El examen seroldgico con muestras de sangre obtenidas
en papel de filtro

Serological blood tests of samples obtained on filter paper
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Resumen: Se ha puesto a punto una técnica de obtencién de sangre total en papel filtro para el muestreo serolégico de enfermedades de los cone-
jos tales como: Enfermedad Hemorrdgica Viral (RHVD); Encephalitozoonosis; Chlamydia psittaci y Mixomatosis. Se propone como alternativa de
muestreo para la determinacién de anticuerpos, por ser un método sencillo que no requiere muchos cuidados en el envio al laboratorio. Se evaluaron
94 muestras de suero de conejos llegados al laboratorio para el diagndstico de las entidades antes citadas. Los resultados seroldgicos de la muestras de
sangte total obtenida por venipuntura y en papel filtro, fueron comparados. Los métodos empleados incluyeron: Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)
para detectar IgG, Carbén inmunoensayo (CIA) e Inhibicién de la Hemoaglutinacion (IHA) para la evaluacién de anticuerpos totales. Los resultados
de sensibilidad, especificidad, indice de concordancia y valores predictivos positivos y negativos obtenidos en este trabajo fueron satisfactorios y nos

permitieron decir que la toma y el transporte de muestras de sangre en papel de filtro es una técnica ttil con sensibilidad y especificidad adecuada para

realizar estudios seroepidemioldgicos en conejos.
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Introduccion

Los ensayos serolégicos pueden tener dos objetivos
diferentes: el diagnéstico de una infeccién y/o la evalua-
cion del estado inmunitario. Se puede establecer que los
examenes realizados sobre una Unica diluciéon, para una
encuesta seroldgica, generan de forma fiable resultados
cualitativos (positivo/negativo), considerados suficientes
en la mayorfa de las ocasiones,’? tanto para el dictamen
de diagnéstico (IgM e IgG), como del estado inmunitario
(IgG y anticuerpos totales). Las determinaciones cuanti-
tativas son de aplicacion cuando se analizan muestras
pareadas, al objeto de demostrar la seroconversién o
variaciones significativas en el titulo de anticuerpos.?

En los conejos, el analisis serolégico es de gran im-
portancia para el diagnéstico, prevencién y vigilancia de
enfermedades de diversas etiologias. La respuesta hu-
moral es predictiva del nivel de proteccion frente a las
infecciones, para la valoracion de los titulos de anticuer-
pos calostrales y post vacunales y tiene un destacado
significado en la investigacion de animales centinelas de
areas vacunadas de Mixomatosis (RMV) y la Enfermedad
Hemorragica Viral (RHDV), asi como en el comercio de
semen de animales reproductores seleccionados como
no portadores de Chlamydias y Encephalitozoon cuni-
culi (Ec), entre otros.3

En la practica veterinaria, se requiere la extraccion de
sangre venosa para estudiar los anticuerpos y realizar
programas de prevencién de enfermedades, que en el
caso de micromamiferos, aves, reptiles etc., puede ser
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dificil de obtener cuando los encuestas son a mediana y
a gran escala, por la dificultad de hacer sangrias de cali-
dad y obtener volimenes suficiente de muestra.

Fue objetivo del presente trabajo, evaluar la metodo-
logia de sangre seca en papel de filtro (PF) y compararla
con muestras de sangre obtenidas por venipuntura para la
realizar pruebas serolégicas de deteccion de anticuerpos.

Materiales y Métodos

La toma de muestra en PF se realizd previa desinfec-
cion del borde marginal de la oreja, se puncion6 esta
area con una lanceta estéril, y con una ligera presion
sobre ella, se deposito la sangre en 4 circulos de 1 cm de
didmetro en PF Watman 903. Estos circulos se llenaron
por uno de sus lados con una sola aplicaciéon, tocando
levemente la gota de sangre obtenida por puncion hasta
llenar cada circulo por completo sin quitar el papel hasta
lograr el llenado total de éstos.

Las muestras de sangre en PF se mantuvieron a tempe-
ratura ambiente durante 2 horas hasta su total secado,
y se conservaron en sobres plasticos a 4°C. Las muestras
de sangre venosa obtenidas por venipuntura fueron cen-
trifugadas a 450 g x 10 minutos. para la separacién de
los sueros, que se conservaron a -20° C.

Para el estudio comparativo de ambos tipos de mues-
tras empleamos 42 conejos llegados al laboratorio con
diagndstico presuntivo de RHDV, 28 bajo sospecha de Ec;

171



Villa et al

12 vacunados de RMV y 12 para estudios de Chlamydia
psittaci. De todos los animales se extrajeron sangre en
PF y su correspondiente muestra de suero. Se consider6
reactiva aquella muestra positiva al menos en una de las
técnicas de muestreo empleada frente a sueros positivos
de centros de referencia autorizados.

Los resultados obtenidos se compararon mediante el
calculo del indice de concordancia, valor predictivo po-
sitivo (VPP) y negativo (VPN) asi como en sensibilidad y
especificidad.

Inhibicion de la hemaglutinacién (IHA)

El titulo IHA es el test de referencia para el diagnoésti-
co seroldgico de la RHDV. La prueba se realizé siguiendo
las recomendaciones de la OIE? a 4° C con globulos rojos
(RBCs) humanos grupo O Rh+, sueros inactivados a 56° C
durante 30 minutos y con doble tratamiento de caolin.

La extraccion de los anticuerpos del PF (2 circulos por
test) se realizd en tubos eppendorf con 900 pl de PBS
0,02 M pH 6,5 a 4°C durante toda la noche. El papel de
filtro fue eliminado y las muestras se clarificaron median-
te centrifugacion a 450g x 10 minutos y se inactivaron a
56°C durante 30 minutos. Después se le agregd 500 pl de
caolin al 25%, con agitacion ocasional durante 30 min. a
temperatura ambiente y se repitié el tratamiento con cao-
Iin para eliminar los inhibidores inespecificos. La muestra
resultante fue tratada como una dilucién 1:20 de suero.

El antigeno utilizado en la prueba IHA consistié en hi-
gados de animales con enfermedad clinica, homogeni-
zados y clarificados con titulos hemaglutinantes > 640.

Todas las muestras se estudiaron por duplicado con 7
diluciones log, a partir de 1:20 y se compararon frente
a 8 unidades hemaglutinantes (UHA) del virus. El an-
ticuerpo monoclonal anti VP60 de Ingenasa se empled
como control positivo de la prueba. El titulo asignado
fue la mayor dilucion capaz de inhibir la hemaglutina-
cion provocada por el antigeno viral (8 UHA / 25 pl). El
titulo de valor diagnéstico para los reactores positivos se
consideré > 40 (punto de corte).

Carbén inmunoensayo (CIA)

Para la deteccién y verificacion de anticuerpos contra
Encephalitozoon cuniculi, se utilizé el antigeno de célu-
las completas de E. cuniculi mezcladas con una suspen-
sion de carbon (Kit de Medicago). La extraccion de las
inmunoglobulinas del PF se realizd con 450 pl de PBS
0,02 M pH 7,2. Las muestras diluidas se mezclaron a
partes iguales con el antigeno y 5 pl de ésta se hizo reac-
cionar con suspension de carbon. Como control positivo
se emplearon sueros de conejos naturalmente infectados
(Megacord / Eurovet).

Las muestras se consideraron positivas cuando en la
observacién microscépica se visualizaban > 10 esporas
de E. cuniculi por campo de 400x, tefiidas en negro en la
dilucion 1:40 (punto de corte a una dilucion).

Inmunofluorescencia indirecta (IFl)

Se empled para detectar anticuerpos tipo IgG de Mixo-
matosis y Chlamydias. La extracciéon de las inmunoglobu-
linas de la sangre seca en los discos de PF se realizé con

200 pl PBS 0,02M pH 7,2 y albumina bovina fraccion
V al 0,5% a 4°C durante toda la noche, obteniéndose
una diluciéon de 1:100 (punto de corte para ambas test a
dilucion Unica).

Para la serologia de estas dos entidades se empled
antigeno laminar. En Mixomatosis consistioé en la cepa
homologa Lausanne cultivada in vitro en nuestro la-
boratorio y un anticuerpo policlonal de INRA, Francia,
como control positivo. En Chlamydia psittaci, el an-
tigeno laminar era de Eurovet y el control positivo un
anticuerpo policlonal anti Chlamydia género especifico
de BIOTREND. En ambos casos los inmunocomplejos se
revelaron con anti IgG de conejo conjugados con FITC
de SIGMA F-1262.

Resultados

La IHA es la prueba estrella para el diagnéstico sero-
l6gico de la RHDV. Al analizar los resultados de los titu-
los de anticuerpos de 42 conejos para la entidad RHDV
mediante IHA encontramos que entre ambos tipos de
muestras, tomadas de un misma animal, la proporcién
de acuerdos observados o indice de concordancia fue
0,976, con VPP =1y VPN = 0,9 (Tabla 1).

Tabla 1. Diagnostico serolégico de RHDV.

Sueros vs sangre seca papel en filtro

IHA en sueros IHA Papel de filtro Total
Positivos  Negativos

RHDV positivo 31 0 31

RHDV negativo 1 10 11

Total 32 10 42

RHD\{: Enfermedad Hemorragica Viral, IHA: Inhibicién de la hemaglutina-
cion. Indice de concordancia = 0,976; VPP = 1; VPN = 0,9

11/42 (26,19%) resultaron no reactores con titulos
< 1:40 mientras que 31/42 (77,38%) de los animales
investigados fueron reactores positivos con valores en
los titulos entre 80-1280. El titulo de anticuerpos en la
muestra en PF de 2 conejos reactores positivos, resulté
un factor de dilucion menor que el titulo obtenido con
el suero (Fig. 1).

Figura 1. IHA. Se muestran los titulos de anticuerpos de los sueros M1c,
M2c, M3c= 640; titulo de las mismas muestras en papel M1p, M2p, M3p
= 640. Titulos del control positivo mAb anti VP 60 = 40 (punto de corte).
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El CIA es una prueba comercial estandarizada para la
detecciéon de animales infectados por Ec. En el muestreo
comparado del suero contra la sangre seca en PF, de los
28 conejos estudiados el indice de concordancia fue de
0,928, con VPP de 0,83 y VPN = 0,9 (Tabla 2).

18/28 (64,28%) de los animales resultaron negativos a
la prueba y 10/28 (35,71%) positivos. La intensidad del
color negro de los quistes de Ec de la reaccién positiva
bajo el microscopio no se vio afectada con las muestras
en PF (Fig. 2).

Los exdmenes de las muestras comparadas tanto RMV
como en Chlamydias mediante IFl obtuvieron un acuerdo
total, con indice de concordancia = 1; VPP=1y el VPN =
1 (Tabla 3).

CIA en sueros CIA Papel de filtro Total
Positivos  Negativos

E. cuniculi positivos 8 0 8

E. cuniculinegativos 2 18 20

Total 10 18 28

CIA: Carbén inmunoensayo. indice de concordancia = 0,928; VPP =0,83;
VPN =0,9

IFl sueros IFl Papel de filtro Total
Positivo Negativo

Chlgr_nydla 2 0 b
positivo
Chlam_ydla 0 10 10
negativo
Mlxp_matosm 12 0 12
positivo
Mixomatosis 0 0 0
negativo
Total 14 10 24

IFI: Inmunofluorescencia indirecta. indice de concordancia = 1; VPP = 1; VPN = 1

Los 12 conejos evaluados para RMV, resultaron posi-
tivos (100%), como se esperaba, con los dos tipos de
muestras, mientras que en Chlamydias los positivos fue-
ron 2/12 (16,66%) y 10/12 (83,33%) negativas para am-
bas muestras. La inmunofluorescencia en los dos tests
fue intensa en los puntos de corte (Figs. 3y 4).

La especificidad y sensibilidad del conjunto de los en-
sayos de 94 muestras sobre papel de filtro fue de 100%
y 92,4% respectivamente (Tabla 4).

Discusion

Las preguntas que debfamos responder eran sobre la
seguridad de las pruebas diagnoésticas. ; Con qué seguri-
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Figura 2. CIA (Carbén inmunoensayo). A: muestra negativa; B muestra
positiva. Obsérvese la morfologia de E. cuniculiy la fuerte reaccién con
el carbon.

Figura 3. Chlamydia psittaci. Reactores positivos > 100. Obsérvese la
inmunofluorescencia verde amarilla con localizacion extra e intracitoplas-
matica de los cuerpos elementales.

Figura 4. Reactor positivo a Mixomatosis > 100. Inmunofluorescencia.
400 x.

dad la toma de muestra sobre PF predicira la presencia o
ausencia de la enfermedad?. Ante un resultado positivo,
;qué probabilidad existia de que ese resultado indicase
presencia de la enfermedad?.

El método de sangre seca sobre PF debe estar bien
estandarizado' para que la serologia tenga eficacia
diagnéstica con repetibilidad en los puntos de corte.
El problema con la recogida de sangre en papel filtro
es que la cantidad de suero reconstituido puede ser
variable si el volumen de sangre, los aspectos técnicos
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Tabla 4. Diagnéstico serolégico RHDV, Encephalitozoonosis, Chlamydia y Mixomatosis. Sensibilidad y

especificidad. Sueros vs sangre seca papel de filtro

Examenes con sueros Especificidad % Sensibilidad %

Positivos Negativos Total
Examenes con PF
Positivos 53 0 53 100
Negativos 3 38 38 92,4
Total 56 38 94

RHDV: Enfermedad Hemorragica Viral, PF: Papel de filtro

de la recogida y la reconstitucion, no estan preesta-
blecidos.

En casi todas las especies, el plasma representa, nor-
malmente, el 55% del volumen sanguineo (dependien-
do del hematocrito) y el suero es aproximadamente el
40% del plasma. En este trabajo empleamos para cada
test 2 circulos de PF, con area de muestra de 0,79 cm?,
para aproximadamente 50 pl de sangre, que correspon-
den a 20 pl de suero.

En el presente trabajo, la puesta a punto y la estanda-
rizacion incluyeron la evaluacion y seleccion del borde
marginal de la oreja para obtener una gota grande de
sangre. La relacién del volumen de sangre requerido se
vinculé con la capacidad de absorcién del papel de filtro
empleado y el tamafo de los circulos marcados sobre
el mismo. La forma de aplicacion y el secado total de la
muestra antes del envio al laboratorio fue fundamental
para la calidad y la buena conservacion (Figs. 5, 6 y 7). El
pH, la molaridad de los buffer de extraccion y el correc-
to factor de dilucién deben respetarse para la repetibili-
dad de los puntos de corte.

La recolecciéon de sangre total en PF ha sido utiliza-
da en el diagnéstico seroldgico de diferentes entidades
dada su factibilidad en cuanto al traslado, la conserva-
cion y la manipulacion de las muestras. El muestreo de la
sangre sobre PF, ha sido avalado por el alto valor de con-
cordancia de los resultados, y por ello es ampliamente
utilizado para realizar encuestas seroepidemiolégicas de
Tripanosomiasis (Chagas),*® HTLV 77# Dengue® y resulta
de especial utilidad en el diagnéstico de enfermedades
genéticas* y en pesquisajes de identificacion de indivi-
duos con biologia molecular.™

Algunos autores han informado que las variaciones de
absorcion de la sangre sobre el papel pueden interferir
con la detecciéon de anticuerpos' ' o que puede afectar
la especificidad de los ensayos'> comparado con el suero
total. Otros estudios'*han demostrado que los titulos de
anticuerpos en el suero y la sangre en PF eran 1 6 2 fac-
tores de dilucion inferior en comparacién con el suero,
especialmente para los anticuerpos IgM. Sin embargo, los
resultados de la medicion de IgG en suero y PF realizado
por los mismos autores,' mostrd un buen acuerdo y sin
errores de clasificacion de reactores positivos y negativos
confirmando que, con suficiente tamano de las muestras,
la seroprevalencia de los estudios, basados en la deteccion
de anticuerpos IgG extraidos de papel de filtro, represen-
tan una herramienta Util para los epidemiologos.

Figura 5. Localizacion del area de puncion en la oreja. Observe el tamafio
de una gota de sangre grande.

Figura 6. Aplicacién de la gota a la tarjeta. Obtencién de la mancha de
sangre por goteo directo.

En nuestro trabajo la deteccion de IgG y anticuerpos
totales en las 94 muestras de sangre de conejos sobre
PF certificado Watman, obtuvieron indices de concor-
dancias, VPP y VPN calificados como excelentes (>0,80)
contra los sueros respectivos frente a RHDV, Mixomato-
sis, Encephalitozoonosis y Chlamydia. La especificidad
y la sensibilidad relativa obtenidos en el presente es-
tudio (100 % y 92,4%, respectivamente) responden a
la pregunta sobre la seguridad de los resultados de las
pruebas diagnésticas de confirmacién de anticuerpos
totales e IgG de las entidades estudiadas con este tipo
de muestra alternativa. Las diferencias de un factor de
dilucién, en titulos seriados que se comparan, son con-
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Incorrecto

Correcto

Figura 7. Manchas de sangre secadas al ambiente sobre tarjeta de papel de
filtro whatman con circulos (entregadas por el laboratorio). Muestra obtenida
correctamente con volumen adecuado y manchas de sangres mezcladas
(incorrecto) por exceso de muestra en cada circulo del papel de filtro.

sideradas un resultado admisible en las evaluaciones
intraensayos.

La colecta de sangre total en papel de filtro para los
ensayos de anticuerpos, tiene sélo ventajas sobre el uso
de muestras de suero:' ¢ los requerimientos de equipos
son minimos, las lancetas estériles son baratas y el papel
de filtro sustituye a las jeringas, tubos, centrifugas y refri-
geradores que se necesitan para las muestras de suero.

Al evaluar el sistema de sangre en tarjeta de PF con
ambos tipos de muestras, se abren nuevas posibilidades
de investigaciones seroepidemioldgicas a gran escala
con un minimo de gastos en el procesamiento de las
muestras. También podria extenderse a los estudios re-
lacionadas con la epidemiologia de especies exdticas y
silvestres, que abarcan grandes poblaciones sometidas
a vigilancia, cuando el objetivo sea medir la respuesta
humoral mediada por anticuerpos.

Summary: We have perfected a technique for obtaining whole blood on filter paper for serological investigation of diseases of rabbits:

RHVD; Encephalitozoon; Chlamydia psittaci and Myxomatosis and it is being proposed as alternative sampling method for determination of

antibodies, as it is a simple method and does not require much care in sending samples to the laboratory. We evaluated serum samples from

94 rabbits arrived at the laboratory for the diagnosis of the conditions mentioned above. Serologic results of whole blood samples obtained by

venipuncture and filter paper were compared. The methods used included: indirect Immunofluorescence (IIF) to detect IgG, Carbon Immu-

noassay (CIA) and Hemagglutination Inhibition (HI) to detect total antibodies. The overall sensitivity, specificity and positive and negative

predictive values obtained in this work are satisfactory and enabled us to say that the taking and transport of blood samples on filter paper is a

useful and accurate technique for seroepidemiological studies in rabbits.
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