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INTRODUCCION

La prueba que mas frecuentemente se utiliza para
detectar anticuerpos contra el paramixovirus de ojo azul
(POA) es la de inhibicién de la hemoaglutinacidén (IHA) debido
a gque no se requiere de mucho equipo es fdcil de realizar y
no se necesita esterilidad, la lectura de los resultados se
puede hacer el mismo dia. Esto no sucede con la prueba de
sueroneutalizacién la cual es mucho mds tardada, costosa y se
requiere esterilidad en los sueros pero la sensibilidad es
mejor. (2).

La sensibilidad de 1las pruebas seroldgicas para
detectar POA para el diagndéstico ha quedado de manifiesto en
los trabajos realizados por Gay en donde 1la prueba
inmunoenzimdtica es 9.3 veces mds sensibles que la inhibicidn
de la hemoaglutinacién y 5.9 mds gue la sueroneutralizacids

(2).

En las 1investigaciones realizadas en torno al
paramixovirus se ha utilizado la prueba de la inhibicidn de
la hemoaglutinacién en forma rutinaria, en el contenido de
material y métodos de estas investigaciones en ocaciones no
se indica tiempo de incubacidén, las soluciones salinas,tiempo
de lectura, concentraci¢n o tipo de glébulos rojos, variando
la técnica de autor a autor (5,6). La técnica se ha realizado
con gldébulos rojos de gallo al 0.5%'y/la lectura se hace a
los 120 min. a temperatura ambiente ( ). También se reliza la
reaccién antigeno anticuerpo en volimenes de .025 mnl.,
agregando eritrocitos de gallo al 0.5% en un volumen de .050
ml. e incubacién a temperatura del laboratorio durante 30
min. (4).

Otro adutor utiliza globulos rojos de cuye al 1% con 8
unidades de hemoaglutinantes (UHA) e incubacidén de 1 hr. a 37

e ),

OBJETIVDO

Evaluar 1los niveles de anticuerpos_ contra para
mixovirus porcino a travez de algunas modificaciones
empleadas en la prueba de IHA.

MATERTIAL Y METODOS

- Preparacién del antigeno (Ag) en monoestratos celulares.
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_ Se inocularon monoestratos de células P! 15 y cornete
de bovinc (BT) para obtener el antigeno., cuando se preserntd
el efecto citopdtico se congelaron las botellas a - 70 C para
después descongelar, centrifugar .envasar en volumenes de 1
ml. Una parte de este antigeno se dializé también se hicieron
alicuatas de 1 ml. '

- Preparacidén del antigeno en embridn.
. En base a lo realizado por Stephano y Gay (6.) se
inocularon embriones de 9 dias de edad via cavidad alantoidea
se obtuvo el antigeno a partir de liquido alantoideo, este se
centrifug§ y se congelo, se descongelc y se envazé en
alicuotas de 1 ml.
~ Manejo del suerc problema. -
El suero fué inactivado a 56 grados C durante 30 min.
Se adsorvid por 30 min. con globulos rojos al 50% de
cuye y caolin en volumenes de 1 ml. de globulos rojos con 0.1
g de caolin. :
Las dilucicnes de los sueros fueron desde 1: 2 hasta
1:4096. -
Considerando que con globulos rojos de cuye y ave se
obtienen los titu}os hemoaglutinantes mds altos, y son los
dos tipos de eritrocitos que mds frecuentemente se han
utilizado en la prueba de (IHA); se realizé el siguiente
esquema de combinaciones cuando se utilizé Ag obtenido a
partir de -cultivos celulares, tomando en cuenta gque la
incubacién de Ag-Ac se g}zo a temp. ambiente. (25 C) durante
1 hora. :

4 UHA

eritocitos a 8 UHA

s o 20 UHA

Globulos rojos 4 UHA

de ave al 5% eritrocitos a 8 UHA

37-C 20 UHA
Antigenc obtenido

a partir del cultivo : 4 UHA

Celular eritrocitos a 8 UHA
Gobulos rojos 25 C 20 UHA -,
-de cuye al .75% -

4 UHA

eritrocitos a 8 UHA

=3 -C 20 UHA

Se utilizaron eritrocitos de ave al .5 % debido a que
la sedimentacién es evidente a los 30 min. Y 1la
hemoaglutinacién es mejor comparada con .75 % ¢ al 1 %. En el
caso de eritrocitos de cuye la sedimentacién al .75 % se
observa a partir de hora y la aglutinacién se cbserva mejor
que el 1%.

Se usaron 6 sueros positiVoés  uno negativo para cada
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TEEERTIY T

una de las combinaciones se obtuvo un promedio y una
desviacidn standar de estos; se determiné " tiempo de
sediementacién de los eritrocitos. 5

Cuando el antigeno se obtuvo a partir del embridén las
combinaciones fueron las siguientes.

4 UHA
eritrocitos a 8 UHA
2o E 20 UHA
Globulos rojos 4 UHA
de ave al .5% eritrocitos a 8 UHA
37-C 20 UHA
Antigeno obtenido
a partir de embridn 4 UHA
de pollo eritrocitos a 8 UHAe
Globulos rojos 25 C 20 UHA
de cuye al .75%
4 UHA
eritrocitos a 8 UHA
37aC=i 20 UHA

Para cada una de las combinaciones se obtuvo un valor.
de referencia siendo este el promedio de los 6 sueros con
eritrocitos de cuye al .75% con 8 UHA leidos a los 60 min. a
temp. ambiente.

Después de las 2 hrs. las placas fueron colocadas a 4
Cc’'y leidas a las 24 hrs.

Para facilitar los calculos, 1los resultados estan
expresados en log. base 2.

RE=S=U-L P-A-D-0-85

Cuando se empleo Ag a partir de cultivo celular con
globulos rojos de ave al .5% se obtuvo una mayor titulacién
de los sueros con 4 UHA que con 8 y 20 UHA. (cuadro 1 y II).

E El titulo a un mayor cuando los eritrocitos se
colocaron a 37 C. =3 E -

- El titulo fue mds estable entre los 60 - 120 min. a 25
C que a 37 C en cada una de 3 diferentes concentraciones de
antigeno.

- Se obtuvieron titulos altos del suero negative en 4 y
8 UHA tanto a 25 C como a 37 C siendo el mayor con 4 UHA y a
37 -C=

- El valor que mds se aproximé al titulo de referencia
(x 5,1) fué el de 20 UHA a 25 C.

— La sedimentacion de los eritrocitos se observé a

partir de los 30 min.

- Cuando de utilizé antigeno a partir de cultivo celular
con globulos rojos de <cuye al .75% con diferentes
concentraciones de antigeno y temperatura se observo los
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siguiente (cuadro III y IV )

- El titulo mds alto se observé al emplear 4 UHA a 37 C

- La sedimentacidén de los eritrocitos se observd a

partir de los 45 min. a 25 C ya los 30 min. a 37 C

~ En todas las combinaciones el suero negativo siempre
se comportd como tal.

- Al emplear 20 UHA los resultados obtenidos obtenidos
siempre son inferiores al promedio de sueros denomindado
"Titulo de referencias ".

- A partir de 1 hr. con 45 nmin. no es factible realizar
la lectura a 37 C cons tres diferentes concentraciones de
antigeno al observarse grumos de globulos rojos idénticos en
toda la placa.

- Cuando se utilizd antigeno a partir de embridn de pollo
con globulos rojos de ave la -5% con diferentes
concentraciones de antigenc y temperatura se obtuvo lo
siguiente. Cuadro (V y VI).

- Los titulos mds altos se obtienen con 4 UHA

- En términos general los titulos son estables tantoc a 25
C como a 37 C siendo aun mds estables a 25 C desde los 45
min. hasta las 24 hrs.

- Al comparar los resultados con el tltulo promedio de
referencia (X 4.5 0.5) se observa que en todas estas
combinaciones siempre se obtuvo un titulo mas alto siendo los
mas extremosos a los de 4 UHA.

- El1 suero negativeo tuvo un titulo de log
8 UHA v de log = 4 a 24 C con 4 UHA y de log =
UHA.

=-3.a 37 C con
7 a 37 C con 4

- La sedimentacidén de los eritrocitos se observa desde
los 30:=min. -

- Cuando se utilizdé Ag a partir de embridén de pollo con
Gr de cuye al .75% con diferentes concentraciones de antigeno
temperatura se obtuvo 1o siguiente (cuadro VII y VIII).

- Los titulos mas altos se obtuvieron con 4 UHA.

- S8i la lectura se realiza a la hora se tienen valores

que oscilan desde el log 2 = 3.6 con 20 UHA a 25 C hasta

log 2 = 7.3 con 4 UHA a 37 C.

- Los valores que méds se aproximan al titulo de
referencia (X 4.3 .74) son sueros gue contenian 20 UHA a como
a=3/=C%

- El suero negativo nunca rebasé el log. 2 = 2.

- Los titulos permanecen estables desde los 45 min hasta
las 24 hrs tanto en 25 C comoc en 37 C.

CONCLUSIONES

Se pueden obtener sueron falsos positivos:

Al emplear altas concentraciones de globulos rojos

El usar Gr. de ave sobre todo con baja concentracidén
de antigeno o alta concentracion de eritrocitos.

Al hacer las lecturas después de 2 hrs. sobre todo
cuando se utilizan globulos rojos de cuye.

Al usar baja concentracién de antigeno.
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Al colocar la placa a 37 C sobre todo después de 90
min.
El usar antigenc proveniente de embridén de pollo.

RECOMENDACIONES GENERALES PARA LA PRUEBA DE THA

- Es conveniente realizar la reaccion antigeno
anticuerpo entre 26-37 C. '

- Al agregar los glcobulocs rojos colocar las placas a 4 C
y hacer la lectura a las 4 hrs o colocarlas a 25 C entre 1 hr
30 min nunca a 37 C al utilizar eritrocitos de cuye, y cuando
se utilizan globulos rojos de ave hacer la lectura entre 30-
60 min a 25 C.

- Utilizar concentraciones de globulos rojos de cuye al
75 % con placas con fondo en "V".

Se obtienen buenos resultados al utilizar los
eritrocitos al .5% para otras especies y con placas con fondo
en "U". No descartar los eritrocitos de bovino.

Usar por 1lo menos 8-10 unidades hemoaglutinantes,
sobre todo cuando se utiliza antigeno de embrioén de pollo. No
emplear 20 UHA cuando se utiliza eritrocitos de cuye. Se
obtienen titulos altos con 4 UHA pero esto puede dar positivo
a un animal que no 1o es.

- No utilizar concentraciones de glcbulos rojos al 1% a
pesar de que se pueda tener proporcionalmente las unidades
hemoaglutinantes del virus, scbre todo cuando se agregan
eritrocitos de ave.
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