REDUCCION DEL TIEMPO DEL METODO CLASICO
PARA EL DIAGNOSTICO DE RABIA POR INMUNOFLUORESCENCIA
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Se realizaron 948 diagnésticos de rabia haciendo un estudio comparativo entre el método clésico de
anticuerpos fluorescentes (con duracion aproximada de 2 horas) y un método rapide (7-9 minutes de du-

e
l'ElCiOn).

Sélo hubo 6 casos donde se obtuvieron resultados diferentes (0.63%) contra 942 donde hube corre-

Jacién (99.3%).

La técnica de los anticuerpos fluorescentes
desarrollada por Coons et al. (1941), marca
el inicio de la inmunofluorescencia como una
nueva rama diagnéstica en las ciencias bio-
logicas.

Esta técnica ha sido aplicada con éxito en
bacteriologia por Biegeleisen (1964); Berg-
man et al. (1966) ; Chadwick et al. (1960) ;
Barile et al. (1962) ; Cole (1964) y Cherry
y Moody (1965) ; en micologia por Al Doo-
ry y Gordon (1963); en parasitologia por
Goldman (1953); asi como en virologia
por Coons (1964).

En el diagnostico de la rabia se le utiliza
desde hace tiempo (Goldwasser y Kissling,
1958), siendo valorada y aceptada su efica-
cia tanto en animales naturalmente infecta-
dos (Carski et al. 1962; McQeen et al., 1960
y Goldwasser y Kissling, 1958) como para
la detencién del crecimiento del virus rabico
en cultivo de tejido (Allen et al. 1964; Fer-
nandez et al., 1964 y Wiktor et al., 1964).

La duracién del método de preparacion de
laminillas para el diagndstico de rabia por la
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técnica de los anticuerpos fluorescentes (A.
F.) es de 1 hora y media a 2 horas. Toman-
do en consideracion que la rapidez de ob-
tencion del diagnostico es de particular inte-
rés en la rabia, se decidi6 acortar el tiempo
de las fases del método clasico para obtener
un diagnostico lo mas rapido posible utili-
zando la técnica de los A.F. aceptada como
la mejor técnica actual de diagnoéstico de la
rabia (Atanasiu, 1967).

Material y métodos

Se examinaron por la técnica de los A.F.
948 encéfalos pertenecientes a animales sos-
pechosos de rabia debido a inoculaciones ex-
perimentales y casos clinicos; incluyendo en
céfalos de bovinos, perros, gatos, ratones, ra-
tas, cuyes, conejos, caballos, cabras, cerdos,
coyoles, hamsters y murciélagos.

En cada caso se prepararon 4 laminillas
con impresiones del material nervioso sospe-
choso, dos de ellas se trabajaron de acuerdo
al método clasico y las otras dos por el mé-
todo rapide (cuadro 1).

Las observaciones fueron hechas por dos
personas; el microscopio utilizado fue uno
marca Zeiss con lampara de rayos ultravio-
leta HBO 200 W OSRAM y se us6 el BG 12
como filtro de excitacion.

En todos los casos se observaron primero
las laminillas preparadas por el método ra-
pido y posteriormente se corroboraron con
las preparadas por el método clasico.

Resultados y discusion
Del total de 948 casos sblo en 6 hubo dis-

crepancias (cuadro 2); cuando se observa-
ron las laminillas preparadas por el método
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Cuapro 1

Reduccion del tiempo del método cldsico y método rapide para el diagnédstico de rabia
por la técnica de los A. F.

Fases

Método clisico

Método rapido

Fijacion en acetona a 20°C

10 minutos a 1% hora

(Temp, ambiente) 5 minutos

Incubaciéon a 37°C 30 minutos
Incubacion a 40°C 2 a 5 minutos
Lavado con solucion salina bu- :

ferada pH 10 minutos
Lavado con agua buferada pH

7.6 10 minutos
Lavado con agua destilada co-

rriente 1 minuto
Montaje con glicerina fosfata-

da pH 7.8 1 minuto
Totales de 51 min. a 141 min. de 8 a 11 min.

rapido se dieron por negatives y al hacer la
corroboracién por el método clasico fueron
positivos; este numero de casos corresponde
al 0.63% de error contra un 99.3% de
acierto.

El diagnéstico de la rabia en animales que
mordieron a personas tiene una gran utili-
dad. La técnica de Sellers es sumamente bue-
na y rapida; sin embargo, se sabe que exis-

ten cepas que no forman corpiisculos de
Negri detectables por este método (Crandell,
R. A., 1965). La técnica de los anticuerpos
fluorescentes si detectan a las particulas an-
tigénicas que pueden escapar al Sellers, pero
el didgnostico se obtiene casi en 2 horas.
Tomando en consideracién esto: la utilizacién
del método rapido es de mucha utilidad no
usédndolo como tnico recurso. Se recomienda

Cuapro 2

Namero de casos examinados para el diagnéstico de rabia utilizando el método cldsico
de inmunofluorescencia y acortando el tiempo de las fases de dicho método

Espsacie Caso (+4) Caso (—) Totales

Perro (Canis familiaris) 182 = 134 316
Ratén (Mus mus culus) 46 255 301
Bovino (Bos taurus) 156 36 192
Vampiro (Desmodus rotundus murinus) 14 47 61
Gato (Felis catus) 10 30 40
Caballo (Equus caballus) 4 5 9
Cerdo (Sus scrofa) 5 3 8
Ovino (Ovis aries) 1 1 2
Conejo (Sylvilagis floridanus) 0 2 2
Burro (equus acinus) 2 1 3
Rata (Rattus norvergicus albinus) 0 6 6
Coyote (Canis latrens) 0 1 1
Hamster (Mesocricetus auratus) 0 6 8
Cuye (Cavia purcelus) 0 1 1

420 528 948

* Seis de estos casos al observarse por el método rdpido se dieron como negativos v al corrobo-

rarlos por el método clasico fueron positivos,
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hacer dos preparaciones, una por el método

rapido y otra por corroborar con el método

clasico; la utilidad practica es que, si es uti-
lizado el método rapide y el caso es obser-
vado positivo, ya se puede emitir el diagnos-
tico en forma efectiva y se obtendra antes
de una hora. En caso de que sea negativo, se
corroborara con la preparacién hecha por el
método clasico.

Conclusiones

a) Las laminillas se fijan bien al sumer-
girlas en acetona durante 5 minutos tanto a
temperatura ambiente como a 20°C.

b) La tincion del antigeno rabico por los
anticuerpos fluorescentes puede efectuarse en
2 -4 minutos si las laminillas son incubadas

a 40°C,

¢) La omision del lavado con solucién sa-
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lina buferada y el montaje con glicerina no
interfiere en lo absoluto con la observacién
de fluorescencia.

d) La utilizacién del método rdpido aqui
propuesto permite obtener el resultado del
diagnéstico en forma rapida y efectiva. Las
laminillas que resultan negativas a este mé-
todo, deben ser corroboradas con laminillas
preparadas por el método clasico.

summary

We made a comparative study of 948 rabies
diagnoses with two different methods: the
classic method of fluorescent antibodies
(which takes approximately 2 hours) and a
quick method (which takes 7-9 minutes).

Results were different in only 6 cases
(0.63%) vs. 942 where correlation was found

(99.3%).
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