinada por el valor pre-
dictivo (validez predictiva) de un resultado positivo
o negativo y  es de enorme utilidad a la hora de to-
mar decisiones clínicas y transmitir la información
sobre el diagnóstico. 

Valor predictivo positivo  VPP = VP/VP + FP
Valor predictivo negativo VPN = VN/VN +FN

Consideramos VP y VN a los resultados obtenidos
con el muestreo por venopunción y FP y FN a los
resultados discordantes obtenidos con los eluatos.

En IHA se obtuvieron 32 muestras reactivas de las
cuales 31 fueron reactivas por las 2 técnicas. Esto
arrojó VPP  (32/32) con VPN (10/11).

En CIA, 10 muestras fueron reactivas de las que 8
coincidieron en ambos muestreos para VPP
(10/10) y VPN (18/20). En IFI el nivel de coinciden-
cia fue de 100%. La sensibilidad y especificidad
relativa del muestreo sobre papel de filtro también
fue calculada.

Especificidad = VN /VN + FP
Sensibilidad = VP / VP + FN 

En la tabla 1 se muestran los valores predictivos
obtenidos en cada prueba cuando los muestreos



fueron comparados. La especificidad y sensibili-
dad del conjunto de los ensayos sobre papel de
filtro fue de 100% y 93% respectivamente. Ver ta-
bla 2.

El muestreo de la sangre sobre papel de filtro,  ha
sido avalado por varios autores que han encontra-
do un alto valor de concordancia de los resultados
y por ello es ampliamente utilizado para realizar
encuestas sero epidemiológicas de  Trypanoso-
miasis (Chagas) (3, 7, 10),  Dengue (1), HTLV 1 (2,
8) y resulta de especial utilidad en el diagnóstico
de enfermedades genéticas (4) y en pesquisajes
de identificación de individuos con biología mole-
cular (6). 

Los resultados obtenidos en este trabajo fueron
satisfactorios y significan que la toma y el trans-
porte de muestras de sangre en papel de filtro es
una técnica útil y exacta para realizar estudios epi-
demiológicos en que se analizan anticuerpos con-
tra  las entidades RHD, Mixomatosis y Chlamydias
en conejos. Además, la muestra de sangre seca
sobre papel de filtro, permite reducir costes en la

extracción, envío y almacenamiento (10) por lo que
debe estar estandarizada (4).
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METODOLOGÍA PARA LA OBTENCIÓN DE SANGRE EN PAPEL DE FILTRO PARA EL
DIAGNÓSTICO SEROLÓGICO

Se ha puesto a punto una técnica de  obtención de
sangre total en papel de filtro para pesquisas sero-
lógicas de enfermedades de los conejos: RHVD;
Encephalitozoon; Chlamydias spp y Mixomatosis y
se propone como  alternativa de muestreo para la
determinación de anticuerpos, por ser un método
sencillo que no requiere  muchos cuidados en el
envío al laboratorio y ser muy económico.

Material necesario: lanceta o bisturí estéril con
punta de menos de 2.0mm, gasa, desinfectante,
formulario para la anamnesis y datos epidemioló-
gicos, papel de filtro Whatman Nº 4 suministrado
por el laboratorio) y guantes.  

Primero complete toda la información en la hoja
de toma de muestras. Para evitar la contamina-
ción de los círculos del papel de filtro, no permita
que los círculos entren en contacto con derrames
ni tampoco los toque ni antes ni después de la to-
ma de sangre.  La foto indica la zona de la oreja
donde puede hacerse una punción sin peligro.
Limpie el área con un desinfectante y séquela con
gasa estéril. Haga una punción en el borde exter-
no de la oreja y deje que se forme una gota gran-
de de sangre. Ver FIG. 1B y 1C.

Toque la gota de sangre levemente con el papel
de filtro. Deje que la sangre se absorba y que lle-
ne el círculo por completo con una sola aplica-
ción.  No quitar el  papel de filtro antes de que la
sangre llene por completo el círculo. Aplique la
sangre solamente a uno de los lados del papel de
filtro. Se deben realizar no menos de 5 círculos
por animal. Ver FIG.1D, 1E, 1F

También se puede aplicar la sangre al papel con
un tubo capilar u otro dispositivo desprovisto de
anticuagulantes, si se realiza de forma continua.
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El volumen de muestra será el correspondiente a
la gota grande de sangre (50 ml) sin anticuagu-
lante.  Ver Figura 1 G, 1H, 1I

Llene los círculos restantes de la misma manera
con gotas de sangre sucesivas.  No acumule ca-
pas sucesivas de gotas de sangre más de una
vez al mismo círculo de recolección. Deje secar
las manchas de sangre en una superficie plana no
absorbente, que esté seca y limpia, durante un
mínimo de cuarenta minutos. No la exponga al
calor directo. Ver Figura 2

Evite tocar las gotas de sangre o que éstas se rie-
guen o contacten con las de los círculos colindan-
tes. Las muestras secas se introducen en un sobre
o bolsa impermeable cerrada y se envían al labo-
ratorio. 

No olvidar que las muestras deben estar acompaña-
das de una hoja de toma de muestras en la que se
especifique claramente que tipo de prueba se solici-
ta y un resumen clínico /vacunaciones, la fecha de la
extracción, edad y sexo, estos documentos se colo-
can dentro de la bolsa de plástico sellada.


