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INTRODUCCION

La presencia de anticuerpos
neutralizantes en el suero de personas o
animales que han recibido inmunizacién
antirrabica se relaciona con la n_rgtec(;lgn_
contra la enfermedad (7). Por ello, su de-
terminacion es de gran utilidad para co-
nocer el estado inmune de un huésped
susceptible, establecer el diagndstico de
la enfermedad y realizar estudios seroepi-
demioldgicos (2).

Desde que en 1935 se descri-
bié la primera prueba serolégica para de-
terminar anticuerpos antirribicos (3) se
han elaborado otras que detectan anti-
cuerpos dirigidos a la nucleocipside virica,
tales como las técnicas inmunoquimicas
de anticuerpos marcados con fluoresceina
(4) y peroxidasa (5), y las de ﬁjacién de
complemento (6) y prec1p1tac1on (7)
Otros métodos miden los anticuerpos in-
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ducidos fundamentalmente por la pro-
teina G (glucoproteina) presente en la
envoltura virica, tales como las pruebas
de seroneutralizacidén en ratén (SN) (8),
reduccion de placas (9), inhibicién de
campos fluorescentes (ICF) (10) y contra-
inmunoelectroforesis (CIE) (11).

En el laboratorio de rabia del
Centro Panamericano de Zoonosis (CE-
PANZO), la comparacién de sueros de
personas que recibieron tratamiento
antirribico posterior a la exposicién puso
de manifiesto una buena correlacién en-
tre Jos resultados obtenidos con la CIE y
con las pruebas de SN (71), inmunofluo-
rescencia indirecta (IFI) (12) e ICF (13).

El objetivo del presente tra-
bajo fue evaluar la reproducibilidad de la
técnica de CIE, para lo cual se distribu-
yeron reactivos estandarizados y sueros
codificados en el CEPANZO entre cuatro
laboratorios que participaron en el es-
tudio.
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MATERIALES

Y METODOS

Virus

Para las pruebas de SN se uti-
liz6 virus patrén de prueba (challenge vi-
tus standard, CVS), preparado en cerebro
de ratén en los Institutos Nacionales de
Salud de los Estados Unidos de América.
Para la CIE se emple6 el mismo virus, con
dos pases sucesivos en cerebros de conejos
lactantes (CVS/CCL/2° P) que se realiza-
ron en CEPANZO, cuyo titulo infectante
fue 107%7% en 0,03 ml por via intracere-
bral en ratén adulto.

Aatigeno

El antigeno se prepard segin
una técnica descrita previamente (14)
que consiste en una suspensién al 40%
de tejido nervioso de conejos lactantes in-
fectados con virus CVS/CCL/2° P, en agua
destilada suplementada con sacarosa y
glicina e inactivada con SB-propiolactona
1:3 000. El antigeno se liofiliz6 durante
24 horas (1 ml/ampolla) en el tubo miil-
tiple (manifold) de un equipo de liofili-
zacién. Las ampollas se sellaron a2 un
vaciode 3 a 5 pu.

Suero indicador

Se utiliz6 suero antirribico de
conejo (160 Ul/ml) o de equino (200
Ul/ml) elaborados segin procedimien-
tos ya descritos (14) y se determinaron las
diluciones 6ptimas para la CIE: 1:16 para
el suero de conejo y 1:10 para el de
equino.

Sueros problema

Se seleccionaron grupos de 20
sueros de origen humano; 15 pertenecian
a personas que habian recibido trata-

256 miento antirribico con vacuna de cerebro

de ratdén lactante (15) y cinco 2 sujetos
que nunca habian sido inmunizados con-
tra la rabia. Los sueros se liofilizaron y se
codificaron.

Prueba de seroneutralizacion

Para esta prueba, que se
realiz6 segiin procedimientos ya descritos
(8), se prepararon diluciones seriadas de
los sueros problema en razén 1:5. Se
mezclaron voliimenes iguales de cada di-
lucién y de una suspension de virus CVS
que contenia entre 10-100 DLs,/0,03
ml. Las mezclas se incubaron 90 min a
37 °C, se colocaron en bafio de hielo y
por via intracerebral se inoculé 0,03 ml
de cada una de ellas en seis ratones
adultos. Los animales se mantuvieron en
observacién durante 14 dias y se calculd
el titulo (maxima dilucién de suero que
protegid al 50% de los ratones inocula-
dos) mediante el método de Reed y
Muench.

Prueba
de contrainmunoelectroforesis

De acuerdo con un procedi-
miento anterior (11), se recubrieron
liminas de vidrio de 75 x 50 mm con
8 ml de agarosa 0,9% en solucién amot-
tiguada con veronal sédico 0,05 M,
pH=8,2 y se las mantuvo durante
10 min a 4 °C. En cada una de dos filas
paralelas se marcaron a una distancia de
8 mm cinco orificios, de 6 mm de didme-
tro los de la primera fila y de 3 mm los de
la segunda. Las liminas con sus respec-
tivos puentes de papel, y los orificios de
mayor tamaifio del lado del citodo, se
colocaron luego en la cuba de un equipo
de electroforesis.



Se mezclaron e incubaron
durante 60 min a 37 °C voliimenes igua-
les de la dilucién 6ptima de antigeno con
diluciones seriadas de suero (razén 1:2) y
se colocaron las mezclas en los orificios de
6 mm. Se hizo una corrida electroforética
de 45 min a 2 mA por cm de lamina.

Se detuvo el paso de la co-
rriente, se retird la agarosa de los orificios
de 3 mm y se colocé en ellos el suero indi-
cador. Se restablecié el paso de la co-
rriente eléctrica y se lo mantuvo con la
misma intensidad por 120 min. Trans-
currido ese lapso, se identificaron las

bandas de precipitacién con ayuda de luz

incidente. Se considerd como titulo del
sueto la mayor dilucién que no produjo
bandas de precipitacién cuya forma, ta-
mafio y ubicacién fueran comparables
con las del sistema de referencia utilizado
en la prueba.

Organizacion del estudio

En el CEPANZO se prepararon
y estandarizaron los reactivos y sueros
problema que durante 1984 y 1985 se
distribuyeron entre el Instituto Nacional
de Higiene de Venezuela (A) y tres la-
boratorios de la Argentina: Centro de
Diagnéstico Veterinario Formosa (CE-
DIVEF) (B), Instituto Pasteur de Buenos
Aires (C) e Instituto Nacional de Micro-
biologia ““Carlos G. Malbrin” (D).

El ¢tulo de los sueros pro-
blema se determind simultdneamente
por SN y CIE en el CEPANZO. Todos los la-
boratorios titularon el antigeno para CIE
frente a la dilucién Sptima del suero in-
dicador, de acuerdo con las instrucciones
enviadas por el CEPANZO. En cada uno de

los laboratorios se titularon los sueros
problema por CIE utilizando diluciones
seriadas en razén 1:2 y el antigeno en la
concentracién &ptima determinada se-
gun sus condiciones de trabajo.

Por dltimo, en el CEPANZO se
evaluaron los resultados remitidos por los
laboratorios, se calcularon las regresiones
lineales y los coeficientes de correlacién,
y se compararon las pendientes de las
rectas ajustadas obtenidas en cada labo-

ratorio.
RESULTADOS

La técnica CIE mostt6 una sen-
sibilidad del 100%, ya que todos los la-
boratorios detectaron anticuerpos en los
15 sueros positivos con SN (titulos entre
1:2 y1:15 625) incluidos en cada grupo.
Los laboratorios A, B y D no detectaron
anticuerpos en los sueros negativos con
SN incluidos como testigos en cada grupo
(especificidad 100%). El laboratorio C
informé como positivo (1:2) con CIE un
suero con resultado negativo con las
pruebas de SN del CEPANZO. Por lo tanto,
la especificidad en este caso fue del 80%.

En el cuadro 1 se presentan los
titulos del antigeno para CIE que se obtu-
vieron en cada uno de los laboratorios,
los que fueron comparables con el lo-
grado en el CEPANZO. Con cualquiera de
los dos sueros indicadores que se utili-

CUADRO 1. Titulos del antigeno para fa prueba

de contrainmunoelectroforesis obtenidos en laboratorios
de diagnostico de rabia, expresados como la méxima
dilucion de antigeno que produce banda de precipitacion
frente al suero indicador

Suero Laboratorios
indicador A B C D CEPANZO
Congjo (1:16)  1:22 1:14 — — 118
Equino (1:10) - — 1112 1114 118
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zaron se observaron variaciones de titulo
dentro de los limites esperados.

Los graficos de dispersion 1 a
5 se obtuvieron al relacionar los valores
de CIE de cada laboratorio con los resulta-
dos de SN del CEPANZO correspondientes
a los sueros positivos incluidos en el
grupo (figura 1). En el cuadro 2 se mues-
tran los coeficientes de las regresiones
correspondientes. No se pudieron de-
mostrar diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre las pendientes b de las
rectas ajustadas. Los coeficientes de cotre-
lacién r oscilaron entre 0,6 v 0,85.

Conviene sefialar que el la-
boratorio C realizd, ademis, titulaciones
por la prueba de SN de todos los sueros
problema. Al correlacionar los resultados
de CIE y SN, obtuvo una recta de regre-
sibn y=0,59+ 0,88 x, y un coeficiente
de correlacién r=0,77.

DISCUSION

Los resultados de este estudio
confirman que la CIE es una técnica re-
producible y confiable para la titulacién
de anticuerpos en el suero de personas in-
munizadas contra la rabia.

El analisis estadistico de los re-
sultados de los distintos laboratorios
mostrd que los coeficientes de correlacién
entre las técnicas de CIE y SN fueron se-
mejantes a los obtenidos en estudios an-
teriores (11-13). Las diferencias observa-

. das entre los laboratorios A, B y C con

relacién al D y al CEPANZO podrian atri-
buirse a una mayor experiencia de estos
aliimos en la determinacidn de los pun-
tos finales de la reaccion, ya que en los

FIGURA 1. Regresiones lineales de los valores obtenidos con las pruebas de seroneutralizacion
y contrainmunoelectroforesis en sueros de personas inmunizadas conira fa rabia

SN Laboratorio A SN
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¢ =060 A r =076

Laboratorio B

SN Laboratorio C
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SN Laboratorio D SN CEPANZO
6 ag=1.80 6430=19
b =050 b =054
r =080 5{ "~ 085

CIE

A 2 puntos superpuestos

3 puntos superpuestos



CUADRO 2. Coeficientes de regresion fineal
obtenidos al comparar los resultados de las pruebas
de contrainmunoelectroforesis y seroneutralizacion
en lahoratorios de diagndstico de rabia

Coeficientes
Laboratoric 2 b r
A 1,90 0,46 0,60
B 1,65 058 0,76
C 1,28 0,73 0,63
D 1,90 050 0,80
CEPANZO 1,90 054 0.8

tres primeros la evaluacion se realizé muy
poco tiempo después de haberse iniciado

el uso de la técnica

De los coeficientes de las re-
gresiones lineales, las ordenadas al origen
indican que los sueros con titulos neutra-
lizantes de 1:21 a 1:14 o menotes po-
drfan no ser detectados por CIE. Desde el
punto de vista del control seroldgico de
las personas que reciben tratamiento
antirribico, este hecho podtia no ser im-
portante si se tienen en cuenta los exce-
lentes titulos de anticuerpos inducidos
por las vacunas modernas en tratamien-
tos preventivos (16, 17) y postetiores a la
exposicién (18-21), y como respuesta a
dosis de refuerzo (22-24).  _~

Todo suero con un titulo
menor de 1:2 en la prueba CIE se podri
titular por una prueba de neutralizacién
tal como SN, ICF u otras. Si ello no es fac-
tible, se deberi considerar la posibilidad
de administrar una dosis de refuerzo, ya
que este titulo puede significar que el
suero no tiene anticuerpos neutralizantes
o que su titulo es bajo.

Los valores de las pendientes
de las rectas de regresién fueron seme-
jantes a los obtenidos en trabajos anterio-
res (11-13), y no fue posible demostrar
diferencias estadisticamente significati-
vas entre ellos. Esto confirma que se pue-

den estimar los titulos de anticuerpos
seroneutralizantes en funcidén de los ob-
tenidos por CIE. De acuerdo con los datos
del cuadro 2, para un suero con titulo 1:5
por CIE el laboratorio A hubiera estimado
un titulo neutralizante de 1:117, el B de
1:123, el Cde 1:117, el D de 1:134 y el
CEPANZO de 1:158, todos ellos compara-
bles entre si.

En trabajos anteriores se ha
demostrado que el antigeno para CIE
mantiene su estabilidad durante largos
petiodos de tiempo cuando se lo conserva
a4 °Cenforma liquidaoa - 20 °C liofi-
lizado (13, 14), y que puede ser estanda-
rizado frente a un suero antirribico hi-
perinmune de equino o de conejo (14).
El comportamiento de los reactivos en los
cinco laboratorios permite inferir que se
pueden elaborar y distribuir los reactivos
de referencia necesarios para la estandari-
zacién de aquellos que preparen los la-
boratorios de diagnéstico.

Este estudio demuestra, por
altimo, que por su reproducibilidad,
sensibilidad y especificidad satisfactorias
la técnica de CIE puede resultar dtil a
aquellos laboratorios de diagnéstico de
rabia que necesiten realizar controles
seroldgicos ripidos y econdmicos.

RESUMEN

Se evalta la reproducibilidad
de la técnica de contrainmunoelectro-
foresis (CIE) para la determinacién de
anticuerpos antirrdbicos. En el estudio
participaron cuatro laboratorios que uti-
lizaron los mismos reactivos estandariza-
dos y sueros codificados en el Centro
Panamericano de Zoonosis (CEPANZO).
Los titulos de los sueros obtenidos en
pruebas de seroneutralizacién en ratén
que se realizaron en el CEPANZO se com-
pararon con aquellos obtenidos por CIE
en los otros laboratorios. Los resultados

Digz et al. ® ANTICUERPOS ANTIRRABICOS

259



Bo/ Of Sanit Panam 101(3), 1986

0

demostraron que la sensibilidad y especi-
ficidad de la técnica fueron adecuadas.
Los titulos del antigeno y del suero indi-
cador fueron reproducibles. No se pu-
dieron demostrar diferencias estadistica-
mente significativas entre las pendientes
de las rectas de regresion. Los coeficientes
de correlacién oscilaron entre 0,6 y 0,85.
Se pudo confirmar que es posible estimar
los titulos de anticuerpos neutralizantes
en funcién de los que se obtienen por
CIE. Esta técnica puede resultar Gtil a
aquellos laboratorios de diagnéstico de
rabia que necesiten realizar controles
serologicos ripidos y econdémicos. O
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ELECTROPHORESIS

AS A TECHNIQUE

FOR THE DETECTION
OF RABIES ANTIBODIES

The reproducibility of coun-
terimmunoelectrophoresis (CIE) in the detec-
tion of rabies antibodies is evaluaied. The
study was a joint effort of four laboratories
using the reagents standardized and sera co-
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(CEPANZO). Serum titers obtain
tralization tests performed in mice at CE-
PANZO were compared with those obtained
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showed that the technique was of adequate
sensitivity and specificity. The antigen and
indicator serum titers were fepl“ouuumc No
statistically significant differences could be
shown between the slopes of the regression
lines. The correlation coefficients ranged be-
tween 0,6 and 0,85. It was confirmed that
the titers of neutralizing antibodies can be es-
timated from those obtained by CIE. This
technique can prove useful in rabies diagno-
sis laboratories that need to perform quick
and inexpensive serologic tests.
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RESUMO

A TECNICA DE CONTRA-
IMUNOELETROFORESE_
PARA A DETERMINAGCAO
DE ANTICORPOS
ANTI-RABICOS

Avalia-se a reprodutibilidade da
técnica de contra-imunoeletroforese (CIE)
para a determinagdo de anticorpos anti-rabi-
¢os. Participaram do estudo quatro laboratd-
rios que utilizaram os mesmos reagentes pa-
dronizados e soros codificados no Centro
Pan-Americano de Zoonose (CEPANZO). Os
titulos dos soros obtidos em testes de sero-
neutralizacio em ratos realizados no CEPANZO
foram comparados com os obtidos por CIE nos
outros laboratdrios. Os resultados demonstra-
ram que a sensibilidade e especificidade da
técnicas eram adequadas. Os titulos do anti-
geno e do soro indicador eram reproduziveis.
Nio foi possivel demonstrar diferencas esta-
tisticamente significativas entre as declivi-
dades das retas de regressdo. Os coeficientes
de correlagdo oscilaram entre 0,6 € 0,85. Con-
firmou-se que é possivel estimar os titulos de
anticorpos neuiralizantes em fungio dos ob-
tidos por CIE. Essa técnica pode ser titil para
os laboratorios de diagnéstico de raiva que
necessitem realizar controles serologicos rapi-
dos e econdmicos.

R.\::SUME

LA TECHNIQUE

DE CONTRE- .
IMMUNOELECTROPHORESE
POUR LA DETERMINATION
D’ANTICORPS

CONTRE LA RAGE

On évalue la reproductibilité de
la technique de contre-immunoélectropho-
rése (CIE) pour la détermination d’anticorps
contre la rage. Létude a actiré la participation
de quatre laboratoires qui ont utilisé les mé-
mes réactifs normalisés et des sérums soumis
au contrdle du Centre panaméricain de
Zoonoses (CEPANZO). Les titres des sérums
obtenus par des épreuves de séroneutralisa-
tion sur des rats effectuées au CEPANZO ont
été comparés i ceux obtenus par CIE dans les
autres laboratoires. Les résultats ont démon-
wé que la sensibilité et la spécificité de la
technique ont été adéquates. Les titres de
I’antigéne et du sérum indicateur ont &té re-
productibles. On n’a pas pu trouver de dif-
férences importantes au plan statistique entre
les pentes des droites de régression. Les coef-
ficients de corrélation sont allés de 0,6 2 0,85.
On a pu confirmer qu'il est possible d’esti-
mer les titres d’anticorps neutralisants en
fonction de ceux que l'on obtient par CIE.
Cette technique peut s’avérer utile pour les
laboratoires de diagnostic de la rage qui ont
besoin d’effectuer des contréles sérologiques
rapides et économiques.





