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INTRODUCCION

Los ensayos seroldgicos pueden tener
dos objetivos diferentes: el diagndstico de
una infeccién y/o el establecimiento del
estado inmunitario. Se puede establecer que las
determinaciones realizadas sobre una Unica dilu-
cion, para el screening o cribado, generan de for-
ma fiable resultados cualitativos (positivo/negati-
vo), que son considerados suficientes en la mayo-
ria de las ocasiones (4, 5), tanto para el dictamen
de diagnéstico (IgM e IgG), como el estado inmu-
nitario (IgG y anticuerpos totales). Las determina-
ciones cuantitativas son de aplicacién cuando se
analizan muestras pareadas, al objeto de demos-
trar la seroconversion o variaciones significativas
en el titulo de anticuerpos. (5)

En los conejos, el analisis seroldgico es de gran
importancia para el diagndstico, prevencion y vigi-
lancia de enfermedades de diversas etiologias. La
respuesta humoral es predictiva del nivel de pro-
teccién frente a las infecciones, para la valoracién

LOS POSIBLES OBJETIVOS
DE LOS ENSAYOS
SEROLOGICOS SON EL
DIAGNOSTICO DE UNA
INFECCION O EL
CONOCIMIENTO DE
ESTADO INMUNITARIO

de los titulos de anticuerpos calostrales y post va-
cunales y tiene un destacado valor en la investiga-
cion de animales centinelas de areas 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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Figura 1: HA. Obsérvese los titulos de los preparados antigénicos empleados titulos > 160.

Ej muestras A2, A3, A4.
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RHDV Inhibicion de la Hemaglutinacion

Figura 1: IHA. Los titulos de anticuerpos alcanzados por los eluatos del papel de filtro fueron simila-
res o un logaritmo menor que los obtenidos con sueros de venapuncion. Obsérvese M1, M2, M3 titu-
los de anticuerpo = 640. Control positivo anti VP 60 = 40.

En la practica veterinaria, para realizar programas
de prevencién de enfermedades de micro mamife-
ros y en especial lagomorphos, el screening sero-
l6gico requiere la extraccién de sangre venosa, la
cual puede ser dificil de obtener cuando los pes-
quisajes son a mediana y a gran escala por la_difi-
cultad de hacer sangrias de calidad y obtener un
volumen suficiente de muestra.

El objetivo del presente trabajo, fue evaluar la me-
todologia de toma muestras de sangre en papel de
filtro y compararla con muestras de sangre obte-
nidas por venopuncién, para la realizar pruebas
serolégicas de deteccién de anticuerpos.

MATERIAL Y METODO

Las extracciones de sangre se llevaron a cabo por
separado: con jeringa (obtencion de suero de for-
ma convencional coagulacion y centrifugacion) 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 -20° C.

Los donantes de sangre fueron 94 conejos llega-
dos al laboratorio de diagndstico con o sin sinto-
mas de enfermedad clinica relacionada con el es-
tudio seroldgico de Enfermedad Hemorragica Viral
(RHD) Encephalitozoon cuniculi, (EC), Mixomatosis
(RMV) y Chlamydia spp. Los sueros y los eluatos
del papel de filtro que contenian muestras de los

mismos animales se compararon intra ensayos.
Se considerd 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 Yy negativo.

1.- Hemaglutinacion - Inhibicion. La inhibicion
de la hemaglutinacion (IHA) se realizé en frio, se-
gun recomendacion de la OIE (5) con RBCs hu-
mano grupo O+, sueros inactivados a 56° 30 mi-
nutos y tratados dos veces con Caolin. La elu-
cion del papel filtro se realizo con 450 pl de PBS
0,02 M pH 6,5 a 40C durante toda la noche. Se
elimind el papel de filtro y se agregd 500 pl de
caolin al 25% al eluido, con agitacién ocasional
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Figura 3: CIA. La intensidad de reaccion de los eluatos del papel de filtro en la dilucion de screening
fue similares a la obtenida con sueros de venapuncion. Observase la morfologia de E. cuniculiy la
fuerte reaccion con el carbdn. Cuantia minima del reactor positivo = 10 parasitos x campo en dilucion

> 1:40

durante 30min a temperatura ambiente para eli-
minar los inhibidores inespecificos y se centrifu-
garon a 4509 durante 30min, obteniendo una di-
lucion final de 1:20. El antigeno utilizado en la
prueba IHA fue obtenido a partir de pools de hi-
gados homogenizados y clarificados de anima-
les con enfermedad clinica y titulos 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 contenia
muestras de los mismos animales. El titulo asig-
nado fue la mayor dilucién capaz de inhibir la
hemaglutinacion (8 UHA / 25 pl) provocada por
el antigeno viral. El valor diagnostico de los re-
actores positivos se consideréd > 20. El control
positivo fue el anticuerpo monoclonal anti VP60
de Ingenasa.
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2.- Inmuno-carbon (CIA): para la deteccion y veri-
ficacién de anticuerpos contra Encephalitozoon
cuniculi, se utilizé el Kit de Medicago que em-
plea antigeno de células completas de E. cuni-
culi mezcladas con una suspensién de carbén.
La elucién del papel filtro se realizé con 450 pl
de PBS 0,02 M pH 7,2. El valor diagnéstico de
los reactores positivos se consideré en scree-
ning >40y mas de 10 de E. cuniculi marcados
en negro por campo de 400x en la observacion
microscopica. Sueros de conejos naturalmente
infectados de Megacord / Eurovet, se emplea-
ron como control positivo.

3.- Inmunofluorescencia indirecta (IFI). Se em-
pled para detectar anticuerpos de tipo IgG de
Mixomatosis y Chlamydias en screening, la elu-
cion de los discos de papel filtro absorbidos con
sangre se realizd con 2 ml PBS 0,02M pH 7,2 y
albUmina bovina fraccion V al 0,5% a 4o0C du-
rante toda la noche, obteniendo una dilucién de
1:100.

Para la serologia de estas entidades se empled
antigeno laminar. En Mixomatosis consistio de
la cepa homodloga Lausanne cultivada in vitro y
un anticuerpo policlonal de INRA, Francia, como
control positivo. En Chlamydia psittaci, el anti-
geno laminar era de Eurovet y el control positivo
policlonal C. género especifico de BIOTREND.
En ambos casos la conjugacion se efectud con
el anticuerpo policlonal anti conejo FITC de SIG-
MA F-1262.

RESULTADOS Y DISCUSION
En casi todas las especies, el plasma normalmen-

te representa el 55% del volumen sanguineo (de-
pendiendo del hematocrito) y el suero es aproxi-
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madamente el 40% del plasma. En este trabajo
empleamos un area de muestra de 2.8 cm’ de pa-
pel de filtro para 50 pl de sangre seca.

Las preguntas que debiamos responder eran so-
bre la seguridad de las pruebas diagndsticas.
¢ Con qué seguridad la toma de muestra sobre pa-
pel de filtro predicira 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 clinicas y transmitir la informacién
sobre el diagndstico.

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 venopuncion 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
arrojé 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

Tabla 1: Muestreo con sangria convencional y con papel de filtro

Papel Sueros Papel Sueros

RHD IHA 42 31 32 11 10 1 0,9

EC CIA 28 8 10 20 18 0,83 0,9
Mixomatosis  IFl 12 12 12 o} o} 1 1
Chlamydias  IFI 12 2 2 10 10 1 1
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Tabla 2: Sensibilidad y especificidad del muestreo sobre papel de filtro

Positivo 53 ESpigélozdad
Negativo 3 38 ° 41 Sensibilidad
Total 56 38 o 94 94,9%

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 epidemioldgicas de Trypanoso-
miasis (Chagas) (3, 7, 10), Dengue (1), HTLV 1 (2,
8) y resulta de especial utilidad en el diagnostico
de enfermedades genéticas (4) y en pesquisajes
de identificacion de individuos con biologia 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 Util y exacta para realizar estudios epi-
demiolodgicos en que se analizan anticuerpos con-
tra las entidades RHD, Mixomatosis y Chlamydias
en conejos. Ademas, la muestra de sangre seca
sobre papel de filtro, permite reducir costes en la

Figura 4: Chlamydia psittaci. Reactores positi-
vos = 100. Obsérvese la inmunofluorescencia
verde amarilla con localizacion extra e in tra cito-
plasmatica de los cuerpos elementales.
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extraccién, envio y almacenamiento (10) por lo que
debe estar estandarizada (4).
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METODOLOGIA PARA LA OBTENCION DE SANGRE EN PAPEL DE FILTRO PARA EL

DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Se ha puesto a punto una técnica de obtencién de
sangre total en papel de filtro para pesquisas sero-
l6gicas de enfermedades de los conejos: RHVD;
Encephalitozoon; Chlamydias spp y Mixomatosis y
se propone como alternativa de muestreo para la
determinacion de anticuerpos, por ser un método
sencillo que no requiere muchos cuidados en el
envio al laboratorio y ser muy econémico.

Material necesario: lanceta o bisturi estéril con
punta de menos de 2.0mm, gasa, desinfectante,
formulario para la anamnesis y datos epidemiold-
gicos, papel de filtro Whatman N° 4 suministrado
por el laboratorio) y guantes.

Primero complete toda la informacion en la hoja
de toma de muestras. Para evitar la contamina-
cion de los circulos del papel de filtro, no permita
que los circulos 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 puncion sin peligro.
Limpie el area con un desinfectante y séquela con
gasa estéril. Haga una puncion en el borde exter-
no de la oreja y deje que se forme una gota gran-
de de sangre. Ver FIG. 1By 1C.
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ESTA ES UNA
ALTERNATIVA A LA
EXTRACCION DE
MUESTRAS DE
SANGRE POR
VENOPUNCION

Toque la gota de sangre levemente con el papel
de filtro. Deje que la sangre se absorba y que lle-
ne el circulo por completo con una sola aplica-
cion. No quitar el papel de filtro antes de que la
sangre llene por completo el circulo. Aplique la
sangre solamente a uno de los lados del papel de
filtro. Se deben realizar no menos de 5 circulos
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.



Figura 1: Reactor positivo a Mixomatosis = 100. Inmunofluorescencia de locali-

zacion intracitoplasmatica. 400 x

El volumen de muestra sera el correspondiente a
la gota grande de sangre (50 ml) sin anticuagu-
lante. Ver Figura 1 G, 1H, 1l

Llene los circulos restantes de la misma manera
con gotas de sangre sucesivas. No acumule ca-
pas sucesivas de gotas de sangre mas de una
vez al mismo circulo de recoleccién. Deje secar
las manchas de sangre en una superficie plana no
absorbente, que esté seca y limpia, durante un
minimo 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 circulos colindan-
tes. Las muestras secas se introducen en un sobre
0 bolsa impermeable cerrada y se envian al labo-
ratorio.

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

Muestra correcta

Muestra incorrecta

Figura 2: Manchas de sangre secadas al ambiente. Muestra obtenida correctamente con volumen
adecuado y manchas de sangres mezcladas por exceso de muestra en cada circulo del papel de filtro.
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