METODO PARA ACELERAR LA TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA
PARA EL DIAGNOSTICO DE LA RABIA!

Oscar P. Larghi? y Edwin Jiménez Ch.3

Se describe una modificacion de la técnica de inmunofluo-
rescencia para el diagnostico de la rabia que acorta el tiempo
de realizacion de la prueba a 45 minutos aproximadamente. La
modificacidn consiste en eliminar la fijacion en acetona y en
tefiir las impresiones con conjugado durante 10 minutos a
temperatura ambiente.

Introduccion

La prueba de anticuerpos fluorescentes
(AF) es sensible y especifica para el diagnostico
de la rabia (I4). El {inico inconveniente que
tiene cuando se la compara con el método de
Sellers es el tiempo requerido para su reali-
zacion.

Se han usado distintos fijadores, diferentes
tiempos de fijacion y combinaciones de diver-
sas temperaturas con tiempos de incubaci6n (4,
6-8, 11, 17). Sin embargo, el método aceptado
como estandar de AF requiere: secado al aire
durante 30 minutos, 4 horas de fijacién en
acetona y 30 minutos de incubacién de la
reaccion conjugado-impresién (8), lo que signi-
fica una demora total de 5-1/2 horas.

Se conocen otros antigenos para los que no
se necesita fijacién para la prueba de AF (2, 3,
16) y, por otra parte, se ha demostrado que la
combinacién de las reacciones antigeno-
anticuerpos no demora més que unos pocos
segundos (13). Por lo tanto, se consider de
interés tratar de aplicar estos principios a la
prueba de AF para la rabia, a fin de acelerar el
proceso de la diagnosis de laboratorio.

En este estudio se compararon los resul-
tados obtenidos variando los programas de
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fijacion e incubacion, con los obtenidos con la
técnica estindar de Goldwasser, Kissling y
Carski (8) y con la prueba de inoculacién en
ratones {10).

Materiales y métodos

Muestras de cerebros

Estas muestras se obtuvieron de cabezas
recibidas en este laboratorio para diagnéstico
de la rabia, de acuerdo con la técnica descrita
por Tierkel (18).

Se obtuvieron 246 muestras de cerebro de
195 perros, 41 gatos, 4 ratones de laboratorio,
2 humanos y 1 de bovino, cabra, mono y
conejo, respectivamente, que se usaron para
estudiar el efecto de la alteracion del método
de fijacién en la prueba de AF para la rabia.

Se usaron 161 muestras de cerebros prove-
nientes de 128 perros, 28 gatos, 2 ratones de
laboratorio y 1 de bovino, cabra y conejo,
respectivamente, para estudiar el efecto de la
variacion de los periodos de incubacién en la
prueba de AF.

Pruebq de AF

Se prepard un conjugado de acuerdo con la
técnica de Lennette ef al. (11), con un titulo
de 1:80. Se empled la técnica estdndar de AF
descrita por Goldwasser et al (8), y los
resultados se compararon con los obtenidos

empleando las siguientes modificaciones a este
método:
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2) Método de fijacién. Con el cuerno de Ammodn
de cada cerebro se prepararon dos portaobjetos con
dos impresiones cada uno, los que se dejaron secar al
aire. Un portaobjeto se dejd sin fijar mientras que el
otro se fijo en acetona a -20°C, durante 4 horas, tal
como lo recomendaron Goldwasser et al. {§). Poste-
riormente, ambos portaobjetos se tifieron usando la
técnica estindar de tincién, durante 30 minutos a
37°C.

b) Método de incubacibén. Se obtuvieron dos pares
de impresiones de cada cerebro en la misma forma
descrita en a), las que se mantuvieron sin fijar. Uno de
los portaobjetos fue tefiido con conjugado empleando
1a técnica estidndar de tincién y el otro con el método
ripido de tincidn, a temperatura ambiente (22-25°C)
durante 10 minutos.

Los portaobjetos tefiidos se enjuagaron
como de costumbre, se montaron y se identi-
ficaron por codigo, de manera que la persona
que los observo al microscopio no conocia ni
su origen, ni los métodos de fijacidn o tincién
usados.

La intensidad de la tincién especifica asi
como la cantidad de antigeno presente en las
impresiones positivas se clasificaron en una
escala de 1 a 4. Se empleé un microscopio
monocular Leitz, modelo SM, provisto con una
ldmpara HBO 200, filtros excitadores UG1 de 2
mm y BG 38 de 4mm y filtro barrera K430.

Prueba de inoculacion de ratones

Se prepararon suspensiones de cada cerebro
tal como lo describié Koprowski {10), las que
fueron inoculadas intracerebralmente en 10
ratones de 3 a 4 semanas. En una ocasion se
usaron ratones lactantes.

Resultados

Método de fijacion

Se encontré una correspondencia completa
entre las pruebas de inoculacién en ratones y
AF, tanto con las impresiones fijadas como con
las sin fijar, en 245 muestras de cerebros de las
246 usadas en esta parte del estudio; ciento
cinco cerebros fueron positivos y 140 negativos
(cuadro 1). El cerebro restante fue negativo por
inoculacion en ratones adultos y por la prueba
de AF con la impresién fijada en acetona,

CUADRO 1-Comparacion de los resultados para
AF de rabia obtenidos con impresiones sin fijar y
fijadas con acetona.?

Sin fijar Total
2 =
Fijadasb + 105 0 105
1¢ 140 141
Total - 106 140 246

2 Teiiidas a 37°C durante 30 minutos.

b Acetona a -20°C, 4 horas.

¢ Negativo por inoculacién en ratones adul-
tos; positivo por inoculacion de ratones lac-
tantes.

mientras que esta Ultima prueba realizada con
la impresion sin fijar fue positiva. La suspen-
sibn de este cerebro fue inoculada en 10
ratones lactantes, dos de los cuales murieron de
rabia posteriormente. La prueba de AF reali-
zada en los cerebros de estos dos animales fue
positiva.

Se encontro tanto o mds antigeno demostra-
ble por AF en las impresiones sin fijar que en
las fijadas por acetona en todos los casos
positivos, excepto en dos.

Método de incubacién

De las 161 muestras usadas en esta parte del
estudio, 73 fueron positivas y 88 negativas
tanto para ambos métodos de AF (cuadro 2)
como para la inoculacion de ratones.

La intensidad de la fluorescencia y la
cantidad de antigeno detectado con el método
rapido fueron algo menor que con el método

CUADRO 2-Comparacion de los resultados para
rabia obtenidos con dos métodos de incubacidn de la
prueba de AF.2

Temperatura ambiente, Total

10 minutos
X il
37°C + 73 0 73
30 minutos — 0 88 88
Total 73 88 161

3mpresiones sin fijar.
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estdndar de tincion, en 40 % de las impresiones
positivas.

Discusién

Se describe un método para reducir el
tiempo de realizacion de la prueba de AF para
rabia. Se encontrd que impresiones de cerebro
sin fijar, podian ser teflidas con conjugado
antirrdbico a temperatura ambiente durante 10
minutos, obteniendo la misma sensibilidad y
especificidad que con las pruebas de AF es-
tindar y de inoculacion en ratones.

En general se observé més antigeno en las
impresiones sin fijar que en las fijadas. Ademds,
en un caso se obtuvo resultado positivo con la
impresion sin fijar mientras que la fijada fue
negativa. La especificidad de aquel resultado se
demostr6 inoculando la suspension de cerebro
en ratones lactantes, de los que se sabe que son
mds sensibles al virus rabico que los adultos (7,
15). No se sabe la razén por la cual se encontrd
menos antigeno en las impresiones fijadas, pero
se estima que podria deberse a que la acetona
altera de algin modo el antigeno rabico.

En algunos casos se observd menos antigeno
y menor intensidad de fluorescencia en las
impresiones positivas tefiidas a temperatura
ambiente durante 10 minutos que en las
tefiidas a 37°C durante 30 minutos. A pesar de
que esa menor intensidad podria ocasionar un
diagnéstico erréneo, nunca se tuvo problemas
para diferenciar las muestras positivas de las
negativas. No se ha hecho un estudio de
cinética de la reaccidn antigeno-anticuerpo
para rabia, pero aqui podria presentarse una
situacion similar a la encontrada por Meyer y
Heidelberger (13) para polisaciridos de pneu-
mococos. En el estudio de esos autores, el 95%
de la reaccion se completd en 3 segundos
mientras que el resto ‘“‘se realizé a velocidad
que decrecia progresivamente”.

Fischman y Ward (5) han encontrado virus
rabico infectante en impresiones fijadas con
acetona; teniendo en cuenta que el de rabia es

un virus sensible a los solventes orgdnicos {9),
es mds probable que aquello ocurra en impre-
siones sin fijar, que en impresiones fijadas con
acetona. Si se desea, este problema podria
obviarse exponiendo las impresiones a la luz
ultravioleta antes de tefiirlas y mientras se estdn
secando, tal como lo describieron Lépine y
Gamet (12).

El uso de la técnica descrita en este trabajo
permitiria al laboratorio de diagnosis informar
los resultados mds rdpidamente, ayudando asi
al médico que debe aplicar tratamiento an-
tirrdbico a las personas mordidas.

Resumen

El tiempo necesario para realizar la técnica
de inmunofluorescencia para rabia se acortd
eliminando la fijacién de la impresién de
cerebro en acetona e incubando la reaccién
conjugado-impresién a temperatura ambiente
durante s6lo 10 minutos. La eliminacién de la
fijacion preliminar en acetona no tuvo ningin
efecto en la diagnosis de impresiones de 246
cerebros por inmunofluorescencia, entre los
que se encontraron 106 positivos.

Se encontrd que tanto la tincion a 37°C
durante 30 minutos como a temperatura am-
biente durante 10 minutos eran igualmente
efectivas en el examen de impresiones obteni-
das de 161 muestras de cerebro. El procedi-
miento asi modificado, acorta el tiempo nece-
sario para hacer el diagndstico de la rabia por
inmunofluorescencia de aproximadamente
5-1/2 horas a 45 minutos.]
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Method for accelerating the fluorescent antibody test
for rabies diagnosis (Summary)

The time required to perform the immuno-
fluorescent antibody test for rabies was
reduced by eliminating acetone fixation of the
brain impressions and by incubating the
conjugate-impression reaction at room tem-
perature for only 10 minutes. Elimination of
the preliminary acetone fixation had no effect
on the diagnosis on impression smears from
246 mammalian brains by immuno-

fluorescence. Staining, at 37°C for 30 minutes
or at room temperature for 10 minutes were
found to be equally effective in the exami-
nation of impression smears from 161 brain
samples. The procedure, as modified, shortens
the time required for the diagnosis of rabies by
immunofluorescence from about 5-1/2 hours
to approximately 45 minutes.
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Método nara
ietodo para

1i ¥
para o diagnostico da raiva (Resumo)

Foi encurtado o tempo necessario para
realizar a técnica de imuno-fluorescéncia para o
diagnoéstico da raiva eliminando a fixacao da
impressao de cérebro em acetona e incubando a
reagao conjugado-impressao 4 temperatura
ambiente durante 10 minutos. A eliminagao da
fixagao preliminar em acetona nao teve efeito
algum no diagnoésiico de impressdes de 246
cérebros por imuno-fluorescéncia, entre os quais

acelerar a téeni

a de imino-fluo

egcéneia
de 1munag-1 escencia

se acharam 106 positivos.

Verificou-se, também, que tanto a tingao a
37°C durante 30 minutos como 4 temperatura
ambiente durante 10 minutos eram igualmente
efetivas nos exames de impressdes obtidas de
161 amostras de cérebros. O procedimento
assim modificado encurta de 5-1/2 horas para
45 minutos o tempo necessario para fazer o
diagnostico da raiva por imuno-fluorescéncia.

Méthode visant a accélérer la technique de I'immunofluorescence
dans le diagnostic de la rage (Résumé)

On diminue le temps nécessaire pour diag-

nostiquer la rage par la technique de ’immuno-
fluorescence en &liminant la fixation 3 1’acétone

LAUQrescendce en £iamnan L ad dlaatloll QlCLOIIC

de I’impression du cerveau et en laissant incuber
a4 température ambiente pendant 10 minutes
seulement la réaction conjuguée avec I'im-
pression. L’élimination de la fixation prélimi-
naire 4 ’acétone n’a jamais affecté le diagnostic
relatif 4 246 cerveaux impressionnés par
'immunofluorescence, dont 106 donnaient une

réaction positive.
Il se trouve qu’aussi bien le maintien a 37°C

npndunf 30 minutes que ppnrl,\nf 10 minutes 3

1a température ambiente ont été tout aussi
efficaces pour I’examen d’impressions obtenus
sur 161 échantillons de cerveaux. Le procédé
ainsi modifié raméne de 5h-1/2 3 45 minutes le
temps nécessaire pour diagnostiquer la rage par
Pimmunofluorescence.
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