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El objetivo de este trabajo fue estandarizar la técnica de contrainmunoelectroforesis, para que sirva como ayuda
ala prueba de rutina (seroneutralizacién), con el fin de detectar anticuerpos antirrabicos en la especie ovina. Se
colectaron 42 sueros ovinos inmunizados contra la rabia, los cuales se titularon mediante las pruebas de
seroneutralizacién y contrainmunoelectroforesis. Los resultados de ambas técnicas se evaluaron mediante
correlacion lineal. Dada fa correlacién obtenida de 0.85, se concluye que el identificar anticuerpos antirrabicos
por medio de la técnica de contrainmunoelectroforesis, por ser una téenica sensible, rapida y econdmica, nos
sirve como complemento y es una alternativa a la prueba de seroneutralizacion,

La rabia es un padecimiento que sigue te-
niendo importancia en México, asi como en
muchos otros paises, desde el punto de
vista de la salud pubhca 1y ademas por su
repercusion econdmica . Se identificé co-
mo una enfermedad infecciosa aguda,
transmisible, de ettolcgg\ma viral y con afinidad
al sistema nervioso "¥°. El virus de la rabia
tiene un grupo amplio de huéspedes, todos
los animales de sa 7gre caliente, incluyendo
al ser humano >®'7_ Entre ellos se encuen-
tran los ovinos que presentan signos seme-
jantes a los demas animales; Cambios de la
depresion a la agresividad ', anorexia, dis-
fagia, hiperestesis, se apartandela manada,
mirada fija, actitud de alerta, pelo erizado,
aleteo auricular, atonia ruminal, constante
movimiento de cabeza, trismos, nistagmus,
actitud de temor, corren sin direccion, es-
pasmos musculares, dificultad para cami-
nar, incoordinacion motora, postracion, sa-
livacion, convulciones, dificultad respiratoria,
bramidos en ocasiones, pardlisis y muer-
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te>787° Dentro de las preocupaciones de
las autoridades de salud esté la posibilidad
de reducir el esquema de vacunacion y €l
de desarrollar técnicas para el control y
estudio de esta enfermedad.

La técnica de contrainmunoelectrofore-
sis {CIE), detecta anticuerpos dirigidos con-
trala glucoproteina presente enla envoltura
viral. A la fecha ha sido de mucha importan-
cia para la titulacién de sueros de otras
especses a}mmales incluyendo al hom-
bre* . El objetivo de este trabajo fue
estandarizar una prueba de laboratorio
(CIE), que sirva como ayuda a la técnica de
rutina (seroneutralizacion en ratén), para
detectar anticuerpos antirrabicos en la es-
pecie ovina.

Se colectaron 42 sueros de ovinos inmu-
nizados contra rabia, con una vacuna co-
mercial inactivada, cepa Acatlan V-319. Es-
fos se titulzron por seroneutralizacién en
raton (SN}, mediante el método descrito por
Atanasiu 1! y por contrainmunoelectrofo-
resis (CIE). Para CIE, se realizaron dilucio-
nes seriadas de los sueros ovinos, de 1:2
hasta 1:32, agregando una cantidad cons-
tante de antigeno de virus rabico (producido
en cultivo celular y concentrado mediante
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precipitacién con acetato de zinc) 1213 3

cada dilucién. Esta cantidad constante de
virus rabico se establecié mediante una pre-
via titulacién con anticuerpos del suero indi-
cador en unidades de volumen (ml). Se in-
cubaron durante 60 minutos a 37 C y se
colocaron en placas de agarosa al 1% en
buffer de Tris pH 8.0, con horadaciones de
3 mm de diametro para las diluciones de
suero mas antigeno y de 6 mm para el suero
indicador (suero hiperinmune). Este dltimo,
se precorre 25 minutos sin las diluciones
preparadas, posteriormente se agregan las
diluciones de los sueros y se continua la
corrida electroforética por un periodo de
45 minutos. Se colocan controles positivo
y negativo con sueros y antigeno ya titula-
dos, en el caso del control negativo se
utiliza solucién salina en lugar del antige-
no.

La lectura se manifiesta mediante la apa-
ricién de bandas de precipitacion. Debido a
que se hacen diluciones del suero proble-
ma, apareceran bandas de precipitacion en
el momento que la concentracion de anti-
cuerpos del suero problema sea menor que
la del antigeno rabico. Por lo tanto, éste
antigeno quedard libre y reaccionara con

anticuerpos del suero indicador. Si no exis-

ten bandas de precipitacion en la muestra,
indica que la cantidad de anticuerpos es
mayor que las diluciones que se estan tra-
bajando.

Para establecer una comparacion entre
ambas técnicas, los resultados se sometie-
ron a correlacién lineal simple. Estos resul-
tados se presentan en el Cuadro 1, en la
primera columna se observa el nimero de
sueros, en la segunda los titulos arrojados
por SN, en la siguiente columna los titulos
que se obtuvieron por CIE y la Gltima colum-
na, sefala los titulos de SN estimados en
base a CIE, los cuales se obtuvieron en
funcién de una relacién lineal tedrica entre
los logaritmos de las inversas de los titu-
los, la ordenada en el origen “a” y la pen-
diente “b”.

Titulo SN (estimado) = a + b (titulode CIE)

Enla grafica 1, se muestran los titulos de
SN y de CIE antes y después de la correla-
cion que fué de 0.85.

La aplicacién de la técnica de CIE, que
se basa en la unién de anticuerpos antirra-
bicos presentes en diluciones variables de
un suero problema con una cantidad cons-
tante de antigeno (virus rabico inactivado) y

CUADRO 1. TITULOS DE SERONEUTRALIZACION ESTIMADOS CALCULADOS A BASE DE LOS RESULTADOS

DE CIE.
NUMERO TITULO TITULO TITULO SN EN
DE SUEROS SN Cic BASE A CIE

4 32 2 22
5 48 4 43
4 64 5 54
6 80 8 87
9 100 10 109
8 125 12 131
6 175 16 175

Total 42 sueros.
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GRAFICA 1

TITULOS DE SN EN BASE A LOS DE CIE
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un suero antirrabico hiperinmune, ha permi-
tido detectar anticuerpos en la especie ovi-
na. Los resuitados obtenidos son similares
a los encontrados por investigadores ex-
tranjeros, con una correlaién de 0.70 47 asi
como nacionales, con una correfacion de
0.80, estos Ultimos modificaronla técnica de
la Organizacién Mundial de la Salud *, sus-
tituyendo el buffer de Veronal {que es un
producto de importacion), por el buffer de
Tris ” y el antigeno proveniente de cerebros
de animales lactantes (CYSO por un antige-
node virus rabico Cepa V-319/Acatlan), pro-
ducido en cultivo celular y concentrado con
acetato de zinc, que presenta las ventajas
de ser especifico, contitulo alto y no presen-
tareacciones cruzadas “'°. Se hanrealiza-
do titulaciones en sueros de humanos ' y
bovinos ', las diferencias basicas que exis-
ten en lo que se refiere a CIE entre bovinos
y ovinos es que, ia corrida electroforética

10 14

TITULO DE CIE

requiere mas tiempo (45 minutos), en estos
Gltimos. La correlacién que se obtuvo de
0.85 indica que existe una buena relacién
entre ambas pruebas, ya que la técnica ori-
ginal senala que un coeficiente igual 0 ma-
yor 0.70, indica una asociacién aceptable.
Por lo tanto, la técnica de CIE, funciona
como una prueba méas para el diagnostico
serolégico de rabia en sueros de la especie
ovina, por lo que puede servir COMo apoyo
a la técnica de SN, principalmente cuando
se necesita una titulacion mas rapida, ya
que la técnica se realiza aproximadamente
en 3 horas (incluyendo el periodo de incu-
bacion de suero mas antigeno), ademés se
pueden titular varios sueros en la misma
placa.

SUMMARY

The aim was to implement counterimmunoelectropho-
resis (CIE) test, as a help from serum neutralization
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test. 42 serum from ovines vaccinated against rabies,
were tested by CIE. Results in both techniques were
evaluated by lineal correlation, this was 0.85. Therefo-
re, was concluded that CIE could be an alternative
technique, because is sensible, fast and economical.
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