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. INTRODUCCION

La nabia es una enfermedad infeceiosa aguda producida por -

- un vinus nwoﬂdpmo montal, casd sin excepedbn y transmitida en Los

animales y el hombre porn morndedurna de un animal enfemo a otho sane -
susceptible, Por su gravedad, ha sido una de Las enfenmedades que e-
han estudiado desde tiempos remotos. Demfenito 500 aiios A.C., Anists-
teles 322 ados A,C., ya nos hablan de ella,

Galeno 200 afios A.C., ya recomendaba La resecedibn quindngd-

ca del dnea hendda, Zink en 1804 (30] fue el primero en transmitin La

enfermedad a un perno sano con {nocuwlacdln de saliva, pero quien en -

neakidad inicia Los thabajos sobre Rabia fue Pasteur (26] quien alsld

el vinus en conefo en donde posieriommente cred su famosa vacuna de -

tefjdido nervioso,

Los metodos de dimgndstico de La nabia se han bazado por mu
cho Ziempo en £a bdsqueda de Los corplsculos descritos pon Negnd {21)
en.el ario de 1903, quien Lo hizo posible al descubrnin La presencia de
conpdseulos «chae,étopmmco,s en Las newromas de animales muerfos de
nabda, Estos conpisculos se conocen hoy en dla como corpdsculos de Ne

gl y contindan considerdndose de valon diagnbstico.




Actualmente fas Llendicas de diagndstico en nabda dgben heu-
nin C:Oﬂd«(:{b(:@?l% Optimas de segunddad, nrapidez y economfa, ya que ef -
problema tanto de nabia unbana como ef de nabia paralltica bovina ---
{Denniengue) en el campo, tienmen repercuciones tanto en salud ;:vdbi’,imt

como en La economia ganadera y frenan el desarrollo nacional.

EL diagnéstico clinico no es confiable ni definitive; fas -
nanifestaciones de La enfermedad se caracteriza por sintomas prodidmi
cos que incluyen malestar, ansledad e hiperestesin alrededor de La he
rnida, notable principalmente en el hombre. Se presentan espasmos mus-
culanes muy dolorosos y es notable el espasme de Los misculos fard---
geos cuando el enfermo intenta deglutin, Lo que onigina La hidrofobia
en Las personas. Otnos signoa como: apetito perertido, ataques furio
504, pandlisis y muente, conforman grecuentemente Los cuadros cfind--

cos de La engenmedad,

Cruz Tslas en 1973 (6) Llegd a La conclusibn de que tanto -
en pesvros como en bovinos, ek 5.1 y el 6.7% nespectivamente de Los ca
504 positivos pueden presentar slntomas que no codinciden con Las des-

cdpedones clinieas tradicionales que se encuentran en La Literatura.

Los cambios patolgicos de nabia en el enclfalo estdn hes--

tringddos casi exclusivamente a una Ligera encefalitis caracterizada-



por indilitnaciones perdvasculanes pmmoa;emm submeningeas y newro
nogagia ocaslonal. Estas Lesiones son evidentes con cualquier téenica
de colonacibn histéloglca (hematoxilina-eosina, ete.) La bdsqueda de
conplsculos de Neghi se hace con colonantes especificas como fa de Se
LLen, Schlegstein, Romanovshdi, ete. Estos conplsculos se Localizan --
con mayor facilidad en el cuerno de Ammbn (hipocampe mayor) y También
en Las cllulas piramidales de fa corteza cerebral asl como en Lab cé-
Lukas de Purkinge del cerebro. Se encuentran Zambifn en menox ndmero,
en el puente de Varolio, el bulbo naquéde.d, La médula espinal y Los -
ganglios sensoniales. {19},

Cuando no se encueniran conpdsculos de Negai en el cerebre-
de Los animales supuestamente muertos de rabda, no se debe descartar-
La posibitidad de que se trate de esta enfermedad y se debe practican
una prueba Biofbgica de inoculacibn intracerebral de material sospe--

choso en natones para el aislamiento de viuws, Se ha comprobado en Kn

vestigaciones que del 10 al 15% de Los casos negativos a compdsculos-

de Negni son positovos pon {noculacibn en ratones, (27)

Las pruebas L{nmunolbgicas, por ofna pante, usan £a especifd

cidad de Los anticuerpos por su antlgeno, para fdines diagnbsticos.

La téenica que hoy en dia se considera como La mds precisa-



y se recomdenda como de eleceidn es La de Lmmunofluonescencdia, Lenien
do como Limitante el costo del equipo necesarndo para efectuarla, como
son el micnoscopio de buz UV., ek conjugado de buena calidad y el per
sonal calific ado,

Hoplins y Wasmall (73] en 1933, tuvderon La idea de fneacaéo_k;f .

nar £as moLéculas profefnicas con el fenil Lsocdanato, Mds fande, ---
’G?LQQ.,QI’L y Jones {IT] en 1941, obtuvieron conjugado de protefnas con --
isocionato de hidrocarburos. En 1342 Coox.fzzs y Col. (4] aplicaron pon -
pruimera vez en Micnobiologia el método de anticuenpos fluorescentes, -
demostrando que el antigeno, un polisactrido Aofuble del neucomococo,
podiia sen coloreado sobre contes de Zejido de natones Lnfectacos. Es
ta téenica y Ros nesultados obtenidos fueron desenitos en detalle pon
Coons y Cok. (5] en 1950,

- La neaccdbn de Lnmuno-precipiiacibn es un ensayo sensitivo-
que puede empleanse tanto para identifdcacin de antfgencs como para-
titukacidn de anticuenpos,

Las pruebas hechas por OQudin en 1946 y Ouchterbony en 1949-
sobre tlendicas de difusibn en gel marcaron La pauta pora aplicaciones

Ampontantes en el diagn6stico de enfermedades vinales. (17]




Bajo cientas condicioned, es necesanio hacer una rdpida --

identificacibn de un sueno o de un vénus de rabiap sin embargo, es -

necesarnio que el antigeno que toma pawite en fa reaccdibn tenga clerta
cantidad de viws completos y que Los anticuenpos se encuentren en -
alta concentracifn para que s presente una precipitaeifn visible en

La zona de equivalencia (17},
De ¢sto se deduce que:

al Si se trata de didentificar anticuerpos en un suero, 4e »‘Lequewwt

de un antigeno ndbico cancenmado.

bl 8¢ se trata de identifican un vimus desconocido entorces es nece-

sanio obtener un suero hiperinmune preparado de un aninal downadon
con un virus de habia obtenido de un animal de diferente especde,

de aquel que 4e va a Lnvestigar.

Viltemont y Provost en 1958 (28) fueron Los primeros en de

mostnan Ra presencda de gfracciones precipitantes en tejidos conte---

nierdo vinus de habian.

0tnas p&uab@ son, La hemoaglutinacibn e inhibicifn de La~
hemoaglutinacifn del vinus de La nabia.
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EL pnimen neponte sobre hemoaglutinacifn con ef vinus de £a
nabin fue pubficado por Halonen y Cofaboradones, en 1968, (12) quie--
nes hepontaron que La cepa CVS agluting enitrocitos de ganso, {Ansen-
cinonius) y de pollo (Gallus gallus) de 2 dins de edad, siempre y -
cuando se comprobara que el vinus hublese crecido en ausencia de £in-
hibidones de La hemaglutinacibn presentes en fodos Los sueros norma--
Les l(es decin que el viws hubiese sido cultivado en ausencia de sue-

hol.

Las condiciones Optimas para La demostracién de La hmagﬂu‘-‘- S

mwn en rabia incluyen baja temperatura (4°C)l p.H. 6.7 y usc de -
ernitrocitos de ganso. Le hemoaglutinacidn no se observa a temperatura

. ambiente 0 a 36°C, Estas observaciones fueron congirumadas y extendi--

das pon Kuwent en 1973 (15). Cualquiern cepa de viws de La nabia sin-
Amportan en que Lipo de c8lulas fue propagado, aglutinard a Los eri--
fweitos de ganso bajo Las condicdones indicadas anterionmente,

La hemoaglutinacibn y £a inhibicibn de fa hemoaglutinacdifn-
pueden sen LLevadas a cabo en un sistema mactio en tubos y en un micno,

en michoplacas .,

EL nadiodnmunoensayo es una nueva téenica umunolbgica uti-

Lizada pars detectar y evaluarn anticuerpos especificos contra La ra--



béa por su capacidad de reacclonar especlflcamente con el antigeno de
n 125

' nabia mancado con | 27T nadivactivo. Este método panece sen of mds sen
Ax:bﬂe para La deteccddn de anticuerpos tempranos despubs de La aplica
cifn de vacunas purdficadas o preparadas en cultivos de tejidos, asi-
como de anticuerpos que no puedan sen detectados con métodos senollgi
" cos convenclonakes como Los de sueroneutralizacibn de vinus, fdfjacidn

de complemento, o tlenica de L{nmunofluorescencia.

La teonica de hadivinmunoensayo se basa en el marcado radio
mva ded antigeno virak, ya sea cubltivando ef virus en presencia de
MCo b):en combinando viwus punificado con I‘ZSI o con 732(}1 en Las -~
| kcoynd,éc,éone,é apropiadas para que ocwvia £a confugacddn sin desnaturali
zan el antigeno. La flenica detfecta La combinacifn primania antigeno-
anticuenpo, en tanto que otras tlendicas detectan acclones secundarins
dé £a combinacidn, es decin, que fa combinacidn del anticuerpo con su
antigeno (Agl newtnaliza La infectividad vinal. Para efectuar esta --
téenica es posdble emplean cantidades muy pequeiias de neactivos. Dado
que £a producedbn de vius ndbico radioactivo es costosa, ruede em---
plearnse una téenica alterna que consdiste en saturan Los anticuerpos -
del sueno problema con un virus ndbico no radioactivo. EL virus no ra
diocactive compite pon Los anticuenpos con ef vinus radicactivo. Solo-
en caso de que hayan quedade anticuenpes ndbicos Libres ccwvind fa -

combinacibn de €stos con el vinus nadioactivo. De esta forma La canti



dad de vinus nadioactivo que e usa por cada prueba es mucho menor, -

haciéndola més econdmica, (18}

Hasta hace poco ha sdido posible La deteceibn de Los antige-
nos vinales en cblulas y tejidos por medio de dos iécnicas principa--
Les: La Inmunofluorescencia, que es £a técnica de eleceibn hoy en dia
(5,20] y La Lnmunoferitina (7,14,18,26). Desde 1950 Coons y col.(5)-
Localizanon pon primera vez el vinus de Las paperas en células infec-
tadas, usando La tincibn de anticuerpos gfluorescentes. Esta téenica -
ha ayudado en el avance de nuestros conocdmientos acerca del ciclo £n

deccioso de variod vinus,

EL diagnéstico de Las enfermedades vinales ha sido simplifd
cado por el uso de estas téenicas y como Casals (3], Spendlove (24},-
Fraser (10) y Nain (20], han demostrado hasta ahona La téenica de in-
muhoﬂeluvét{na no ha.sido usada en vinologla tan ampliamente como La -
de {nmunofluorescencia, La principal utilidad de La téenica de Lnmuno
gdernitina ha sdido para el estudio detatllado de Los antigenos vinales
en el microscopio electrinico. EL gran Lamaiic de Las moléculas de fe-
mitina obliga a £a congelacibn y descongefacibn de Las cllubas a fin
de pomitin La penetracibn del conjugado. Esta ha sido La mds senfa -
Limitante del empleo generalizado de e)sztal/técm'ca ya que La ultraes--
twetuwra celulan se destruye con £a congelacién y descongelacidn nepe

Lo p_.



A pesan de Las ventajas degém'da/s,‘ ambas técnicas tienen -
algunos Lnconvenlentes en su aplicacidn prdetica. En ¢& easo de fa -
Lmuno fluonesceneda, el complejo anticuenpo-antigeno, requiere para-

deteccdibn de un microscopdo de Luz ultraviolela.

- Los gluorochomos, aidn Los mejones como el Lsotdlocianato de
§luonescencia y otnos, no son muy esiables, Mds adn, La preservacibn
de Las caracteristicas {mmunoquimicas de Las proteinas marcadas pue-
de varian con Las condiciones ded marcado y La intensdidad de ransmi
si0n de La §uorescencia estd dada por el compleso marcado. Estos y-
othos factores, fueron descrnitos en detalles por Nain v colaborado--
nes en 1969 (20}, Las prepanaciones iratadas con anticuenpos gluores
centes no pueden sen preservadas porn Lango tiempo para su examen sub
secuente y tambiln existe ef problema de La autofluorescencia de fe-
j4idos (8},

En fornma alternada se han empleado enzimas para marcar an-
Llcuenpos que son nokmalmente escasas ¢ inexistentes en Los tefidos-
andimales, en virtud de que Los complejos que forman pueden sern detec
Aados histoquimicamente. EL hecho de que La enzdima no se altera du--
nante £a heaccibn con su substrato y tambiln de que cada moffcufa -
de enzimas es capaz de producin productos de nreaccidn, depehdxlentea-

def tiempo que se deje reaccionan a fa enzima con su substrato, Las-
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ha hecho dtiles para La defeceibn intracelular de antigenos.

La peroxidasa, Las fosfatasas alealina y dedda, La glucosa-
ovidasa han sido usadas para marcar anticuerpos. Entre estas enzdmas-
Lo peroxidasa gie ndbano es La mds usada en virnologka. AsL Lo descrnd--
ben independientemente Abelson 1969 (2] y Leduc, Winkern y Avranmeas -
en 1969 (16].

La enzima, en este caso La peroxddasa de rdbano, pu,ede ser-

u.éada como ya se han usade Las substancins radioactivas o 6£uone/scen- SEe

es. La enzdma es unida quinicamente al anticuenpo eApaué&co“ coma-i .

clentos vinus, en este caso el de La rabdia, E«Ml@. conjugado se

hegeclonarn con el antlgeno Mmceﬁw&m horn6£ogo

la actividad catalitica de fa enzima se hevela por un proce
40 de tincdidn apropiado. Las preparaciones pueden preservarse y mon--

fanse pora estudios subsecuentes en microscopio sdimple.
EL producto de La neaccidn de La tinedldn histoquimica, es -
denso a Los electrones, osmiofflico y pon Lo fanto se puede observar-

en el michosccplo electnbnico,

Propiedades de La peroxidasa de rdbanc (Raphanus sativus).
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Emfmz varias e.nzmaé 2o pe&ox&dwsa de ndbano es una de Las
md/s wt{,ﬁe.é para La téenica de mmunodmgna»s&co enzindtico, por su ba

fo peso molLecular (40,000 daltons}, comparada a }06,0‘00 daltons para-

‘ "’Ea' fosfatasa alealina y 150,000 para La gluco-oxdidasa (9).

Debddo al peso moﬁeauﬂa/a fw,&ccuuwnenm bajo de,ﬁ comp&jo pe

tho de Las células con w, ant:,gano

R4 anticuenpos marcados con otn

md) combmada con ofr,ﬁmwa 5wma da un caﬁé obsey

Es posible obtenerba comercialmente como un producto crista

: amcue/moé mcvmadozs de.n R

N Aa,witgae,tom g majwn qua-g'_", g

. su cém;éeégic,&’)"nt qw&n{ca AQgLU’l Saundm LQSI 2,5 m ugmen—{@;;: o



| paragina. La peroxidasa puede sen fijada en aleohol o pon uria‘}‘éomé‘” -

11

Zino. Es muy resistente a operaciones histolégicas y por Lo tanto pue .

de tolenar calentamientos y disolventes como el foluene y el benze.nq- .

y no es alferada por el truatamiento de Lnclusifn o por La seceddn cogf—{}" g

eddn acuosa al 10% de formol.
Deteccidn histoquimica de Za actividad de La peroxidasa.,

Esta puede sen demosinada en secciones de Lejido, <mpresio-
nes y cultivo de tejidos con vardos reactivos como £a benzddina, el -
alfanaftol o una mezela de alfanaftol La p. fenilenecliamina que -
tambidn se Llama neactivo de Nadi y el pirogalol.

Por efemplo bajo La accién de 2.4 peroxidasa de ndbano y en-
Lo presencha de pendxido de hidri6geno 'LH2021 La diaminobenciding Lle~
ga a sen oxidada hasta un producto de color azul en el cual es visd--
ble en el microscopdo de Luz nonmel, La bencddina de color azul es --
oxddada y por Lo tanto Linestable y ndpidamente se convierte en café -
sdn intewvencddn de La enzima. En genenal esta reaccdibn no es afecta-
da fuertemente por el pH,, sin embargo, La acddificacién del medio --
perndxddo -bencidina, influencia La estabilidad y £a uniformidad del co
Lon azuk, {22)



o »dmente de 0.05 M 0 sea una gota de agua omgenada ali
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La épi;m:a ooncemauén de,(l H O en m macuén Qé pfwx/(ma  ;"'

Concentraciones mds a,ﬁm de perbxido pueden ak teran La <o

‘heqeeibn debddo a La destruceibn de fa enzima, EL perdrido es reduci-

do porn Los ghupos amino Libres presentes durante La neaccddn.

La Localizacibn de La actividad enzimdtica aparece bien de-
Zeaminada y el producto de reacceifn forma una masa densa y mds o mé-»"'

nos homogenea.

EL objeto del me,ben,te “trabajo es el de explorar Ra eﬁ&ueﬂ

ein de& m&todo de fa inmunoperoxidasa (peroxédasa de dbano) en La dg";f

- teccdbn ded antigeno ndbico con fines diagndsticos wtilizando :d,fv'xzm{éng;

bencdidina y el pirogalol con Linelones, haciendo observaciones Lmpoi-
{antes acenca de su confiabilidad, su especificidad y su economia, --
tanto desde el punto de vista del equipo requerdido como de £os heactd

VoS necesandios pard Au efecucidn.
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1. WATERTAL y METODOS

c;} Vuws Ckajda NERAM (AlLto Pasajel . EL v.ius om&gM proveniente de un

pemo‘vmbi‘oéo y adaptado a ratén fue denominado SAD4 (Sineet Alaba-
ma Dugfeninl, y pasdndolo a culiivos celularnes de niifn de Hamsfer-

- pon Fenje gue Leamado SAD4- HKZ5, Después de 10 pases en embribn de

polle, el viwus fue adaptado a cultives celulanes de 1ifidn de ceado
pon Abelseth, resuliando asl suficientemente atenuade para su uso -
en varnins especies animales (1), Fue denomdnado cepa "ERA" hasta --
dupu& de 35-45 pases mds, en que se usd para producin una maQa -
vacuna que £Leva el nombre de vacuna cepa "ERAM. EL vinus fue adap-
tado a células BHK-21 pon Koprowski, Llegando a obtenense titulos -
hasta de 109‘0 como mdx{mo. La cepa "ERA" alfo pasajie fue obienida-

del Instituto Wistar de Filadelfia, E.U.A.

Vinus "V-319", Esta cepa {ue aislada de un vampino (Demodus rotun--
dusl que fue capturado en el hancho San Ricardo, Localizado a thes-
kibbmetrnos al Surceste de La Estacibn San Vicente mundcipio de Aca-

tldn de Pérez Figuerca, Oax. EL vampiro fue capturado con una red -



: is

co&ocac{a abrededon de un . e:o)uw,ﬁ ciouda. se. emmtmban bovmoxs mO/ld«{, L o

do«s po’n ‘dichos quindptencs. B uampma mu}ua‘;‘ cuando Um mﬂadado:

ses en cllulas de embridn de vampiro y posterionmente se Le dienon

el

*

Cal Tnstituto Nacional de Inve&ugauonu Pecua}uaxs ( N I P ) f----:vf—:
NSAG! £ 14 de febrono de 1969y congeldndose a -30°C. Tm dias -
después eb cerebro y Las gldndulas sabivales 5ue/wn examwadoz, e

sultando pom&voa a aabia pon ek método de Imnunoﬁzuo}maanwx -

Esta cepa fue adaptada a cubtivos celubares mediante 5 pa-- -

5 pases en cBlules BHK-21, fomdndose de este ltimo pase una pla-- AN

ca; La nimerno 476, para purifican el vﬂum,' dando después Bpazsu-

mds en estas mismas células donde se aleanzd el titufo de }O?,‘v‘f‘-"{;f S

UFP-me*,

Esta cepa es utilizada actualmente para elaboras una vacuna
antinndbiea en el Departamentc de Produceifn del Institifo Nacio--
nak de Tnvestigaciones Pecuarnias, de La Secnetarnia de Agniculiura-
y Ganaderia.

Virus de cenebro de perro del Centro antinndbico de La ciudad de -

México,** confirmados como positivos a rabia, por el método de Tn--

Uncdade{s gonmadonas de placa.
* Dineccibn: Calle de La Salud, San Francisco Cullwaean, D.F.
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munofluorescencia,
dl Sueno,
1.- Suero antinndbico de ondgen mular, del Tnatituto Butantan* Lote
© No, R-3-66-125. | )
2,- Suero Antindbico del Tnstituto Nacional de Higiene.**

el Cltulas.

1.- BHK-21.- Esta Lénea se obtuvo de embribn de ndin de Hamster; -
y el Instituto Nacional de Tnvestigacioney Pecuarias, La adqui-
il det Tnatituto Wistan de Filadeffia, E.U.A.

2.- 13S.- Esta Benea cebular es una clona de a Lfnea BHK-21 y fue-
adquindda pon el 1.,N.1,P,, del Instituto Wistar de Filadelfia, -
E.UA,, y Las clonas 3 y 1 fueron preparadas en el Laboratonic-
del 1,N,I.P,

§l Laméinillas con cllulfas §HK-23 Y 3'35(11.3

1} Preparacibn de Monoestratos,

* Dineccifni Caixa Postal 655,- Sao Paulo,-S,P. -Brasil.
** Dirneccibnr Maniano Escobedo No. 20 - México,D.F,



7

A uéa botella de éa&c’vc (mdi!z dilution bottlel con monoestratos
de cllulas }3SCL3 y después de extraer el medio de crecimiento, -
"¢ Le agregb 1 me, de tripsina al .25% pométiendo que hiciera -
coritau’:o con Las cblulas del moencestrato durante uncs minutos --
h@ta que &stas empezaron a desprenderse, Luego se inhibif el --
efecto de La tripsina, agregando 5 ml. de medio de mantenimiento
y con una pipeta de 10 'ml, provista de una perilla de hule en su
extremo superion se phocedil a desprender fas célufas de La pa--
ned de ta botelda, aApA’/Laﬂdo' Liquido en La pipeta y eferciendo -~
Ligena presdidn sobre el monovestrato, Loghando asl una suspensidn
de c8lulas que se contaron en un hemocitSmetro para delerminar -
La cantidad de células por mililitro, Para botelfas de cultivo -
(mith difution bottle) se usaron 15 ml. de medio de arecimiento-
con 2 a 3 millones de cllulas aproximadamente. A Los fubos de --
Leighton se Les puso un cubnreobjetos y se Les adiciond 1 ml. de-
‘med4o decrecimiento con aproximadamente 100,000 a 200,000 célu--
Las porn me, Las cllulas cultivadas se incubaron a 37°C dunante -
727 hohas en fas cuales se forma generalmente un monoestrato celu
Lan.

Para Lo fonmacifn de monoestratos en caga de Petnd de 5¢ mm,
se colocaron Los cubreobjetos y se depositanon 5 m. de medio, --
con aproximadamente 1.5 millones de clfulas.




2)

18

Estas cajas de Petri se incubaron a 37°C, en una'eas/tuﬂa para
cultivos QMM% con flujo .continuo de aire con 5% de C02 y -
una humedad nelativa al 15% nevisdndolas cada 24 horas para La -
explonacibn del crecimiento de Las células, haclendo Las obbmvé

clones con un mioroscopds Lnverdddo.,

Infeccibn def monoestrato con_vAns Mb,écz;.

£l medio de creciniento de Los monoestratos cefubaned conté—
nidos en Los tubos o cajas de petrni, fue desechado, enfuagando -
con solucidn salina bufferada (PBS), con el objeto de Lavar el -
monoestrato mediante movimientos rotatornios y de esta forma eldl-
minan Ras posibles clfubas muentas que estuviesen en £a Superfd-
cle del monoestrato. La cepa ERA o La V-319 previamente adiciona
da de DEAE Dextndn, con medio de mantenimiento, se inoculs en --
cantidades de 0,2 y 0.5me.a Los Lubos de Leightony a Las cajas-
de petni, hespectivamenie. Los monoestrnatos celulares fueron in-
cubados 1 hona a 36°C, 4k final de £a cual se netind el sobrena-
dante Lavando el monoestrato con PBS, para eliminan el exceso de
virus que hubdese quedado. EL PBS fue extraido, adicionando como
medio de mantenimiento, 1 ml. a cada tubo de Leighton y 5 ml. a-
cada caj.'a de peini.

Despuls de 30 a 48 horas de ingectados Los monoestratos, se-
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',fze,t’é)zd el medio de cultivo de Los tubos de Leightoa y de Las ca-
 jas de petri, montando el cubreobjetos en una Laminilla de vi--- -
drnio, La cual se pegé mediante el uso de cemento para pldstico - -

(Lodeta tipo S) y se procedil a fa tincidn,

I1.- Substancias,

-7 7 o "

‘ 1.~ Peroxidasa de adbano (Horseradish)*

En este trabajo Ae usaron Los Zipos Ty VI

Ca.- Derivados de p, p, - DigLuonuno m-m

IT1.- Solucignes.
1.- Buffer, sokucibn salina fosfatada (PBS).
a) Sofucdfn "A",
NaC1 ' §.0 g.
KCL 0,2 g.
NaZHPO‘?IZHZO - 2.9.g. (844 NaZHPozz‘?‘.IS g. 0 Na,HP0, -
: ZHZO, 1.38 g.}

KH, PO, 0.2 g.

Agua bidesiilada 800 mi,

¥ Sigma chemical Company dinecci6n: Divisibn of Sigma International
L.T.D.- P.0, Box 14508, St. Louis, MO, 63178 U.S,A.
** General Biochemicals dineccifn: Grand Island. New Yonk,U.S.A.
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bl So&uﬁn "B,
CaCl 7
MQCJ zéH 0

Agua bidestitada

Estas 2 soluciones se eaze/wuzan pofr. Aapcmado en el auto--
clave a 10 Libras de muaﬁn dwcanta 10 muw,toA y 4e dejan en- ]
frian a Lemperatura amblente. V o ;

Cuando e desea hacern s08ucibn ;w@a,dé, Ca y Mg £ sokucibn N |
"8" no se hace y 800 se ponen 1000 ne. de agua bidestitada. g%

2,- Buﬁﬁe;z 5céﬁa,tadc al 0 5 M co cq;ﬁ,tergé‘endo 4.5% Vdg - '

aamom ._}i

al Na,tPo, B899
b1 Nat,PO,. 6.8995.5.
el C;5ty40p 4. g

En 1000 me, de H,0 bidestilada, -

3.- Sokucibn salina bufferada ab 0,05 M a un p.H 7.2 que fue fa --
- mds usada, -

al NaH P04 §,8995 g,
b) NaH2P04 6.8995 g,
¢} NaCl §.5 g.

En 1000 mL. de H,0 bidestifada,



| "4'1*Bu55e4 TRis® (.M, 12:7i4)“
- boﬁuudn al 05 M con un
En H (3 bx,de/szt;of’_ada_

,"aféiéfsazaczdn'z%'de Tetndxido dg;ogmggj(oék ;gﬂipgg;** .

H,0 bidestilada,***

:“6 - Soliuc,wn Pmog&&oﬁ (CH 03) a,€'56 79 |

66

7, - Sokucifn bufferada ‘605‘601545(/‘ a 0,7 "pHée.n HQOdeEAm& }
L RIS o B S e

a) Na,HP0,0.1 N,5 partes con peso molecular 177.99
b) ﬁ{aﬁzl’%
Cantidades usadas;
NaEHP04 : NaH2P04 HZO

66,70 g. 20,68 g. 52,2 &,

0,1 N,Z2 partes con pesc molecular 137,99

8, - Buffer canbonatado al 0.5 M a un p,H 10,0 a 10,5 (se usé
p.H 10.0) -

NatCo, §.401 g.

*  Mann Reseanch Laboratondes Inc., New Vork.
**  Menck Sharpe & Dohme, calle 5 ¢ 7, Naucalpan, Edo. México,
***  Cononal Biochemical Gand Tsfand New Yonk, U.S.A,




NaHco, Hy0 bidestitada

Z Lt

4.2005 g.

- 9,- Solucifn p.p, difluonuro m-m demetildifenilsubfone al 0.5% en

acetona®.
Esta so0fucifn se puede guardar pon muchos meses en refrigena--
cibn, |

10, - Solucifn newtrna saturada de sulfato de amonio, B
| al Disolver 7§ g. de sulfato de amonic en 100 ml, en agua dQA- »
titada, L
b) Ajustan el p.h a 7.0 con hidn6rido de sodio al 0.1 N,
¢l Puede mantenerse indefinidamente a temperatura ambiente en-
una botella tapada.

11,.~ Sokucidn salina al 0.85%
al Disokver 8.5 g. de clomuno de sodio en un Litno de agua des

tilada.,

* Genenal Biochemicals. Grand 1sland, New York. U.S.A.
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12 - Cliozw)w de bario.

a) Disolvern 5 g, de, cﬁonmv de bauo en 1{2{3 m£ dv, agua’ duuf o

Lada,

13, - Solucibn sakina Zamponada con fosdgato 0.01 M.

al Propanan sofucidn saling ol 0.85% (8.5 g. de NaCI}

Prepanar 18 £L. en un volumen convendente,

bl Agnegan a esos 1§ Litros de solucifn salina 4.08 g. de fos

fato monopotdsico anhidro y 26,2 g, de fosfato d«c‘pommo;
anhidro. '

el Esta sofucibn salina tamponada se usld tambiln para Lavar -
portaobietos y para prepanarn polvo de tefddo.

V. Medios de Cul iV,

1.- BHK-21*. Se ajust6 a un p.H de 7.1 wtilizando HC1 0.1 N.
Posterionmente se estinilizd pon §iltracdin {§iltnos millipone

0.22 micras), envasdndose en vofifmenes de 500 o 1000 ml. y con

senvdndose a 4°C.

2.- Caldo de triptosa fosfatada (TPB} ** 29,5 g. en 1,000 me. de -

*  BIGCO Grand Tsfand. BiolLogical Company., G!Land Tafand,New Yonrk,USA.

*™  DIFCO (Detroit. Michigan U.S.A.)




2.

' agua bidestitada esténil y deionizada. L

efectud en el autoctave a 15 ¢

15 minutos consenvdndose a 4°C

5.~ Tripsina 13300 o usanse se difugea 0.25 .
‘V;,Un'gnamo de esta tripsina se disolvif en 100 me, de PﬁS tébne—
de Ca y Mg y esternilizando pon §iltracidn (filtrno milLipore --

0.22 micras) y envasdndose en voldmenes de 5 ml, que se conge-

Lanon a -20°C,

4.~ Penicibina y Estreptomicina,

 Penicilina G, Procatnica 1,000,000 U.T,
Sulfato de Estneptomicina 1 g.
HQO Bidestilada estenilizada 50 ml.
Un mikilitro de esta sofucibn contiene 20,000 U.T., de pendicdi-
Lina y 20 mg, de estreptomicina. Esta solucifn es preservada a
-20°¢,

5, - Micostatina,
Nistatina (Squibb)** 2,400,000 U.1.
Hy0 bidestilada estérnit 48 mk,

*  Mann Reseanch Labonatonies Inc. New York. '
** Squibb. Av. Revolucifn 1267, z.p.20. México,D.F.




6.~ DEAE Doxtadn® ab 0,505
| DGAE Dewtndn 0,50 g.

PES £dbte Ca y Mg 100.0 me,

quedando 5,000 g. en ! mﬁ
7. Sumo Fetal Bovino** Ik
E&te sueho fue adquinido en forma Liquuia ¥ se mantuvo congaﬁa ; ' Z
g a.do o -20°C.
i Anz:eé de wsanse fue Lnactivado en bado manfa a 56°C. durante - *
B 30 minutos. se dejd a temperatuna ambiente y po&im&mem&e se
. comen6 en negnigenacibn a 4°C,
8.~ Medio de Crecdmiento.
Med{o BHK-Z} 80%
Suero fetal bovino 10% ; ,
Caldo de triptosa fosfatada 105° - : SRR f 3
Penic.iling 50 U.1./me. | f
Estreptomicina 50 U.1./mL. ’ |

¥ Sigma Chemical Company. Divisi6n of Sigma International L.T.D,
P.0.Box 14508, St. Louis, MO. 63178, U.S;A.
** Elow Labonatonies. New York.
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Medio de Mantenimiento.
Medio BHK-21 98.00%

Sueno fetal bovino 2,0%
Penieilina 5044,1./mL, |
Estrepfomicina 50 mg/mk,

METODOS

 En £a prepanacibn de Los cinco conjugados que se wtilizaron en

este estudio se usanon cinco distintos sueros hiperinmunes con

distinta procedencia como ddgue:

Suero Hiperinmune de caballo del Instfitute Nacional de Higilene
No. 73.

Sueno Hiperdnmune de caballo del Instituto Nacional de Higiene
No. §4.

Sueno Hiperinmune de muba, del Instituto Butantan, Lote
R-366-125.

Suenc Hiperdinmune de mula, del Inmstituto Butantan, Lefe
R-366-128,
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. Suoro Hiperimune de caballo, Tnstituto Nacional de Higiene
N, 5.

, il?{cepmcx’xm de£ conjugade para peroxidasa de ndbano.
o o Procedimiento para prepanaciOn de Gama GLObUELNAs.

. Medin 5 mb. de suero Lnmune y ponerfo en un vaso de precipita~

do pequesic. Poner el vaso sobre un agitadon magnético en £a he
Ladena,

- al En un perfodo de aproxdimadamente ? ménutos, agregar al sue-

40 que 4e estd agitando el mismo volumen de solucdbn satura
da de sulfate de amonio,

b} -Agitan La mezela durante una hora.

Centrifugar La mezeda a 3,000 n.p.m, durante 15 minutos y des-
cantan el sobrenadante.,

Disolver el precdpitado con agua destilada en La mifad del vo-
Lumen descarntado, Reprecipiton con un volumen {gual de s0Lu---

cibn satunada de sul’ o de amondo.
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4. CWﬁugm nuevanente ek pfzcupeotado a 3 000 n. p m, dwnante -
15 ménutos g descantar el sobrenadante.

5. - Resuspender e precipitado, en un volumen de agua destilada --
igual a La mitad del vokumen ondiginal de suero (2.5 me.),

6.~ Esta sofucibn de globulinas se puso en un saco membrana de ---
didlisis al que se Le at§ una barnna magnética, Las globulinas -
~4se dialdizanon contra un Litro de solucibn fosfatada frla sobre |
un agitador magnético, en refrigeracibn,

Cambian Lo solucifn fosfatada cada 4 horas y despuls a La solu
cidn salina, Contrnolan &4 La diflisds se ha completado, mez---
clando en un tubo de ensayo, partes iguales de solucibn saldina
y solucibn de clorure de barnic, La diflisis se ha completado -
cuando no se forma precipitade de sulfato de bardo.

DETERMINACION DE PROTEINAS

Método de Biuret pana datm¢madn de pnot&tm
Reactivo de Biuret. : : f, P ,
1. Solucidn saturada de hidaé udc ae wdw Agx,ta)n H‘D g da Iu"-

dnoxido de sodio en 100 ml, dc aqua d@sa,(’,ccda, uzsanda un 5/1@5-
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co de 300 me. y defando que Los ambéﬁa,tofs sedémenten du/nah;te-

 varios dtas, sin agitar ol precipitado.

Lﬁevan 92 ml, de esta solucidn a 300 me, usando ague destilada,

Agregan 100 me, de una solucidn af 1% de sulfato de r_:obm. CO}_"l__

serwvan en una botefda con tapa bien ajustada, pudiendo mante--
nense a temperatuna ambiente durante varios meses. la apari----

cifn de un precipdlado Ligero no afecta al reactive,

Construccdbn de La curva Patndn,
Se hizo de £a siguiente manera: o S
al Sotuci6n estdndar de Albimina bovina k,e‘r;igl nt.. Hy0 bidestila
da y dedfonizada adicionando 10 mg. de albinina 5mcc}t',6n v.
bi Se procedid a hacen el estdndun de aﬁbdmw bovina y se Les
adicdond a cada tubo 4 ml, de rneactivo de Biuret como se --
Lustrna en el cuadno No, 1. Se Lncubd 30 minutos a tempera-
tuna ambiente y se proceddd a Leer en el especthofotrndmetrno
a 560 mu, ajustando a cero con el blanco; £a curva patrén -
se constuyd tomando en cuenta La depsidad Optica que pro--
posieiona una muesina en £a cual la concentracdbn de protel-
nas es conocdda, para postercommente poder deteaminan fa --

concentracidn de una muestra problema.



CUADRO No, 1

Preparacdn de sofuciones estdndan de ALbuimina bov.ina mediante
ef método de Biuret para La detenminacidn de protelna.

% N AN . \ 5\ [ I

TUB0S ESTANDAR H 20 BIURET CANTIDAD

Sol , Albdmina en mf, 4,0 m de albiming

I'mg. .

B 2% 1 A T S
R 1,0 0 n e

TUBOS Dikuciones H,0 BIURET
PROBLEMA  Muesira Problema N

210 sin ditwin 1/1 R 40 |
o 7 I S I
19 1/9 ) I 4,0




CONJUGADOS

‘ P!aocedm,émta para La confugacifn de La peroxidasa de ndbano .-‘
Gama -GLobulina

1, Pesar 50 mg, de peroxidasa de adbano y 50 mg. de gama globuli-

na

2, Disolven Los materiales mencionados en Z mb. de buffer 0,5 M -
_carbonato a un pH a 10.5 {se usd p.H 10.0}°

3. A La mezeda anteniorn aiadin 0.25 m, de sofucibn de p,p. de --
fluono -m-m dimetifdifenil sulfona,

4. Agitan Lentamente a 4°C dunante 4 honas, £a neacedfn de conju-
gacifn se completa y durante este tiempo 2a mezcla se dializa-
durante 2 a 3 dfas contra un buffen fosfatado de .05 M a un -
pH 7.2 Este buffer puede ser fosfatada salina 0.05 M a un p.H-
7.2 de 4,5% de sacancsa, Usamos buffer fosfatado aalino.

EL anticuerpo marcado con £a enzima y el anticuerpo ne reac
edonante pueden sen separados de La peroxddasa no reacelonante por --

precipitacifn con una cantidad igual de solucifn satwuda de sulfato-



| Metodo "A" para déaninobercddénal

Se. pnobmon a wmA Lcempos a Aabm.;lo! VJS 20’ 25’ ~ "0' i
' 40!, 50" y 60 matab en el tiempo umbﬂe ;aa/w. dmm;wbe,nmf o

na; antes de Leiin se §440 en acetona frle durante 10 Mmt"‘?‘" o-?f |
ak 103 de formakina fosfatada, o en akeohol etllice absobuto, --

ele, (secarn al ainel,

En Las Laminiflas ya sea de culfivo de cblulas 0 impresdones, e’
depositan 1 o 2 gotas de anticuerpcs marcados dunante 30 minutos
de £a reacedfn, a temperaturna ambiente, ’

Lavan en tres cambios por 10 minutos en solucibn salina §osfatada

Fijan con gonmol ak 5% porn 10 minutos.

. Lavar en canbios durante 10 minutos en sokucibn sabina fosfatada.

Incubar a temperatura ambiente una scfucibn Aa/tumda de 3,3 dx,a- lkﬁ :
minobencidina, base Libre, (<20 a 30 mg,/100 me.) | -
Coocan en un buffer de tres de 0.05 M a un p.H. 7.6~dwtanta 30-
minutos .
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6. Tdempo varndable: Inauba}z a i;e:r pmwtma ambwnte :ma Aomcm’n Aax:u S

'mda de 3,3 d,cmnuwbe.nuvc{ma bcwe 2éb 30»mg /196 m£ ) ‘

C{}»&ocaft en un bw’éen de ztm da 0 0

‘ un'p‘Hi? 6 con 0. 0{}1" de;,‘ -
, pmdx.(do o - A |

7. Lavan en 3 cambis 0 destitada por 10 minutos,

= 85, 'Poneja en KaA KamMcu c{a I a 2 gota,a de sclucidn al 7% de Ta—-—r', -
‘ ‘i:méudo de Osmio dwwmte 10 rm.nwtoa

9. Lavar en H,0 destilada dunante 10 miﬂtbtcé en tres cambios.

Hetodo "B" para pirogalol.

Como tiempo variable se prob6 pa/nva pi/wgalioi{ a 10", 15", --
30m éo_gundo/s, 1Y, 51, 10", 30 minutos y antes de teiin se §446 en ace
tona grnla durante 10 minutos o al 10% de formalina fosfatada o en al-

cohol etflino absotuto ete. (secar al aine).

I, En Las Raminiflas ya sea de cultivo de células e impresiones, se-
deposditan 1 o 7 gotas de anticuerpos marcados, dunante 3 honas de
neaceiln, a temperatwra ambdLente.
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Lavar en tres cambios con solucidn salina bufferada, §osfatada,

En el tiempo variable preparar a temperatura de 20°C, La sdguiente

heacelln,

al 2,0 mt, de pﬂabgaﬂoﬁ al. 5% de una prepanacifn fresca en agug -~
destilada,
bl 7.0 me, de H)0 at 01.47 M en una prepanacdidn fresca dibuyendo -
- 1.61 mE. de perdxido de hidndgeno al 30% y aforar a 100 ml. ~---
H,0 destitada.
el 2,0 me, de buffer fosgatado de pH 6.0
dl 14 mt, H,0 destitada por dLtim,

EL tiempo vardable que se probf a temperatuna ambiente 5@ de 10, -
15, 30 segundos y 1, 5, 10 y 30 minutos, Se .Lncubaron Las prepara-

ciones.,

Lavar en tnes cambios con solucifn salina buffenada, fosfatada.

~ Seaar al adre,

Tanto para diaminobencidina como para pirogalof.
1.» Se montaron en Laminiflas con efvanok,
2, Se montaron con b&lsamo de canadd y se procedi§ a su observa-- -

cibn en el microscopdo simple,



ITT.  RESULTAD(S

 Loa nesubtados obtenidos en este trabajo se presenian Lfus-

trados en doce cuadros, Los diez primeros se refieren a Los méfodos -

"A" y "BY, que corresponden a £as tinciones con Diaminobencidina y PAL
P YL

 nogakol, hespectivamente,

2 ‘ En Los detimos cuadros (11 y 12) se presenta un resumen ge-
nernal de Los nesultados obtenidos,

Como puede observarse en Los distintos cuadros presentados-

(1-10), Los testigos 8in conjugado y sin colorantes, siempre dieron -
nesultados negativos y en Los nesultados positivos, a Los cualed se -
aplicd un tiempo Optimo, se encontranon productos de reaccdifn antige-

no -anticuerpo, enzima-colorante,

Posteriormente al determinar el LLlempo dptdmo para Locald--

zan Los productos de €a neaccifn se obsewd Lo sdguiente:

al Que pana el método "A" (Diaminobencidinal, Los mejones resultados
se obtuvieron a Los 30 minutos de reaccifn con el conjugado, sden

do el tiempo vardiable de La Lincifn de 15 a 20 minutos.
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bl Para el mltodo "B" (con pirogalol] se obtuvieron Los mefones ne--
sultados a Las trhes horas de La neacceidn con el conjugado y a Los
15-30 segundos de fa coloracifn,
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CUADRO Nu. 1

Resultados obtenidos con el conjugado No. 1 y con dia-
bencidina como substrato de La peroxddasa tdiendo mono,
estnatos de cllulas Lnfectadas e impresiones de cene--
bros positives y negativos a rabia.

Testigos - Tiempo de La reaccidn en minutos
pheparacdones en ’ '
impresiones y culd 51700 151 200 25" 300 40" 50" 60
tivos celularnes — R S

Con conjugado
Muestra positiva

- Con conjugade
Muestna negativa
Sin confugado
Muestna positiva

Sin confugado
Muestra negativa

Sin diaminobencdidina
Muestra posditiva

Sin diaminobencidina o ST LA
Muestra negativa e T

Calific acibn de Las Laminillas segin su especificidad.
+ Regular |
++ Bueno
+++ Muy buenu
- Negativo
Nota: Se tomaron 5 muestras y se obtuvo su promeddio anitmético.
Suenc de Caballo utilizado def, I.NH, No, 73,

Se nealizé primero una prueba de Inmuno fluorescencdn con reaud
tados posditivos. T



CUADRO No . 2

Resultados obtenidos con el confugado No, 2 y con diamino -
bencidina como substrato de La peroxddasa Tdiiendo monoes --
tratos de células infectadas e Lmpresdones de cenebros po-
sitovos y negativos a nabda,

Testigos Tiempo de £a nreaccidn en minulos
pteparaciones en , o
Ampresdones y cul- 510" 15+ 200 25t 30" 40' 50" 60"
tivos celulares ‘ '

Con confugado
miestra positiva -+

Con conjugado ~
miestha negativa -

Sén confugado o
muestna posditiva -

Sin confugado o
muestna negativa e
Séin diaminobencidina ,
Muestna positiva -

Sin diaminobencddina Cian
Muestra negativa o

Cakigicacitn de Laminillas segn su especificidad; -
+ Regular |
++ Bueno
+++ Muy Bueno
- Negativo
Nota: Se tomaron 5 muesiras y se obtuvo su promedic aritmético.
Sueno de caballo utilizado, def I.N.H, No. &4

Se nealizd primeno una prucba de Inmunoffuorescencia con nesul-
tados positivos,
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CUADRO No. 3

Resultados obtenidos con el conjugado No. 3 y con Diamino-
bencidina como substrato de La peroxidasa iiiendo monoes--
thatos de célubas infectadas e impresiones de cerebros po-
s4tivos Y negativos a rabia,

Tesatigos Tiempo de La reaccdidn en minutos
Prepanaciones Lesidi-

das en impresiones 5t 100 150 200 250 30 44 500 60
y cultivos celulares B ‘

Con conjugado
Muestra positiva -

Con confugado o
Muesira Negativa -

Sin conjugado
Muestrna positiva -

Sin conjugado ,
Muestra negativa -

Sin diéaminobencidina '
Muestrna positiva -
Sin diaménobencidina
Muestna negativa - o e
Calificacidn de Laminilhas segdn su especificddad.
+ Regulan :
++ Bueno '

+++ Muy Bueno
- Negativo
Nota:- Se tomaron 5 muestnas y Ae obiuvo su promedio arnitmllico.
Sucho de mula utifizado, del Institute Butantan,

, Se nealiz6 primeno una prueba de Inmunoflucrescencda con
hesultados positivos.
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CUADRO No. 4

Resultados obtenidos con el conjugado No. 4 con Diamino-
bencidina como substrato de La percxdidasa tifiendo monoes
tratos de cllulas infectadas e dmpresiones de cerebros -
positivos y negativos a habda,

Testigos Tiempo de £a neaccidn en mimitos SR
Preparacsifn Leiida T
en {impresiones y ,’ 6;0‘ S

cultiveos celubares,

Con conjugado
Muesira positiva - #

50 1¢° 15" 20" 250 30' 4¢' 50!

Con confugado
Muestra negativa

Sin conjugado
Muestra positiva

Sin confugado
Muestra negativa
Sin diaminobencidina
Muestrna posditiva
Sin diaminobencidina
Muestra negativa

Calificacitn de Laminillas segdn au especif
+ Regular
++ Bueno
+++ Muy Bueno
- Negativo
Nota: - Se tomaron 5 muestras y se obfuvo su promedio aritmético.
Suero de muba wtilizado, def Instituto Butantan
Se acalizé primere una prueba de Tnmunofluorescencia con
Resultados positivos,

s,
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CUADRO No. 5

Resultados oblenidos con el conjugado No. 5 con Diamino-
bencddina como substrato de La peroxidasa tifiendo monoes
tratos de c&lulas infectadas e impresiones de cenebros -
posditivos y negativos a nabia’

estigos - Tdempo de La reaccidn en minutos ,
weparacifn teiida T ' ,
n {mpresiones y S5t 101 15" 200 25! 30" 400 500 60"

wltivos celulares,

on conjugado e
uestra positiva R

on confugado
uestra negativa

in confugado
uesina positiva

in conjugado
uesina negativa

n Ciaminobencidé
uestra posditiva

in déaminobencidina S e
uestna negativa - - - - - - -
alificacibn de Laminillas segln su especificidad.
+ Regulan
++ Bueno

+++ Muy Bueno
~ Negativo
ofa: - Se Lomaron 5 muestias y se obtuwvo su promedio aritmético.
Suero de cabalio utilizado, def 1.N.H. Ny, 51
Se nealizf primerv ung prueba de Tmunofluonescencia con nesuld
tados positives.
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CUADR) No, 6

Resutiados obtenidos con ei confugads No. 1 y con péroga-
Lol come substnato de £a peroxidasa, tidendo monoesiratos
de cllulas infectadas e impresiones de cernebnos positivos
y negativos a habia,

Testigos Tiempo de Ra neaccidn en mdnutos y degundos
Preparacibn teiida

en dmpresdoned LU LU 1/ L L LAY ¥/ L 1/ L
cu!;tivca.ce&wanu : REUETTE BE

Con confugado
Muestra positiva o

Con conjugade o
Meeatrna wegativa -

Sin conjugado o
Muestha positiva =

- Sin conjugado o
Muesirna negativa -

Sin Pirogalol :
Muestra positiva -

Sin Pirogakol R
Mrestra negativa -~ - - .- e . -

Calificacidn de Las Laminillas segdn su especifdicidad,
+ Regulan :
++ Bueno
+++ Muy Bueno
- Negativo

Nota: - Se tomaron 5 muestras y se obtuvo su promeddio aritmético,
Sueno de Caballo utilizado, del T.N,H. No, 73
Se nealiz6 primers una prueba de Inmunofluonescencia con re-
sultados positivos,
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Cuy, v, 7

Resultados obtenidos con el confugado No, 2 con purogatol
como substrato de Lu peroxddasa, titendo moncestratos de-

cllulas infectadas o Lmpresdones de cerebrcs positivos y-

negativos a rabia.

eatigos Tiempo de £a neaccifn en min. y seg.
neparacioned en

mpresiones y cul- ro" j5n 3gn 1t 5t 10t 30!
{vos cefulanes o

on confugado ,
uestra positiva LA £ S AR . S ST - -

on confugado
uestra negativa

in conjugado
uestra positiva

in confugade’
bwestrna negativa

£Ln pinogalol
hestra positiva

in pinogalol S TR oty
uestra negativa T T

alific acidn de Laminillas segdn su especificidad,
+ Regular k V'
++ Bueno
+++ Muy Bueno
- Negativo.
lota: - Se tomaron 5 muestras y se obtuvo su promedio aritméiico.
Sueno de caballo utifizado, del I.N,H. No. &4

Se nealizd primero una paueba de Tnmunoflfuocrescencia con resul-
« tados posditivos.
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CUADRO No. §

Resultados obtenidos con el conjugado No. 3 con pirogalol
como substrato de fa peroxidasa, tidendo monoestratos de-
células infectadas e dmpresiones de cerehros positivos y-
negativos a nabda'’

Testigos Tiempo de £a reacci6n en min. y seg.
Preparacibn teilida R

e n impresiones y _ S
cwltivos celulares 1o 15" 30" TR

Con conjugado
Muestrha pos itiva

Con conjugado
Mueesta negativa

Sin conjugado
Muestna positiva

Sin conjugado
Muestra negatliva

S.in pirnogalol
Muestra positiva

Sin pinogalol
Muestra negativa - w

Califd aacibn de Laminillas segdn su especdificidad, ~
+ Regulan ‘
++ Bueno
+++ Muy Bueno
- Negativo .
NoZa: Se tomaron 5 muestrhas y se obtuvo su promedio aritmético.

Sueno de muba utilizado, del Instituto Butantan
Se nealiz6 primero una prueba de Inmunoflucrescencda, con he-
sultados positivos.
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CUADRO No. 9

Resultados obtenidos con el conjugado No. 4 con Pinogalol
como substrato de La peroxidasa, tifiendo monoestratos de-
cllulas infectadas e impresdones de cenebros posiiivos y-
negativos a nabial

Testigos Tiempo de £a reaccdln en min. y seg.
Pnepamu’dn Zefida S R
en Ampresiones y tom 1sn o 3gr 10 5 JQb 30

cultivos celfularnes

Con confugado
Miestra positiva + o+

Con conjugado B
Miestra negativa -

Sin conjugado o
Muestra posdtiva -

Sin confugado T
Muestha negativa -

Sin pinogalol
Miestna positiva -

Sin pinogalod
Meestra negativa -

Calificacifn de Laminillas segdn su eApauﬂ&udad
+ Regular
++ Bueno
+++ Muy Bueno
~ Negativo
Nota: Se tomvion 5 muestras y se obtuvo su promedio aritmtico.

Sueno de mula utilizado, del Trmatitufo Butanfan
Se nealizé primerc una p&ueba de Inmuywﬁﬁuone/scemw_ con he-
sultados posditivos.
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CUADRQ No. 10

) ‘-Ruw&tadozs obtenidos con el conjugado No, 5 con Pirogalol
como substrato de La peroxddasa, tifiendo monoestratos de-
cllulas Lnfectadas e Lmpresiones de ce)cabfwA posLtivos y-
negativos a nabia,

Testigos Tiempo de fa neaccifn en min, y 4eg.
Preparacibn teiidda ' : o
en Lmphesiones y 10" 15 1
cultivos celulares ‘

Con confugado
Muestna positiva + ¥

30" 50100

Con confugado
Muesina Negativa -

Sin confugado
Muestha positiva -

Sin confugado ‘
Muestra negativa ‘ -

Sin pirogalol
Muestra posditiva _ -

"jbmpmoga,&oli . .
Miestra negativa - - - - - - -
Caligicacidn de Laminillas segdn su especialdidad,
+ Regular

++ Bueno

+++ Muy Bueno
: - Negativo
. Notay Se Zomaron 5 muestras y se obtuvo su promedio aritmético

Sueno de caballo utilizado del I.N.H, No. 51
Se nealizd primeno una prueba de Tnmunofluorescencia con tw.-
sultados positivos,




CUADRO No. 11

" Resumen de Lot resultados obtenidos con Los cinco confuga-
dos empLeando diaminobencidina como substrato para La reac
cdin enzimdtica de La peroxdidasa, M&todo "A",

Conjugados um\}%ﬁﬁmo .S.4n conjugado Sézwﬁo
A Conj. No. 1 20 minutos Negauvb Negativo
Conf. No. 2 15 minutos Negativo Negativo
Conf. No, 3 15 minutos Negativo Negativo
Cong, No, 4 15-20 minutos Negativo Negativo
Cong. No. 5 10-15 minutos Negativo Negativo
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CUADRO No, 17
‘Resumen de Los nesultados obtenidos con Los cinco conjuga

dos empleando pircgalol como substrato para La heacciln -

enzimética de La peroxidasa, MEtodo "B",

Tiempo varcable Sin Confugado Sin diamino ben
Conjugados optimo. cldina,
Conf. No. 1 15 segundos Negative Negativo
Conf. No. 2 15 segundos Negativo Negativo
Conj. No. 3 30 segundos M?.ga,tivb Negative
Conf. No. 4 30 segundos Negativo Negativo

Conf. No. 5 15-30 segundos Negativo Negativo
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FoT0 !

Laminifla en cultive de cllulas

Filitnos UG 138 azul

BG Naranja

Tnesddn 100 x Jowmed

Las fLechas Lndican

11 Ndcleo ibhe de inclusiones atrededon de este conpdscuto de Tnefu-
sdibn.,

2] Cetulas sin infectar

3] Inespecificidad. ‘

Tefidas con diamino bencidina

i
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FoT0 2

Laminétla en cubtivo de cllulas -
Flltros UG 138 azul
BG naranja’
f——i  40x
la g§Lecha indica conp«isculu miltiples

Teiidas con diamino bencidina
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FOTO 3

Laminilla en Impresiones
Filtrnos UG 138 azul
BG naranfa
Jrrmimned 25
Las §Lechas indican conptsculos-de Tnelusidn

Tedddas con bencidina




53

1V, DISCUSIONES

Los métodos empleados en el presente trabajo, con La finaki

dad de ser utilizados en el diagnbstico de Labonatorio de £a rabia --
por medlo del sistema de La Lnmunoperoxdidasa dieron buenos resulia---
dos ,.

Como puede notarse en Los cuadnos 11 y 12 del capltulo de -
nuw&mddé, Los tdiempos Optimos de incubacdfn con el substrato, tanto

en el caso de La diaminobencddina como con el pirogalol, no son igua-

Les con Los difernentes conjugados. EL hecho de que existan tiempos -~
Gptimos, variables con Los diferentes conjugados hacen indispensable-
una determinacibn de tiempo Gptime para cada conjugado mevo que se -

prepare,

En el método A, en el que se emplel La diaminobeacidina co-

mo substrato enzimdtico, Los nesultados obtenidos con Ros difenentes-

confugados se presentan en Los cuadros 1, 2, 3, 4 y 5 y se resumen en
el cuadro 11, Con el primen . confugado el tiempo Sptimo de reaccifn -
fue de 20 ménutos y con el 2°y 3° de 15, EL tiempo Gptimo se determi-
ng con base en un alto grado de especificdidad, EL grado de tincifn es

pectfica aumenta con el tiempo, como puede apreciarnse en £os cuadros-
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1, 2, 3, 4 y 5. Se vbservd astmismo que aumentando el t{,emp\o de La --
neaceibn La tinedidn inespeclfica aumentaba hasta hacer imposible La -
Lectuna de Las Lamindllas posiidvas y para fines prdetdcos A’nd/égmenf
ciables de Las negativas. En Los tiempos Gptimos anotades en el cua--
dro 11 se obtuve un alto grado de especificidad en Las RLaminiklas po-
sitivas, en tanto que fas pne;oamubn-u que se dejaron como control -
s4n confugado o sin diaminobencidina, asf como fas Laminillas negati-

vas, Los nesultados fueron unlformemente negativos.

La reaccidn con La diaminobencidina deja un producto de re-
aceién también incolono, pero osmiofilico y es necesario nevelarn La -
posdcibn del producto de neaccdbn mediante una tincibn con deido Gsmi
co. Algunas-estwcturas celularnes noamalmente son osmicfflicas como -~
es el caso de La cromating en algunas fases del ciclo celular (vease-
foto 3] y por otra parte el citoplasma se tifie Ligeramente con el -~-
deido Gsmice, Es decdr ek grade de dificultad en La Lectura de Las fa
minillas es comparable a Las dificultades que un inexperto encuentha-
en £as Ampresiones del cerebro teiiddas con colorante de Seller, Exds-
Lo tambiln el aspecto téenico de La preparacin de Laminilias para su
examen' Por thatanse de una reacclfn enzimdtica es necesardo mantener
en todo momento Las condiciones de pH, osmolaridad y Zemperatura ----
l20°c) 6ptimas para que La neaccibn enzimdtica ocwwa, Es una téeni-
ca que {mpfica una Aecuencda mds o menos complefa, de eventos a se~---

guin,
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En el método 3, eﬁvorj. que 'ée'mnpﬁeﬁ (Li’.k pmagé;ﬂoﬂ es unhg téc-
nica nueva que se desarrolld para £a presente tesls. Esla téenica basa
da en La capacidad de La peroxidasa del ndbano picante (nalz fuerte} -
en transforman el pirogakof. en purpurogalina, es decdr en Transforumar-

a una moléeula Lncokona (pirogalol) en un pigmento |purpurogalinal. --

Los tiempos G6ptimos de reacciln son considerablemente mds conrtos que - e .

£os de La téendica con diaminobencidina, ya que £a resccidn es aam;;dg,__‘jl] BE

rablemente mds ndpida. Los Liempos dptimos con Los diferentes conj’uga-\, ~

dos e presentan en el cuadno No. 17 y gueron en promedio de 15 a 30 -
segundos. Esta tlendca también di6 un alio grado de especificidad ya -

que no se observaron falsos posditivoes, en Los Lestigos.

EL uso del pinogalof, con el producto de neaceiln purpuroga-
Lina a pesar de su nombre no es de color pirpura sino hofa y ademds el
colon es dEbil, A Zas concentraciones usadas en esie trabajo e,xpe}uéne{z_
tal y bajo Las condiciones de £a reaccibn dif una coforacibn rosada pd
Lida a Los conpisculos de Lnclusifn, que inclusive fue {mposible foto-
gnagiarn. Cabe aclarar que Las concentraciones usadas de pirogalol fue-
non bajas y no es una téenica que dmplique una secuencda complefa de -.
pasos a seguin, La reaccdbn es rdpida y el riesgo de inespecificddad -
aumenta poi un exceso de Lncubacdiln., Lo que resultfa dtil ya que el ---
producto de reaccifn, en este caso fa purpwiogalina, que es de molécu-

La pequeiia y Liposofuble puede sen Lavado de Los fefidos en el proceso
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de duhx‘df@tac&n da fas muestras, | Es deém qué ea muesira. es sometida
a un proceso corto y €sto pudiena sen upa ventaja de La téepica, EL --
. problema de esta téenica estriba en que a pesar de Las ventajas evidzf_i_
: tes, el contraste obtenido en Las mépammﬂe«s es muy bafo,

EL intenés de trabajar con Las técnicas de diagndstico de La
Anfeccidn ndbica porn ef método de La Lnmunoperoxddasa, es doble, En --
primen téumino se Lnfenta proporeionarn a Los Laboratornios hegionales -
de £a Red Nacional de Labonatorivs de Diagndstico, una téenica que no-
use un equipo costoso como es el microscopdo de fluonescencda y que --
Les permita usan el microscopds sdmple con que cuentan para el Lnmung -

diagndstico de La nabia.

En segundo téumino consdideramos que otrw aspecto de internds -
de £a Zécnica de {nmjnoperoxidasa estriba en el hecho de que el dedido-
Gsmico es un colorante para microscopia electrbnica que se §ifa prefe-
nentemente en Los sitios de Localizacibn antigénica y &sto podrd ser -
de suma ufilidad para estudios de patogénesdis de La nabia en animales -
Anfectados y para otnos estudios. Esta posibilidad de empleo de La in-
munopenoxdidasa, no fue explonada en el presente trabajo.

Como nota de precaucifn se debe indicar que ef empleo del --
deddo 6smico no es algo que pueds hacerse a La Ligera. Independiente--

*



de que es un heactivo éwnamew:e‘aaﬂo; (junto con e,ﬂ é/nd a&a,ang ge,a- :
iridio se encuentra ol osmio entre L0s metales ”pfce(’,{o/sc’é}’ et deido 65-
mico es un fifadon eficiente en estado gaseoso. Un descuido en su uso- .
puede gijan Las células de La conjuntiva y del epitelic respiratonio .
det operadon. la manera de wsarlo es en una campana de extraceddn de -

Las uradas en quimica y con Aumo cuidado.
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. CONCLUSTONES

1 - Los nesulitados cbtesudo& au (Lﬁ’,.pfce/s wte. utudw no4 md&c,an que-

danto el métode de Z,a Imuncpmox&da,éwﬁmwobwmm como el -
de La Inmunopejwu,dwsa Pmogccﬁoﬂ puede.n sen dtiles para el chag- ,
néstico de La rabia. |

2,- Los nesultados obtenidos con La diamincbencidina 5yu‘emny satisgac-
Lonios, pero no se consddera por el momento que sea una téenica -
. fdedl de realizan en Eaboncu’:owzs de d,{,agmusaao en substitucidn-

de La muméﬂum@snenam

3.~ Los nesultados obta;udo»sk/\g'p?n; e,epwogceec, ‘adn teniendo abgunas --
ventajas en cudnto a costo y'&mpo Gptimo de neaccidn, ne dan su
§iciente constraste en Las preparaciones para constitwin un méto=

do pudetico y es necesandio nefinan fLa téenica.

4.- Independientemente del métodov de coloracibn que se emplee, es ne-
cesanio detenminar el tiempo Gptimo de reaceddn para cada confuga

do que se prepane,
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