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lNTRODUCClON. 

La utilización de eluidos de suero o sangre adsorbidos en papel­

de filtro, viene siendo empleado desde hace algunos años para la constatación­

de anticuerpos en diversas enfermedades de los animales. 

Adamy Hanson (1) en 1956, investigan la utilización de sue­

ros adsorbidos en papel mediante pruebas de sueroneutralización para el virus -

de la estomatitis vesicular. En 1957, Karstad y col., (2) emplean la técnica­

de adsorción en papel, de suero o sangre, en encuestas serológicas para el vi­

rus de la encefalomielitis equina, mediante pruebas de sueroneutralización y­

fijación de complemento. Brody, (3) en 1963, utiliza eluidos de sangre en -

pruebas de inhibición de hemaglutinación y sueroneutralización respectivame:!, 

te, para los arbovirus y enterovirus; ei método ha sido también investigado pa­

ra el moquillo canino por Benson y Mickle (4) en 1964 y para la fiebre aftosa -

por Gag ge ro y Sutmol ler, (5) en 1965. 

Trainer y col., (6) utilizan una técnica para la colecta de pe_ 

queñas cantidades de sangre de faisanes convalecientes de encefalomielitis -­

equina. 
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Todos estos autores reconocen las ventajas del método, en cua12_ 

to a recolección y transporte de muestras, permitiendo también el examen de -

pequeñas cantidades de sangre. 

Los resultados obtenidos indican que el método es de confianza-

y demuestran una estrecha correlación de títulos entre los eluidos y los sueros -

sin adsorber correspondientes. 

En esta tesis describimos los estudios realizados con la sangre y 

suero de aves inmunes al virus de la enfermedad del Newcastle, adsorbidos en-

papel filtro y la conservación de los anticuerpos a temperatura ambiente y con_ 

geloción, mediante evaluación periódica de anticuerpos, por la prueba de in-

hibición de hemaglutinación. 

MATERIAL Y METODOS. 

AVES. Las aves utilizadas para el trabajo, eran pollos Leghom, 

vacunados a las seis semanas contra el Newcastle con un producto comercial -

cepa B 1. Tres semanas después, fueron expuestas a la cepa Querétaro, 

400 000 OLE 500k, mostrándose inmunes. 

PAPEL. Mediante las características conocidas de varios tipos-- . 

de papel filtro, se escogieron tres de ellos para la realización de pruebas, con 
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el objeto de seleccionar uno para el propósito especi'fico del trabajo. Estos p~ 

peles fueron: 20-DD; 30/N y No. 116, conforme especificaciones de 1 fabrica~ 

te. 

Para la selección del tipo de papel a utilizar, se cortaron tiras-

de 8 x 22 cm., las que 1 uego se marcaron de dos en dos cm. para una me¡ or 01:_ 

servación y cuantificación de la sangre adsorbida. Después de haber sangrado 

a un ave con una jeringa conteniendo Citrato de Sodio al 10%, se depositaba-

la sangre en un recipiente para luego, con una pipeta, distribuir la sangre so-

bre las tiras de papel, y de esa manera poder observar qué volumen sanguíneo-

adsorbía una tira de 8 x 22 cm. sin que hubiera escurrimiento, es decir, la ca~ 

tidad de sangre que era capaz de aceptar cada uno de los tipos de papel. De -

esta manera, se llegó al conocimiento de que el papel 20-DD, adsorbía 0.43 -

mi.; el 116: 042 y el 30/N: 0.85; se pudo observar además, que una vez seca_ 

do al medio ambiente, el papel 30/N no sufría arrugamiento o endurecimiento; 

como ocurría con las otras muestras. En vista de estos resultados, se decidió-

por el 30/N, Papeles filtro "Ederol 11
, 30/N fabricado por J.C. Binzer - ---

Hatzfeld/Eder, Alemania. 

SANGRIA. Aves inmunes fueron sangradas a blanco, median-

te punción cardiaca por el costado izquierdo, utilizando una jeringa de 25 mi. 
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con una aguja de dos pulgadas y del No. 18, evitando la coagulación con 0.2 

mi. de Citrato de Sodio al 1 OOk, por cada 5 mi. de sangre. 

Una vez hecha la sangría, se procedió a la adsorción en el pa­

pel, depositando lentamente la sangre de manera uniforme sobre la superficie -

de las tiras, que luego eran colgadas con un sujetapapeles (el ip) de un cordei­

tendido horizontalmente a cierta altura. Previo a esta operación, se habían -

numerado las tiras de papel, correspondiendo dos a cada ave en experimenta-­

ción. Se dejaron colgadas para su secado durante 24 hs., terminadas las cua­

les, se dividieron en dos lotes: uno para guardar en medio ambiente y otro para 

congelación; cada lote fué introducido en una bolsa doble de plástico ahulado­

conteniendo, además, una bolsita de gasa con 25 g. de DRIERITE (CaS04 anh_!. 

dro, tamaño de maya 8) con el objeto de evitar la humedad en el interior de -

las bolsas. 

PRUEBAS DE HEMAGLUTINACION (HA) E INHIBICION DE HEMAGLUTINA­

CION (IHA). 

VIRUS. Obtenido de líquido alantoide de huevos embrionados 

e infectados con virus de la enfermedad de Newcastle cepa Querétaro. 

HEMAGLUTINACION. En la realización de la prueba (Ha) -

~-:.·-.• .~.· :"°¡' •. ~ ..... ~~- -
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para la titulación del virus, se siguió la técnica indicada por Cunningham. (7) 

En una gradilla con 20 tubos de hemólisis, se ponía 0.4 mi. de­

solución salina al 0.85% en el primer tubo y 0.25 mi. en los siguientes. Adi­

cionándose en el primer tubo 0.1 mi. de líquido alantoide, obteniéndose una­

dilución de 1 : 5. Después de pipetear 0.25 mi. de es~a dilución, era transf.:_ 

rido al segundo tubo teniendo una dilución de 1 : 10. De éste, 0.25 mi. tra~s 

ferido al tercer tubo y así sucesivamente hasta obtener una dilución de 1:2560, 

eliminando 0.25 mi. de la última dilución. En seguida, se distribuía en cada 

uno de los tubos 0.25 mi. de solución salina y 0.25 mi. de suspensión de glób~ 

los rojos de gallina al 0.5 %. Tubos controles de solución salina y glóbulos,­

eran anexados a la prueba. Los tubos eran agitados y dejados a temperatura -

ambiente por 45 minutos, registrándose la lectura, al término de ellos. Una­

reacción positiva de hemaglutinación completa, era indicada por el depósito -

de numerosos pequeños grupos de glóbulos aglutinados, ocupando todo el fondo 

del tubo. Una reacción negativa, era apuntada por el depósito de glóbulos -

en un círculo compacto, ocupando el centro del fondo del tubo, como en los -

tubos controles con solución salina y glóbulos rojos. Reacciones intermedias­

son observadas en una escala de 4 a O. El título del virus era considerado co 

mola dilución más alta de líquido alantoide en que la aglutinación era evide~ 

te; grado de 2 ó más. 
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los glóbulos para la suspensión al 0.5% eran obtenidos por pun­

ción cardiaca de una gallina, recibiendo la sangre en una jeringa con Citrato­

de Sodio. La sangre era centrifugada a l 500 r.p.m. durante 10 minutos, de­

sechando el sobrenadante. Los glóbulos eran resuspendidos en solución salina­

y centrifugados en seguida. Este ciclo era repetid<;> tres veces. El sobrenadan 

te del último ciclo era excluido y el sedimento utilizado para la suspensión Cle­

glóbulos. 

INHIBICION DE HEMAGLUTINACION (IHA). Se utilizó un -

proceso de inhibición de hemaglutinación descrito como beta (7). La técnica­

de trabajo fué la misma que para la prueba ·de hemaglutinación, pero para ello, 

se preparó una solución obtenida de la elución de anticuerpos adsorbidos en e!­

papel filtro, mediante la maceración del papel en solución salina, calculando­

la cantidad de ésta en base al volumen de suero adsorbido por el papel, puesto­

que es en esta fracción sanguínea en la que encontramos los anticuerpos; siendo 

este volumen de O .8 mi. para una tira de l x 8 cm., se uti 1 izó l .67 mi. de s~ 

lución salina para lograr 1 de esta manera, una solución de 1 :5. Esta macera­

ción, se llevaba a efecto durante 24 hrs., transcurridas las cuales, con una v~ 

rilla de cristal se prensaba el papel para e luir el contenido. 

Una vez preparada la dilución, se distribuía en cada tubo 0.25 
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mi. de solución salina. Al segundo tubo se adicionaba 0.25 de la dilución --

1 :5, quedando entonces l: l O y así sucesivamente pipeteando hasta llegar a la­

dilución 1:2560. Se agregaba luego 0.25 mi. de suspensión de virus con ocho 

unidades hemaglutinantes, o sea, 0.25 mi. de una solución obtenida, dividie'2.. 

do la dilución del título por ocho. Se permitía un período de incubación de-­

quince minutos y en seguida, se agregaba 0.25 mi. de suspensión de glóbulos -

al 0.5%, se hacía la lectura 45 minutos después. En cada prueba, se utiliza­

ron controles de la dilución de virus y controles de glóbulos. El título del sue 

ro era dado por la dilución más baja en que la hemoaglutinación era indudabl:_ 

mente inhibida. (ver HA). 

EXPERIMENTACION Y RESULTADOS. 

L1,Jego de haberse sangrado las aves inmunes, se procedfo a la­

adsorc ión de sangre en el papel filtro, así como recolección de ésta en placas­

de Petri con la obtención de suero. 

Después del secado, la mitad del papel fué guardado en tempe_ 

ratura ambiente y la otra mitad en congelación ( - 2Cf'C ). 

Obtenido el suero quedó durante los primeros cinco días en re­

frigeración. Cuando fué transferido a trece tubos, se pasaron a congelación. 

En vista de la pequeña cantidad de suero en algunas de las muestras, no fué p~ 
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sible distribuir en un número de tubos suficiente. La muestra No. 11, no al--

canzó a ser distribuida. 

En esta fecha y a los seis días de la sangría, fué realizada la -

primera prueba de inhibición de hemaglutinación, que está registrada como seis 

días. Posteriormente, a intervalos de 12, 27, 50, 60, 88, 123, 150 y 180 --

días de la sangría, fueron realizadas pruebas idénticas con el papel sangre co'2.. 

servadas a temperatura ambiente. 

Con intervalos de 14, 29, 62, 90, 125, 152 y 182 días, fueron-

llevadas a cabo las pruebas, con papel sangre y suero conservados en congela-

... 
c1on. 

Los resultados de estas pruebas figuran en el cuadro 1, 2 y 3 y -

en la representación gráfica de los mismos. 

Estos resultados muestran una pequeña variación en los títulos, -

de prueba a prueba, para los exámenes de una misma muestra. La variación -

puede ser hasta cuatro títulos mayor o menos en el título final. 

En vista de esta variación consideramos los resultados obtenidos 

al sexto mes, como indicativo de que, tanto en papel mantenido a temperatura 

ambiente como en congelación, los anticuerpos se conservan en niveles prácti-

cos para fines diagnósticos. 
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TITULOS DE INHIBICION DE HEMAGLUTINACION DE LOS ELUIDOS 
DE PAPEL SANGRE CONSERVADOS EN MEDIO AMBIENTE. 

D A s . 
No. de 

-1 Muestra. 6 12 27 50 60 88 123 151 181 

1 320 640 160 320 320 160 320 320 320 
1 
1 

: 2 160 160 40 80 160 80 320 160 640 
: 1 

3 320 1280 80 80 160 80 160 320 320 

4 640 640 320 320 160 160 320 320 320 

5 640 640 160 320 160 160 320 640 640 

6 640 1280 160 160 160 160 640 320 640 

7 640 640 640 640 640 160 640 320 640 

8 160 160 80 160 320 80 640 160 320 

9 640 1280 1280 1280 640 160 320 320 320 

10 320 640 640 640 320 80 320 160 320 

11 320 320 320 160 320 80 320 160 320 

12 320 640 640 640 320 320 160 320 160 

13 160 160 320 320 320 160 160 160 320 

CUADRO No. 1 
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TITULOS DE INHIBICION DE HEMAGLUTINACION DE LOS ELUIDOS 
DE PAPEL SANGRE CONSERVADOS EN CONGELACION. 

o 1 A s. 

No. de 
muestra. 14 29 62 90 125 153 183 

640 640 320 320 320 640 640 

2 160 160 80 160 160 320 320 

3 160 160 160 320 160 320 320 

4 640 640 320 640 320 640 640 

5 640 640 640 640 320 640 640 

6 640 640 640 640 320 640 640 

7 320 1280 1280 640 640 640 1280 

8 160 160 320 320 160 320 320 

9 1280 640 1280 640 320 1280 1280. 

10 160 160 320 320 160 320 320 

11 160 160 160 160 160 320 320 

12 1280 640 640 1280 640 1280 1280 

13 640 320 320 640 320 640 320 

CUADRO No. 2 







DISCUSION. 

Los trabajos de investigación anteriormente realizados, sobre -

utilización de anticuerpos por adsorción de suero o sangre en papel filtro, no -

muestran una periódica y sistemótica mensuración de los mismos. 

Adam y Hanson· (1), mencionan que, discos impregnados de sue -· ' -
ro fueron conservados por siete días a 37°C sin pérdida apreciable en títulos de 

anticuerpos para la estomatitis vesicular. 

Karstad y col. (2), registran que muestras de sueros y sangre s.:_ 

codos en papel, pueden ser remitidos al laboratorio sin refrigeración y que ob_ 

servaciones posteriores, indican que estas muestras pueden ser conservadas por-

un lapso considerable, sin deterioro; pero ningún período especffico es menci~ 

nado. 

Brody (3), menciona que no observó caída de título en discos-

conservados a temperatura ambiente por un mes, además de un experimento con 

seis meses; ni el número de observaciones ni los resultados, son presentados. 

En nuestro trabajo, se procuró hacer la determinación de anti-
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cuerpos con intervalos de cerca de 30 días, durante seis meses, de eluidos de -

papel con sangre conservados a temperatura ambiente y papel con sangre en -

congelación. Para comparación y término de referencia, se determinaron tar.:!_ . 

bien, los títulos de los sueros correspondientes, conservados en congelación.­

Los resultados de las pruebas mensuales, mostraron una pequeña variación de ti_ 

tufo que llegó hasta cuatro diluciones mayor o menor en el punto final del tít~ 

lo del suero o del el u ido correspondiente. 

Esta variación puede tener como causa el mismo método de tra­

bajo, en que las mismas condiciones son prácticamente imposibles de ser repro_ 

ducidas de mes en mes como ya antes anotara Karstad .y col. (2) 

El suero conservado en congelación, también mostró una varia­

ción, en el decurso de las pruebas, para más o para menos; al sexto mes los tí­

tulos fueron, en general, una dilución más alta de los que mostraban los elui­

dos de sangre; en los eluidos del papel conservado en congelación o en tempe_ 

rotura ambiente, los tftulos fueron prácticamente los mismos. 

En ningún caso, una muestra dejó de revelar presencia de anti-

cuerpos. 

Estos resultados confirman y aclaran observaciones anteriores, -
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demostrando que el método de adsorción de sangre, en papel, es un sistema ---

práctico para la toma de muestras de sangre y conservación de anticuerpos. 

Una utilización más frecuente debe ser hecha para encuestas s.:_ 
1 

1 
1' 

i 
rológicas, diagnóstico, retrospectivo de muchas enfermedades y en todos los ca_ 

sos en que se busca la presencia de anticuerpos y cuando se dispone de mínimas 
¡ 

cantidades de sangre • 

En países como el nuestro, en que las condiciones de trabajo de 

campo son precarias, este método debe tener más amplia aplicación. 
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CONCLUSIONES. 

Sangre de aves inmunes al virus de la enfermedad de Newcastle 

adsorbida en papel filtro y manten ida a temperatura ambiente o en conge loción 

conserva los anticuerpos inhibidores de hemaglutinación a niveles prácticamen­

te iguales durante seis meses. 

Resultado similar fué observado con suero, distribuído en tubos­

y conservados en congelación, utilizando como control y punto de referencia­

para el trabajo. 

Las muestras de pape 1 se mantuvieron en buen estado de conser­

vación y libres de contaminación. 
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