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SUMMARY

We have performed a study about the influence on the haemagglutination inhibition
(HI) test of several treatments of the sera, from “Mastin Espafiol” dogs with different
ages, tending to eliminate antibodies, natural haemagglutinins and nonspecific inhibi-
tors, realizing that with sera treatment by pig red blood cells, to remove natural
haemagglutinins, an average percentual fall of 49,15 in HI titers is produced, and with
pig erythrocytes and kaolin treatment, for removing natural haemagglutinins and
nonspecific inhibitors of HA, a high decrease of HI titers, about 10 times lesser, is
observed.

With the analysis of these results, and taking into account the several variants which
may influence the HI test, we consider its standardization necessary.

* Dpto. Patologia Animal: Medicina Animal. Univ. Ledn.
An. Fac. Vet. Leén. 1988, 34, 29-39
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RESUMEN

Se ha realizado un estudio de la influencia, sobre la reaccion de Inhibicién-
Hemoaglqtmacién, de diferentes tratamientos de los sueros, procedentes de perros de
raza I\_/Iastln Espafiol con diversas edades, tendentes a eliminar anticuerpos y hemoa-
glutininas naturales, e inhibinas inespecificas, observdndose que con el tratamiento de
los sueros con glébulos rojos de cerdo, para la eliminacion de hemoaglutininas
natural_es, e provoca una caida porcentual media del 49,15% en los titulos IHA, y con
tr_atamlento con eritrocitos de cerdo y con caolin, para la eliminacion de hemoagluti-
finas naturales ¢ inhibinas inespecificas de la hemoaglutinacién, se provoca una alta
disminucion de los titulos IHA, del orden de diez veces.

Tras G:'l andlisis de estos resultados, y teniendo en cuenta los diversos factores que
pueden influenciar la prueba IHA, se estima la necesidad de estandarizar esta técnica.

INTRODUCCION

ful-rzierigr;g?n 'c'le inhibicién de la hem'oag}L'ltinacién 3, 4, 13, 15, ?31 por su 'sen.cil[ez ¥
frecuentemez?on F{.Jn la de Sero_neutyah_zamon 3~’21_ se ha convertido en la técnica mas
determinacid ¢ utilizada en .el dlag_nostico serologlc:o de la parvovirosis canina y en la
Si nacion del grado de inmunidad contra la misma.
emll’?e;i?sb;ﬁo] ;asd_técnicas de investigacion de los _a:micuerpos hemoaglutinantes
estandarizacién IS Iversos autores, a pesar de su ﬁabllldac-l, qd_olecen de defectos de
incluso entre ’va?oqu? hace que se observe una gran variabilidad en los re_sullados
laboratorios 13, raciones realizadas sobre los mismos sueros por diferentes
adES Si?;gé::] técnica utilizada es la de microtitulacién. Los glébulos rojos emple-
de gato 16, 17 mente de cerdo 1. 2 3. 8, 14, 15, 18, 23, 26, aunque han sido utilizados los
La co » Macaco “crab-eating™ 10 y macaco rhesus 2.
0,50 25 ;]C;élflaéﬂé;n dae hemalfes empleada es muy variable, 1% ! =
hematies de gat g’l- para glébulos rojos de cerdo y, 42,5%10 6/ml.}6 y 0,25% !7 para
utilizada a pegsa Oa lumﬁ‘rOS_OS autor.es no mencionan en sus Lrabajt?:v, lq concentracion
concentracig 5 ¢ la gran mﬂuen'c:la que tiene, al existir una relacion inversa entre la
on de eritrocitos y el titulo hemoaglutinante del parvovirus canino, dismi-

nuyendo ¢ 2 > 2 :
o83 este a la mitad por cada aumento en un 0,5% de la concentracion de gldbulos

2, 3, 14, 19, 23, 26,

do}zg Lii;e:&lﬁi?éde 1:1"’51(10 de los hematies se observan también diferencias, utilizén-
velocidades de Cerr:t §f ina ‘fjsu;l(;%lca o tamp6n fosfato salino pH 7,2, con diferentes

El tratamient e ; . .
naturales y Comgle];?; (Ealor, con el objeto de inactivar al médximo los anticuerpos
a pesar de que | s del suero, supone t.amblen otra fuent(_a de Vanab‘llldad, ya que
4 mayoria de los autores realizan la técnica clasica, tratamiento a 56 ©C

dura i
horaTﬁe 30 minutos, algunos tratan a 56 °C con tiempos de 20 minutos* o de una

_Rqspecto a la necesi
eliminacién de isoa
especificas de la hen

da_ld_o interés del tratamiento de los sueros problemas, para la

g]utmlr_xas para los eritrocitos de cerdo y de las inhibinas no

e e lgaﬁéutmaclloq, no existe unanimidad entre los divserso_s,au.tores.

cifica de los hemal’ies dén Oagdutmmas .n a!;ura!qs, Buen DL hemoag[utmamoqfnCSp c

R il 1cer 0. La ellmjnag:mn de las mismas por adsorc:lon con

i i a los que se utilizarin en la reaccion es norma habitual de
S autores, aunque difieren en las técnicas de tratamiento.
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Se trabaja con eritrocitos a diversas concentraciones, al 50% 2 3. 14.25_ o al 10% 2¢, con
temperaturas vy tiempos de reaccion diferentes, 4 ©C, 2-3 horas ?; temperatura am-
biente, dos horas o una noche a 4 ©C 3; a 4 °©C, una hora 25; a 25 ©C, una hora 2%; etc.

Por otra parte existen determinadas sustancias en los sueros problema, en mayor o
menor concentracion, con capacidad de inhibir la hemoaglutinacion virica.

Estas inhibinas, &, B v Y ., del grupo de las mucinas, mucoproteinas y lipoproteinas,
con diferentes grados de termoestabilidad, detectadas, aparte del suero, en secreciones
y otros sustratos bioldgicos, en liquido corioalantoideo, en albumina de huevo y en
numerosos extractos microbianos, se comportan frente a las hemoaglutininas viricas,
como los receptores celulares de los hematies, impidiendo por competicion la adsor-
cién del virus a la superficie de los mismos 7 22,

La eliminacién de las inhibinas inespecificas en los sueros problema, es valorada de
forma diferente por diversos autores.

Para algunos, en parvovirosis canina, ¥y teniendo en cuenta por una parte que las
técnicas aplicadas para la eliminacion de las mismas, reducen la especificidad de la
prueba sin incrementos de la sensibilidad y con reduccion de titulos de 2-4 veces 2! y,
por otra, que la concentracion de las inhibinas inespecificas es pequefia, no superior a
320 u IHA -2,5 logo-, ¥ los titulos de anticuerpos IHA especificos son muy altos tanto
los de infeccion como los vacunales 3, consideran a estos tratamientos como no
esenciales para la fiabilidad de la prueba, recomendando su no utilizacion.

Otros autores consideran, sin embargo, necesarios estos tratamientos en las pruebas
de THA en otras parvovirosis animales, panleucopenia felina2’ y parvovirosis
porcina 12,

La eliminacion de las mismas, puede realizarse:

1.- Por calentamiento, a 56 ©C y treinta minutos, con lo que se eliminan las inhibinas

termoldbiles, pero no las termoestables.

2.- Por congelacién a -24 ©C, con eliminacién de parte de las mismas.

3.- Por tratamiento con acido periddico.

4.- Por tratamiento con tripsina.

5.- Por tratamiento con la Enzima Destructora de Receptores -RDE-.

6.- Por adsorcién con caolin lavado.

La técnica mas utilizada por su sencillez es esta ultima, con tratamiento con caolin
lavado por 4cido, vy tras un periodo de adsorcidon determinado, eliminacién del caolin,
en el que se encuentran las inhibinas adsorbidas, por centrifugacion.

El tratamiento de los sueros con caolin, en el caso de utilizarse, es otra nueva fuente
de variabilidad en la reaccion. Numerosos autores no especifican la técnica utilizada 8-
11,15, 19, 24: otros utilizan diferentes concentraciones finales de caolin, 25% 2. 26, 10% 23,
a temperatura ambiente durante veinte minutos?, o treinta minutos 23, o veinte
minutos a 25 ©C 26, con centrifugacion a diversas velocidades y tiempos 2 25 26,

Respecto a la reaccion en si, se observa también una fuerte variabilidad en las
técnicas empleadas en la misma.

Las unidades hemoaglutinantes empleadas, varian entre 4-8 1. 2.3, 15. 16, 18, 19 y 8.16 8.
14, 21, 25 Existe una relacion inversa entre el titulo IHA de un suero y la dosis
hemoaglutinante usada, aumentando dos veces el titulo IHA por cada disminucion a la
mitad de la dosis hemoaglutinante 3.

El pH utilizado en la reaccion varia entre 5,8 para globulos rojos de macaco rhesus 2,
6,82, 7,0 21 e incluso 7,2 12 para hematies de cerdo, siendo numerosos los autores que
no mencionan el pH con el que han trabajado, a pesar de la fuerte influencia del mismo
en los resultados obtenidos.

La relacion entre volumenes de suero problema, virus y hematies es variable
oscilando, en ml., entre 0,025-0,025-0,05 1. 2- 3. 16; 0,05-0,05-0,05 &; y 0,25-0,025-0,25 2°.
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La temperatura y tiempo de la primera fase de la reaccion, suero-virus, oscila
fuertemente, 4 °C y treinta minutos 25; 4°C y sesenta minutos 26; temperatura am-
biente y sesenta minutos ! 2 3. 5; 200C y sesenta minutos !%; 22°C y sesenta
minutos 8, 16; 37 ©C y sesenta minutos 5, siendo numerosos los autores que no lo citan
en sus trabajos.

La temperatura y tiempo de la segunda fase, suero-virus-glébulos rojos, varian entre
2-4°C con tiempos de una y media, dos, tres, cuatro, doce, dieciocho horas y una
noche 1. 2, 3, 8, 14, 15, 16, 19, 25, 26 [ os glébulos rojos de cerdo son aglutinados, por el
parvovirus canino, a 4°C#6. 9,20, 22 0C 20y 250C 9 pero no a 37 °C 9, 20,

En base a estos antecedentes, y al disponer de un gran nimero de sueros d.e perros
de la raza Mastin Espariol, en los que se estaba determinando la cinética de anUguerpps
IHA, se decidi6 estudiar la influencia de la reaccion de Inhibicién-Hemoaglgt:nac1op
para la eliminacién de los anticuerpos naturales, isoaglutininas e inhibinas inespeci-
ficas, en sueros procedentes de animales de edades diferentes, con titulos muy
variables y con anticuerpos de origen maternal o de vacunacion.

MATERIAL Y METODOS

_El estudio se ha realizado sobre 109 muestras de sangre de cuarenta y dos perros de
diversas edades de la raza Mastin Espaiiol.

1.- Muestras de suero;

Tras la extracci6n estéril de sangre sobre tubos de vidrio, coagulacién y retraccion del
coagulo a temperatura de laboratorio durante una noche, el suero extraido se centri-
fugd a 1.500 r.p.m. durante diez minutos, congeldndose y conservandose, a -20 °C,

haslt)a el momento de sy titulacion. La descongelacion se realizé a temperatura
ambiente,

2.- Material Y reactivos:

Microc’iiluidores Yy pipetas de 0,05 ml.

Tampqn fosfato salino pH 7,2 (Biomerieux) a 4 ©C.

Tamp6n BABS pH 8,95 (Biomerieux) a 4 C.

Caolin al 25% en tampén boratado pH 8,6. (Biomerieux) a 4 °C.
All?urruna bovina en polvo (Biomerieux).

Globqlos rojos de cerdo al 1y 50% a 4 C.

So_lucn(’m Alsever (Biomerieux).

MICI'G_D’!aCHS de 96 pocillos con fondo en U,

Solucion salina fisiolégica al 0,85% de CINa a 4 ©C.

3.- Preparacion de los globulos rojos de cerdo:

g sangre de cerdo recogida en matadero directamente de la incision a la entrada del
p_ef:ho, se vierte inmediatamente, sobre solucién Alsever en proporcion 1:1, mante-
miéndola en refrigeracion (4 ©C) al menos doce horas.

Seguidamente se realizan tres lavados con una solucién salina fisioldgica de CINa al
0,85% con centrifugaciones, entre las mismas, a 1.500 r.p.m. durante diez minutos.
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Tras la determinaciéon del volumen globular empaquetado, por centrifugacién a
11.000 r.p.m. durante cinco minutos, se prepararon suspensiones de eritrocitos al 1% y
al 50% [en PBS] con un 0,1% de albumina sérica bovina, descartédndose las suspensiones
de hematies con hemdlisis.

Las suspensiones de eritrocitos, conservadas a 4 °C, se utilizan durante un tiempo
maximo de cuatro dias.

4.- Reaccion de hemoaglutinacion:

Se realizan diluciones del virus al doble en PBS con un 1% de BABS hasta un
maximo de doce diluciones (1:4096) en un volumen de 0,05 ml.

Se afladen a continuacion 0,05 ml. de PBS con un 1% de BABS ¥y, posteriormente,
0,05 ml. de glébulos rojos de cerdo al 1%.

Se mantiene la placa durante 2-3 horas a 4 °©C (hasta que los controles de globulos
rojos se hayan depositado completamente) v se efectia la lectura.

Tras efectuar ésta, se realiza la dilucién de virus necesaria sobre agua destilada para
lograr 4-8 (minimo de cuatro y méximo inferior a ocho) unidades hemoaglutinantes en
0,05 ml.

5.- Pretratamientos de las muestras de suero:

Se han realizado tres diferentes tratamientos del suero para intentar eliminar los
anticuerpos naturales, las isoaglutininas y las inhibinas no especificas.

Inactivacion del suero para la eliminacion de anticuerpos naturales, denominado en
el trabajo como IS (Inactivacion Suero).

Inactivacion del suero para la eliminacion de anticuerpos naturales y, adsorcién por
globulos rojos de cerdo para la eliminacion de isoaglutininas, denominado en el trabajo
como GRC (Globulos Rojos de Cerdo).

Inactivacion del suero para la eliminacion de anticuerpos naturales, adsorcién por
gl6bulos rojos de cerdo para la eliminacién de isoaglutininas y tratamiento por caolin
para la eliminacién de las inhibinas inespecificas, denominado en el trabajo como GRK
(Globulos Rojos y Kaolin).

Técnica IS:

La inactivacion del suero problema se realiza tras el tratamiento de 0,05 ml. de la
muestra a 56 ©C durante treinta minutos en bafio maria.

Seguidamente se realiza una dilucién del suero tratado con 0,45 ml. de PBS con un
1% de BABS consiguiendo una dilucién final del 1/10.

Técnica GRC:

Tras la inactivacion de 0,05 ml. de la muestra de suero problema a 56 ©C durante
treinta minutos y dilucién posterior sobre 0,45 ml. de PBS con un 1% de BABS, se
anade 0,05 ml. de eritrocitos de cerdo al 50% y se mantiene una noche a 4 ©C,

Se centrifuga, seguidamente, a 1.000 r.p.m. durante diez minutos recogiendo el
sobrenadante y considerando la muestra diluida al 1/10, no habiéndose tenido en
cuenta la dilucién creada con el tratamiento con eritrocitos,
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Teécnica GRK:

Tras la inactivacion de 0,05 ml. de la muestra del suero problema de idéntica forr}m a
las técnicas anteriores, se diluye la misma con 0,45 ml. de BABS y 0,50 ml. c_le c‘a‘olm al
25% manteniendo la mezcla en contacto durante treinta minutos con agitacion fre-
cuente. Seguidamente se centrifuga a 3.000 r.p.m. durante diez minutos, recogiendo el
sobrenadante.

A continuacién se afiaden 0,05 ml. de eritrocitos de cerdo al 50% sobre 0.5 ml. del
sobrenadante y se mantiene la mezcla una noche a 4 ©C, centrifugdndola seguidamente
a 1.000 r.p.m. durante diez minutos. ) )

No teniéndose en cuenta la dilucién creada por el tratamiento con eritrocitos, el
sobrenadante obtenido se considera como suero diluido al 1/17.5.

6.- Técnica de inhibicién de la hemoaglutinacion:

Una vez tratadas las muestras de suero se realizan diluciones al doble con ‘PBS con
1(m 1% de BABS en un volumen de 0,05 ml. hasta un méximo de doce diluciones
1:4096).

Se anade, a continuacién, 0,05 ml. del virus titulado (4-8 u HA) dejéndold ineubar
una hora a temperatura ambiente. i

Se afiade, posteriormente, 0,05 ml. de glébulos rojos de cerdo al 1%y se ineuba @
4 °C durante dos horas hasta que los controles sean negativos. ,

Se utilizan como controles un suero con titulo conocido, un control de globulos

rojos de cerdo y se titula de nuevo el virus utilizado.

7.- Estudios estadisticos:

Se ha realizado 1a media y el error estandar de los valores estudiados. )

Los valores estadisticos se han estudiado sobre el logaritmo de base dle; de los
valores obtenidos para eliminar la influencia de los valores dobles que se obtiene con
este tipo de técnicas. o

En todos los casos se expresa el valor medio obtenido, como valor no logaritmico,
Para facilitar gy comprension. i

Los va}ores se expresan como el producto del inverso de la ultima dilqcic‘m positiva
por el ntimero de unidades hemoaglutinantes utilizadas o como el logaritmo de base
diez de este producto,

En la comparacion de los tres pretratamientos realizados se han utilizado diversos
meto@os N0 paramétricos:

AnZ?.li.SiS de Friedman.

Andlisis de Kruskal-Wallis y
Test para dos muestras de Kolmorov-Smirnov.

8.- Observaciones:

Ante la falta de estandarizacién de la técnica IHA empleada por los diversos autores
y con el objeto de facilitar en lo posible los estudios comparativos, todos los titulos
THA que figuran tanto en la Revisién Bibliografica como en los Estudios Experimen-
tales Realizados, se expresan en unidades totales inhibidoras de la hemoaglutinacion,

producto del inverso de la wltima dilucién positiva por el ntimero de unidades
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hemoaglutinantes empleadas, expresados bien en cifras absolutas o en logaritmo de
base 10.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos se expresan en las Tablas [ y IL

TABLA 1
Relacion entre las técnicas de pretratamiento de sueros
TECNICAS Media + Error n Mix. Min. %
IS : GRC 0,29 + 0,05 80 1,20 -0,30 50,87
IS : GRK 0,98 + 0,05 80 2,17 0,06 10,38
GRC : GRK 0,69 + 0,05 80 1,86 -0,24 20,41

Los calculos se realizaron sobre los 80 sueros que no dieron negativos, en ninguna de
las técnicas, en la primera dilucién.

El % representa el porcentaje medio del titulo de la segunda técnica respecto a la
primera -en valor no logaritmico-.

IS........ Tratamiento del suero con calor.
GRC...Tratamiento del suero con calor y eritrocitos de cerdo.
GRK...Tratamiento del suero con calor, eritrocitos de cerdo y caolin.

1.- Diferencias entre las técnicas realizadas:

En el estudio comparativo de los diferentes pretratamientos del suero para la
eliminacion de anticuerpos naturales, hemoaglutininas naturales e inhibinas inespeci-
ficas de la hemoaglutinacion (Técnicas IS, GRC v GRK) se observan fuertes varia-
ciones entre los titulos obtenidos con los mismos (Tabla I).

El titulo medio de las muestras de suero tratadas con hematies de cerdo (Técnica
GRC), con el fin de eliminar las isoaglutininas, respecto de las no tratadas (Técnica IS)
es del 50,87%. Estos valores se mueven entre un 200% y un 6,25% (Tabla I).

Si se hace un tratamiento previo con caolin, al de los globulos rojos, (Técnica GRK)
con el fin de eliminar inhibinas no especificas de la hemoaglutinacién, se produce una
disminucion ain mayor en estos titulos. Los titulos varian entre un 87,50% y un 0,68 %
respecto al titulo de los sueros inactivados (Técnica IS), con una media de un 10,38%
(Tabla I).

Las variaciones encontradas entre las tres técnicas son significativas en base a
estudios estadisticos no paramétricos.

La diferencia entre estas técnicas estd acentuada en titulos bajos y consecuentemente
en edades en que estos titulos son menores (Tabla II).

El titulo de los sueros tratados con eritrocitos porcinos (Técnica GRC) es menor del
20% respecto de los no tratados, a la edad de 22 y 52 dias y con titulos del suero
inactivado <2,8 log,,; y mayores del 50%, variando hasta cerca del 90%, con titulos
=28 log,, y tras la primovacunacion (Tabla II).
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TABLA II cion de hemoaglutininas naturales e inhibinas inespecificas; y Tabla II, estos mismos

Vet antre las seentcas por edudios:y titulos valores en funcion de la edad del cachorro en el momento de la determinacion y de los
S ¥ o ' titulos, se puede observar:

IS-GRC Media + Error n ) %
Dia 22 =0,77 + 0,06 21 (3) = 16,82 1.1.- Efectos del tratamiento en la eliminacion de hemoaglutininas naturales
Dia 52 =0,68 + 0,09 11 (4) =20.69
Dia 73 0,14 + 0,12 11 72.97 En el conjunto de todos los resultados, muestras de diversas edades, con diferentes
Dia 90 0.15 : 0.07 10 70.71 titulos, anticuerpos de origen maternal o de vacunacidn, sobre ochenta valores anali-
1'a ot 88~16 zados de los ciento nueve obtenidos, por la eliminacion de los resultados obtenidos por
Dia 111 0,05 £ 0,07 11 ’ cualquiera de las técnicas con valores negativos a la primera dilucién, se observa una
EHA GE caida porcentual media de titulos del 49,13% con la técnica GRC respecto a la IS.
IS<28 =0,60 + 0,06 28 € <2495 La caida porcentual de titulos es superior en sueros con titulos IS bajos, <2.8 log its
IS>28 0,29 + 0,05 75 50,93 y edades tempranas, veintidés y cincuenta y dos dias de vida, que en sueros con titulos
IS altos, =2,8 log o, ¥ con mayor edad, setenta y tres, noventa y ciento once dias, del
IS-GRK Media + Error n (*) Y% orden del 75-80% en el primer caso y menor del 50%, hasta un 12%, en el segundo.
Dia 22 =090 + 0,09 21 (9) = 1298 La interpretacion de estos resultados no es totalmente clara, quizas por el hecho de
Dia 52 =063 + 0.08 11 (8) < 23,30 no conocer con exactitud la naturaleza y origen de las hemoaglutininas naturales
p 0’ & 0°11 11 15.96 séricas del perro, y a pesar de que, por una parte, parecen existir mayores valores
Dia 73 S0 =0, ’ porcentuales en muestras con titulos IHA bajos y a edades en que éstos lo son y, por
Dia 90 096 + 0,11 10 10,94 otra, que el 68,75% de las muestras se mueven dentro de un rango en que los titulos
Dia 111 0,96 + 0,08 11 10,94 entre ambas técnicas varian un maximo de dos veces, se estima que seria necesario
realizar en el futuro estudios mas profundos para tratar de aclarar estos hechos.
IS<28 =0,56 + 0,05 28 (22) <2758
[S=<28 =1,05 £ 0,04 75 (1 =893 1.2.- Efecto del tratamiento en la eliminacion de inhibinas inespecificas
El tratamiento de los sueros con caolin provoca una disminucion altamente significa-
Las variaciones medias entre las técnicas se han determinado eliminando los valores tiva de los titulos, del orden de cinco vecefl("l;glbla I), similar al observado a través de
negativos para la primera dilucion del IS y considerando como 1,6 o 1,85 los titulos los resultados obtenidos por otros aUlOg%i/“ ;iL oo i ’
menores de 1,9 0 2,15 en GRC o GRK respectivamente. osE'(l); gt”; %nz CSBCS ?Fasse;irgtfme'gn?lo - r(: cfoliar? Isminucion del titulo
*) El nu tre paréntesis representa los valores <19 o <<2,15 lla de >-1Uv anie delin. o
Eegpectiv:rrr?:rrx(t)e ST 8 E En base a estos resultados, y teniendo en cuenta que segun diversos autores 2! esta
En el dia 52 se eliminaron los cachorros 67 y 68 por haber contactado con virus salvaje. Ele‘i!ma_ 'reduced la ESD?ClﬁtCltd?d S”t‘ ?U;}Elg;‘éad; cfgn’?glsrllb:llc’il;i}tasgoe;:tr;?oque su
El % represent. j dio del titulo de GRC/GRK respecto al del IS. aplicacion puede no estar totalmente justilicaca, y cotllo apartado anterior serian
| i s ¢ necesarias nuevas investigaciones, para dilucidar el interes d(? su utilizacion.
IS.... Tratamiento del suero con calor. Tras el andlisis de los valores obtenidos con las diversas técnicas de pretratamiento
GRC...Tratamiento del suero con calor y eritrocitos de cerdo. de lqs sueros, al suponer las misma’s una fuente_ m:jportante det valnab;hdad por las
GRK...Tratamiento del suero con calor, eritrocitos de cerdo y caolin. modificaciones provocadas en los titulos, y teniendo en cuenta los innumerables

factores que pueden afectar a la reaccion IHA, se estima al igual que otros autores 3, 13,

, . la necesidad de estandarizar esta técnica tras un estudio profundo de la misma,
Los sueros inactivados tratados conjuntamente con hematies de cerdo y caolin

(Técnica GRK) dan titulos menores del 30% en todos los casos, rondando general-
mente sobre el 10%, respecto al titulo del suero solamente tratado a 56 ©C durante
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