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INTRODUCCION

En nuestro medio la rabia no deje de ser un problema serio (

salud, reportándose como promedio 300 casos al aRo. (3)

De las enfermedades viricas conocidas mundialmente, se sos
liene que todas las infecciones causadas por rabia son mortales. (

En Guatemala, las medidas preventivas se realizan primord
mente a través de la inmunización activa, empleando vacunas de

(

rebro de ratón lactante (C. R. L.) aplicadas por dos esquemas de ve
cunación: el tradicional, que consiste en una désis de vccunació
por í 4 días, más un refuerzo a los í O, 20 Y 90 días y el red u cid,

que consiste en una dósis de vacunación por 7 días, más un refuen
a los 10, 20 Y 90 días.

El propósito del presente estudio, fue comparar dos métod
inmunológicos: el de inmunofluorescencie utilizado previamente
(12), para determinar el título de anticuerpos antirrébicos con el n
todo de anólisis inmunoenzimático en fase salida (ELlSA), pro pe
niendo una alternativa en el diagnóstico de la inmunidad al vi r I

de la rabia de pacientes vacunados previamente, asi como un con
troj en la calidad de la vacunación.

los resultados, se analizan comparando los ¡itúlaciones de I
sueros obtenidos con ambos métodos de estudio y relocionénciolas

¡

ta verificar en que momento son equiparables.



DEFINICION y ANALlSIS DEL PROBLEMA

La rabia es una enfermedad virica, mortal en el 100%. En
Guatemala, lo frecuencia es de 300 casos al año como promedio o

(3)

Las medidas preventivos, se realizan primordialmente por in-
munidad activa, que es un estado de resistencia que adquiere el in-
dividuo, como consecuencia del contacto efectivo con antígenos e~
traños.

Actualmente, se cuenta con métodos de diagnóstico del esta-
do inmune, siendo el más usado la prueba de anticuerpos fluorescer.
les como lo demuestran estudios previos (12), en donde se obtuvi~
ron resultados positivos en un 100% de pacientes vacunados con 14
dásis de vacunas y refuerzos a los 10, 20 Y 90 días.

En el presente estudio, se aplica e! método de Análisis Inmu-
noenzimático en Fase Sólida (ELISA) que es sensible y específico,
teniendo como principio lo capacidad enzimática de conjugarse a
ontígenos o anticuerpos sin modificar la reactividad de eslos y man-
teniendo la actividad enzimática.

la prueba de Inmunofluorescencia (IF), es aplicada in i c i al-
mente en el suero de pacientes que recibieron tratamiento con vac.':!
nas de cerebro de ratón lactante, comparando sus resultados abteni-
dos previamente (12) con ios resultados del método de ELlSA apli-
cado a éstos m¡smo~ sueros.

De ahí, lo importancia de este estudio radica en que por pri-
mera vez se aplica en nuestro medio esta técnica de ELlSA compara-
da con la Inmunofluorese"clo.



REVISION BIBLlOGRAFICA

RABIA, HIDROFOBIA, LISA

Defin ición:

. Es'una virasis, aguda, inf.ecciosa del sistema nervioso central
(1,2,18) puede afectar a todas los animales de sangre caliente, in-
cluyenda al hombre. Se caracteriza por 'Ina encefaliti., que gene-

ralmente termina en la muerte. (18)

Etiología:

El virus pertenece a la familia Rhabdoviriade, tiene forma de
bala, con un diámetro cilíndrico de aproximadamente 7Onm. y una
longitud de 175nm (9). Entre sus propiedades fisic°41uím icas tiene
una actividCld de hemaglutinación específica de 10 unidad de he-
maglutinacián específica/mg. de proteína. Su composición quím i
ca es de 33'Yode lípidos, 3% de carbohidratos, 1% de RNA y 74

%

de proteína. Se inactiva por acción de la luz solar, irradiación '11
travioleta, formol, alcohol de 50-70%, compuesto de amonio cua=-
temario en solución de 0.1 a 1%, bicloruro de mercurio y oc idos
fuertes. Muere a 56°C. después de una hora y sobrevive a la de-
secación.deestado de congelación y se conserva bién a 4°C. en g!.!.

cerina, solución salina al 50% o congelado a temperaturas inferiores
a -20° centígradas. (1,9,12,18).

Cultivo del.virus: Cuanda en el laboratorio se tiene una cepa re-
cién aislada se.le da el nombre de virus de la calle, esta cepa mues
tra períodos de!'rriéubación variables de 10 días a meses,

e¡" virus ~
de invadir glóndulas salivales y S.N.C. Cuando el virus se encue~
tra en cepas que hansida adaptadas a animales de laboratorio me-
diante pases intracerebrales seriados se le da el nombre de virus fi-
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io, que posee un período de incubac ión corto de 4 a 6 días y posee
incapacidad pora multiplicarse en las glándulas salivales. (1,9,11)

Epidemiología:

El hombre se transformo en huesped al exponerse o lo saliva in
fectada del animal que lo muerde. (18) En E.E.U.U. el número
de muertes anuales en la especie humana ha sido menor de 100 col
culándose un costo de 1,500 dólares por persono tratado en ma~o d;;
1980.

En nuestro medio lo rabio constituye un problema p r i o r i t a -
do de salud, debido a que su ocurrencia es principalmente urbano,
siendo el perro el principal vector. En lo capital lo rabio humana
es del 33%, San Marcos 16.6%, Quet:¡;altenango 8.3%, Suchitepe-
quez y Sacatepequez 4.1% del total de cosos.

En 1983, 1.174 personas fueron mordidos por perros rabiosos
y 300 personas coma promedio anuol fallecen de esta enfermedad
(3)

.

Anatomía Patológica:

"
En la necropsia del cerebro es friable, edematoso con conges

tlon vcs7~lar~ las circonvoluciones son anchas y aplanadas, hay d;
generac Ion difusa de neuronas y su gravedad se comprueba con 1;;-
extensión a la substancia blanca. (10,18)

El signo histológico característico son los Cuerpos de Negri que se
observan en todas las neuronas y se encuentran de manera más carac
terístico en el asta de amo n del lóbulo temporal. (10) -

6
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Man ifestac iones C Iín icas:

En el hombre el período de incubación es de 10 días y h a s
12 meses; depende del virus inoculado al tiempo de la exposició
el sitio. y la gravedad del desgarro. (12,18)

La enfermedad puede manifestarse en dos formas:

1. Rabia Furiosa:

Se caracteriza por tres estadíos o fases:

Fase Prodróm ica: Es de in ic io gradua 1, con una durac ión de 2 -
días, se percibe sensación de entumecim ¡ento, horm igueo, prur;
quemazón o frío alrededor de la herida. La estimulación intensa
del sistema sensorial general, se manifiesta por h1perestesia de la 1
a cambios de temperatura, corrientes de aire e intensa sensibili,
para el ruido y la luz. Hay leve excitación con irritabilidad,
quietud, dilatación de las pupilas, salivación, lagrimeoy sudo
ción e insomnio o somnolencia y depresión.

Fase de Excitación: Se manifiesta por una sensación de recelo €
cluso terror, rigidez de nuca delirio, sacudidas musculare.s.con I
ros movimientos convulsivos, espasmo faringeo con sensaClon de.
trcngulamiento e intenso dolor ante cualquier intento de deglutll
mentos o líquidos síntoma conocido como hidrofobia que le ha d
el nombre de esta enfermedad.

Son posibles los espasmos de los músculos respiratorios y las c r i
convulsivas originan opistótonos, la temperatura suele ser de 39.
a 40.5° centígrados.

Los vómitos teñidos de sangre o sialorrea excesiva dan la impre
de espuma. Períodos de ¡rritac ión y muchas veces de conducta

7



níaca ó incluso irracional, se intercalan con viveza y aparente nor
malidad.

Fase Terminal: Se presenta en 1 a 3 días, con parálisis intensa, de
sapo recen los espasmos con hiporreflexia o arreflexia, como y muer-
te. (1,2,9, 12, 18)

2. Rabia Paralítica:

Se desarrolla en pacientes que han sido mordidos por murciéla
gos y en pacientes que ha pesar de ser vacunados desarrollan la en=-
fermedad.

Se man ifiesta por disturbios sensitivos y motores a Irededor de
la mordida y progresan a una parálisis ascendente aguda con dolor,
parestesia, con paraple¡ía flácida, disturbios espina les y pará I isis
respiratoria y bulbar. la diferencia entre los dos tipos de rabia,es-
ta dada por la extensión del daño neuronal. En la rabia furiosa
afecta al tallo cerebral, los nervios craneales, el sistema .Iimbico y

,

los altos centros. la rabia paralítica, afecta la médula espinal, los
cordones espinales y los nervios espinales. (2,18)

Diagnóstico:

Este, regularmente se hace por la historia clínica de la expo-
sición yepidemiología. '.

Diagnóstico de laboratorio:

Uno de los mayores cambios en la ciencia de la medicina mo-
derna, es la interpretación de avances básicos en la inmunoquímica
e inmunobiología, dentro de las técnicas que serán útiles en la prác
tica de la medicina clínica. Así, las técnicas que contribuyen al
diagnóstico de la rabia son:

8
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1. Histo lógica:

, Consiste en el hallazgo de inclusiones citoplásmicas o.c uer-

PPsAe"n~gr¡L.~r)as células nerviosa~ de u:.,.p~ciente.o encéfalos de
animales infectados en ellaboratono, utdlzandose Improntas de te-
jido encefálico (astas de Amon), las ~ue se observan por m i ~

rosc~

pía para Verificar los cuerpos de negn. las resultados obtenIdos, -
son falsos negativos en un 2%. (4,5,10,12)

2. Aislamiento del Virus:

. Este, puede aislarse de la saliva del paciente o se inocula i~
tracerebraliiÚmte a ratones lactantes de 3 - 5 semanas de ~dad, para
que puedan 'ser sacrificados de 1 - 2 por día, a p~rtir del s e ~u n do

día de. incoulados. Sus encéfa los deben ser exam modos por mmune-
fl~';re~~~~cia '¿mediante seroneutra lizac ión. (10,12)

3.
'

Prueba Q.é Seroneutralización:
"

,¡()
¡

,"

"
'\

~

"

,~

/:¡')E~t~" ~~'utiliza cuanda los cuerpos de negri no son encontra-
dos.eSe iáéntifica.el virus mediante su neutralización por el anti-
sU~;'gesPE!¿ífic'? No es útil para el diagnóstico rápido, pues de-
be esper~r'1'(días poro su lectura y debe comb inarse con la prueba
de anticuerpos fluorescentes. (10,12)

4. Prueba de Anticuerpos Fluorescentes:

I

I

l

Es un'~ de las pruebas más exactas en la actualidad, y se uti~
za para detectar antígeno-anticuerpo-reacción, empleando ~o m o

sistema indicador, uno sustancio fluorescente observada por mlcros-
copía. Esta técn ica requiere de equipo especia 1, por lo que s u s
cosh)s deben ser considerados. (12)

9
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Prueba de Inmunodifusión o técnica de Ouchterlony:

El propósito de esta técnica, es detectar la reacción de antí-
geno y anticuerpo por precipitación en un medio semisólido (6 10
11,15,16)

.
"

5.

Se requ.i~r~ de sueros hiperinmunes y un antígeno purificado, lo cual
es de dificil acceso en nuestro medio.

6. Ensayo Inmunoenzimático ELlSA:

,
Este método ,ha. sido fructuoso para detectar antígenos so lubles

y antlcuerpos en liquidas corpora les, El princ ipio de estos métodos
es la cap~cidod qu~ tiene.n.algunas enzimas de conjugarse a antíge-
nos o antlcuerpos Sin modificar la reactividad de estos y mantenien-
dose la actividod enzimática. Una vez, efectuada la reacción al
a~;egarse el substrato se generan cambias de coloración en la reac-
clan que puede ser observada visualmente o bien medidos en colarí-
metros simples. Tiene las venta' ,as de ser un me' todo d f ' .1 '

.' "
e ac I elecu-

c.'on,en el la ':<'
ra.to,.,o , sus reactlvos son seguros, usados con equipo

simple, adem~s t~enen largo vido almacenados, las re6ccio~es pue-
den ser cuantitativas y su sensibilidod es comparable al radioinmuno
ensayo yola inmunofluorescencia.

Materiales usados y pasos a ser seguidos:

las a~tígenos usados para E LISA son solubles, pero pueden ser
chos Insolubles por absorción a !a fase sólido.

he-

Fase Sólida: Tant~ ~n antígeno particular como un anticuerpo, se
absorve a 1.0superficie de un pozo o tubo de ensayo. Se! han em-
p~eado varios materiales como tubos desechables o placas en m"icro-
titulas hechos de poliestireno, polipropileno, polivinil o plástico.

10

,
I

la mayoría de antígenos se adhieren a la superficie de poliestirel
por absorc ión física. la cobertura de la superfic ie parece depend
de la ca Iidod de superfic ie de po Iiestireno, tiempo, temperatura
~. .

Materiales para adsorc ión: Para determ inar las concentraciones
antígeno o anticuerpo óptimas para la adsorc ión a la pared de I

(

pozos, es necesario hacer diluciones seria das; ya que la concentr
c ión óptima varía de una substanc ia a la otra. En genera I poro pr,
teinas y lipoproteinas la concentración satisfactoria es de 1 a 10
crogramos por mil iI itro en un buffer de carbonato de sodio PH 6.
adsorción ocurre en una a dos horas a temperatura ambiente,sin e,
bargo es preferible efectuarla a 4° centígrados durante la noche,
que parece ser que do mas uniformidad a la cobertura.

No hay forma satisfactoria de predecir la concentrac ión adecuad
por lo que idealmente deben usarse sueros o conjugados de referer
eie..

Que los antígenos o los anticuerpos sean útiles para otras pruebas
garantiza que puedan emplearse en este método.

Luego de adsorbidas las sustancias, el exceso puede lavarse con ~
Her fosfato so Iino-tween 20.

Si los pozos no se emplean de inmediato, deben lavarse con a g
destilada, desecarse y almacenarse hermeticamente con desecant
lo que les garantiza un año de durac ión.

lavado: Usualmente son tres; se hacen con fosfato salino tween
para evitar adsorción no específica.

Muestra: las sustanc ias de peso mo lecuic, elevado como los a n
cuerpos, tienen tendencia a adherirse a la, fase sólida en forma"

11



específica. Esto se evito haciendo di luc iones de las mismas en fos-
fato buffer salino tween 20 y determinando una dilución adecuado.

Conjugados: Las enzimas mós apropiadas por su estabil idad, costo y
facilidad de manejo son la fosfotasa alcalina y la peroxidasa. Esto
tiene como objeto que la enzima se conjugue al anticuerpo o al an-
tígeno sin modificar su reactividad y mantenga su actividad enzimá-
tica.

La conjugación se efectúa activando la enzima con glutaraldehido-
o con peryodato de sodio. Posteriormente se separan los conjugadas
del exceso de enzima o de anticuerpos por precipitación con sulfato
de sodio o por cromatografío. los conjugados son estables hasta dos
años.

los :~bstratos: S~n sustancias cromogénicas, incoloras que por
acclon de la enzIma adquieren un color fuerte.

Para fosfatasa alcalina se usa para-nitrofenil fosfato y la reacción
se detiene con NAOH, produciendose un color amarillo-verdoso.

Lectura: Se lleva a cabo visuolmente, comparando la coloracióñ..,
del pozo que contiene la muestro con la coloración obtenida en el
pozo control negativo.

Fotometría: lo intensidad de la coloración puede ser medida con
un alto grada de precisión, utilizando un colorímetro. Para el subs
trato de para-nitrofenil fosfato, la lectura se hace a 405 nm.

Tratamiento Antirróbico:

Debe ponerse en observac ión al an ima I qu¿, mordió, durante 10 días.

Las herid':!s deben lavarse inmediatamente, con agua y jabón. Pue-

12
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la

de aplicarse alcohol al 40-70%, tintura o soluciones acuosas de yo
da o c~mpuestos de amonio cuaternario al 0.1%.

las he'ridas no deben suturarse inmediatamente.

Det~rminar la sensibilidad de suero antirróbico y aplicar
de la heri da .

alrededor

En'casos necesarios, deben establecerse el tratamiento antitetónico
y antim icrobiano.

V ac unac ión :

Esta debe iniciarse, ,después de haber identificado el estada del an.!.
~al mordedor en el momento de la exposición, después de examinar
al paciente, identificando la localización y el estada de la herida.

los p;eparados vacunales mós frecuentemente utilizados, son las v~
cunas'de cerebro de ratón lactante embrión de pato y células dipl°i.
des, que se consideran de buena calidad, potencia y antigenicidad,
produciendo anticuerpos en ,el hombre.

'

Las désis que se administran, debe hacerse considerando cada caso
párt.iculary de acuerdo al preparado vacunal que se puede emplear.
(4), !C' '

.. ..

La'profiJaxis antes o después de la exposición, debe de aportar ci-
(fas deanticuerpos efectivos, para impedir la propagación y multi-
plicación del virus de la rabia. (9)

'1
~ .
. '.' .'~, -

INMUNO LOGIA:

"

"
',;' Del virus de la rabia só lo se conoce un tipo antigén ico, q u e

es ~apaz de 'causar infecc ión, logrando que .e formen anticuerpos -

13



que también aparecen como resultado de la vacunación. (12,9)

En un estudio realizado en mapaches de lo islo Morco Florida,de no
viembre de 1971 hosta agosto 1974, dande los mapaches fueron in=-
fectados naturalmente, se le efectuó una vigilancia serológica po r
seroneutralización e inmunofluorescencia se éncontró que los anti-
cuerpos pueden persistir por lo menos durante 37 meses. De 297 sue
ros, 17% fueron positivos por neutralización y de 253 sueros 25 o/~
fueron positivos por inmunofluorescencia. Esto sugiere que ;on in-
munofluorescencia se pueden detectar por arriba del 41% de los ani
males que neutralizan el virus de la rabia.

la profilaxis de cloroquina, podría estar asociada con una po
bre respuesta de anticuerpos a celulas dipl6ides, según estudio efe"Z

. tuada en voluntarios del cuerpo de paz del Africa, en dande los que
tomaron cloroquina por 7 semanas tuvieron anticuerpos significativa
mente disminuidos que oquellos que no tomaron cloroquina o que s~
lo t~maron de 1 a 4 semanas. Estudios In Vitro, sugieren que el me
canlsmo por el cual la cloroquina interfiere con la respuesta de anti
cuerpos a la vacuna, es estabilizando la membrana Iisosoma 1 interfi
rienda con el procesamiento de anticuerpo e inhibiendo la respuest~
Iinfocitica del antígeno. (4)

En un .hospital rural de misiones en Tailandia, el uso de vacunación
con ~elul.as diploides intr~~ermica post-exposición se comprobó que
la ef,cacIa de la vacunaclon estimada por la respuesta de anticuer-
pos inicialmente y después de un año, los niveles de anticuerpos fue
ron de 13.8 UI/ml en el día 28 y 0.9 Ul/m I después de un año. (5)

En pacientes a quienes se les administra tratamiento profiláctico -
con vacunas de embrión de pato, se han encontrado anticuerpos ' en
el 80-:~% de los vacunados alrededor de un mes después de la ter-
cera ~o~'s. En 105casos en que no se detectan anticuerpos, se apli-
can OOSISde refuerzos hasta que exista respuesta. (9)

14
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En Guatemala, únicamente se han realizado dos estudios en
pac ¡entes vacunados con preparados de la D. G. S. S. en ~erebro de
ratón lactante que demuestra que la vacuna es segura, efIcaz, dan-
do niveles de protección adecuados.

En un estudio, donde se emplean esquemas tradiciona les y red~c idas
de vacunación, se encontró niveles de anticuerpos seroneutral,zan-
tes semejantes en los dos esquemas. (13)

No así en un estudio efectuado por inmunofluorescencia en do n de,
los niveles de anticuerpos fueron aceptables en el 100% de los pa-
cientes incluídos en el esquema tradicional y 92.5% de niveles a-
ceptables en pacientes vacunados con el esquema reducido y el
7.5% no presentaron anticuerpos. (12)

En la actualidad, no se aplica ninguna de estas pruebas en
nuestro medio, por el gasto económico que representa para el pacie!:'.
te y se hacen solo en casos muy necesarios y como control de la ca-
Ii dad de vacunac ión.

15
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MATERIALES Y METO DOS

;<..;
'"

;', ~

El presente estudio, se reo !izó en el laboratorio Multidiscipli
noria de la Universidad de San Carlos de Guatemala en sueros

hum;;-

nos, obtenidos en 30 pacientes de ambos sexos y distintas e da de~
que asistieron a la clínica antirrábica de los centros de salud de las
zona No. 1 Y 5 de esta ciudad, durante los meses de Abril a Agosto

de. 1984. '

.

'"
:.,', ,j:~" ):~:i' ':-'",.'

~;{>-'.':
~

A todos los paCientes se les confirmó el antecedente de mordedura o
contacto con'anima!, se les administró vacunos de cerebro de ratón
lactante, preparadas en la D.G.S.S. y se les detemi'inó par el mé-
.,lqd<:>de inmunofluorescencia

indirecto, niveles de anticuerpos anti-

rróbkos..
.. .

'

.
Estos',dátcís~nos perm Hen llevar a cabo la aplicación de I test de En
sayo J'1nii,mp~riziinatico (EUSA), en la'siguiente forma:

",' ','
,~.:,'

"

,)

,

.!. Sueros Humanos:

los sueros de pacientes obtenidos 30 días pasteriares a la fino
Uzacjó,,! d,eU"9tClm ¡ento Y evaluados por inmunofluorescencia, se al

:,:nacenarori' en erlaboratorio multidisciplinario de la USAC en con-

9~lációE:a"üriO iemperatura de -200 centígrados y rotulados bajo la

~igu.i.~ry!~~.¡asif,ic,,:,ción:
.

"

~..'_. '_\",-~.-
,~._~, ~., .

Grupo No. 1

"(-. . '-'-':;¡'...'-. .',
.

,Suero de p<:identes que recibieron 14 dósis de vacunación con re-
l.'

'

-., ~
f' :-'

~< , -.,:; ,("

'

\

fuerzas 'o' los 1O;'20, Y90 días. Se rotularon por númeroscorrelati-

vos dell 01 14.

"
; :V:':
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Grupo No. 2

Suero de pac ¡entes que rec ¡bie ron 7 dé . d
f

. SIS e vac .-
uerzos a los] O 20 Y 90 d '

unac Ion I mas
I ¡as.

Se rotularon por números correlati vos del ]4 0130.

Grupo No. 3

e ....uero de 8 pacientes que al ser evaluados'
presentaban títulos de anticuer po s d ] . 125

Por mmunofluorescencia-
e. y 1:625.

2. Antígenos:

.
.

Se obtiene de vacuna de e b ."' d.,
f '"

m . Ion e Pato
,"o ,1Izada preparada con ce pa p' t ~ M '

que es una vacuna

'.' -. I m~n oore de' ' b '
d;st!Tuto .)UIZO de Sueros V . '

virus ra ICOen el

.

y acunas de Berna El' d
cuna se encuentra rnactivado

. vIrus e esto va-

mento de emplearl~ se diluye eY ~onse~va bSUantigenicidad. Al mo

9.6.
n cc. e uffer de bicarbonato PH

3.

c.

b.

c.

l -

PfQcedim lento:

Se utilizan placas nuevas de I. ma geno utíliz' ,
4

SltivOS y 1 negativo Para Co ¡ . I
,onco' pozos po

N
.

n ro por cada Po' d
-

pos o. I y No. 2. Para I N
clente e los gru

. e grupo o 3 s . tT -
zos POSítlVOSY2 negarivos ara' "

e u J Izan 8 pa-

ciente.
p el grupo control por cada p~

Se eo locan en cada uno de lo
.

lígeno yen los pozos ne gati'
s pozos positivos 200 mi. de an

I f
vos para control' .

ea oca bu fer de bicarbonato PH 9.6.
,unlcamenle se

Se coloca en refrigeración por 48 horas para evaporae ión.

18

re-

L

d. Se efectuan 3 lavados de todos los pozos, con 0.2 mI. de so-
lución de lavado para cada pozo por 3 veces.

e. Se hacen diluciones de los sueros antirrábicos humanos con bu
ffer de &Iución. Obteniéndose diluciones de 1 :20, 1 :40,

-:

1 :80 y 1: 160 con los sueros de los 30 pacientes de los grupos
1 y 2. Se colocan 0.05 (1 gota) de suero diluido correlativa-
mente en los pozos positivos y diluciones de 1 :80 en los po-
zos de contra I negativo.

Para el grupo No. 3 se hacen diluciones desde 1 :80 hasta
1: 1O, 240 Y se colocan 1 gata de suero en orden correlativo

para los pozos positivos y 1 gota de suero con dilución 1 :80
para los pozos de control negativo.

f. Se incuba por una hora a 37° centígrados.

g. Se drena la placa por inversión.

h. Se agrega 0.05 (1 gota) de Anti Ig G conjugado AP a cado
uno de los pozos.

i. Se incuba a 37° centígrados por una hora.

¡. Se drena por inversión y se lavan los pozos de cado placa
veces con so luc ión de lavado.

k. Se agrega 0.1 mI. de substrato (4 nitro-fenil fosfato)

1. Se incuba a temperatura ambiente por 45 minutos.

m. Se agrega solución de fijación NAOH.

19
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Lectura:

Los reacciones se observan visulmente, según los cambios de
co lorac ión amari 110verdoso que se presentaron en los pozos de con
trol positivo y ningún cambio en los pozos de control negativo y en
los positivos que tenían diluciones altos.

20
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-L.

RESULTADOS
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CUADRO No. 2

TlTULACIONES DE ANT/CUERPOS CONTRA LA RABIA POR
INMUNOFLUORESCENCIAYEUSA DE PACIENTES VACUNADOS CON ESQUEMA REDUCIDO

~uero ! Di luc iones Inmunofluorescenc ia
Di 1uc iones ELISA ¡¡No.

I

1:5 J:25 J :125 1:625 1:20 1:40 1:80 1:160
I

I iI 15 " + + + ,
+ + + + + I

¡

I
I16 + i + + I + + + + + I'

i
17 ' + ' + +

I

t + + + +

!
I ¡18 i + + + + +

!

+ + 'I
I I

f
19 I + i + + i + + + + +

IV ¡ I i
.¡,. , 20

I

+ ! + + I + + + + +
¡

' 1 I
I

21 + ¡ + + + + , + +I
I

!

I

22 + + +
I

+ + + + +
I I
I

23 + + + I + + + I + +24
¡

' ,
i

I

I + ! + +

I

+ + + i + +25 I
+ ! + + + + + i + +

I;
26 I + + + ' + + + i + +'

í ; ,
I

27 + + + I + + + I
+ +' I28 '

,I + + + ,
+ + + I + +

I
29

¡
I

I

! + + + I + + + +
I
¡

+
¡

+ + í
+ +

L30 I

! + +
i i,

Pacientes de la clínica a~tirrábica del Centro de Salud de las zonasFuente:

No. 1 y 5. Guatemala, Abril-Agosto de J984.

Diluciones ELlSA
1'5120Diluc iones Inmunofluorescenc ia

1,640 1'1280 1,2560~1,5 1'25 1'125 1,625 1,80 1,160 1:320
~~V>

++ +1 + + +

+ + ++2 + + +

+ + +++ + +5

+ + +++ + ;-8

+ + +++ + +3 +

+ ++ + ++ + +4 +

+ ++ ++ ++ +6 +

+ ++ + +
I+ + +7 +

. 'b' delCentro de Salud de las zanas No. 1Y5... t nO Ica

CUADRO No. 3

DOS INMUNOFLUORESCENCIA
COMPARACI0:E~I;;~~~~~GOTAR EL TITULO

'"U1

Pacientes de lo cltnlcC an IFuente:
Guatemala, Abril-Agosto de 1984.



Gráfica del e uadro No. ~3
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NIVELES DE ANTICUERPOS POR EL METO 00

No. de
Pacientes

DE EUSA HASTA AGOTAR EL TITULO I

I8

7

6

'"'"
5

4

3

2

Di luc ¡ones

ElISA

I

I

Fuente:

1:80 1:320

.
1:160 1:640 1:1280 1:5120

-Pac,entes de I 1"

1:2560 1

Na)
a e In'ea antirrábica del

: 10240

. Y 5. Guatemala Ab .1 A
Centro de Salud de I

I rI - gasto de 1984.
as zonas

~ ----

I
I~

Grófica del Cuadro No. 3

NIVELES DE ANTICUERPO S POR ELMETOOO DE

INMUNOfLUORESCENCIA

HASTA AGOTAR EL TITULO

Na. de
Pac¡entes

8

7

6

5

'".... 4

3

2

Diluc ¡ones
tnmunofluorescencia

1:1~5

1:2
1:625

I

.
fuente: Pacientes de la clínico ontirrÓbieo del Centro de Salud de los zonas Na. 1 Y

5.

Guatemala, Abril-Agosto 1984.
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ANAUSIS y DI5CUSION DE RESULTADOS

En este estudio, se evaluó una muestra de 30 sueroS de poden

tes analizadas previamente por inmunofluorescencia
(12); compara~

do sus resultados
con Anó Iisis

Inmunoenzimótico en Fase SÓ\ida ( =

EUSA).

En un estudio anterior (9). 46% de pac ientes que recibieron

16 dósis de vacunas de embrión de pato tuvieron

cifras de anticuer-

pos neutralizantes de menos de 1: 5 después de la
vacunación.

En nuestro estudio, los pac ientes rec ibieron 7 Y
14 dósis de -

vacunas de cerebro de ratón
lactante, mós refuerzoS a los 10, 20, Y

90 días y las cifras de
anticuerpoS fueron de 1: 5 hasta 1 : 625 por IF

y de 1 :20 hasta 1: 160 por
EUSA, treinta días después de la vacuna

ción (cuadros No. 1 Y
2).

.
-

Ademós, se decidió
agotar las titulaciones de anticuerpos por el mé

toda de EUSA en 8 de los mismos
sueros, para verificar en que mo:

mento son equiparables a la
inmunofluorescencia (cuadro No. 3), -

encontróndose que la titulación
de 1: 125 por IF eS equiparable a le

titulación de 1 :640 por EUSA y la titulación de 1 :625 por IF es e-
quiparable a 1: 1280 por EUSA y finalmente

observamos que la titu.

loción mós baja para EUSA fué de 1: 320

equiparable o 1: 125 po I

IF.

Esto demuestra que ambos métodos son equiparables, aunque las dil

ciones utilizadas por IF son qurntuples en tanto que los diluciones

por EUSA son dobles.

Estudios realizados por Dierks y Gough
(10), sobre anticuer

pos de la rabia,
demuestran que el antígeno

debe ser purificado

Wiktor en su estudio sobre la
inmunofluorescencia, indica que el

29

,.;;= -
.



"

30

I

\

31

" -- - -\

rus ráb ico debe ser ma do. rea con' t

tr~,estudlo, utilizamos como
an~so

opos radiactivos' (.10) En n

b::~
do
n de pato para el método det;:~~

~a,vacuna liofolizada de ~~=

so I .
a IS'S mmunoenzimát' ICO en fase

CONCLUSIONES

. !'

1. El método de
análisis inmunoenzimático en fase sólida

(ELlSA),

puede ser utilizado en nuestro
medio, considerando el título

protector de 1:640 ó más.

2. Los niveles de
anticuerpos contra la rabia

medidos por inmuno

fluorescencia, son equiparables a los niveles de
anticuerpos :

contra la rabio
encontrados por el método de

ELlSA.
"

/'.'

La vacuna de
embrión de pato,

puede ser utilizada como an'

geno en el método
de ELlSA.'o'

,.-~. ;t 3.
(:;" i,

. ,. . ~J,-'
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~

RECOMENDACIONES

En casos necesarios, el método de EUSA podrá
sustituir la in-

munofluorescencia para medir los niveles de
anticuerpos con-

tra la rabia.

2. Cuando se aplique el método de EUSA para la do s i f i cación
de anticuerpos contra el virus de la rabia, las

diluciones do-

bles de los sueros,
deberán hacerse a partir de 1: 640.

3. Es necesario contar con recursos
económicos Y de material e

propiados, antes de decidir
aplicar estos métodos inmunológ

cos, para la
dosificación de anticuerpos contra la rabia.

33
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RESUMEN

El presente estudio prospectivo, realizado en ell abo ra to-

rio multidisciplinario de lo Universidad de San Carlos de
Guatema-

lo, durante los meses de Agosto o Octubre de 1985 en 30 sueros de
pac ientes previamente inmun izados con vacuno de cerebro de ratór

lactante Y util izados en uno
investigación previo, poro lo do s i f ic<

ción de anticuerpos antirrábicos por inmunofluorescencia
(12) so~

analizadas ahora por el método
Análisis Inmunoenzimático en fa s

sólido (ELlSA).

De los 30 sueroS
estudiados, 14 son obtenidos de pac ientE

que recibieron
tratamiento con el esquema

tradicional de vacuno

ción (14 OOsis de vacunas más refuerzos o los 10,20 Y

90 días)

presentaron títulos de anticuerpos por inmunofluorescencia
(IF)

1; 625 que comparado con ELISA todos los
diluciones fueron po s i

vos hasta 1: 160.

lDs otros 16' sueroS
restantes, fueron obtenidos de po c i e ni

que recibieron tratamiento con el esquema
reducido de vacunac

(7 dósis de vacunos, más
refuerzos o los lO, 20 Y

90 días), de

cuales 10 presentaron títulos de anticuerpos por IF de 1: 625-y lo

restantes presentaron títulos de 1: 125. Estos datos, 01 ser comp'

dos con los resultados obtenidos por EUSA nO
correspondíanr po

todos positivos con diluciones hasta de 1: 160.

I Los diluciones de los sueroS por el método de EUSA seam p I ic

más; escogiendo 8 sueros con
titulaciones por IF de 1; 125 Y 1

que 01 ser comparados con los titulaciones obtenidos por EUSA

rresponden en los siguientes
diluciones: 1: 125 por \F con 1 :6'

por EUSA Y 1: 625 por IF con 1: 1280 por ELISA.

Conc luyendc

el método de EUSA es
equiparable con lo

inmunofluorescencio

35
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