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Se ha informado de que las téenicas de
anticuerpos flourescentes pueden utilizarse
para colorear antigenos de virus de la calle y
de virus fijo en los cerebros de ratones infec-
tados experimentalmente (1). Se indicé tam-
bién que las mismas téenicas podian utili-
zarse para descubrir antigenos de rabia en
las glindulas salivales de animales infecta-
dos. Son evidentes las ventajas de estos pro-
cedimientos, si resultan dignos de confianza
en grado suficiente para decidir sobre la va-
cunacion consecutiva a la exposicién a ani-
males sospechosos de rabia.

El presente informe amplia el informe pre-
liminar relativo a la coloracién de antigenos
de virus en las gldndulas salivales de ani-
males rabiosos y presenta los resultados de
un estudio de campo en tejidos presentados
para el diagnéstico de rabia en el estado de
Alabama, durante un periodo de cinco meses.

MATERIALES Y METODOS

Antisueros y rotulacion

Los antisueros utilizados para producir
conjugados fueron sueros antirrdbicos de
origen equino {Lederle). Estos sueros se di-
luyeron directamente en una solucién salina
isoténica a la que se afiadié estabilizador
(NaCO3/NaHCO; 0,5 M) en una proporcién
de una parte de estabilizador por 9 de suero

* Publicado en inglés en el Bulletin of the World
Health Organtzation, Vol. 20, No. 4, 1959.

1 Direccién actual: Jefe del Departamento de
Virologia y Director Cientifico Adjunto, Instituto
de Israel para Investigaciones Cientificas, Ness-
Ziona, Israel.

diluido. El total de solucién salina y de esta-
bilizador se ajusté en cada caso para obtener
una concentracion final de proteina de 2,5 %.
La mencionada mezcla se enfrié en un bafio
de hielo y se le afiadié isotiocianato de fluo-
resceina (2), proporcionado generosamente
por el Baltimore Biological Laboratory, en
forma de polvo, en una proporcién de 1 mg,.
de isotiocianato de fluoresceina por 20 mg.
de proteina. La mezcla se agité durante toda
la noche en frio, después de lo cual el conju-
gado se dializ6 a través de varios cambios de
solucién salina fria estabilizada con KH,PO,/
K,HPO, (0,01 M, pH 7,4-7,6) hasta que no
se descubrié ninguna fluorescencia en el
fluido dializante. La recuperacién de proteina
fue de 98 % aproximadamente, y la razén
fluoresceina:proteina, determinada en la
forma expuesta en otro lugar (3), oscilé entre
15 X 10~%y 18 X 1073. Los conjugados, antes
de ser utilizados, se diluyeron en una solu-
cién salina que contenia proteina al 1% y
luego fueron absorbidos, una vez con polvo
de higado de ratén y otra, con polvo de cere-
bro de ratén (4).

Suspensiones de cerebro de ratén

Se prepararon suspensiones de cerebro de
ratén normal (CRN) y de ratones infectados
con cepa 11 CVS de virus rdbico fijo (CRR).
Una parte por peso de cerebro de ratén se
homogeneizé en 4 volimenes de yema al
10% de huevos embrionados de 6 a 7 dias en
0,05 M de agua estabilizada de fosfato de
sodio, pH 7,6-7,8. Las suspensiones se cen-
trifugaron a razén de 1.000 revoluciones por
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minuto (r.p.m.) durante 10 minutos y se
recogieron los sobrenadantes y se guardaron
a la temperatura de —20°C.

Recoleccion y tratamiento de espectmenes

El material utilizado en este estudio con-
sistié en especimenes sometidos para examen
de rabia al Departamento de Sanidad del
Estado de Alabama, Oficina de Laboratorios.
En el laboratorio que recibia la muestra se
examinaron frotis de cerebro para determi-
nar la presencia de cuerpos de Negri. Se en-
viaron a Montgomery porciones de cerebro
v de glandulas salivales en glicerol, y alli se
traté de aislar el virus en el Laboratorio de
Virus del Centro de Enfermedades Transmi-
sibles y en el Laboratorio Central del Estado.

En cuanto se recibian las muestras, se tri-
turaban con alundo estéril en agua estabili-
zada para formar una suspensién al 10 %.
La suspensién se centrifugd a 1.000 r.p.m.
durante cinco minutos y el liquido sobrena-
dante de cada espécimen se inoculé en rato-
nes por via intracerebral. Las gldndulas sali-
vales de cada animal se dividieron en dos
partes. Una de ellas se traté de manera simi-
lar a los especimenes de cerebro y se inoculé
a ratones. Todos los ratones se tuvieron bajo
observacién durante 21 dias y los que murie-
ron durante este periodo fueron examinados
para determinar la presencia de cuerpos de
Negri. Sélo aquellos que mostraron las tipi-
cas inclusiones se consideraron infectados de
rabia. En los casos en que fue indicado, se
procedid a la titulacién de virus mediante la
inoculacién intracerebral de ratones con dilu-
ciones seriadas décuples de la suspensién de
gldndula salival.

La otra porcién de la glindula salival se
utilizé para preparar frotis para la coloracién
con anticuerpos fluorescentes. Se cortaron de
diversas regiones de cada glindula pequefias
porciones de tejido de un grosor de 2-3 mm.
y se enjuagaron en dos cambios de solucién
salina estabilizada durante media hora o una
hors para quitar la mayor parte del glicerol.
Después de esta operacién, se sacaron de la
solucién salina las porciones, se secaron en
papel de filtro y se extendieron sobre por-
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taobjetos de vidrio. Muchas gldndulas no
ofrecieron frotis satisfactorios al ser tratadas
de esta manera, y més tarde se observé que
si las porciones de gldndula se dejaban secar
en papel secante durante media hora o una
hora, permitian generalmente obtener frotis
de impresidn satisfactorios. En todos los
casos se hicieron frotis duplicados en cada
portaobjetos y se prepararon de dos a seis
portaobjetos de cada animal; para cada por-
taobjetos se utilizé un pedazo distinto de
tejido.
Frotis de impresion de cerebro de ratén

Se prepararon frotis de impresién de cere-
bros de ratones infectados con virus de la
calle para que sirvieran de testigo de los
desconocidos del estudio experimental. Se
sacrificaron ratones inoculados por via intra-
cerebral cuando presentaban signos definidos
de la enfermedad; se les extrajeron los cere-
bros y se prepararon frotis de impresién a
base de un corte transversal que abarcaba
los hipocampos. Se hicieron dos frotis en
cada portaobjetos. Los frotis muy ligeros
dieron los mejores resultados, y se pudo pre-
parar 50 o méds portaobjetos de una sola
seccién de cerebro de ratén. Después de la
fijacién, estos portacbjetos se guardaron a
la, temperatura de —20°C. durante varios
meses, sin que se alteraran sus cualidades de
coloracién.

Fijacion de los portaobjetos

Ya se indic6 que el método de fijacidn es
muy importante para la coloracién satisfac-
toria de los antigenos de rabia (1). Una ligera
variacién del método descrito anteriormente
dio todavia mejores resultados. Los frotis de
glandulas salivales y de cerebros de ratén se
dejaron secar a la temperatura ambiente. Se
colocaron en frascos de Coplin con acetona,
a una temperatura de —15° C. a —20°C. A
las 4 horas de fijacién, los portaobjetos se
sacaron de la acetona, se escurrieron y se
secaron sin sacarlos del congelador.

Coloracién de los portaobjetos

En este trabajo se empleé exclusivamente
el método de coloracién directa de Coons y
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Kaplan (5). Sobre cada portaobjetos se depo-
sité un frotis con el conjugado, preparado en
la forma antes descrita y diluido a razén de
1:5 en CRN, y el otro con el conjugado di-

Tiida a ragdn da 1°5 an ('RR  Para avyitar
vitar

que las dos suspensiones se mezelaran en el
portaobjetos, alrededor de cada frotis se
trazé una linea de gelatina mineral disuelta
en éter. Los portaobjetos se incubaron a la
temperatura de 37°C. durante media hora
en una cdmara himeda, se lavaron durante
10 minutos en dos cambios de solucidn salina
estabilizada, se secaron y se montaron en
glicerol estabilizado. En cada grupo de por-
taobjetos coloreados desconocidos se incluyé
otro portaobjetos con cerebro de un ratén
infectado con virus de la calle, que se preparé
en la forma antes expuesta. Cuando se pro-
cedié a la coloracién en la forma adecuada,
el frotis del cerebro de control, tratado con
conjugado diluido en CRN, mostré cuerpos
brillantemente fluorescentes (Fig. 1) y de
diversos tamaifios, desde los apenas visibles,
hasta otros cuyo didmetro era mayor de 20u
(1), mientras que los frotis tratados con el
conjugado diluido en CRR mostraron sélo la
autofluorescencia azul-gris uniforme, normal
en los tejidos no coloreados.

Microscopia

La luz que se utilizé para este trabajo fue
una ldmpara “Fluorex” de Reichert, provista
de un filtro de vidrio Corning 5840. El mi-
croscopio utilizado estaba provisto de un
objetivo de fluorita de inmersién en aceite
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de 40 X (Bausch y Lomb), abertura 1,0, sin
montura de correccién, y de un ocular de
10 X. Se utilizé como filtro ocular un filtro
de vidrio Wratten 2B o Corning 3-73. Esta

comhbinacidn de lantes nermitis la vigihilidad
COMINACIon 4 1eNnves PerimiviC ia VISioliGdQ

de particulas fluorescentes mis pequeilas
que las que se pueden ver en un objetivo de
inmersién en aceite de 97 X y permitié
también el examen de un campo del frotis
mayor.

RESULTADOS

Aspecto microscépico

En el microscopio de fluorescencia se ob-
servé considerable variacién del aspecto que
presentaban los antigenos de rabia, asi como
el material que los rodeaba. Los elementos
de tejido salival mostraron una tendencia a
dar una alta autofluorescencia, azul-gris. Por
lo comin, se observaron también diversas
cantidades de residuos amorfos dispersos
que presentaban un color tostado brillante o
una autofluorescencia blanca (Fig. 2). En
algunos casos se observaron coccus o bacte-
rias en forma de baston que, con el conjugado
utilizado, mostraron un grado de coloracién
desde débil hasta bueno. No obstante,
cuando ocurria esta coloracién, el conjugado
diluido en CRR se coloreaba de la misma
manera que el conjugado diluido en CRN,
evitando asf la confusién con los antigenos
de rabia (1). También se encontré un pe-
quefio grado de coloracién no especifica en
algunos frotis de gldndula, pero normalmente

Fie. 1.—Frotis de impresion preparado con cerebro de ratén infectado en laboratorio.
Las particulas fluorescentes verde-amarillas mayores corresponden a cuerpos de Negri. Las particu-
las fluorescentes verde-amarillas menores son también antigenos de rabia especificamente colorea-

dos. Aumento: 370 X.

Fi1c. 2.—Frotis de imprestén preparado con gldndulas salivales de perro rabioso.
Nétese la presencia de gran cantidad de material sumamente autofluorescente y de algunas par-
ticulas de antigeno de rabia especificamente coloreadas (verde-amarillo). El material gris-azulado son

residuos. Aumento: 370 X.

Fra. 3.—Frotis de impresion preparado con gldndula salival de zorro rabioso.
El antigeno de rabia aparece en forma de diminutas particulas difusamente esparcidas y colo-
readas de verde-amarillo contra un fondo de residuos azul-gris. Aumento: 370 X.

Fic. 4.—Frotis de impresion preparado con gldndula salival de vaca rabiosa.
Nétese 1a gran diversidad de tamafio de las particulas del antigeno de rabia (de color verde-ama-
rillo). También estdn presentes algunos elementos de gldndula salival, que muestran una autofluores-

cencia brillante. Aumento: 370 X.
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pudieron distinguirse de los antigenos de
rabia por la morfologia o color y la intensi-
dad de coloracién. Sin embargo, a veces fue
necesario hacer comparaciones muy minu-
ciosas de los dos frotis duplicados en el por-
taobjetos coloreado con la mezcla del con-
jugado CRN y la del conjugado CRR antes
de poder decidirse sobre la presencia de an-
tigenos de rabia. Por consiguiente, estas
comparaciones se hicieron siempre en todos
los portaobjetos en que se encontré la fluores-
cencia verde-amarilla de objetos coloreados
con fluoresceina.

La morfologia de los antigenos de rabia
varié considerablemente. En cuanto a ta-
mafio, se observaron diferencias desde pun-
tos mintsculos hasta particulas de aproxi-
madamente 6 a 8 u de didmetro (Figs. 3 y
4). La forma de las particulas mayores era
muy variada, aunque con tendencia a re-
donda con bordes suaves, y sin mostrar nin-
guna granulacién como la que se observa a
veces a consecuencia de la precipitacién de
material fluorescente procedente del conju-
gado. Con frecuencia se observaron antigenos
en forma de hebras finas orientados bastante
uniformemente en cualquier campo, lo que
indica la probabilidad de que algunas de las
particulas mayores habian sido alineadss en
el portaobjetos durante el proceso de hacer
el frotis.

Estudio experimental

Las gldndulas salivales recibidas durante
un periodo aproximado de tres meses, de
marzo a junio de 1958, se incluyeron en la
primera parte del estudio experimental. En
esta serie figuraron 121 especimenes, proce-
dentes de glandulas de 100 perros, 10 gatos,
5 zorros, 2 cerdos, 2 vacas, 1 ardilla y 1 rata.
Se prepararon dos portacbjetos de cada es-
péeimen de glandula salival antes de trans-
currir 24 horas de su llegada. Los portaobje-
tos se manipularon como desconocidos, es
decir, no se informé a quienes debian exami-
narlos sobre los resultados de la coloracién
para averiguar la presencia de cuerpos de
Negri hasta que terminaron su examen y
registraron los resultados.

COLORACION DE ANTIGENOS DE VIRUS DE LA RABIA
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Los resultados obtenidos mediante la colo-
racidn fluorescente fueron negativos en el
caso de los 94 animales no rabiosos, es decir,
los que eran Negri-negativos y de cuyos cere-
bros y gldndulas salivales no se pudo aislar
ningin virus.

Se aislé virus rabico del cerebro y glandu-
las salivales de 25 perros y zorros; dos de
ellos resultaron Negri-negativos. Qtros dos
perros presentaron virus en el cerebro,
aunque no en las glandulas salivales; uno de
éstos fué Negri-negativo. En esta serie, en
que sdlo se prepararon dos frotis de glandu-
las salivales de cada animal, se encontrd
coloracién de anticuerpos fluorescentes en 19
(76 %) de los 25 animales de los que se habia
aislado virus. En las glindulas que resul-
taron positivas mediante la coloracién, los
titulos de virus oscilaron entre 10%-5 y 1066
DLso , v en aquellas en que fallé el diagnés-
tico, se observd una variacién, desde indicios
hasta 10%2.

En varios casos se observ$ que un portaob-
jetos contenia antigeno coloreado con fluores-
ceina, mientras que otro preparado con la
misma glandula no mostré antigeno, o en
todo caso muy poco. Se pensé en la posibili-
dad de que se produjera una distribucién
desigual de virus en las gldndulas, lo cual
podria explicar los resultados negativos de
algunos de los casos estudiados. Por consi-
guiente se hizo otra serie de preparaciones
para comprobar esta posibilidad.

Se seleccionaron 42 juegos de gldndulas de
perro, constituidos por 6 juegos que en la
primera serie habfan fallado, 7 juegos
procedentes de animales que se sabia que
no estaban rabiosos y 29 extraidos de pe-
rros que habian sido diagnosticados como
rabiosos de acuerdo con la coloracién de an-
ticuerpos de Negri o aislamiento de virus.
Se prepararon seis portaobjetos de eada uno
de los conjuntos de glindulas, utilizando
para cada portaobjetos una porcién aparte
de tejido cortado de un lugar distinto de la
glandula. Se fijaron los portacbjetos, se
colorearon y se clasificaron de manera que
se leyeran sin previo conocimiento. Si, al
hacer el examen, uno de los primeros por-
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Cuapro No. l.—Coloracién con anticuerpos
fluorescentes de antigeno de rabia en las glandulas
salivales.

Aislamiento
de virus
Cuer- Coloracién de
No. del espécimen pos de las gldndulas
Glin- Cere- Negri salivales**
dula
salival| Do
19, 24, 34, 38,
49, 68, 80,* 81,
84, 135, 136,
137, 142, 166,
176, 191, 195,
204, 206, 209,
212, 213, 214,
223 + |+ |+ ++
3 + ]+ |+ .
5 o e I B S
59 e
67 - + - -
20 + |+ + -+
105 R B B e B R
112 - - - |-+
121 — + + | —————
131 + + + —— et
141 | ] ot
154 -+ + + ——ckt+—k
157 + + ot ———
158 -+ |+
159 |+ |+
161 + + + ——t—tt
163 + + + ++
164 — + + | —————
186 -+ |+ —————
108 + |+ |+ —+
210 + |+ | EEt—
221 o B I
Total 45 38/45|44 /4542 /45 39/45
gldndulas

* Gl4ndulas salivales de zorro; el resto de las
que se indican en este cuadro eran de perro.

** Tn esta columna, cada signo indica los
hallazgos en un portaobjetos (— = no se encontrd
antigeno coloreado; == = se encontraron canti-
dades muy pequefias de antigeno; 4+ = se en-
contraron cantidades de antigeno desde modera-
das hasta considerables).

taobjetos de cualquier grupo de seis resultaba
decididamente positivo, no se trataba de
averiguar més. Se exceptud el caso del espé-
cimen 112, porque, después de una lectura
positiva, se consideré que probablemente se
trataba de un falso resultado positivo. Por
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consiguiente, se leyeron otros seis frotis,
también como desconocidos, que resultaron
negativos. Cuando ninguno de los dos prime-
ros portaobjetos de cualquier grupo dio una
lectura positiva, se examinaron los cuatro
restantes del mismo grupo.

En los cuadros Nos. 1 y 2 se resumen los
resultados de este estudio, en el que se in-
cluyen solamente los animales que resultaron
rabiosos segin una o varias de las pruebas
indicadas. Ambos cuadros indican la proba-
ble falta de uniformidad en la distribucién
del virus en las glandulas salivales de los
animales rabiosos. En el caso de 24 de los
animales que se indican en el cuadro No. 1,se
encontraron cantidades, desde moderadas
hasta considerables, de antigeno de virus en
cada uno de los dos portaobjetos examinados.
En el caso de siete animales, dos o més de
los seis portaobjetos examinados resultaron
totalmente negativos y el resto de los por-
taobjetos correspondientes a estos animales
mostraron cantidades de antigeno desde muy
pequeiias hasta considerables. En el cuadro
No. 2 se echa de ver que estos hallazgos no

Cuapro No. 2.—Coloracién con anticuerpos
Sluorescentes de antigenos de rabia en gldndulas
salivales comparada con titulos de virus.

Titulo de virus Coloracién de las
onbimen | SihETer” | NG oy
1 1,5 + +-
2 Indicios - | =
7 3,2 + ——=+
8 4,2 + ——zd—+
9 5,6 + ++
10 6,6 + ++
12 1,5 + ++
20% 4,3 + ++
70 4,3 + | +
74 6,3 + ++
77 3,5 - ———&t++

* Gl4ndulas salivales de zorro; todas las demids
que figuran en este cuadro, eran de perro.

** Fn esta columna, cada signo indica los
hallazgos en un portaobjetos (— = No se encontré
antigeno coloreado; &= = se encontraron canti-
dades muy pequefias de antigeno coloreado; + =
se encontraron cantidades de antigeno desde mo-
deradas hasta considerables).
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dependian totalmente de los titulos de virus.
En cuanto a las dos glandulas que mostraron
titulos de sélo 10':®* DLjg,, los dos primeros
portaobjetos examinados revelaron cantida-
des moderadas de antigeno, mientras que
varias glandulas con titulos de 1032 g 1043
DL, dieron dos o més portaobjetos negati-
VOs.

Con excepcién de un caso, se obtuvieron
resultados positivos en todas las glandulas
de las que se habia aislado virus, incluso en
las que habian fallado en series anteriores.
La tnica excepeién ocurrié en un conjunto
de glindulas que contenia tan poco virus
vivo que solo contrajeron rabia 2 de los 5
ratones inoculados con su suspensién al 10 %.

COMENTARIOS

Aunque el aislamiento del virus se con-
sidera como la prueba més fidedigna para el
diagndstico de la rabia, su técnica requiere
demasiado tiempo para ser utilizada como
base de la decisién respecto de la vacunacién.
Por consjguiente, la, decisién de si hay que
inmunizar o no, se basa de ordinario en la
demostracién de cuerpos de Negri en los teji-
dos cerebrales del animal sospechoso. No
obstante, los cuerpos de Negri no pueden
demostrarse en todos los animales de los que
puede aislarse virus. Ademés, no todos los
animales Negri-positivos demuestran nece-
sariamente la secrecién de virus en sus glin-
dulas salivales. En consecuencia, la decisién
debe basarse, muchas veces, en los resultados
de laboratorio, clinicos y subjetivos, eonjun-
tamente.

La técnica de anticuerpos fluorescentes
rene las ventajas de la rapidez y la especi-
ficidad. Los tejidos que lleguen al laboratorio
por la mafiana pueden ser elaborados, colo-
reados y examinados en el curso del mismo
dia. Se observé que el tiempo que requiere
el examen de un portaobjetos es de un pro-
medio de 10 minutos. En la mayoria de los
casos en que el virus estaba presente en la
gldndula salival, este hecho se puso de mani-
fiesto mediante el examen de unos pocos
campos solamente. En el caso de un 25 % de
las glandulas, fue necesario examinar varios
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portaobjetos antes de que pudieran descu-
brirse los antigenos, y en pocos casos llega-
ron a examinarse hasta seis portaocbjetos. En
algunos especimenes en que la titulacién de
virus en ratones mostré bajas concentracio-
nes de virus, se encontraron grandes cantida-
des de material coloreado fluorescente. En
otros casos, en que las inoculaciones de ani-
males mostraron elevados titulos, sélo pudo
demostrarse una pequefia cantidad de an-
tigeno de virus. Esto parece indicar que el
virus no estaba distribuido uniformemente
en el tejido de la glindula y que, por consi-
guiente, podia estar presente en concentra-
cién considerable en determinada 4rea y fal-
tar en otra. Este supuesto fue corroborado
por el hecho de que, en varios easos, un por-
taobjetos preparado con una porcién de la
glindula mostraba poca o ninguna colora-
cién, mientras que otro portaobjetos prepa-
rado con material de otra porcién de la
misma mostré contener considerable anti-
geno.

Los resultados del estudio del material
recogido sobre el terreno indican que, con
suficiente cuidado y experiencia, la téenica
de anticuerpos fluorescentes puede ser utili-
zada con considerable rapidez y precisién
para determinar la presencia de virus de
rabia en las glindulas salivales de animales.
De 300 portaobjetos, aproximadamente, pre-
parados de animales no rabiosos o de ani-
males cuyas glandulas salivales no pudo
demostrarse por inoculacién de animales que
contuvieran virus, se hizo un solo diagnds-
tico positivo falso, y en este caso no puede
descartarse la posibilidad de un error de
téenica por parte de la persona que preparéd
el portaobjetos. En cambio, en el caso de 49
animales de cuyas glindulas salivales se
aislé virus por inoculacién de animales, 48
fueron diagnosticados por las técnicas de
anticuerpos fluorescentes y el que fallé con-
tenfa sélo indicios de virus.

De todos modos, se requiere una aplica-
¢ién mucho més amplia de este método para
saber sl es conveniente o no sustituir por él
los métodos de diagnédstico de la rabia que



588 BOLETIN DE LA OFICINA SANITARIA PANAMERICANA

actualmente se emplean en los laboratorios metedor y podria servir de valioso comple-
de salud ptblica. No obstante, el método de mento de los actualmente en uso, aun si
anticuerpos fluorescentes parece muy pro- no llega a aventajarlos.
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