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CONCENTRACION DE ANTIGENO DE VIRUS RABICO PRODUCIDO EN 

CULTIVOS CELULARES COMO APOYO PARA LA TECNICA DE 


CONTRAINMUNOELECTROFORESIS (CIE) a 


RESUMEN 

EI objetivo fue estudiar sl con los metodos de 
precipitaci6n con acetato de zinc, sulfato de 
sodlo y sulfato de amonio era posible concentrar 
virus rablco producido en cultlvo celular, de tal 
manera que pudiera usarse como antlgeno 
patr6n para CIE. Se elaboraron cuatro lotes en la 
linea celular BHK-21 con la cepa V-319lAcatlan 
de virus de rabia. Cada 10le se divldi6 en tres 
partes que se preclpllaron con soluciones 
saturadas de cada sal. Como control negatlvo se 
us6 sobrenadante de celulas sin infectar. Se 
cuantificaron proteinas por el metodo de Lowry 
en sobrenadantes y precipitados de cada 
muestra. La actividad antigenica se valor6 con 
Inmunodifusi6n doble en gel (lDG). Mediante 
analisis de varianza se determin6 que el 
precipltado con acetato de zinc present6 una 
mayor actividad, 10 cual fue estadisticamente 
significativo con respecto a las otras muestras 
(P<O.05/. Con base en los resultados se 
concluye que la sal que mejor funciona para 
concentrar antigeno de virus rabico es el acetato 
de zinc 10 que permlte usarlo como antigeno 
patr6n en IDG y CIE, y se propone aqui como 
antigeno internaclonal de referencia para la 
prueba. 

INTRODUCCION 

La rabia es una infecci6n aguda del 
sistema nervioso central que afecta a 
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todos los ani males de sangre caliente 
incluyendo al hombre (2, 7, 6). Es 
causada por un virus del grupo Rabdo­
virus, familia Rhabdoviridae y la .espe­
cie Lyssavirus (4) , del Que es virus tipo 
(8) . 

Actualmente, el mayor numero de 
pruebas de diagnostico efectuadas en 
un laboratorio de microbiologia est a 
constituldo por pruebas serol6gicas 
(6), como son el metoda inmunoenzi­
matico ELISA (1), anticuerpos fluores­
centes (11) • seroneutralizaci6n en raton 
y ultimamente se les ha sumado la 
contrainmunoelectroforesis (CIE) que 
se basa en la union de los anticuerpos 
antirrabicos presentes en diluciiones 
variables de un suero problema con una 
cantidad con stante de antigeno de 
virus rabico (3). 

Tanto para la realizaci6n de esta 
ultima, como para otras pruebas sero­
16gicas, se requieren grandes cantida­
des de virus rabico por 10 que es 
conveniente producirlo en cultivo celu­
lar y concentrarlo ya que de esta 
manera present aria la ventaja de ser un 
antigeno mas puro y con mayores 
titulos, pues se eliminan proteinas 
extrai'las. 

Algunos de los metodos de concen­
traci6n y purificaci6n de virus produci­
do en cultivo celular que se han 
utilizado son: ultrafiltraci6n a traves de 
membranas de nitrocelulosa, sistema 
de ultrafiltracion Diaflow, 0 una comb!­
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naci6n de ultrafiltraci6n y centrifuga­
ci6n a alta velocidad (13, 1~. 

En Mexico el procedimiento de 
concentraci6n de virus rabico ha sido 
poco estudiado, por 10 que se crey6 de 
interes investigar si con los metodos 
de precipitacion con sales (acetato de 
zinc, sulfato de amonio y sulfato de 
sodio) era posible concentrar antigeno 
de virus rabico producido en cultivos 
celulares de tal manera que pudiera 
utilizarse en la tecnica de CIE en 
sustituci6n del antigeno preparado a 
partir de cerebros infectaddos de 
animales lactantes, asi como evaluar 
los concentrados de virus rabico obte­
nidos con cada una de las sales 
mediante inmunodifusi6n doble en gel 
(lOG), para su posterior uso como 
antigeno patr6n en la tecnica de CIE. 

MATERIAL Y METODOS 

La investigaci6n fue lIevada a cabo en 
tres fases. 

FASE 1 . Elaboracion del cosechado 
de virus rabico. 

Se elaboraron cuatro lotes de cose­
chado de vi russ rabico (87-1-E, 87-2-E, 
87-3-E Y 87-4- E) en la linea celular 
BHK-21 con la cepa V-319fAcatlc'!n. 
Paraello se subcultivaron celulas hasta 
obtener monoestratos confluentes en 
botellas de roller, a los cuales se les 
infecto y posteriormente se les agrego 
medio de mantenimiento. 

Para la preparacion de los cuatro 
lotes se procedio a estandarizar las 
condiciones de trabajo empleando los 
mismos medios, tiempo y temperatura 
de incubacion e infeccion; asi como 
velocidad de rotaci6n de los cultivos. 
Cada uno de los lotes que se elabora­
ron const6 de dos botellas control con 
monoestratos fibres de virus. 

FASE 2. Concentraci6n del antigeno 
de virus rabico. 

Cada uno de los lotes se dividi6 en 
tres partes que se precipitaron con 

soluciones saturadas de acetato de 
zinc 1 M, sulfato de sodio 1 My sulfato 
de amenia 1 M respectivamente en 
proporcion 5:1. Las mezclas se mantu­
vieron en refrigeracion (4C +1C) duran­
te 60 minutos para ayudar a que se 
precipitaran. Posterior a esto se centri­
fugaron durante 30 minutos a 2500 g, Y 
ala pastilla formada se Ie resuspendio 
con acido etilendiaminotetra-acetico al 
15% en un volumen de 1.25% del 
original. Como control negativo se uso 
el medio sobrenadante de celulas sin 
infectar trabajado en la forma anterior. 

Se determin6 concentracion de pro­
teinas mediante el metodo de Lowry 
(10) en sobrenadantes y precipitados 
del cosechado de virus rabico y en el 
control negativo (sobrenadante y preci­
pitado de celulas sin infectar), en el 
espectrofotometro con una longitud de 
onda de 725 nm. Todas las determina­
clones se realizaron por duplicado. 

FASE 3, Evaluaci6n de los antige­
nos rabicos concentrados. Para probar 
la actividad antigenica de los concen­
trados se realizo inmunodifusion doble 
en gel (IDG) , para ello se prepararon 
placas de agarosa al 0.9%, con el 
empleo de buffer de Tris, pH 7.8. En 
estas pruebas se utilizaron sistemas de 
seis fosetas perifericas de 6 mm de 
diametro para los antigenos, con un 
pozo central de 5 mm para el anticuer­
po (suero hiperinmune antirrabico de 
caballo) con una distancia de 5 mm 
entre fosetas. Los antigenos concen­
trados obtenidos con cada sal fueron 
ensayados sin dlluir (1:0) y a diluciones 
de 1:2, 1:4, 1 :8, 1:16 y 1 :32 previa 
exposicion a dodecil sulfato de sodio 
al 0.1 % por ml de antigeno. Las placas 
se incubaron en camara humeda a 
temperatura ambiente y se observaron 
hasta las 48 horas. 

Los resultados de concentracion de 
proteina (mg/ml); as! como los datos 
obtenidos (ultima dilucion en donde se 
presento linea de precipitacion) en IDG 
se evaluaron a traves de anal isis de 
varianza. 



CUADRO 1. 

CANTIDlID DE PROTElNA DESPUES DE LA CONCENTRACION 

(ng/ml) 

TRATAMIENI'OS 

ACETATO DE ZINC SULFATO DE somo SULFATO DE A!>fJNIO TESl'IGOS M'TES 

REPE'!'ICION SIN VIRUS CON VIRUS SIN VIRUS CON VIRUS SIN VlRUS CON VIRUS DE CONCEN'l'RAR 

87-1-E S.32a 15.16a 2.201:> 3.7lb 2.54b 2.66b 1.27 

87-2-E 4.57a 13.46a 2.69b 3.43b 1.55» 3.90b 1.65 

87-3-E 6.74a 19.94a 2.S3b 4.72b 1.901:> 4.0610 1.38 

87-4-E 4.BOa 10.30a 2.38b :::.57n 2.25b 3.74b 1.09 

PROMEDIO S.36a 14.60a 2.451:> 3.88b 2.061:> 3.59b 

VALORES CON DIFERENI'E J~ITERAL SON ESTADISTICANENI'E DlFERENTES (P£0.05) 

RESULTADOS Y DISCUSION dante; sin embargo en el Cuadro 2 se 
presentan las dlluclones maxlmas obte­

En el Cuadro 1 se representan los nldas mediante lOG que sirvieron para 
re~ .. ,tados en mg/ml de proteina tanto probar la activldad antigenlca de los 
para las muestras que contenIan al precipitados con las tres sales. Ool'no 
virus rablco como para el control pUede apreciarse en ambos cuadros el 
negativo; el aumento de proteina en concentrado de virus rabico obtenido 
este ultimo con respecto al testigo con la precipitaci6n por acetato de zinc 
antes de concentrar puede expllcarse es el que mejores resultados proporclo­
debido a la presencia de proteinas del na, esto 10 demuestra el anallsis de 
"Suero y celulas en el medio sobrena- varianza que sef'iala una diferencia 

CUADRO 2 

TlTULACION DEL ANI'IGENO CONCENTRADO MEDIANTE IIX:; 

TRATAMIENTOS 

ACETATO DE ZINC SULFATO DE SODIO SULFATO OE AMeNIO 

REPETICION IDG IDG IDG 

WTE-87-1-E 1:8a 1:2b 1:0b 

LOTE-87-2-E 1:2a No llneas b No llneas b 

LOTE 87-3-E 1:4a l:Ob 1:0b 

LOTE 87-4-E 1:4a No llneas b l:Ob 

PROMEDIO 1:5.5a 1:0.75b 1:0.75b 

VALORES CON DIFERENTE LITERAL SON ESTADISTICAMENTE 

DIFERENTES (P< 0.05) 

---------..,...-------~- ...~ 
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estadistica significativa para los cuatro rar y estandarizar lotes del tamano que 
lotes probados (P.{.O.05) , a diferencia se desee y asi eliminar virus murinos 
del sulfato de sodio y sulfato de que pueden dar reacciones cruzadas 
amonio que incluso en algunas ocasio- con coriomeningitis linfocitaria y otros 
nes no presentaron lineas de precipit~ agentes del raton. 
cion ni siquiera en la dilucion 1:0 
(antigeno concentrado sin dilui~, esto 

8 GILLESPIE, J.H. Y TIMONEY 
Enfermedades Infecciosas de II 
domesticos. 4· ed. La Prensa Mile 
D.F. p438. 

7 JAWETZ, E., MELNICK, J.L. Y 
E.A. 1979. Manual de Microbiologi 
ed. EI Manual Modemo. Mexico, D. 

puede explicarse porque la IDG aunque SUMMARY 
es una prueba util no es muy sensible 
(10, 2, 5), sin embargo, Mejia (9), 
evalua estos mismos antlgenos por la 
tecnica de contrainmunoelectroforesis 
(CIE) para usar el que resulte mejor 
como antigeno patr6n en dicha prueba 
(para asi sustituir al antigeno rabico 
producido a partir de cerebros infecta­
dos de ratones lactantes) y concluye 
que el que resulta superior es el 
concentrado con acetato de zinc, ya 
que con las otras dos sates existieron 
ocasiones en que solamente se presen­
taron bandas de precipitacion en a 
dilucion 1:0 (antiegno concentrado sin 
dilui~ a pesar de que la CIE es mas 
sensible que la lOG. 

Por otra parte Velazquez (14) utiliza 
al antigeno de vi russ rabico concentra­
do con acetato de zi nc en la prueba de 
ELISA y 10 compara con un antigeno 
concentrado por ultrafiltracion dando 
mejores resultados el primero por su 
mayor pureza. 

CONCLUSIONES 

La sal que mejor funciona para concen­
trar antigeno de virus rabico es el 
acetato de zinc, ya que este antigeno 
demostro ser mas especifico que los 
concentrados con sulfato de sodio y 
sulfate de amonio, y mejor aun que con 
uno sin concentrar. 

Este concentrado puede uti lizarse 
como antigeno patron en tecnicas 
serol6gicas para el diagnostico de 
rabia como: Inmunodifusion doble en 
gel, ELISA y contrainmunoelectrofo­
resis entre otras; por 10 tanto puede 
sustituir al antigeno preparado en 
cerebros infectados de animales lac­
tantes. Este reemplazo permite elabo-

The aim of this study was to determine whether 
the salting out methods with zinc acetate, 
amonlum sulphate and sodium sulphate could 
be used to concentrate rabies virus grown In 
tissue culture, to be used as antigen In 
counterimmunoelectrophoresls test. Four 
batchs were produced In BHK-21 cells with 
V-319/ Acatlan strain of rabies virus. Each batch 
was divided in three parts which were precipita­
ted with saturated solution of each salt. The 
negative control was supernatant of non infected 
cells. The protein concentration was determined 
in supernatant and precipitate of each sample 
using the Lowry protein assay. The agar gel 
double diffusion test was used to evaluate 
concentrated antigens. By using the ANOVA 
test for statistical evaluation of the results it was 
determined that the zinc acetate precipitate had 
the highest activity which was significant 
(P'(O.O~ as compared to the other samples. We 
conclude that the best choice to concentrate 
rabies virus antigen for the CIE test is zinc 
acetate, which allows it to use it as a standard 
antigen and is hereby proposed as an Internatio­
nal standard of reference for the test. 
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