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"EVALUACION DEL BENZOATO DE SODIO, PRUPIL PARABEN Y METIL PARABEN
coMo CONSERVADORES DE ENCEFALOS PARA EL DIAGNOSTICO DE RABIA UTI-
LIZANDO EL METODO DE LOS ANTICUERPOS FLUORESCENTES EN RATONES".

AGUILA NORIEGA MARIA GRACIELA.

Asesores: M.V.Z. AURORA YVELAZQUEZ E.
M.V.Z. MARIO MARTELL D,

Con el fin de conocer el grado de efectividad de algunos compues=
tos qufmi¢os utilizados como preservativos para mantener los encé
falos de animalés rabiosos sé empleo la cepa de virus rébico CVS,
titulada’en vatién de 21 dfas por via intracerebral (I.C.} -on0.03
ml 1a cual tuvo un tftulo de 106 gosis 1etal (D.L.) 50% con di
cha cecpa se procedid a {nocular 500 ratones adultos con 0.1 ml de
una dilucién 10729 por via intramuscular (1.M.), sacrificandolos
al presentar los primeros signos de r&bia; sosteriormente obtuyi-
mos los encéfalos y se hicieron 5 grupos con 100 encéfalos cada -
uno, manteniéndolos en diferentes preservativos.
PRESERVACION,

A.- Temperatura Ambiente.

B.~ Glicerina 50%.

C.- Benzoato de Sodio.

D,- Metil Paraben,

E.- Proptl Paraben.
Cada 24 hrs, se tomaron 5 encéfalos de cada lote sometiéndolos a

Ja técnica de Inmunofluorescencia (1.F.) adumds también se tomaron




cada 24 hrs 4 encéfalos de cada grupo y se hizo una suspensidn -
al 20% la cual fue inoculada por vfa (I.C.) con una dosis de 0.03
ml en ratones de 21 dfas para detectar la viabilidad del virus r§
bico.

E1 valor diagnbstico de 1a reaccién del antfgeno r&bico con el -
conjugado fluorescente empez§ a disminuir de la siguienie manera
en cada grupo:

En las muestras mantenidas a temperatura ambiente disminuyo a par.
tir del 6°dfa, con glicerina al 8°dfa, con;prop11 paraben al 7° -
dfa, con el meti] paraben al 10°dfa y con el benzoato de sodio al
11°dfa,

La viabiidad del virus se mantuvo a temperatura ambiente hasta -
el 2°dfa, con el propil psraben al 7°dfa, con el Benzoato de So--

dio al 14°dfa, con el Metil Paraben y la glicerina hajta el 15° -
dfa,

noviembre 1982




INTRODUCCION

La rabia es una enfermedad infecciosa, de etiologfa viral que --

afecta a los mamfferos, en la mayorfa de los casos es mortal pe-

ro ocasionalmente se han reportado casos de recuperacifn total -

de los individuos afectados (1,11).

En México la rabia es un problema grave de salud piblica, repor-

tdndose anualmente de 70 a 100 casos en humanos y de 6 a 7 mil -

casos en pequefias especies, De estos casos la mayorfa corhespone

de a perros, en algunos casos en gatos y ocasionalmente en algu-

nos animales silvestres. En bovinos aproximadamente un miii6n de

animales son afectados anualmente, (11). En México no obstante -

contar con la mayorfa de los recursos necesarios para su tontrol

1a rabia continla siendo uno de los problemas importantes de sa-

lud pithlica.

£V diagndstico constituye un importante aspecto asencial en el -

control de esta enfermedad, En M8xico hay aproximadamente 60 la-

boratorios (S.A.R.H.) que proporcionan e) servicio de diagnfsti-

co'por Inmunofluorescencia, técnica que a 1a fecha estd considera
da como 1a més sensible y eficdz para el diagndstico de rabia, -

Sin embares 1a  pruebs biol6gica continGa siendo un apoyo para -

12 comprobacién de la eficiencia diagndstica del técnico de labo
ratorio,

En 1a prdctica a menudo se encugntran problemas por 13 forna en la
cual son vecibidas en el laboratorio las muestras para diagnosti

co. Los encéfalos en ocasiones 1legan en total o parcial descom




‘posicibn, no obstante venir en conservadores, como refrigeracién'
o glicerina al 50% que son los recursos mis utilizados.

La refrigeracitn posee el inconveniente de que no en todos los -
lugares es facil obtener el material necesario para enviar las -
muestras en estas condiciones, o a pesar de contar con las cajas
de unisel y el hielo para enviarlas, el retraso en el transporte
puede causar problemas que impiden que las muestras 1leguen con-
ripidez a los laboratorios de diagn6stico. (11).

La glicerina al 50% es el producto m&s conocido y mis sencillo -
para conservar el virus rébico, pero tiene como inconveniente la
infiltractén en el tejido que dificulta la preparacibn de impre-
siones satisfactorias en los portaobjetos, e impiden 1a fécil --
lectura de los casos al aumentar la fluorescencia inespecifica -
(6,11). Esto constituye un gran problema para el técnico que tra
baja en el diagnstico de rabia, se ve en 1a necesidad de repor-
tar casos sin un diagn6stico, o en caso de no ser responsable -~
dar diagndsticos negativos de poca confiabilidad. En trabajos
realizados con anterioridad se ha demostrado que los encéfalos -
con o sin preservativo van graduaimente perdiendo su utilidad co
mo muestra pars la técnica de A.F. Vester y Lewis, 1974, en encg
falos de ratones infectados con virus rébico y dejados a tempera
tura ambfente observaron que a partir del 5“dfa eran negativos a
rabia por 1a técnica de Anticuerpos Fluorescentes (A.F.) (12), -
posteriormente Yilla y Cols. en 1975 utilizando encéfalos de ca-

sus de rabfa en caninos que enfermaron naturalmente, observaron-




.que al preservar las muestras en glicerina y refrigerarias a 2 y.
7°C, a partir del 3er dia se reducfa la utilidad de la muestra -
para el diagnbstico por I.F. mientras que cuando utilizaron el -
téjido fresco mantenido a temperatura ambiente (18 a 22°C) a par
tir del 4°dfa la muégtra resultaba inadecuada para la técnica de
los A.F. (13). Estos antecedentes demuestran claramente que la -
preservacidnfde los encéfalos es un factor de gran importancia -
en el diagnfstico de rabia, pues debido a la mala preservacifn -
de las muestras se corre elyriezgo de obtener un diagnbstico --
equivocado.
Por este motivo se considerd importante 1a evaluacidn de algunos-
compuestos qufmicos utilizados como preservativos de alimentos -
0 medicamentos que pudieran servir como conservadores del tejido
nervioso y que permitieran mantener este tejido Gtil por un ma-~
yor tiempo para poder hacer las pruebas de diagnbstico por la .
técnica de A.F. y por la inoculacibn en ratones.
Los compuestos utilizados fueron el Benzoato de sodio, el pro--
pil paraben y el Metil paraben cuyas propiedades fisicoquimicas~
son ‘las sigufentes:
a) Benzoato de sodio-sodibenzoa, Bensocium Nutrium. CgH.CO,
Su peso molecular es de 114.1, su composicibn es de C3,50% -
Na 16 96%, 022, 21% (9).
Es un polvo blanco, amorfo, granular y generalmente inodoro -
con una sensacibn astringente (9).
Tiene propiedades antibacterianas y fungicidas. [n concentra-

ciones del 0,1% es usado como preservativo en lugar del 4cido --




benzdico porque tiene gran solubilidad en agua, sin embargo es
efectivo en preparaciones con un pH de 5 6 de menos, es usado
en solucidn como inhibidor de efectos corrosivos en tnstrumen-
tos quirurgicos,fue empleado ﬁnterionnente como anttseptico u-
rinario en disfunciones hepéticas, También es usado como presé
rvativo especialmente de productos alimenticios,el benzeato de
sodio como preservativo es mejor en medio de acfdez 1igera en-

medfos alcalinos es cas{i nulo su efecto (3.,9,10),

E1 Benzoato de Sodio tiene un costo de $150.00 Kg,pero }as --
concentraciones al que es usado 1o reducen a un costo minimo.

b) Metil Paraben,Meti) hidroxibenzoa;Met1l Parahidroxibenzoa,Me

ti11s hidroxibenzoa,Metilis paraoxibenzoa,Metagin,Nipagin N.
CgHgOy.  Su peso molecular es de 152.1, su composictdn C 63.°
15%.0’31.55%. alcohol etflico 21.06,8cido de hidroxido 90.78
Es un polvo blanco cristalino cas{ inodoro de sabor insipi--
dd ppovwcando una ligera sensaci6n de quemadura.

En concentraciones del .2% es usado en alimentos,pero 1a sen
sacifn de quemadura en la boca puede ser una desventaja.Tam-
bieh es usado en medicamentos sobre todo en soluciones .

E) Metil Paraben tiene un costo de $,1235.00 Kg pero las con
centraciones que se usan en la industria famacéutica y ali-
mentos 1o reducen a un costo minimo.

c) E1 Propil Paraben,Acido p-hidroxibenzoa,propil hidroxibenzos

propiles parabenzoas,propagén. 610“1103'

Su peso molecular es de 180.2, sy composicibn es C 66.65%,:H .

6.7%,0 26.64%,alcobbl propilico 33.55%,4cido hidroxibenzoico.
76.634 ( 9

jp—




Es un polvo blanco cristalino e insipido e inodoro.

En profilaxis y tratamiento de infecciones por hongos asf como -
preservativo en algunas preparaciones farmacefiticas, (2.3,8,10)1
E1 Propil Paraben tiene un costo de $ 1235.00 Kg pero las cbnceg
traciones usadas en la industria farmacéutica lo reducen a un -

costo minimo.



0BJETIVDO

El objetivo del presente trabajo es evaluar la
utilidad del Benzoato de sodfo, del metil para
ben y del propil paraben al emplearlos compara
tivamente con la glicerina comn conservadores-
de encéfalos destinados para el diagndstico de
rabia por la técnica de los anticuerpos fluo--

rescentes o por la fnoculacibn en ratdn.
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MATERIAL Y METODO.

Se utiliz6 una cepa de virus rdbico estandarizado (C.V.S.) la cual
se titul6 en ratones albinos suizos por via I.C. con 0.03 ml la -
cual se calculé de acuerdo al método de Reed & Muench,
Con dicha cepa se inocularon 600 ratones albinos suizos adultos,
I.M. con 0.} ml (39,810 dosis infectantes x DL 50% IC en ratones
de 21~dfas) de‘la dilucifn 10'2‘6. Estos animales fueron sacrifi-
cados'cbh eter al observarse los primeros signos nerviosos, pelo
erizado y par§lisis. Posteriormente se extrajeron 500 encéfalos y
fueron-divididos en 5 grupos de 100 enc&falos cada uno, cdrrespog
diendo dos a grupos controles; uno dejado a temperatura ambiente
'y otro conservado en glicerina, los J restantes a cada uno de los
conservadores utilizados. Los conservadores se prepararon con di-
lucibn salina bufferada a una concentracién de 8.5 y con un pH de
1.2, se pusieron 100 encéfalos en frascos con cada uno de los con
servadores,

CUADRO 1

CONSERVADORES UTILIZADNS EN LOS DIFERENTES LOTES DE EN-
CEFALOS DE RATON

LOTE A - Temperatura ambiente a 22 € (control)

LOTE B - Glicerina 50% a temperatura amb, 22 C (control)

LOTE C - Propil Paraben ,05% a temperatura ambiente 27 ¢

LOTE D - Met{l Paraben ,02% a temperatura ambiente 22 C

LOTE £ - Benzoato de sodfo 0,6% a temperatura ambiente 22 (

Cada 24 hrs se obtuvieron 5'encéfalos de cada uno de los conserva
dores, estos eran sometidos al diagnbstico de rabia de acuerdo a

la técnica de los anticuerpos fluorescentes: Se realizaron impre
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siones dobles en portaobjetos y se fijaron en acetona durante 20-
minutos, se secaron a temperatura ambiente, se delimitaron las im
presiones y se les agregf una gota de suspensidn de cerebro nor--
mal (S.C.N.) al 20% m&s conjugado. En la 2% impresi6n se puso una
gota de suspensi6n de cerebro infectado (C.V.S.) al 20% mds conju
gado, se incubaron las muestras a 37 C durante 30 minutos en cdma
ra himeda y se lavaron varias veces las laminillas con solucibn -
buffer con pH de 7.2

La lectura se hizo en un microscopio Richter con condensador de -
campo oscuro y l&mpara de haldgeno. Se consider§ como positivos -
aquellos que presentaban una fluorescencia clara, brillante y fé-
cil de interpretar y como negativo aquellos casos francamente ne-
gativos o que presentaran dificultad diagnfstica.

También cada 24 hrs se tomaron 4 encéfalos de ratén de cada uno -
de los & grupos con el fin de observar 1a viabilidad del virus, -
Para esto se maceraron los encéfalos y se les agregl una solucifn
albGmina bovina fosfatada (BAPS) haciendo una suspensifn al 20% la
cual se centrifugl a 1000 r.p.m. durante 5 minutos y se obtuvo el
spbrenadante que fue inoculado en ratones de 21 dfas por via 1.C,
con .03‘m1 se mantuvieron en observacifn hasta que murieran, se
les extrajo el encéfalo para ser sometidos a la técnics de Jos -
A.F., los ratones que no murieron solo se dejaron en observacidn
21 dfas y se sacrificaron para ser desachados (b).

Cada 24 hrs se observd también la conservacién de los encéfalos -

1o cual se paso en ta forma, el color y el olor de los encéfalos,
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CUADRO_2

Titulacidn del C.V.S. por el método de Reed-Muench (6)
Inoculacién intraceretral 0.03 ml. Ratbn de 21 dias.

DILUCION VIVOS MUERTIOS T.VIVOS T.MUERTOS  NC 3
1« 0 7 0 48 48 100
2 0 8 0 ¥ ooul 100
3 0 8 0 33 33 100
4 0 8 0 25 25 100

0 8 0 17 17 100
6 3 5 3 9 12 75
3 8 y 12 33
8 0 1 1 10
D.L. = 50-33= 17 = .4
s w
DM, = 70- M = 6.6 Dheo® 6.6 = 1070 %% 03 m

‘50%

tén de 21 dias,
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RESULLTADOS.

En los cuadros 3,4,5 y en las figuras 1,2,3,4,5,6,7, y 8 podemos
observar los resultados obtenidos con los difereﬁtes conservado--
res.

En el cuadro 3, se observa claramente cuantos encéfalos son posi-
tivos de los encéfalos estudfados y hasta cuando se considera que
es un buen conservador para la técnica de los anffcuerpos fluores
centes.

En'!a_figura + Se cbserva hasta que dfa se presentan el 100% de-
encéfalos estudfados positivos a la técnica de los Q.F.

En.el cuadro 4, se observa cuantos ratones se enferman de rabia -
después de haber sido inoculedos con encéfales dejados en los di-
ferentes conservadores y cuando empiezan a morir los ratones por-
contaminacién bacteriana.

En Ya figurs 2, se obserya hasta cuando los encéfalos dejados en-
temperatura ambiente y los dejados en conservadores son capaces -
de conservar la viabilidad de} virus.

En Yas figuras 3,4,5,6 y 7, se observa un estudio comparativo de- |

1a técnicg de A.F. y de 1a prueba biolfgica en cada uno de Jos -~
grupos, en la cual vemos como empieza a caer la efectividad de --
10s conservadores,

En ] cuadrg 5, se observa hasta cuando se presenta una buena con
servacifn del encéfalo basandonos en los cambios de consistencia-
olor y color, marcando cuando realmente pferde forma el encéfalo-

y nos diffculta el manejo para poder hacer las dos pruebas mencto
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nadas con anterioridad.
En la figura 8, se observa hasta que dia se presenta la consis--

tencia de los encéfalos dejados en cada conservador.



ENCEFALOS DEJADOS A TEMPERATURA AMBIENTE Y EN CONSERVADORES.

CUADRD 3

Enckfalo Positivo/ No. de Estudiados.

DIAS
1 2 3 I 5 6 7 8 9 10 1 12 1
TEMPERATURA  + + ¥ +
AMBIENTE §/5 6/5 5/5 5/5 _5/6 1/5 0[5 '
" B + + + + + +
GLICERINA  6/5  o/5 /5 5/5 §/5 5/5 /5 /s 3/5  0fs
PROPIL 4 + + + * +
PARABEN 5/5 _ 5/5 /5 5/5 /5 5/5 /5  0/5
:-fErIL‘ + + + + + + + + + +
PARABEN /6 5/5 5/5 /5 &/5 §/5 5/5 5/65  &/6 5/5 3/5 0/%
= !
BENZOATO + + + + + + + + + + + +
DE S)DI0 6/5 5/6  8/5 8/5 5/5 5/5  8/6  &/5  5/5 5/5 §/5 u/5 3/6

Ultimo dia en que todos los encéfalos trabajados se mantuvieron positivos a la Thenjca de Anti-

arpos 'lemtes.

upe Control.

- b -
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FIGURA'1

DIA EN QUE CADA CONSERVADOR RESULTO POSITIVO A LA
TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA
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La valoracién se hizo hasta el dfa en que todos los encé
falos (6) trabajados se mantenfan positivos a la tecnica

de los Anticuerpos Fluorescentes,



ENCEFALOS DEJADOS A TEMPERATURA AMBIENTE Y EN
Ratones inoculados para ver la viabilidad del virus rébico (Prueba

‘Ambiente
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nes por posible contaminacién bacteriana,
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FIGURA 2

- DIA EN QUE CADA CONSERVADOR RESULTO POSITIVO A LA
PRUEBA BIOLOGICA

Propil Paraben
Bemzoato de Sodic
Metil Paraben

Elicerina

CONSERYADOR

La valoracifn se hizo cuando 1 raton de 4 inocula-

esultera con signos de rabia.




FIGURA.'3

LOTE A.-Estudio comparativo de la técnica de Jos Anticuerpos Fluorescen
tes y de la Prueba BioJogica de encéfalos mantenidos sin conser-

vador a Temperatura Ambiente.
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FIGURA 4

LOTE B.-Estudio comparativo de 1a técnica de los Anticuerpos Fluorescentes
y de 1a Prueba Biologiga de encéfalos infectados mantenidos en G1§

cerina 50% a temperatura ambiente.
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FIGURA 5
LOTE C.-Estudio comparativo de la tecnica de los Anticuerpos Fluorescen
tes y de la Prueba Biologica de encéfalos infectados mantenidos

en Propil Paraben a temperatura ambiente.
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FIGURA 6
LOTE D.-Estudio comparativo de la técnica de Anticyerpos Fluorescen

tes y de la Prueba Biologica de encéfalos ihfectados mantead.

nidos en Metil Paraben a temperatura ambiente.
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FIGURA 7
1
LOTE E.-Estudio comparativo de 1a técnica de Anticuerpos Fl uorescen
tes y de 1a Prueba Biologica de enc&falos infectados mante-

nidos en Benzoato de Sodio a temperatura ambiente.
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CUADRO 5

CONSERVACION DEL ORGANO

DIA 1 2 3 4w 5 86 7 8 9 10 11 12

13

14

15

16

LY
TIMPERATURA
AMBIENTE -

'
GLICERINA o e —————————

METHL, e e o e e S 1 i B e e
PARA FEN

BNZOAO o P
DE DI

Pierde forma el tejido encel&lico,

i

Grupo Control,

N
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FIGURA 8

Dia hasta que permanece bien la consistencia

del organo.

2
— 5 | 2
g ; £ 8
,3‘3 & & S
Els |5 | 8

£ 4
& £ # 5

CONSERVADOR

La valoracifin se hizo tomando encuenta 18 consis-

tencia, olor, color y aspecto general del encéfalo.
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DISCUSION.

Para el diagn6stico de rabia, en Tos laboratorios se reciben des-
de animales completos o en su defecto cabezas completas, encéfa--
los y gléndulas salivales, los métodos de preservacibn usados son
la refrigeracidn o en el caso de los enc&falos 1a glicerina al --
50% a temperatura ambiente o en refrigeracin. Ocasionalmente se-
utiliza la congelacitn del tejido.

Con mucha frecuencia se reciben encéfalos de animales que 1legan-
en decomposicidn o en condiciones que no permiten un diagnbstico-
confiable, en casos excepcionales no obstante estar el tejido en
descomposicibn es fgctible ver la positividad del caso por el mé-
todo de los A.F. (7,10),

En el presente trabajo se evaluaron los métodos que se utilizan -
con mayor frecuencia‘que es el de enviar los 6rganos a tenpératu-
ra ambiente y en glicerina 50%, ademis de otros compuestos como :
el Benzoato de sodio, Metil paraben y propil paraben.

Se tomaron en cuenta l1os Grganos como muestras dtiles para el --
diagnéstico de rabia cuando el 100% de las muestras (5 por conser
va&or) eran positivas a la técnica de los A.F.

En los encéfalos mantenidos a temperatura ambiente para e} 6°dfa-
unicamente 1 de 5 encéfalos resulté positivo y a partir de ese mo
mento $e redujo la utilidad de 1a muestra, para esa fecha el mate
rial encéfalico se encontraba en total estado de descomposicibn,-
1a cual se infcib desde las 24 hrs. esto demuesira que ocasional-

Mmente nuasstras de encéfalos en estado de descompasicién pueden --
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.presentar positividad para la técnica de anticuerpos fluorescen-
tes (7,10).

La viabilidad del virus rébico permanece hasta el 2°dfa, poste--
riormente mueren los ratones antes de las 24 hrs. posinoculacifn
debido con toda seguridad al estado de los encéfalos ya que des-
pués de 24 hrs. los encéfalos empiezan a sufrir cambios en su --
consistencia olor y color y por 1a contaminaci6n bacteriana, es-
to no implica que el cerebro deje de ser infectante,

Seglin el trabajo realizado por Vester y Lewis, se observa que --
1os encéfaios a temperatura ambiente son positivos a 1a prueba -
de A.F. hasta el 5°, 6°, y 14°dfa con 3 cepas rébicas, esta dife
rencia con nuestro trabajo pudo deberse a que dichos investigado
res.utilizaron encéfa]os de rat6n inoculados por vfa intracere--
bral y con seguridad los tftulos Bel‘v1rus en los encéfalos fue-
ron mayores. (12) 8 los utilizados en el presente trabajo, ya «-

que se utiliza una cepa con un titulo de !0'6‘6

y que produce la
enfermedad en 90% de animales inoculados.Nuestros resultados con
cuerdan con los obtenidos por Villa Sandoval, quién trabajé con-
encéfalos de caninos y detectd positividad hasta el 3er. dfa (13).
Sin embargo los 2 dias de diferencia obtenidos en nmiestro traba-
jo pudieron deberse al uso de un virus fijo C.V.S, que di6 un ma
yor titulo en encéfalos y haber trabajado en condiciones contro-
ladas de leboratorfo.

{a glicerina 50% facilita el mantenimiento del tejido encéfalico

¥y por tanto deberfa ser de més utilidad diagnbstics sin embargo-
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gomo se puede observar en los resultados (cuadro 2 y gréfica 1) ¢
para el 8° dfa tenemos el 80% de positivos por 1o que se conside
ro hasta el 7°dfa en donde se tuvo el 100% de positivos en l1a --
prueba de A.F.

Villa Sandoval observd positividad en el 100% de las muestras --
unicamente hasta el 2° dfa y a partir del 3er dfa se fue reduci-
endo gradualmente el nlimero de muestras positivas. Debido al tf-
tulo del virus rébico en encéfalos en los diferentes casos de ra
bia en perros.

Al utilizar la glicerina observamos cambios fisicos a partir del
11°dfa, sin embargo estos no afectaron 1a viabilidad del virus.
Con el prOpiJUbaraben hasté el 6°dfa observamos positividad ade-
cuada, a partir de este momento se pierde 1a utilidad de 1a mues
tra.

En cuanto a la viabilidad el virus puede detectarse hasta el 7°-
dfa posteriormente los ratones utilizados para la prueba 8101691
ca comfenzan a morir, evitando 1a posibilidad de cuntinuar aisla
do e) virus, con este preservativo los encéfalos comenzaron a --
per&er su estructura y cambios fisicos a partir del 4°dfa,

Con el Metil Paraben obtuvimos mejores resultados puesto que los
encéfalos permanecieron (tiles a8 la prueba de los Anticuerpos --
fluorescentes hasta el 10°dfa.

En relacién a la prueba de viabilidad fue factible aislar el vi-
rus r&bico hasta el 15°d1a, dato que nos permite considerar al -

Metil Paraben como un excelente conservador del virus rlbfco en-
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encéfalos y una posible alternativa para la conservacidn de encé
falos destinados a 1a prueba biolbgica. Los cambios fisicos de -
Tos encéfalos mantenidos eﬁ Metil Paraben se iniciaron a partir-
del 9°dfa, sin embargo estos no interfirieron en la técnica de -
los A.F. ni en la conservacitn de 1a viabilidad del virus.

E1 Benzoato de sodio proporciona los mejores resultados como con
sgrvédbr de tejido para la técnica de los A.f.,en.donde Ta Inmu=-
nofldoreécenéia se observa mqs clara y mis brillante que con los
otros conservadores, este fue Gtil hasta el 11°dfa y como conser
vador de 1a viabilidad del virus rébico hasta el 14°dfa, al igu-
al que el Metil Pargben. Tos encéfalos comenzaron a perder su es
tructura a partir dgl 9°dfa sin embargo esto tampoco afecto la -
técnica de los A.F. y la de 1a viabilidad del virus,

Los gonservadorés utilizados no ﬁrodujeron toxicidad aparentemen
te en los ratones iroculados para la pruebp Biolégica, ya que no

hubo ningdn signo sigestivo de intoxicacibn.
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CONCLUSIONES.

ll"‘

5»"‘

6: e

los encéfalos mantenidos a temperatura ambiente pueden sep -
itiles para el diagndstico de rahia por la técnica de los An
ticuerpos Fluorescentes, hasta el 6°dia no obstante presentar

diferentes grados de descanposicién,

Cuando los enféfalos se mantienen a temperatura ambiente es
factible aislar el virus rébico durante las primeras 48 hrs.

La glicerina al 50% permite el mantenimiento de los encéfa--
los de ratén infegtados con virus réhico tiles para la téc-
nica de los A.F. hasta el 7°dia y mantiene viable el virug-

hasta el 11°dia.

El propil paraben preserva los encéfalos de ratén infectados
oon virus Mabico hasta el 6°dia Gtiles para la tfonica de --

los A,F. y mantiene viable el virus ndbico hasta el 7°dfa,

El Metil paraben preserva la utilidad de los encéfalos de ra
tén infectados con virus rdbico hasta el 10°dfa, Gtil para -
la téenica de los A.F. y mantiene viable el virus pr mis -
de 15 dias,

El Benzoato de aodio conserva adecuadamente los encéfalos de
ratén infectado para la técnica de los A1, hasta el 11°d{a-

v mantiene viable el virus hasta el I¢dia.
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(4]
7.~ E1 Metil Paraben y Benzoato de sodio constituyen una alterna-

tiva para la preservaci6n de los encéfalos para el diagnbsti-

oo de rabia para la técnica de los A.F.

8.~ La glicerina 50% y el Metil paraben constituyen una alternati
va para la preservacién de la viabilidad del virus rébico.

- la glicerina 50% resultS ser el mejor conservador de la estxuc
tura de encéfalos de ratén,
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RECOMINDACIONES.

1.~ Cuando se reciban muestras encéfalicas para diagndstico de ra
bia que hayan sido mantenidas a temperatura ambiente y tengan
més de 24 hrs. de obtenidas deberd considerarse la probahili-
dad de que dé un resultado negativo debido a la répidez en --
que se presentan los cambios fisicos, quimicos o de otra indo
le que impidan que pueda detectarse con facilidad 1a veaccifn
Ag-Ac por el método de los A.F.

2.- Es conveniente investigar la causa por la cual con el tiempo-
se, va perdiendo 1a facilidad para detectar la reaccibn antige
no anticuerpo (método de los A.F,) tamando en consideracibn -

canbios de autolisis y contaminacibn bacteriana,

.~ Es de suma importancia correr juntas la prueba de A.F, y la -
muéba biolbgica (inoculacibn en ratén) ya que nos dan resul-
tados variables pues la contaminacibn y la autolisis de los -
6rganos impide a veces que se lleve a calo la reaceibn Antige

' ni-Anticuerpo para poder observar la inmunoflucrescencia por-
la técnica de los ALY,

4.~ Se recanienda experimentar mis solwe el tema tratado utilizan
do los migmos conservadres pero oon cerelros que [rovengan -
de animales enfermos naturalmente oon una cepa de calle para-
ver lag posibles variaciones y asi poder recomendar abierta--

mente estos conservalores,
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