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l. \ NTRODUCC I ON 

Frecuentemente, se hace necesario preparar soluciones que sean capa-

ces de mantener o regular~ dentro de ciertos límites, la concentración de 

los iones hidronio u oxidrilos , tales como las soluciones tampón, que es-

tán constituidas por la disolución acuosa de un electrolito débil y su ~ 

sal correspondiente, se comporta como un electrólito fuerte en medio acuo 

so. 

Estas soluciones tampón son frecuentemente uti 1 izadas en diferentes -

pruebas de análisis y en este trabajo especialmente para poder realizar, 

los correspondientes lavados de las láminas portaobjeto con el complejo -

antígeno-anticuerpo, en la prueba de anticuerpos fluorescentes para el --

diagnóstico de la rabia. 

La rabia es una enfermedad endémica aguda del sistema nervioso central, 

causada por un virus, que se encuentra a menudo presente en la saliva de -

los animales rabiosos y que normalmente se transmite al hombre, por la mor 

dedura de un animal con rabia. 

Durante los últimos años en El Salvador, la rabia ha tomado gran impar 
T 

tancia debido a que la incidencia de casos en humanos ha aumentado consi--

derablemente. Esto ha permitido que se le considere como uno de los pro-

blemas prioritarios de salud en nuestro país . 

Tomando en cuenta el campo de acción del Químico Farmacéutico se con-

sidera, que la real ización de este trabajo contribuirá a integrar conoci-

mientas adquiridos en algunas áreas de estudio, iniciándose en la prepar~ 

ción y estabi lizaci6n de la disolución tampón, hasta llegar a la determi-

nación de la efectividad de la misma, mediante la Prueba de Anticuerpos -
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Fluorescentes para el Diagnóstico de la Rabia. Actualmente dicha prueba 

únicamente se efectúa, en la Uni?ad de Laboratorio del Ministerio de Sa

lud Pública y Asistencia Social y en el Laboratorio de Diagnóstico de P~ 

tología Animal del Ministerio de Agricultura y Ganadería. De los resul

tados obtenidos en este trabajo de investigación, se pretende proponer -

la fórmula adecuada que aporte valores de pH exactos, que sean efectivos 

para realizar dicha prueba. Y en esta forma se contribuirá a elaborar -

soluciones tampón en forma más rápida, segura y a menor costo, lo que ga

rantizará un diagnóstico confiable y rápido. 



3 

'l. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Desarrollar un trabajo práctico sobre la Preparación y Estabilización 

de una solución tampón (pH 7,2 - 7,4) preparada, mezclando una solución -

de fosfato de sodio dibásico 0,01 M (Na 2HP0
4

. 7H20), con fosfato de sodio 

monobásico O,OlM (NaH
2

P0
4

. H
2
0), que posteriormente servirá a los labora

torios del Ministerio de Salud Pública y Asistencia Social y Agricultura 

y Ganadería, para la elaboración de sus soluciones tampón, que serán uti l~ 

zadas en la Prueba Directa de Anticuerpos Fluorescentes para el diagnóst~ 

co de la rabia, resolviendo de esta manera los problemas presentados en -

la realización de dicha prueba. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

l. Elaborar una curva de perfi 1 de pH para interpolar distintos valores 

de pH de la di~olución tampón 0,01 M, uti lizada en la Prueba de Anti 

cuerpos Fluorescentes para el Diagnóstico de la Rabia. 

2. Preparar la disolución tampón pH 7,2 - 7,4 uti lizada en la Prueba de 

Anticuerpos Fluorescentes para el Diagnóstico de la Rabia. 

3. Comprobar la efectividad de la disolución tampón pH 7,2 - 7,4 reali

zando la Prueba de Anticuerpos Fluorescentes para el Diagnóstico de 

la Rabia. 
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4. Proporcionar resultados exactos de valores de pH, que contribuyan a 

efectuar un diagn6stico confiable y rápido. 

5. Determinar la estabilidad de la disolución tampón pH 7,2 - 7,4, tanto 

a temperatura ambiente como en refrigeración. 
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II 1, JUSTIFICACIONES 

En El Salvador la rabia, es una enfermedad endémica que causa estra

gos en la población humana y animal, 10 que amerita un esfuerzo para su 

control y erradicación, aspectos en los cuales juega un papel importante 

el diagnóstico, En base a lo anterior se hacen seguimientos epidemioló

gicos, con el fin de delimitar en regiones o áreas el curso de la enfer

medad. 

Actualmente en El Salvador la Prueba de Anticuerpos Fluorescentes p~ 

ra el Diagnóstico de la Rabia, solamente la realizan la Unidad de Labora 

torio del Ministerio de Salud Públ ica y Asistencia Social y el Laborato

rio de Patología Animal del Ministerio de Agricultura y Ganadería. En es 

ta prueba es muy importante la acción del pH de la disolución tampón para 

los correspondientes lavados, por lo que se consideró necesario realizar 

un trabajo práctico para la Preparación y Estabi 1 ización de la disolución 

tampón pH 7,2 - 7,4, con el fin de superar los inconvenientes que se pre

sentan, cuando dicha solución de lavado no tiene el pH adecuado. 

Hasta la fecha en El Salvador no existe un estudio experimental acer- . 

ca de la Preparación y Estabi lización de la disolución tampón, uti lizada 

en la Prueba de Anticuerpos Fluorescentes para el Diagnóstico de la Rabia, 

ni que evalúe la efectividad de la solución tampón en dicha prueba. Con 

el presente trabajo, se subsanará tal problema y los datos obtenidos ser

virán a todas aquel las Instituciones que se encargan del diagnóstico de -

la rabia por medio de la Prueba de Anticuerpos Fluorescentes permitiéndo

les elaborar sus soluciones tampón en forma rápida, exacta y a menor cos

to. 
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IV, REVISION BIBLIOGRAFICA 

1. CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE LAS SOLUCIONES TAMPON. 

Las soluciones tampón son frecuentemente util izadas en las diferentes 

áreas del anál isis, en este caso particularmente, se uti liza la combina-

ción de solución de fosfato de sodio monobásico y dibásico para eliminar 

la inmunofluorescencia inespecífica en la Prueba de Anticuerpos Fluores-

centes para el Diagnóstico de la Rabia. 

1.1 Las soluciones tampón. 

Son las que reducen al mínimo los cambios en el valor de pH, cuando -

se les añaden ácidos o bases y están constituidas por la disolución acuo

sa de un electrólito débi 1 Y su sal correspondiente y se comporta como un 

electrólito fuerte en medio acuoso. 

Las soluciones tampón se clasifican en ácidas y básicas. Las ácidas, 

constan de la mezcla de un ácido débi 1 Y una sal que contenga el anión -- < 

del ácido. Las básicas contendrán una base débi 1 Y una sal que contenga 

el catión de la base (17, 21). 

El pH particular para el cual es efectiva una solución tampón está d~ 

terminado por la relación de la concentración del ácido o base y su sal -

correspondiente y por la magnitud de la constante de ionización del ácidq 

o base. 

El término pH fue introducido en 1909 por Sorensen, quien definió el 
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pH como el logaritmo negativo de la concentración de los iones hidrógeno. 

Macl lvaine ha descrito la forma de preparar soluciones tampón de un -

intervalo de pH que oscila entre 3,4 y 8,0 con intervalos de variación de 

0,2 unidades, mediante el uso de fosfato disódico y el ácido cítrico en -

diversas proporciones (18). 

Se han realizado investigaciones sobre la elaboración de soluciones -

tampón en forma rápida y segura. Casti 110 en 1976, trabajó en la elabor~ 

ción de di luentes tamponizados para la elaboración de la vacuna bivalente 

antiaftosa en ratones lactantes, mediante dicho estudio logró corregir --

ciertos errores con la factibi lidad de preparar distintas soluciones tam-

pón en forma rápida y segura (5). 

1.2 Acción de las soluciones tampón. 

La acción de una solución de ácido débil en presencia de una de sus -

sales se explica de la manera siguiente: en cualquier combinación de ácl 

do y su sal, el equi librio de ionización del ácido determina la concentra 

ción del ión hidrógeno por adición del ácido, el equi 1 ibrio se altera y - I 

para reestablecerse de nuevo los iones hidrógeno en exceso se recombinan < 

con los aniones de la sal para formar moléculas de ácido sin disociar: --

Ejemplo NaH 2P04 + Na, y por 10 tanto el pH de 

la solución se mantiene en unvalor no muy distinto del original. Si por 

el contrario se adiciona alguna base a la combinación de ácido y su sal, 

el exceso de iones oxidri los altera el equi librio del agua: Ejemplo: 

+ OH ~ Na 2HP0 4 + H20. El resultado de todos estos cam--

bios es que el exceso de iones hidrógeno está neutral izado esencialmente, 
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y la solución se mantiene a un pH muy próximo a su valor original (18), 

Uno de los tampón ~ás comúnmente usado en los laboratorios de Prue--

bas Biológicas es una combinación de fosfato monobásico y dibásico en so 

lución acuosa, Estos se disocian relativamente poco en solución acuosa, 

es decir, no son ni fuertemente ácidos ni fuertemente básicos. Cuando se 

añade ácido, la sal dibásica absorbe H+, y se transforma en monobásica y 

con el ácido disuelto produce una sal de sodio, ejemplo; 

Cuando se adiciona un álcal i la 

sal monobásica desprende iones H+ para formar agua con el ión OH y la sal 

incompleta se combina con el catión del álcal i, ejemplo: 

Las soluciones tampón se pueden di luir apreciablemente sin que se pr~ 

duzca una alta variación en el valor de pH; pero al di luirse, se va redu-

ciendo su capacidad tampón con respecto a las variaciones del pH, provoc~ 

das por la adición ya sea de un ácido o de una base. El efecto tampón de 

estas soluciones, depende del valor de la concentración de los componentes 

de la combinación ~ue está disponible para reaccionar ante el agregado de 

un ácido o de una base fuerte y evitar por neutral ización, que varíe dema I 

siado el pH del medio en el cual está la sol~ción tampón (17). 

2. DIAGNOSTICO DE LA RABIA, 

2.1 Introducción, 

Hace unos 20 años se adaptó al diagnóstico de la rabia una técnica s~ 

rológica llamada microscopía inmunofluorescente. Y las reacciones seroló 
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gicas comprendidas son; la neutralización y la inmunofluorescencia, que -

dependen de 10 que se 1 lama especificidad inmunológica, Una substancia -

que estimula la producción de anticuerpos por un animal es lo que se den~ 

mi 'na antTgeno. Y los antfgenos se combinan especTficamente con los anti

cuerpos complementarios, habiendo varios métodos de demostrar dicha combi 

nación (14). 

El marcado de proteinas con substancias quTmicas se viene haciendo -

desde fines del siglo pasado. En 1933 se marcaron por primera vez anti-

cuerpos con substancias coloreadas y, en 1941 se inició el uso de compue2 

tos fluorescentes con este propósito. Coons y Col en 1942 fueron quienes 

apl icaron p0r primera vez, las técnicas de anticuerpos fluorescentes en -

MicrbbiologTa y a partir de 1950, aparecieron una serie de trabajos des-

cribiendo el uso de esbas técnicas para distintos microorganismos. 

Go1wasser y Kiss1ing (12) adaptaron el método de anticuerpos fluores 

centes para la rabia en 1958 y desde entonces se ha venido usando cada -

vez más para el diagnóstico de esa enfermedad (6). 

La técnica de anticuerpos fluorescentes (AF) es una prueba serológica 

en la que, para detectar la reacción antTgeno-anticuerpo se usa como sis- I 

, 
tema indicador al Isotiocianato de f1uoresceina, unida al anticuerpo. Es 

ta substancia es visualizada en el microscopio, al ser excitada por la 

luz ultravioleta. 

La técnica de anticuerpos fluorescentes tiene las ventajas de demos-

trar el antTgeno ya sea infectante o no, en contraste con los métodos de 

tinción directa lSeller , Mann y otros) que revelan solamente las inclusi~ 

nes celulares y además poder obtener con el la resultados positivos especi 

ficos mucho más rápidamente que por inoculación de ratones (15). 
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2.2 Características del Virus de la Rabia. 

El virus de la rabia es un rhabdovirus género Ly~sayirus especie For

mido inexorabilis, sus partículas tienen forma de bast6n o bala que miden 

60-40 nm x 60-85 nm, Las partículas están englobadas por una envoltura -

membranosa con espigas protuberantes de 10 nm de longitud. 

El virus de la rabia contiene ácido ribonucléico. Se inactiva por -

solventes 1 ipídicos, produce cuerpos de inclusi6n citoplasmáticos y tiene 

una afinidad por tejidos que segregan mucosa especialmente con los asocia 

dos al sistema respiratorio (16). 

2.3 Epidemiología. 

En nuestro país así como en muchos otros paises del mundo y sobre to

do en los paises tropicales, el reservorio de la rabia es el perro y la -

magnitud del problema que la enfermedad plantea depende, sobre todo de -

las relaciones que existen entre la poblaci6n y el perro. La enfermedad 

se mantiene esencialmente a causa de la transmisi6n del virus qe los pe-

rros a otros animales domésticos y al hombre, siendo el ser humano el --

huésped definitivo. 

La rabia canina se encuent na en más de 80 paises y territorios, sobre 

todo en zonas en desarrollo, La enfermedad va difundiéndose y está trans 

formándose en un pel igro importante para la salud y la economía no s610 -

en zonas urbanas, Como siempre había sucedido, sino también en zonas rura 

les (10). 

Cerca de 700 defunciones de personas por rabia se reportan a la O,M,S. 
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pero este número no revela la realidad mundial, ya que no todos los pal 

ses reportan sus casos positivos. Aún no están en capacidad de propor-

cionar estadísticas precisas. Aún en las reg~ones donde la rabia es en

démica y donde no hay prácticqmente control, las defunciones notificadas 

no reflejan la real idad del problema. 

En El Salvador en los últimos años se ha notado una tendencia al au

mento de casos de rabia humana (ver gráfico No. 1, página 38), lo cual se 

agrava más con el crecimiento de las poblaciones urbanas y por la situa-

ción política existente en nuestro país. En la actual situación demográ

fica del país, se favorece la difusión del virus de la rabia en la pobla

ción humana y la posible propagación a otras especies de animales, que ha 

ría más difíci 1 su control. 

2.4 Metodología de Diagnóstico. 

Al ser reportado un caso de persona mordida por un perro, si es facti 

ble, se observa el perro por 10 dias, si el animal muere, se extrae el en 

céfalo y se hacen los cortes necesarios. 

Se efectúa primariamente la tinción directa de cortes de tejido cere

bral, por medio de la coloración de Seller, si ésta es negativa, se conti 

núa con la Prueba de Anticuerpos Fluorescentes, en el caso, de ser ésta 

negativa se inoculan ratones lactantes con el material sospechoso, la sobrE 

vivencia de los ratones inoculados después de 21 dias, da por negativo el -

caso de posible rabia que se ha investigado. 



V, MATERIALES Y EQUIPO UTIL[ZADO 

1. Equ i po 

Autoclave de construcción vertical Modelo B-C-H, Webeco. 

Balanza analítica Metler H78AR. 

Balanza Granataria 

Cocina eléctrica 

Congelador de 40 0 a - 100°C. 

12 

Microscopio de fluorescencia estandard con fuente de luz ultra viole

ta "leitz". 

Potenciómetro Chemtrix Type 40E. 

Refrigeradora 

2. Materiales 

Agitadores de vidrio 

Balones volumétricos de 1000 mI, 250 mI, 100 mI, 50 mI, 25 mI. 

Beakers de 1000 mI, 500 mI, 250 mI, lOO mI. 

Bandejas de coplin. 

Baja lengua de madera 

Bureta de 50 m l. 

Espátula pequeña 

Frascos plásticos de 1000 mI, 500 mI. 

Guantes quirúrgicos 



Láminas cubreobjeto . 

Láminas portaobjeto 

Lápiz marcador Tech pen 

Malla de asbesto 

Mascari lla quirúrgica 

Pa 1 i llos 

Papel absorbente 

Papel glasi 1 

Pinzas de sostén 

Pipetas volumétricas de 25 mI, 5 mI, 1 mI. 

Soporte 

Termómetro de -Oca 250°C 

Tijeras pequeñas 

Vidrio de reloj grande y pequeño 

3. Reactivos, soluciones 

3.1 Para método químico 

Acido clorhídrico concentrado HCl 

Acido clorhídrico 1 N HCl IN 

Biftalato de potasio ¿-KHC6H
4 

(co0
2

)_7 

Fosfato de sodio dibásico Na 2HP0 4, 7H20 

Fosfato de potasio monobásico KH 2P04, H20 

Hidróxido de sodio NaOH 

13 



Hidróxido de sodio 1 N NaOH IN 

Hidróxido de sodio Q,2N NaOH O,2N 

Agua bidestilada 

Tetraborato de sodio Na 2840r IOH 20 

3.2 Para método microscópico 

Agua desti lada 

Aceite de inmersión 

Acetona 

Alcohol yodado 

Formal ina al 10% 

G 1 i cer i na 

Solución tampón pH 7,2 - 7,4 de fosfatos ácidos de sodio. 

Solución conjugado antirrábico. 

4. Otros 

Láminas control negativo 

Láminas control positivo. 

14 
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VI. PARTE EXPERIMENTAL 

1. Preparación de la combinación de Soluciones Tampón O,OIM de Fosfato 

de sodio dib§sicQ y monob§sico, uti lizados para elaborar la curva de 

perfi 1 de pH. 

1.1 Para calcular las cantidades necesarias de sales de fosfatos a 

combinar se usó la fórmula siguiente: 

V x G x F 

Donde V 

G = 

Gramos de sal 

Volumen de la solución O,OIM en fosfatos (ml/lt). 

Gramos de fosfatos ( dib§sico y monob§sico) por mI 

de solución O,OIM (gr/ml) 

F Factor de molaridad 

M real 

M teórica 

Para el fosfato de sodio dib§sico el valor de G es 

G 0,00268 gr/ml. 

Para el fosfato de sodio monob§sico el valor de G es 

G 0,00138 gr/ml. 

1.2 Preparación de la combinación de soluciones O,OIM de fosfatos -

de sodio dib§sico y monob§sico. 

Primeramente se verificó la cal idad de los reactivos a util izar. 

Luego se pesaron cantidades exactas de las sales y se disolvie-
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ron por separadQ con agua 1 ibre de CO 2 Tlev§ndose cada una a -

volumen de 1000 mI en bal6n volumétrico. 

1.2,1 Ejemplo de cálculos realizados para preparar la combin~ 

ci6n de soluci6n tamp6n O,OlM de pH 5,0 - 5,2 según ta

bla No. 1, indica que para un pH 5,0 - 5,2 se debe tomar 

una alicuota de 990 mI de la soluci6n de O,OIM de fosfa

to de sodio monobásico y 10 mI de la soluci6n O,OIM de -

fosfato de sodio dibásico por 1 itro de soluci6n. 

De acuerdo a la f6rmula, para el fosfato de sodio monob§ 

sico el cálculo es el siguiente: 

v x G x F Gramos de la sal 

Donde v 990 ml/lt. 

G 0,00138 gramos/mI 

F 

Apl icando la f6rmula 

990 mI x 0,00138 gramos/mI x 1 = Gramos de la sal 

1,3662 gramos de NaH 2P0 4. H
2

0 para preparar un litro de 

soluci6n. 

De acuerdo a la f6rmula, para el fosfato de sodio dibási 

Co el cálculo es el siguiente: 

v x G x F = Gramos de la sal 

Donde V 10 mI /lt. 

G 0,00268 gramos/mI 
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Aplicqndo la fórmula 

Gra~Qs de Na 2HP0 4, 7H 20 

17 

la mI x 0,00268 gr/ml x 1 

0,0268 gr/ml para preparar -

un litro de solución. 

1. 2.2 Preparación de la combinación de solución tampón O,OlM 

de pH 5,0 - 5,2. 

Se mezclaron 990 mI de la solución de fosfato de sodio monobásico -

O,OlM Y 10 mI de la solución de fosfato de sodio dibásico O,OlM, en un -

balón volumétrico de 1000 mI, luego a la combinación de solución tampón se 

le dete rminó el pH a 25°C, y se esteri lizó a 121° C durante 15 minutos -

con 15 1 ibras de presión. Se enfrió la solución tampón preparada a temp~ 

ratura ambiente, luego se le determinó el pH controlando de que la tempe

ratura fuera de 25 °C al momento de real izar la lectura. 

Debido a que después del proceso de esteril ización de la solución tam 

pón, el valor del pH observado se desviaba un poco del valor esperado se

gún tabla No. 1, se consideró que era necesario corregir los valores obte' 

nidos por la fórmula uti 1 izada, sumándole una peque~a cantidad de la sal 

para obtener valores de pH idénticos al valor esperado según la tabta No. 

1, páq j na 1 9, 

Correqjdos los valores de las sales a utlljzar se prepararon las dife 

rentes combinaciones de soluciones de fosfatos de sodio O,OlM, como se indi 

ca en la tabla No, 1 en la páqina 19. ' Iniciándose con la DreDaración de -

la solución de fosfato de sodio monobásico O.OlM. hasta lleaar a la solu--



18 

ción de fosfato de sod\o dibásico O,OIM, completando los 38 valores de pH, 

que sirvieron para elabo rar la curva de perfi 1 de pH, Ver figura No , 1, -

página 22. 

Las soluciones cuyos valores de pH no fueron idénticos a los valores 

esperados, se les adicionó gotas de Na OH IN ó HCl IN según fuese necesa-

rio hasta obtener valores de pH idénticos a los esperados. 

Todo el material uti 1 izado para ajustar el pH se esteri lizó previame~ 

te y el agua uti lizada en la preparación de la solución de NaOH IN y HCl IN 

también. Además se colocaron mecheros en la mesa de trabajo, para evitar 

cualquier posible contaminación microbiana. 

Las lecturas de pH de las soluciones tampón elaboradas, se real izaron 

tomando pequeñas porciones de las soluciones tampón en beaker de 100 mI, -

con el objeto de no contaminar la solución, además se control6 que la tem 

peratura fuera de 2S oC al momento de real izar dichas lecturas. 

Las soluciones tampón se envasaron en frascos plásticos de 1000 mI pr~ 

viamente lavados y enjuagados con agua estéril. 
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Tabl a No. l. Valores de pH para mezclas de soluciones: Na 2HP04, 7H20 p 

0.01 M Y NaH2P04,H20 - 0.01 M, Obtenidos en la investiga-

ción , con los cuales se elabora la curva de perfil de pH. 

ml . 0.01 M " ml 0.,01 M. 
m1 , H20 Na 2HP047H2O NaHl04 H20 pH 

900 ",", f""I _'I""" 5.5 - 5.7 
1 000 9.0 - 9.2 

990 10 8 .8 - 8.9 
980 20 8.6 - 8.7 
970 30 8.5 - 8.6 
960 40 8.3 - 8.4 
950 50 8.2 - 8.3 
940 60 8 .1 - 8.2 
930 70 8.0 - 8.1 
920 80 8.0 - 8.1 
910 90 7.9 - 8.0 
900 1 00 7.9 - 8.0 
880 120 7.8 - 7.9 
860 140 7.7 - 7.8 
820 180 7.6 - 7.7 
800 200 7.5 - 7.6 
750 250 7.4 - 7.5 
700 300 7.3 - 7.4 
650 350 7.2 - 7.3 
600 400 7.2 - 7.3 
550 450 7 .1 - 7.2 
500 500 7.0 - 7.1 
450 550 6.9 - 7.0 
400 600 6.8 - 6.9 
350 650 6.7 - 6.8 
300 700 6.6 6.7 
250 750 6.5 6.6 
200 800 6.4 6.5 
150 850 6.2 6.4 
100 900 6.0 6.2 

,..~~ 80 920 5.9 - 6.0 
60 940 5.8 5.9 
50 950 5.7 - 5~8 
40 960 5.6 - 5.7 
30 970 5.5 - 5.6 
20 980 5.3 - 5.4 
10 990 5.0 - 5.2 

O 1000 4.6 - 4.7 
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2. E$TANDARIZAC¡ON DEL POTENCIOMETRO, 

La estandarización del potenciómetro se realizó según el procedimien

to descrito por la Farmacopea XXI de los Estados Unidos de América. 

Para estandarizar el potenciómetro, se seleccionaron dos soluciones -

buffer estandars, cuya diferencia p.n el valor de pH no exceda de cuatro -

unidades; tal que el pH esperado de la solución bajo ensayo esté entre -

ellos. La temperatura uti1 izada en el potenciómetro, las soluciones ---

buffer estandardy las soluciones bajo ensayo fue de 25° ~ 2°. Algunas 

veces fué necesario ajustar las soluciones a dicha temperatura mediante -

la aplicación de calor (baño de agua cal iente) o enfriamiento( baño de -

agua helada) según fuese necesario. 

Antes y después de medir el pH de las soluciones buffer estandard y -

la solución bajo ensayo, los electrodos se lavan con agua bidesti lada 1 i

bre de CO 2 y estéri 1. 

Los electrodos se lavan con ~a solución buffer estandard luego se in

troducen 1qs electrodos en dicha solución y se ajusta con el control el -

valor de pH de la solución buffer estandar tabulado en la Farmacopea XXI 

de los Estados Unidos de América. Luego se retiran los electrodos de la 

solución buffer estandard y se repite el procedimiento anterior con una -

segunda solución buffer estandard. 

Una vez estandarizado el potenciómetro se procede a medir el pH de la 

solución buffer bajo ensayo, lavando primero los electrodos con dicha sol~ 

ción, luego se introducen los electrodos en la solución buffer bajo ensa

yo y finalmente se observa el valor de pH de dicha solución buffer: Use 

agua libre de CO 2 (vea agua, en la sección Reactivos, Indicadores y Solu-
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ciones), para solución o di lución de la solución a examinar en la deter

minación de pH, en la Farmacopea XXI de los Estados Unidos de América. 

3. ELABORACION DE LA CURVA DE PERFIL DE pH. 

Los datos de pH obtenidos de las preparaciones de las disoluciones -

tampón, ver tabla No. 1, página 19. Se uti 1 izaron para elaborar la curva 

de perfi 1 de pH, graficándose en el eje de las ordenadas, los mI de la so 

lución de fosfato de sodio dibásico O,OIM al lado izquierdo y los mI de -

fosfato de sodio monobásico O,OIM al lado derecho, En el eje de las abci 

sas se dan los valores de pH obtenidos en las lecturas de las combinacio

nes de dichas soluciones tampón a una temperatura de 25°C (Ver figura No. 

1, pág i na 22). 

\ - i~IBUOTECA CENTRAL_ \ 
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4. PREPARACION y DETERM\NACION DE LA ESTABILIDAD DE LA SOLUCION DE FOSFA 

TOS DE SODIO O,OlM de pH 7,2 - 7 , 4. 

4.1 Preparaci6n de la Soluci6n Tamp6n de Fosfatos de Sodio O,OIM de 

ph 7,2 - 7,4. 

Para la preparaci6n de la soluci6n tamp6n de fosfatos de sodio O,OlM 

de pH 7,2 - 7,4 se partió de las soluciones previamente preparadas de fos 

fato de sodio dibásico 0,01 M Y de fosfatos de sodio monobásico O,OlM , las 

cuales fueron combinadas para obtener el pH 7,2 - 7,4. 

Se interpo16 el valor de pH 7,2 - 7,4 en el gráfico de perfi 1 de pH -

(ver figura No. 1 página 22), se obtuvo un valor de 570 mI de la soluci6n 

de fosfato de sodio dibásico O,OlM y 330 mI de la soluci6n de fosfato de 

sodio monobásico O,OlM a combinar para obtener el pH 7,2 - 7,4. Las solu 

ciones se prepararon por separado con agua 1 ibre de CO 2 , se combinaron a 

ambos volGmenesen un frasco volumétrico de 1000 mI. El pH d~ la disolu-

ción tamp6n se determin6 a una temperatura de 25°C, luego se esteril iz6 a 

121° C durante 15 minutos con 15 1 ibras de presión, enfriándose a temper~ 

tura ambiente para luego determinarle el pH a 25°C. 

Todo el material empleado en la determinación del pH de la solución -

tamp6n se esteri 1 izó previamente . Para real izar dicha determinaci6n de -

pH se tomaron porciones de la soluci6n para evitar la contaminación de la 

misma, luego se descartaba la solución a la cual se le real izaba la deter 

minaci6n, corrigiendo el pH de la solución tamp6n en el volumen restante. 

'

BIBLIOTECA CENTRAL 
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4.2 Determinación de la estabilidad de lij Solución Tampón de fosfa-

Se prepararon lQ soluciones t ampón pH 7 ?2 - 7,4 , tal como se describe 

en el literal 4 . 1. Luego se les determi.nó el pH a 251'C antes y después 

del proceso de este~tl ización, envas&ndose en frascos pl~sticos de 1000 

mI los cuales fueron tratados previamente tal como se describe en la pá-

gina 18, para evitar cualquier posible contaminación. Cinco de estas -

soluciones fue~on conservadas en refrigeración y cinco a temperatura am-

biente, por un período de seis meses, controlando el pH de cada una de -

las soluciones cada 15 días , pa ra comprobar si mantenían el mi smo valor -

de pH. Al mismo tiempo se real izaba el diagnós ti co del virus de l a rabia 

cada mes, mediante la prueba de Anticuerpos Fluorescentes, con e l fin de 

comprobar la efectividad de dichas soluciones tampón. 

5. DIAGNOSTICO DE LA RABIA , REALI ZADA MEDIANTE EL METODO DI RECTO DE ANTI 

CUERPOS FLUORESCENTES (AF). 

5.1 Recolección de la Muest ra. 

La muestra es remitida a la Uni dad de Laboratori o del Mi nis te r io de -

Sa lud Pública y Asistencia Socia l y a l Laborato ri o de Di agnós ti co de Pato 

logía Animal del Ministerio de Agri cu l tura y Ga nader ía . Esta puede ser, 

el cadáve r del a nimal o só lo su cabeza deb iéndose envi a r en un ambien te -

frío lcon hieloL pa ra su preservación y debidamente ident if icadas. Además 

las mues tras deben de se r remi ti das con los da t os de l f o rmula ri o cor res--
......... . __ ....... ~A.I ., 
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pondiente a la, encLJe$téj Epizootiológicél CepideJl)iologíél de élniJl)a l es). 

(Ver anexos y 2 , p§glnél$ 39-401. del Ministerio de Salud PGblica y Asis 

tencia Social y del MinistertQ de Agricultura y Ganaderra. Los resulta-

dos obtenidos son remitidos a las correspondientes Unidades de Epidemiol~ 

gía, las que proce$an la información y notifican a CEPANZO, Buenos Aires, 

Argentina. 

Los casos de personas modidas por perros que son tratados en las Uni

dades de Salud, informan a las respectivas regiones y luego pas an a l Depa~ 

tamento ge Estadística de Salud, del Ministerio de Salud Públ ica y Asisten 

c i a Soc i al. 

En caso de rabia humana, el Centro de Salud inmediato rem i te al pacie~ 

te a un Centro Hospitalario; quien en caso de deceso envían muestras de te 

jido cerebral a la Unidad de Laboratorio Central del Ministerio de Salud -

Pública y Asistencia Social y Patología Animal del Ministe r io de Agricult~ 

ra y Ganadería; en los cuales se verifica e l diagnóstico confirma t ivo e i~ 

formando inmediatamente de estos resultados a la Unidad de Epidemio logía -

del Ministerio de Salud Pública y Asistencia Social. 

5.2 Método Directo de Anticuerpos Fluorescentes (AF ) . 

El diagnóstico de la r~bia se realizó mediante el mé t odo direc to de -

Anticuerpos Fl uorescentes, de acuerdo al procedimiento descri to por el -

"I NFORME TECN ICO DEL CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS , OF ICINA SANI TARIA -

PANAMERIC ANA SOB RE PIWEBA DE ANTIC UE RPOS FLUO RESCENTES PARA lA RAB IAII (6). 

Esta pr ueba ofrece yen tgjas (ye r p~9 i na 9. C15t sobre o t ros métodos de 

di agnós tico de l a rabia, rélzón por la cua l fue se leccionada por los labo-
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ratorios de )OS Mi,ni,sterios de Sél]ud Púb1 ica y Asistencia Soc ial y Agri

cultura y Gan~deriél, y élctualroente es l a que s e realiza. 

5.2 . ] Prepélrqciones de la Muestra a lnvestlgar Rab ia . 

Se hicieron preparaciones, en primer lugar, de Cuerno de Ammón, des - 

pués de la Corteza Cerebral y finalmente del Cerebelo. 

Con unas tijeras pequeñas se hicieron cortes transversales de (2 - 3 

mm de grosor) del tejido encefálico Lcuerno de ammón, cerebelo y co r teza). 

Los que se colocaron sobre un depresor de lengua de madera, con l a super

ficie de ésta hacia arriba, presionando con suavidad hacia abajo, se hi-

c ieron dos impresiones por región, obteniéndose una pelíc ula fi na bas tan

te homogénea de tejido, 

5.2.3 Técnica. 

Las impresiones ' se secaron a temperatura ambiente po r espac io de med ia 

hora, al cabo de ese tiempo se f ij aron en acetona a -20 o e por 2- 4 horas , -

luego se secaron a temperatura ambiente. Al Ias impresiones se les deli mi

t ó en el portaobjeto con un ¡ipiz marcador Tech peno Luego se les ag regó 

0 ,3 ro l de conjugado antir r~bi co 1 ex t e ndi éndose el conj ugado unifo rmemen te 

utilizando siempre palillos dist i ntos para cada círcu lo. Los portaobje-

t o se co l oca ron sobre una cámara h6meda y se llevaron a incubac ión a 37°C 

por es pacio de 30 minutos , 

Desp·ués del pe r íod Q de i ncubación, se enfriaron l os portaobjeto a tem 

pe ratu ra amb iente y se lavaron sumergiéndo los en sol ución salina tampona-
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' ':.:~~;~ ~'" 
rante diez minutQ$1 luego $e hace un segundo lav9do i.gu~l al p-.r imero en 

.~~:r~~::\. 

otra sQlucl6n $~lin9 t~mponada del mismo valor de pH, seguidament~ se pa 
', ~:~~> -

san a otra bandeja conteniendo agua desti lada ~umergi.~ndola$ yagi t¡ndo-
~. 

las periódicamente por e~paciQ de diez minutos ~ Este lavado nos pe rm ite 
~ ... 

eliminar toda la inmunofluorescencia inespec(ftca . 

A continuaci6n se colocaron las l¡minas portaobjeto en posición ver-

tical. Una vez secas, $e les añadió una gota de glicerina al 50 % amorti 

guada a un pH 7,4 y luego se les coloc6 una l¡mina cubreobjeto y fi na l men 

te se examinaron al microscopio de luz ultra violeta las mues t ras . 

5.2.4 Preparaciones Testigos. 

Los frotis se prepararon con encéfalo de animales franca men te posit i-

vos para los controles positivos y a partir de cereb ro de ra t6n de 11 , 0 a 

14 , 0 gramos los controles negativos. Todas las lám inas se fi j aron e n ace 

t ona libre ~ de agua y se conserva r.on a -20 0 durante un año. 

5.2 .5 Técn i ca. 

A las prepa raciones t es t i gos s e l e s real i zó l a misma técn ica que la -

muest ra a i nves t iga r rabia simul tineame nte. 

5.2. 6 Interpretac ión de Res ultados . 

l a muest r a se compa ra con los t es ti gos pos Lti,vos y negati vos . Un dla.s.. 

nós ti co positi vo será la observación de agregados v íricos de dis ti ntas for 
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mas y tamaños de un color verde manzano brillante con contraste oscuro, -

dispersados sobre el campo del microscopio . 
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Fig. No. 3.- Agregados víricos de distintas formas y tamaños, observados 

al microscopio de luz ultra violeta. 
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VI l. RESULTADOS 

Como se puede observar e~ la Tabla No . 2, p§g i na 31, todas las mues

tras de soluciones tampón, se mantuvieron estables durante cUptro meses 

y al quinto mes se observó una variación en el valor de pH de + 0,05 uni 

dades de pH, lo cual se considera dentro del margen de error tolerable. 

En la misma Tabla No. 2, podemos observar que las soluciones tampón -

se mantuvieron estables por el mismo período, tanto a temperatura ambien

te como en refrigeración, debido a que dichas soluciones se conservaron -

en frascos que no permitieron alguna alteración, ya que estaban estéri les 

y bien cerrados. 

En las soluciones tampón preparadas para el presente estudio no se o~ 

servó ninguna contaminación micrcbiana después de transcurridos seis me-

ses. 

SegGn la Tabla No. 3 p~gina 32, la efectividad de las soluciones tam

pón preparadas para el presente estudio, fue satisfactoria, ya que no se 

observó inmunofluorescencia inespecífica al real izar los lavados con di- 

cha solución, en la prueba de Anti:cuerpos Fluorescentes para el Diagnósti 

co de la Rabia. 



TABLA No , 2, - Valores de pH obtenidos durante el perrodo Oic , /86 a mayo/87, para determinar el pe ríodo 

de est a b i 1 i dad de la so l uciÓn pH 7,2 - 7,4 . 

Ti. empo 

Solucio Dici embre/86 Enero/87 Febrero/87 Marzo/87 Abr il /87 Mayo/87 . , 

nes. Valores de .pH a Temperatura Ambiente 

501 1 7 ,35 7 ,35 7 ,35 . 7 ,35 7,35 7, 35 7 ,35 7 ,35 7~35 7,40 7,40 

501 2 7,35 7 ~ 35 7 ,35 7,35 7,35 7 ~3 5 7 ,35 7,35 7 ,35 7 ,40 7 ,40 

501 3 7 ,35 7,35 7 ,35 7,35 7 ,35 7 ,35 7,35 7,35 7 ,35 7 ,40 7,40 

50 14 7 ,35 7,35 7 ,35 7,35 7,35 7 ,35 7,35 7,35 7,35 7,40 7,40 

So 15 7,35 7,35 7,35 7 ,35 7)5 7,35 7 ,35 7 ,35 7 ,35 7 ,40 7,40 

Valores de pH en Refrigeración 

-

So 11 
7 ,35 7,35 7 ,35 7 ,35 7,35 7 ?35 7,35 7 ,35 7,35 7 ,40 7 40 

501 2 
7 ,35 7,35 7,35 7,35 7,35 7 735 7,35 7,35 7,35 7 ,40 7,40 

501 3 
7,35 7 ,35 7 ,35 7 ,35 7 ,35 7,35 7 ,35 7,35 7,35 7 .40 7 ,40 

501 4 
7 ,35 7,35 7 _35 7,'3 5 7,35 7,35 7,35 7,35 7,35 7 ,40 . 7,40 

501 5 7,35 7,35 7 ,35 7 ,35 7,35 7,35 7,35 7,35 7,3 5 7,40 7,40 

------

VJ 
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TABLA No. 3. - Resultados del diagnóstico de l a rabia, realizado mediante la Prueba de Anticu erpos Fluores 
centes durante el perlodo de Diciembre/86 a Mayo/87 , para comprobar la efectividad de las 
so l uc i ones tampón pH 7,2 - 7,4. 

Tiempo 

Di c i embre 1986 Enero/8? Febrero/87 Marzo/8? Abril /8? Mayo/8? 

Temperatura Ambiente 

No Inmuno No Inmuno No Inmuno No Inmuno' ,No Inmuno No Inmunofluo-- - - - -

fl uores-- fl uüres-- fl uores-- fl uores.,.- f1 uores-- rescencia 

cencia. cencia. cencia. cenc ia, cencia. 

Inespecí- Ines pec í- Inespecí .,. Inespecí- Inesped- Inespedfica. 

fica. fica. fica. fica. fica I 

I 

: 

Refrigeración I 

No Inmuno No Inmuno No Inmuno No Inmuno ' No Iamuno No Inmunofl uo-
- ~ 

fluores-- fluores .. - fluores .. .,. fluores-- fl uores.-1"I rescenci:a. l .. .• ' 

I 

cencia cencia cenci a cencia cencia. 

Inespecí - Inespecí- Inespecf- InespeGÍ - Inespecí- , , Inespecífica. 
" '1~!~i{r:1~M~W;::: i' fica fica fica fica fica. '. 

---- -- - - -- -

1~: '" 
w ' ''¡ 
N " 
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VIII. D,~CUSION DE RESULTADOS 

Para la elaboración de la solución tampón de fosfatos de sodio de pH 

7,2 - 7,4, se to~ó en cuenta el trabajo real izado por el Servicio de Qui 

mica de la Sección de Bioquímica y Control de Productos del l. I.V, Mara-

cay, Venezuela, así como las especificaciones de la Farmacopea XXI de los 

Estados Unidos de América. 

Considerando que algunos valores de pH no coincidían, con el valor es 

perado; en la elaboración de las disoluciones tampón, uti lizadas en la 

elaboración de la curva de perfil de pH, se consideró necesario corregir 

los valores obtenidos, por la fórmula uti 1 izada, sumando una pequeña can-

tidad a las sales, en este caso particular la cantidad fue de 1.2 %, con 

lo que dió valores de pH idénticos al valor esperado. 

El efecto de la esteril ización sobre el pH de la solución tampón de -

pH 7,2 - 7,4 no fue tan drástico ya que las sales de fosfatos proporcio--

nan soluciones tampón con pH termoconstantes. 

La estabi 1 idad del pH de la solución tampón pH 7,2 - 7,4 varió en ---

~ 0,05 unidades de pH con respecto al tiempo, durante un período de seis 

meses, lo cual se considera dentro del margen de error tolerable. 

La técnica de Diagnóstico de la ~abia uti lizada para comprobar la --

efectividad de la solución tampón pH 7,2 - 7,4 fue la de Anticuerpos Flu~ 

rescentes por ser una técnica de diagnóstico que se está realizando actual 

mente en nuestro país por los Laboratorios del Ministerio de Salud Pública 

y Asistencia Social y Ministerio de Agricultura y Ganadería, 

La Fluorescencia del complejo antígeno-anticuerpo puede ser alterada 
~ 

" - ,;:;:;-.... . 1-"'0;-&:::,..' CENTRAL \ 
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por la concentración de los iones hidrógeno y su efecto varía según e l -

colorante empleado. Por 10 que en la Prueba de Anticuerpos Fluorescen-

tes para el diagnóstico de la rabia, se usa como colorante el Isotioc i a

nato de Fluoresceina que dá su máx ima fluorescencia a un pH cercano a 8, 0. 

La solución ta~pón uti lizada en los lavados de dicha prueba tiene un pH 

7,2 - 7,4 el cual es un valor cercano al pH 8,0,· de esta manera se ev ita 

qu~ el complejo antígeno-anticuerpo pueda ser alterado por la acción del 

colorante y de la concentración de los iones hidrógeno. 
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IX. CONCLUSIONES 

En base a los resultados obtenidos en el presente estudio se conclu

ye 10 siguiente: 

Que la cantidad de sal uti 1 izada para corregir los valores de pH obt~ 

nidos mediante la fórmula uti lizada, es bien bajo, debido a que las -

soluciones tampón de fosfatos poseen valores de pH termoconstantes, -

(mantienen el valor de pH al aumentar la temperatura). 

Que la esteri lización de las soluciones tampón se hace necesario, p~ 

ra evitar la contaminación microbiana y para prolongar el período de 

estabil idad de dichas soluciones, cuando éstas son di luidas. En el -

presente estudio la solución tampón pH 7,2 - 7,4, fue estable por más 

de seis meses. 

Que todas las soluciones tampón sometidas tanto a temperatura ambien

te como en refrigeración sin excepción presentaron una fluctuación de 

valor de pH de +0,05 unidades de pH, durante un período de seis meses, 

considerándose dentro del margen de error tolerable. 

Que la solución tampón de fosfatos de sodio pH 7,2 - 7,4 elaborada en 

el presente estudio es efectiva, en los lavados real izados en la Prue 

ba de anticuerpos Fluorescentes para el Diagnóstico de la Rabia, ya -

que es capaz de arrastrar todas las impurezas, obteniéndose resulta-

dos satisfactorios. Además dicha solución resulta barata y de rápida 

preparación. 

Los datos obtenidos en el presente estudio, servirán de base a los -
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Ministerios de Salud Pública y Asistencia Social y de Agricultura y 

Ganadería t para elaborar sus propias soluciones tampón de fosfatos 

de sodio 0,01 M en forma mfis rfipida, confiable y a menor costo, lo 

que permitirfi ahorrar tiempo y dinero. 
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X. RECOMENDAC IONES 

Todos los reactivos empleqdos en la preparación de soluciones tampón 

deben ser grado reactivo de buena calidad, U,S,P, ó A,C,S, 

El agua uti 1 izada en la preparación de soluciones tampón debe ser re 

cién desti lada, si es posible bidesti lada y libre de COZ y enfriada 

antes de usarla, el iminando de esta manera el CO 2 disuelto en el agua. 

Todas las pesadas de los reactivos empleados en la preparación de las 

soluciones tampón se deben real izar en balanza analítica. 

La determinación del pH de todas las soluciones tampón deben de hacer 

se con un potenciómetro estandarizado con dos soluciones tampón estan 

dard de pH conocido, cercanos al de la solución tampón a medir a tem

peratura de 25° C. 

Las soluciones tampón estandard se deben preparar según las especifi

caciones de la Farmacopea XXI de los Estados Unidos de América. 

Las soluciones tampón di luidas se deben esteri lizar, para evitar el -

crecimiento de bacterias y hongos. 

Las soluciones tampón estéri les se deben conservar, en frascos estéri 

les de polipropi leno, con tapón del mismo material para evitar el de

sarrollo de bacterias y hongos. 

Los frascos de poI ipropi leno se recomienda esteri lizarlos con gas de 

óxido de eti leno. 
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XI. RESUMEN 

En vista que en nuestro pais, en los Gltimos aRos se ha notado una -

tendencia al aumento de casos de rabia humana, lo cual se agrava más con 

el crecimiento de las poblaciones urbanas, considerándose como uno de los 

problemas prioritarios de salud, se ha real izado el presente trabajo, con 

el objeto de contribuir con la m(sma, para determinar los casos de rabia 

mediante la real ización del diagnóstico de dicha enfermedad para lo cual 

se necesita de que las soluciones tampón, uti lizadas en los correspondie~ 

tes lavados, tengan el pH adecuado que garantice eliminar totalmente la -

inmunofluorescencia inespecifica y así que se efectGe un diagnóstico seg~ 

ro, evitando los riesgos de diagnósticos falsos positivos. 

La preparación de la solución tampón pH 7,2 - 7,4, se llevó a cabo si 

guiendo la metodologia de interpolación del valor de pH, en la curva de -

perfi 1 de pH (ver figura No. 1, página 22 ) Y luego se siguieron las esp~ 

cificaciones dadas por la Farmacopea XXI de los Estados Unidos de América. 

En la determinación de la estabi lidad de las soluciones tampón, éstas 

se sometieron a temperatura ambiente y en refrigeración, durante un perro ~ 
-( 

do de seis meses, observándose que estas soluciones se mantienen estables 

en ambas condiciones. 

La efectividad de las soluciones tampón pH 7,2 - 7,4 se comprobó me-

dlante la reallzaci6n de la Prueba de Ant¡cuerpos Fluorescentes para el -

Diagnóstico de la Rabia, en la cual no se observó inmunofluorescencia ines 

pecifica (ver Tabla No, 3, página ), 
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GRAFICO No. 1 . . - Gráfico de barra que mues tra e l aumento de casos de rabia huma na en El 
Salvador. Da t os obtenidos en El Ministerio de Salud PGb l i ca y Asisten 
e i a Soc i al. -

.~ 
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INFORMACION OBTENIDA EN EL M.S.P.A.S. EN EL CASO DE RABIA CANINA 

MINISTERIO DE SALUD PUBLI~A y ASISTENCIA SOCIAL 

UNIDAD DE LABORATORIO 

Caso No. 

Nombre del due~o 

Dirección 

SECCION DE PRODUCTOS BIOLOGICOS 

AREA DE DIAGNOSTICO DE RABIA. 

_____________________________________________ Teléfono 

Datos generales 

Animal ______________ E.dad ________ Sexo _____ -eRaza 

Muestra enviada ----------------------
Historia 

Murió el día Espontáneamente/Sacrificado ------

Salia a la calle Mordido por otro ani -------- ---- ----------
. mal Vacunado contra rabia Fecha -------------------- ---------------

____________________ Quedan más animales en casa Fueron 

mordidos por éste 

Si.ntomatologfa 

Sali.vación Agresividad Postra----------------- --------------------~ 

ctón Incoordinación Dificultad p-ª-

ra comer Beber _____________ Ladrar 
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Mordfa objetos Mirada anormal · 
~--------------------- ~-------------

Bus.caba refugi.o Sensible a ruidos y luz ____ _ 

Parál i.sis. pos.teri,or Desde cuándo apareció enfermo ___ _ 

___________ ~ Se ha regado insecticida últimamente ________ _ 

Se le efectuó algún tratamiento 

Cas.o remitido por: 

Propio interesado/Médico Veterinario/Unidad de Salud/otros ______ _ 

Personas expuestas ------------------------------

Región mordida 

Han iniciado tratamiento 

Información adicional 

San Salvador, de --------------------

Responsable 
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INFORMACION OBTENIDA POR EL M.S.P.A.S . A TRAVES DE HOSPITALES EN CASO DE -

RABIA HUMANA 

FECHA 

MINISTERIO DE SALUD PUBLICA Y ASISTENCIA SOCIAL 

DIVI SION DE LABORATORIOS DE SALUD 

DIAGNOSTICO DE RABIA HUMANA 

CASO # REFERIDO POR ----- ------- -----
REGION ----------------------------------

DATOS PERSONALES 
APELLIDO Y NOMBRE ____________________ _ 
EDAD SEXO DIRECCION --- ------ ----------------------
REG ION D E SALUD ____________________________________________ _ 
CIUDAD O PUEBLO DEPARTAMENTO ----------------- -----------

ANT ECEDENTES DE INFECCION 
Exposicion al Virus por: 
Mordedura ------
Contacto 
Ignorado ------

. 
Si es Mordedura 
Su localización 

Herida 
Unica -------------
Mú lt i P 1 e _________ _ 

Superficial 

Profunda ---------

Fecha de Exposición Fecha de 'muerte 
----------- -------------

VACUNACION 
Se aplicó suero cuántas unidades Se aplicó vacuna qué tipo ~ 

No. de dosis Fecha inicio Vacunación Fecha término Vac.~ ----
_____ Interrumpió vacunación por qué moti vo ________ _ 

DIAGNOSTICO 
RESULTADO EXAMEN DE SlLLERS 

--------- -----------------
RESULTADO EXAMEN ANTICUERPOS FLUORESCENTES 

RESULTADO DE LA INOCULACION DE RATONES ------------------
OBSERVAC IONES : 

TECNICO RESPONSABLE 
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l. Preparaci6n de las Soluciones Buffer Estandard Uti lizadas en la Estan 

darizaci6n del Potenci6metro, 

Estas soluciones se prepararon según el procedimiento descrito por la 

Farmacopea XXI de los Estados Unidos de América, con la modificaci6n de -

que se us6 agua bidesti lada en lugar de agua desti lada y se esterilizaron 

después de preparados. 

1.1 Soluci6n Buffer estandard pH 4,01 

Biftalato de Potasio 0,05 M. 

Se pesaron 10,10 gramos de bifualato de potasio previamente secado a 

110°C por una hora y luego se disolvi6 con agua libre de CO 2 , llevándose 

a volumen de 1000 mI en un bal6n volumétrico. 

1.2 Soluci6n Buffer estandard pH 5,4 

Biftalato de Potasio 0,2M e Hidr6xido de Sodio 0.2M. 

Se pesaron 2,04 gramos de biftalato de potasio previamente secado a -

110°C por una hora, luego se disolvió con agua 1 ibre de CO 2 llevándose a 

volumen de 50 mI en un bal6n volumétrico, Luego se pipete6 25 mI de esta 

soluci6n y se colocaron en un bal6n volumétrico de 100 mI y se le adicio 

n6 12,05 mI de hidr6xido de sodio 0,2M mediante el uso de bureta y luego 

se llev6 a volumen con agua 1 ibre de CO 2; 



1.3 Solución Buffer estandard pH 6,86 

Fosfato Equimolal 0,05M 

45 

Se pesaron 3,53 gramos de fosfato de sodio dibásico y 3,39 gramos de 

fosfato de potasio monobásico cada uno previamente secado a 120°C por

dos horas . Luego se disolvieron por separado con agua 1 ibre de CO 2 , se 

mezclaron las soluciones y finalmente se colocaron en un balón volumétri 

co de 1000 mI, llevándose a volumen con agua libre de CO 2 . 

1.4 Solución Buffer estandard pH 8,0 

Fosfato de Potasio monobásico 0,2M 

Se pesaron 1,361 gramos de fosfato de potasio monobásico previamente 

secado a 120°C por una hora y lueg? se disolvió con agua libre de CO 2 lle 

vándose a volumen de 50 mI en un balón volumétrico. Luego se pipeteó 25 

mI de esta solución y se colocaron en un balón volumétrico de 100 mI y -

se le adicionó 23,05 mI de hidróxido de sodio 0,2M con una bureta, se 

mezclaron las soluciones y se 1 levó a volumen con agua libre de CO
2

. 

1. 5 Solución Buffer estandard pH 9,18 

Tetraborato de Sodio O,OIM 

Se pesaron 3,80 gramos de tetraborato de sodio previamente secado a -

120°C por una hora, luego se disolvió con agua libre de CO 2 1 levándose a 

volumen de 1000 mI en un balón volumétrico. 
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1,6 Soluc¡ón de Hidróxido de Sodio IN , 

Se pesaron 54 gramos de hidróxido de sodto y se disolvieron en 50 mI 

de agua 1 ibre de CO
2

, luego se enfrió dicha solución y se fi ltró uti lizan 

do papel filtro, Luego se transfirieron 13,60 mI de esta solución median 

te el uso de bureta a un frasco volumétrico de 250 mI 1 levándose a volu

men con agua libre de CO 2 , 

Para estandarizar el hidróxido de sodio IN, se pesaron exactamente 

0,25 gramos de biftalato de potasio previamente pulverizado y secado a 

120°C por dos horas, luego se disolvió en 3,75 mI de agua libre de CO 2 y 

se le adicionó una gota de fenolftaleína TS y se tituló con la solución -

de hidróxido de sodio preparada anteriormente hasta la producción de un -

color rosado permanente, esta titulación se realizó por triplicado. Lue-

go se calculó la normalidad real d~ la solución de hidróxido de sodio. 

1.7 Solución de Hidróxido de Sodio 0,2N 

Una alicuota de 50 mI de hidróxido de sodio IN recientemente prepara- o 

do, se colocó en un frasco volumétrico de 250 mI mediante el uso de bure

ta y luego se llevó a yolumen con agua libre de CO
2

, Esta solución se va 

loró para determinarle su normalidad real , Ambas soluciones se envasaron 

en frascos plásticos bien cerrados. 
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4. GLOSARIO 

Microscopía Inmunofluorescente : 

Técnica serológica que sirve para demostrar la combinación especi 

fica de los anticuerpos unidos al indicador de Isotiocianato de -

Fluoresceina con los antígenos, la cual es visualizada en el mi-

croscopio de luz ultra violeta. 

Anticuerpos Fluorescentes: 

Son los anticuerpos obtenidos al inocular con virus r~bico a un -

conejo, los cuales son separados por cromatografía de columna, -

luego las inmunoglobul inas antivíricas quedan marcadas y se sepa

ran por diál isis y se unen al Isotiocianato de Fluoresceina. 

Inmunofluorescencia Inespecífica : 

Cuando el tejido gris~ceo se observa de color verde fluorescente 

en el microscopio de luz ultra violeta. 

Especificidad Inmunológica: 

Los antígenos provocados reaccionan específicamente con anticuer

pos específicos para dichos antígenos. 
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