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[. INTRODUCCION

Frecuentemente, se hace necesario preparar soluciones que sean capa-
ces de mantener o regular, dentro de ciertos limites, la concentracidn de
los iones hidronio u oxidrilos, tales como las soluciones tampén, que es-
tadn constituidas por la disolucidn acuosa de un electrolito débil y su -
sal correspondiente, se comporta como un electrélito fuerte en medio acuo
SO.

Estas soluciones tampdn son frecuentemente utilizadas en diferentes -
pruebas de andlisis y en este trabajo especialmente para poder realizar,
los correspondientes lavados de las laminas portaobjeto con el complejo -
antigeno-anticuerpo, en la prueba de anticuerpos fluorescentes para el --
diagnéstico 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.

t
Durante los dltimos afios en El Salvador, la rabia ha tomado gran impor
- 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-
biemas prioritarios de salud en nuestro pafis,

Tomando en cuenta el campo de accidn del Quimico Farmacéutico se con-
sidera, que la realizacidn de este trabajo contribuird a integrar conoci-
mientos adquiridos en algunas areas de estudio, inicidndose en la prepara
cidon y estabilizacidn de la disolucidn tampdn, hasta llegar a la determi-

nacidon de la efectividad de la misma, mediante la Prueba de Anticuerpos -



Fluorescentes para el Diagnéstico de la Rabia. Actualmente dicha prueba
Gnicamente se efectlia, en la Unidad de Laboratorio del Ministerio de Sa-
Tud PGblica y Asistencia Social y en el Laboratorio de Diagndstico de Pa
tologia Animal del Ministerio de Agricultura y Ganaderia, De los resul-
tados obtenidos en este trabajo de investigacidn, se pretende proponer -
la formula adecuada que aporte valores de pH exactos, que sean efectivos
para realizar dicha prueba. Y en esta forma se contribuird a elaborar -
soluciones tampon en forma mds répida, segura y a menor costo, lo que ga-

rantizard un diagnéstico confiable y réapido.



(1, OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un trabajo préctico sobre la Preparacidn y Estabilizacidn
de una solucién tampdn (pH 7,2 - 7,4) preparada, mezclando una solucidon -
de fosfato de sodio dibasico 0,01 M (NazHPOA. 7H20), con fosfato de sodio
monobasico 0,01M (NaHZPOq. HZO)’ que posteriormente servird a los labora-
torios del Ministerio de Salud Piblica y Asistencia Social y Agricultura
y Ganaderia, para la elaboracidon de sus soluciones tampdn, que serdn utili
zadas en la Prueba Directa de Anticuerpos Fluorescentes para el diagnésti

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

la realizacidon de dicha prueba.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

l. Elaborar una curva de perfil de pH para interpolar distintos valores
de pH de la disolucién tampdn 0,01 M, utilizada en la Prueba de Anti

cuerpos Fluorescentes para el Diagnbstico de la Rabia.

2. Preparar la disolucidn tampdn pH 7,2 - 7,4 utilizada en la Prueba de

Anticuerpos Fluorescentes para el Diagnéstico de la Rabia.

3. Comprobar la efectividad de la disolucidn tampén pH 7,2 - 7,b4 reali-

zando la Prueba de Anticuerpos Fluorescentes para el Diagnéstico de

la Rabia.



Proporcionar resultados exactos de valores de pH, que contribuyan a

efectuar un diagndstico confiable y répido.

Determinar la estabilidad de la disolucidn tampén pH 7,2 - 7,4, tanto

a temperatura ambiente como en refrigeracion.



l{1. JUSTIFICACIONES

En E1 Salvador la rabia, es una enfermedad endémica que causa estra-
gos en la poblacidn humana y animal, lo que amerita un esfuerzo para su
control y erradicacidn, aspectos en los cuales juega un papel importante
el diagnéstico. En base a lo anterior se hacen seguimientos epidemiolo-
gicos, con el fin de delimitar en regiones o areas el curso de la enfer-
medad.

Actualmente en El Salvador la Prueba de Anticuerpos Fluorescentes pa
ra el Diagndéstico de la Rabia, solamente la realizan la Unidad de Labora
torio del Ministerio de Salud Pdblica y Asistencia Social y el Laborato-
rio de Patologia Animal del Ministerio de Agricultura y Ganaderfa. En es
ta prueba es muy importante la accidn del pH de la disolucidn tampdn para
los correspondientes lavados, por lo que se considerd necesario realizar
un trabajo practico para la Preparacidén y Estabilizacidn de la disolucion
tampdén pH 7,2 - 7,4, con el fin de superar los inconvenientes que se pre-

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

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

ca de la Preparacién y Estabilizacidon de la disolucidn tampdn, utilizada
en la Prueba de Anticuerpos Fluorescentes para el Diagndstico de la Rabia,
ni que evalie la efectividad de la solucidn tampdn en dicha prueba. Con
el presente trabajo, se subsanard tal problema y los datos obtenidos ser-
virdn a todas aquellas Instituciones que se encargan del diagnéstico de -
la rabia por medio de Ja Prueba de Anticuerpos Fluorescentes permitiéndo-

les elaborar sus soluciones tampdn en forma rdpida, exacta y a menor cos-

to.

H

'



[V, REVISION BIBLIOGRAFICA

1. CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE LAS SOLUCIONES TAMPON,

Las soluciones tampdn son frecuentemente utilizadas en las diferentes
sreas del andlisis, en este caso particularmente, se utiliza la combina--
cién de solucién de fosfato de sodio monobdsico y dibasico para eliminar
la inmunofluorescencia inespecifica en la Prueba de Anticuerpos Fluores--

centes para el Diagnéstico de la Rabia.

1.1 Las soluciones tampdn.

Son las que reducen al minimo los cambios en el valor de pH, cuando -
se les afaden acidos o bases y estdn constituidas por la disolucidn acuo-
sa de un electrdlito débil y su sal correspondiente y se comporta como un
electrélito fuerte en medio acuoso.

Las soluciones tampdn se clasifican en acidas y béasicas. Las acidas,
constan de la mezcla de un &cido débil y una sal que contenga el anidn -~
del &cido. Las bésicas contendran una base débil y una sal que contenga
el catién de la base (17, 21).

El pH particular para el cual es efectiva una solucién tampdn estd de
terminado por la relacién de la concentracidn del &dcido o base y su sal -
correspondiente y por la magnitud de la constante de ionizacidén del &cidg

o base.

El término pH fue introducido en 1909 por Sorensen, quien definid el



pH como el logaritmo negativo de la concentracién de los jones hidrégeno,

Mac|lvaine ha descrito la forma de preparar soluciones tampén de un -
intervalo de pH que oscila entre 3,4 y 8,0 con intervalos de variacion de
0,2 unidades, mediante el uso de fosfato disddico y el &cido citrico en -
diversas proporciones (18).

Se han realizado investigaciones sobre la elaboracidn de soluciones -
tampén en forma rapida y segura. Castillo en 1976, trabajé en la elabora
cion de diluentes tamponizados para la elaboracidon de la vacuna bivalente
antiaftosa en ratones lactantes, mediante dicho estudio logré corregir --
ciertos errores con la factibilidad de preparar distintas soluciones tam-

pbén en forma rapida y seqgura (5).

1.2 Accidn de las soluciones tampon.

La accién de una solucidon de acido débil en presencia de una de sus -
sales se explica de la manera siguiente: en cualquier combinacidon de &ci
do y su sal, el equilibrio de ionizacidn del &cido determina la concentra
cién del ién hidrégeno por adicidén del &cido, el equilibrio se alteray -:
para reestablecerse de nuevo los iones hidrégeno en exceso se recombinan;
con los aniones de la sal para formar moléculas de &cido sin disociar: --
Ejemplo : NazPOL + W == NaHzPOA + Na, y por lo tanto el pH de
la solucidn se mantiene en unvalor no muy distinto del original. Si por
el contrario se adiciona alguna base a la combinacidn de acido y su sal,
el exceso de iones oxidrilos altera el equilibrio del agua: Ejemplo : -

NaPOl*= + OH — NazHPOq + HZO' El resultado de todos estos cam--

bios es que el exceso de iones hidrégeno estd neutralizado esencialmente,



y la solucién se mantiene @ un pH muy préximo a su valor original (18).
Uno de los tampén més comlnmente usado en los laboratorios de Prue--
bas Bioldgicas es una combinacién de fosfato monobdsico y dibdsico en so
lucién acuosa. Estos se disocian relativamente poco en solucidén acuosa,
es decir, no son ni fuertemente dcidos ni fuertemente bdsicos. Cuando se
anade acido, la sal dibasica absorbe H+, y se transforma en monob&sica vy
con el 4cido disuelto produce una sal de sodio, ejemplo:
NazHPOQ + HCl ——— NaHZPOh + NaCl. Cuando se adiciona un alcali la
sal monob&sica desprende iones W para formar agua con el i6n "OH y la sal
incompleta se combina con el catidn del &lcali, ejemplo:
NaH,PO, + NaOH ——>  Na,HPO, + H,0 (10).

Las soluciones tampdn se pueden diluir apreciablemente sin que se pro
duzca una alta variacidén en el valor de pH; pero al diluirse, se va redu-
ciendo su capacidad tampdn con respecto a las variaciones del pH, provoca
das por la adicion ya sea de un acido o de una base. El efecto tampdn de
estas soluciones, depende del valor de la concentracidon de los componentes
de la combinacidon que estd disponible para reaccionar ante el agregado de
un &cido o de una base fuerte y evitar por neutralizacién, que varie demg"

iy

siado el pH del medio en el cual estd la solucién tampén (17).

2. DIAGNOSTICO DE LA RABIA,

2.1 Introduccidn,

Hace unos 20 afos se adaptd al diagndstico de la rabia una técnica se

rolégica 1lamada microscopia inmunofluorescente. Y las reacciones serold



gicas comprendidas son: la neutralizacion y la inmunofluorescencia, que -
dependen de lo que se llama especificidad inmunoldgica, Una substancia -
que estimula la produccidn de anticuerpos por un animal es lo que se deno
mina antigeno. Y los antigenos se combinan especificamente con los anti-
cuerpos complementarios, habiendo varios métodos de demostrar dicha combi
nacién (14).

El marcado de proteinas con substancias quimicas se viene haciendo --
desde fines del siglo pasado. En 1933 se marcaron por primera vez anti--
cuerpos con substancias coloreadas y, en 1941 se inicid el uso de compues
tos fluorescentes con este propésito. Coons y Col en 1942 fueron quienes
aplicaron por primera vez, las técnicas de anticuerpos fluorescentes en -
Microbiologia y a partir de 1950, aparecieron una serie de trabajos des--
cribiendo el uso de estas técnicas para distintos microorganismos.

Golwasser y Kissling (12) adaptaron el método de anticuerpos fluores
centes para la rabia en 1958 y desde entonces se ha venido usando cada --
vez mds para el diagnéstico de esa enfermedad (6).

La técnica de anticuerpos fluorescentes (AF) es una prueba serolégica
en la que, para detectar la reaccidn antigeno-anticuerpo se usa como sis-
tema indicador al lIsotiocianato de fluoresceina, unida al anticuerpo. E{
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 antigeno ya sea infectante o no, en contraste con los métodos de
tincidn directa (Seller, Mann y otros) que revelan solamente las inclusio
nes celulares y ademés poder obtener con ella resultados positivos especi

ficos mucho mas rapidamente que por inoculacién de ratones (15).



2.2 Caracteristicas del Virus de la Rabia,

E] virus de la rabia es un rhabdovirus género Lyssavirus especie For-

mido inexorabilis, sus particulas tienen forma de bastén o bala que miden

60-40 nm x 60-85 nm, Las particulas estdn englobadas por una envoltura -
membranosa con espigas protuberantes de 10 nm de longitud.

El virus de la rabia contiene acido ribonucléico. Se inactiva por --
solventes lipidicos, produce cuerpos de inclusidn citoplasmiticos y tiene
una afinidad por tejidos que segregan mucosa especialmente con los asocia

dos al sistema respiratorio (16).

2.3 Epidemiologia.

En nuestro pais asi como en muchos otros paises del mundo y sobre to-
do en los paises tropicales, el reservorio de la rabia es el perroy la -
magnitud del problema que la enfermedad plantea depende, sobre todo de --
las relaciones que existen entre la poblacidén y el perro. La enfermedad
se mantiene esencialmente a causa de la transmisidon del virus de los pe--
rros a otros animales domésticos y al hombre, siendo el ser humano el ---
huésped definitivo.

La rabia canina se encuentra en mas de 80 paises y territorios, sobre
todo en zonas en desarrollo, La enfermedad va difundiéndose y estd trans
formdndose en un peligro importante para la salud y la economia no sélo -
en zonas urbanas, como siempre habia sucedido, sino también en zonas rura
les (10).

Cerca de 700 defunciones de personas por rabia se reportan a la 0,M.S.
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pero este ndmero no reyela la realidad mundial, ya que no todos los pai
ses reportan sus casos positivos. Aln no estan en capacidad de propor--
cionar estadisticas precisas. Adn en las regiones donde la rabia es en-
démica y donde no hay practicamente control, las defunciones notificadas
no reflejan la realidad del problema.

En El Salvador en los Gltimos afios se ha notado una tendencia al au-
mento de casos de rabia humana (ver gréafico No. 1, pagina 38), lo cual se
agrava mas con el crecimiento de las poblaciones urbanas y por la situa--
cidon politica existente en nuestro pafs. En la actual situacion demogra-
fica del pafs, se favorece la difusion del virus de la rabia en la pobla-

cién humana y la posible propagacién a otras especies de animales, que ha

ria mads dificil su control.

2.4  Metodologia de Diagndstico.

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 efectla primariamente la tincidn directa de cortes de tejido cere-
bral, por medio de la coloracion de Seller, si ésta es negativa, se conti
nda 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.
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V. MATER|ALES Y EQUIPO UTILI|ZADO

Equipo :

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

Balanza analitica Metler H73AR.

Balanza Granataria

Cocina eléctrica

Congelador de L40°a - 100°C.

Microscopio de fluorescencia estandard con fuente de luz ultra viole-
ta ""leitz".

Potencidmetro Chemtrix Type LOE.

Refrigeradora

Materiales :

Agitadores de vidrio

Balones volumétricos de 1000 mi, 250 ml, 100 ml, 50 ml, 25 ml.
Beakers de 1000 ml, 500 ml, 250 ml, 100 ml.

Bandejas de coplin.

Baja lengua de madera

Bureta de 50 ml.

Espatula pequeia

Frascos plasticos de 1000 ml, 500 ml.

Guantes quirdrgicos



Laminas cubreobjeto
Lédminas portaobjeto
Lapiz marcador Tech pen
Malla de asbesto
Mascarilla quirdrgica
Palillos

Papel absorbente

Papel glasil

Pinzas de sostén

Pipetas volumétricas de 25 ml, 5 ml, 1 ml.
Soporte

Termdémetro de -0%°a 250°C
Tijeras pequefas

Vidrio de reloj grande y pequefo

Reactivos, soluciones

3.1 Para método quimico :

Acido clorhidrico conceﬁtrado HC1

Acido clorhidrico 1 N HC1 1IN

Biftalato de potasio / KHC(H, (C00,)_7

Fosfato de sodio dibasjco NaZHPO“. 7H20
Fosfato de potasio monobéasico KHZPOH‘ HZO
Hidréxido de sodio NaOH



Hidréxido de sodio 1 N NaOH 1IN
Hidréxido de sodio 0,2N NaOH 0,2N
Agua bidestilada

Tetraborato de sodio Na28“07. 1OH20

3.2 Para método microscdpico :

Agua destilada
Aceite de inmersion
Acetona

Alcohol yodado
Formalina al 10%
Glicerina

Solucidén tampdn pH 7,2 - 7,4 de fosfatos &cidos de sodio.

Solucidn conjugado antirréabico.

Otros

Laminas control negativo

Laminas control positivo.
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VI. PARTE EXPERIMENTAL

Preparacién de la combinacidn de Soluciones Tampdn 0,01M de Fosfato

de sodio dibdsico y monobdsico, utilizados para elaborar la curva de

perfil de pH.

Para calcular las cantidades necesarias de sales de fosfatos a

combinar se usé la formula siguiente:

V x Gx F = Gramos de sal

Donde : V

Volumen de la soluciéon 0,01M en fosfatos (ml/1t).

G = Gramos de fosfatos( dibdsico y monobdsico) por mi
de solucién 0,01M (gr/ml)

F = Factor de molaridad

M real

M tedrica

Para el fosfato de sodio dibdsico 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.

Preparacidon de la combinacién de soluciones 0,01M de fosfatos -
de sodio dibasico y monobédsico.
Primeramente se verificdo la calidad de los reactivos a utilizar.

Luego se pesaron cantidades exactas de las sales y se disolvie-
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ron por separado con agua libre de CO2 llevandose cada una a -

volumen de 1000 ml en balén volumétrico.

1.2,1 Ejemplo de cdlculos realizados para preparar la combina
cién de solucién tampén 0,0IM de pH 5,0 - 5,2 segln ta-
bla No. 1, indica que para un pH 5,0 - 5,2 se debe tomar
una alicuota de 990 ml de la solucién de 0,01M de fosfa-
to de sodio monobisico y 10 ml de la solucién 0,0IM de -
fosfato de sodio dibasico por litro de solucién.

De acuerdo a la férmula, para el fosfato de sodio monobd

sico el calculo es el siguiente:

VxGx F = Gramos de la sal
Donde : V = 990 ml/1t.
G = 0,00138 gramos/ml
F= 1

Aplicando la formula :

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

1,3662 gramos de NaHzPoh. H20 para preparar un litro de
solucidn.

De acuerdo a la férmula, para el fosfato de sodio dibasi

co el cdlculo es el siguiente:

V xGxF Gramos de la sal

Donde : V 10 ml /1¢t.

[p]
Il

0,00268 gramos/ml



Fo= |

Aplicando la férmula

Gramos de Na HPOA, 7H20 10 ml x 0,00268 gr/ml x 1

2

0,0268 gr/ml para preparar -

un litro de solucion.

1.2.2 Preparacién de la combinacidn de solucién tampén 0,01M

de pH 5,0 - 5,2.

Se mezclaron 990 ml de la solucién de fosfato de sodio monobasico --
0,0IM y 10 ml de la solucidon de fosfato de sodio dib&sico 0,01M, en un -
baldn volumétrico de 1000 ml, luego a la combinacidn de solucidon tampén se
le determiné el pH a 25°C, y se esterilizé a 121° C durante 15 minutos -
con 15 libras de presidn. Se enfrio la solucion tampdn preparada a tempe
ratura ambiente, luego se le determiné el pH controlando de que la tempe-
ratura fuera de 25°C al momento de realizar la lectura.

Debido a que después del proceso de esterilizacién de la solucidn tam
pon, el valor del pH observado se desviaba un poco del valor esperado se- '
gin tabla No. 1, se considerd que era necesario corregir los valores obggk
nidos por la férmula utilizada, sumdndole una pequefia cantidad de la sal
para obtener valores de pH idénticos al valor esperado segin la tabla No.
1, pagina 19,

Corregidos los valores de Jas sales a utilizar se prepararon las dife
rentes combinaciones de soluciones de fosfatos de sodio 0,01M, como se indi
ca en la tabla No, 1 en la pagina 19.. Inicidndose con la preparacidn de -

la solucion de fosfato de sodio monobadsico 0.01M. hasta lleaar a la solu--
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cidn de fosfato de sodio dibdsico 0,01M, completando los 38 valores de pH,
que sirvieron para elaborar la curya de perfil de pH, Ver figura No, 1, -
pagina 22.

Las soluciones cuyos valores de pH no fueron idénticos a los valores
esperados, se les adiciond gotas de NaOH IN 6 HCl IN segin fuese necesa--
rio hasta obtener valores de pH idénticos a los esperados.

Todo el material utilizado para ajustar el pH se esterilizé previamen
te y el agua utilizada en la preparacidn de la solucién de NaOH IN y HCI 1IN
también. Ademas se colocaron mecheros en la mesa de trabajo, para evitar
cualquier posible contaminacidn microbiana.

Las lecturas de pH de las soluciones tampdn elaboradas, se realizaron
tomando pequefias porciones de las soluciones tampdn en beaker de 100 ml, -
con el objeto de no contaminar la solucién, ademds se controlé que la tem
peratura fuera de 25°C al momento de realizar dichas lecturas.

Las soluciones tampon se envasaron en frascos plasticos de 1000 ml pre

viamente lavados y enjuagados con agua estéril.



Tabla No. 1, Valores de pH para mezclas de soluciones: NaZHPO4. 7H20 -

0,01 My Nah,PO HZO - 0,01 M, Obtenidos en la investiga-

2 74
cion , con los cuales se elabora la curva de perfil de pH,
ml .0.0IM, ml 0.01 M.
ml . H,0 Na2HPO47H20 NaH2P04 H20 pH

900 ——— —— 5.5 - 5.7
-n- 1000 -———- 9.0 - 9.2
--- 9390 10 8.8 - 8.9
——r 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
- 300 100 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 -17.4
--- 650 350 7.2 -7.3
--- 600 400 7.2 -17.3
--- 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
e 10 990 5.0 - 5.2
——- 0 1000 4.6 - 4.7
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2. ESTANDARIZAC|ON DEL POTENCIOMETRO,

La estandarizacién del potencidmetro se realizd segilin el procedimien-
to descrito por la Farmacopea XX| de los Estados Unidos de América.

Para estandarizar el potencidmetro, se seleccionaron dos soluciones -
buffer estandars, cuya diferencia en el valor de pH no exceda de cuatro -
unidades; tal que el pH esperado de la solucidn bajo ensayo esté entre --
ellos. La temperatura utilizada en el potencidmetro, las soluciones ----
buffer estandard y las soluciones bajo ensayo fue de 25° : 2°. Algunas
veces fué necesario ajustar las soluciones a dicha temperatura mediante -
la aplicacién de calor (bafio de agua caliente) o enfriamiento ( bafio de --
agua helada) seglin fuese necesario.

Aﬁtes y después de medir el pH de las soluciones buffer estandard y -
la solucidn bajo ensayo, los electrodos se lavan con agua bidestilada 1i-
bre de CO2 y estéril.

Los electrodos se lavan con ha solucion buffer estandard luego se in-
troducen los electrodos en dicha solucidon y se ajusta con el control el -
valor de pH de la solucion buffer estandar tabulado en la Farmacopea XXI|
de los Estados Unidos de América. Luego se retiran los electrodos de la
solucion buffer estandard y se repite el procedimiento anterior con una -
segunda solucidn buffer estandard.

Una vez estandarizado el potencidmetro se procede a medir el pH de la
solucidon buffer bajo ensayo, lavando primero los electrodos con dicha solu
cion, luego se introducen los electrodos en la solucidon buffer bajo ensa-
yo y finalmente se observa el valor de pH de dicha solucion buffer: Use

agua libre de CO2 (vea aqua, en la seccidn Reactivos, Indicadores y Solu-
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ciones), para solucién o dilucién de la solucién a examinar en la deter-

minacién de pH, en la Farmacopea XX| 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 -
tampdn, ver tabla No. 1, pagina 19. Se utilizaron para elaborar la curva
de perfil de pH, graficdndose en el eje de las ordenadas, los ml de la so
lucion de fosfato de sodio dibasico 0,01M al lado izquierdo y los ml de -
fosfato de sodio monobasico 0,0IM 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 tampdn a una temperatura de 25°C (Ver figura No.

1, pagina 22).

| BIBLIGTECA CENTRAL
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L. PREPARACION Y DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE LA SOLUCION DE FOSFA

TOS DE SODIO 0,01M de pH 7,2 - 7,h4.

4.1 Preparacién de la Solucién Tampdn de Fosfatos de Sodio 0,01M de

ph 7,2 - 7,h4.

Para la preparacién de la solucién tampén de fosfatos de sodio 0,01M
de pH 7,2 - 7,4 se partid de las soluciones previamente preparadas de fos
fato de sodio dibdsico 0,01 M y de fosfatos de sodio monobésico 0,0IM, las
cuales fueron combinadas para obtener el pH 7,2 - 7,b.

Se interpold el valor de pH 7,2 - 7,4 en el grédfico de perfil de pH -
(ver figura No. 1 pagina 22), se obtuvo un valor de 570 ml de la solucidn
de fosfato de sodio dibdsico 0,01M y 330 ml de la solucidén de fosfato de
sodio monobdsico 0,01M a combinar para obtener el pH 7,2 - 7,4. Las solu
ciones se prepararon por separado con agua libre de COZ’ se combinaron a
ambos vollmenes en un frasco volumétrico de 1000 mi. El pH de la disolu-
cidon tampdn se determindé a una temperatura de 25°C, luego se esterilizd a
121° C durante 15 minutos con 15 libras de presidn, enfridndose a tempera -
tura ambiente para luego determinarle el pH a 25°C. ‘

Todo el material empleado en la determinacion del pH de la solucion -
tampén se esterilizd previamente. Para realizar dicha determinacidén de -
pH se tomaron porciones de la solucidn para evitar la contaminacién de la
misma, luego se descartaba la solucidn a la cual se le realizaba la deter

minacién, corrigiendo el pH de la solucidn tampdn en el volumen restante.

BIBLIOTECA CENTRAIT)
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4.2 Determinacidén de la estabilidad de 13 Solucidn Tampdn de fosfa-

tos de sodio Q,QIM de pH 7,2 ~ 7,k.

Se prepararon 10 soluciones tampdn pH 7,2 - 7,4,tal como se describe
en el literal 4,1, Luego se les determind el pH a 25°C antes y después
del proceso de esterilizacidn, envasdndose en frascos plasticos de 1000
ml los cuales fueron tratados previamente tal como se describe en la pa-
gina 18, para evitar cualquier posible contaminacién. Cinco de estas -
soluciones fuepon conservadas en refrigeracidon y cinco a temperatura am-
biente, por un periodo de seis meses, controlando el pH de cada una de -
las soluciones cada 15 dfas, para comprobar si mantenian el mismo valor -
de pH. Al mismo tiempo se realizaba el diagndstico del virus de la rabia
cada mes, mediante la prueba de Anticuerpos Fluorescentes, con el fin de

comprobar la efectividad de dichas soluciones tampdn.

5. DIAGNOSTICO DE LA RABIA, REALIZADA MEDIANTE EL METODO DIRECTO DE ANTI

CUERPOS FLUORESCENTES (AF).

5.1 Recoleccidn de la Muestra.

La muestra es remitida a la Unidad de Laboratorio del Ministerio de -
Salud Piblica y Asistencia Social y al Laboratorio de Diagndstico de Pato
logia Animal del Ministerio de Agricultura y Ganaderfa. Esta puede ser,
el cadaver del animal o s6lo su cabeza debiéndose enviar en un ambiente -
frio (con hielo) para su preservacidén y debidamente identificadas. Ademés

las muestras deben de ser remitidas con los datos del formulario corres--

P
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pondiente a la encuesta Epizootioldgica (epidemiologia de animales). --
(Ver anexos 1 y 2, paginas 39-40), de] Ministerio de Salud Plblica y Asis
tencia Social y del Ministerio de Agricultura y Ganaderfa, Los resul ta~-
dos obtenidos son remitidos a las correspondientes Unidades de Epidemiolo
gia, las que procesan la informacién 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 pasan al Depar
tamento Qe EstadTstica de Salud, del Ministerio de Salud Piblica y Asisten
cia Social.

En caso de rabia humana, el Centro de Salud inmediato remite al pacien
te a un Centro Hospitalario; quien en caso de deceso envian muestras de te
jido cerebral a la Unidad de Laboratorio Central del Ministerio de Salud -
Piblica y Asistencia Social y Patologia Animal del Ministerio de Agricultu
ra y Ganaderfa; en los cuales se verifica el diagndéstico confirmativo e in
formando inmediatamente de estos resu]tadés a la Unidad de Epidemiologia -

del Ministerio de Salud Pdblica y Asistencia Social.
5.2 Método Directo de Anticuerpos Fluorescentes (AF).

El diagn6stico de la rabia se realizd mediante el método directo de -
Anticuerpos Fluorescentes, de acuerdo al procedimiento descrito por el --
""INFORME TECNICO DEL CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS, OFICINA SANITARIA -
PANAMER I CANA SOBRE PRUEBA DE ANTICUERPOS FLUORESCENTES PARA LA RABIA" (6).

Esta prueba ofrece ventajas {ver p3gina 9 (15) sohre otros métodos de

diagnéstico de la rabia, razén por la cual fue seleccionada por los Labo-
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ratorios de los Ministerios de Salud Piblica y Asistencia Social y Agri-

cultura y Ganaderia, y actualmente es la que se realiza.

5.2.1 Preparaciones de la Muestra a |nvestigar Rabia.

Se hicieron preparaciones, en primer lugar, de Cuerno de Ammdn, des=-
pués de la Corteza Cerebral y finalmente del Cerebelo.

Con unas tijeras pequefias se hicieron cortes transversales de (2 - 3
mm de grosor) del tejido encefdlico (cuerno de ammén, cerebelo y corteza).
Los que se colocaron sobre un depresor de lengua de madera, con la super-
ficie de ésta hacia arriba, presionando con suavidad hacia abajo, se hi--
cieron dos impresiones por region, obteniéndose una pelicula fina bastan-

te homogénea de tejido,

5.2.3 Técnica.

Las impresiones se secaron a temperatura ambiente por espacio de media
hora, al cabo de ese tiempo se fijaron en acetona a -20°C por 2-4 horas, -
luego se secaron a temperatura ambiente. Ailas impresiones se les delimi-
té en el portacbjeto con un lapiz marcador Tech pen. Luego se les agregd
0,3 ml de conjugado antirrdbico, extendiéndose e] conjugado uniformemente
utilizando siempre palillos distintos para cada circulo. Los portacbje--
to se colecaron sobre una cdmara himeda y se lleyvaron a incubacidn a 37°C
por espacio de 30 minutos.

Después del periodo de incubacidn, se enfriaron los portaobjeto a tem

peratura ambiente y se lavaron sumergiéndolos en solucidn salina tampona-
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rante diez minutos, luego se hace un segundo lavado igual al primero en
BT

otra solucidn salina tamponada del mismo valor de pH, seguidamen5§:§e pa
san a otra bandeja conteniendo agua destilada sumengiéndolas Y aéiténdo—
las periédicamente por espacio de diez minutos. Este lavado nos permiti
eliminar toda la inmunofluorescencia inespecifica. -

A continuacidn se colocaron las 13minas portaobjeto en posicidn ver-
tical. Una vez secas, se les afiadid una gota de glicerina al 50 % amorti
guada a un pH 7,4 y luego se les colocd una lamina cubreobjeto y finalmen

te se examinaron al microscopio de luz ultra violeta las muestras.
5.2.4 Preparaciones Testigos.

Los frotis se prepararon con encéfalo de animales francamente positi-
vos para los controles positivos y a partir de cerebro de ratén de 11,0 a
14,0 gramos los controles negativos. Todas las laminas se fijaron en ace

tona libre 'de agua y se conservaron a -20° durante un ano.
5.2.5 Técnica.

A las preparaciones testigos se les realizd la misma técnica que la -

muestra a investigar rabia simultaneamente.

5.2.6 Interpretacién de Resultados.

La muestra se compara con los testigos positivos y negativeos. Un diag

néstico positivo serd la observacidn de agregados viricos de distintas for
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Fig. No. 3.- Agregados viricos de distintas formas y tamanos, observados

al microscopio de luz ultra violeta.
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VI, RESULTADOS

Como se puede obseryar en la Tabla No. 2, pagina 31, todas las mues-
tras-de scluciones tampdn, se mantuvieron estables durante cuatro meses
y al quinto mes se observd una variacidn 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 tampdn -
se mantuvieron estables por el mismo perfodo, tanto a temperatura ambien-
te como en refrigeracidon, debido a que dichas soluciones se conservaron -
en frascos que no permitieron alguna alteracidn, ya que estaban estériles
y bien cerrados.

En las soluciones tampdn preparadas para el presente estudio no se ob
servé ninguna contaminacidén micrcbiana después de transcurridos seis me--
ses.

Segln la Tabla No. 3 pagina 32, la efectividad de las soluciones tam-
pon preparadas para el presente estudio, fue satisfactoria, ya que no se
observé inmunofluorescencia inespecifica al realizar los lavados con di--
cha solucidn, en la prueba de Anticuerpos Fluorescentes para el Diagnésti

co de la Rabia.
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VIIT. D|SCUSION DE RESULTADOS

Para la elaboracidn de la solucién tampdén de fosfatos de sodio de pH
7,2 - 7,4, se tomd en cuenta el trabajo realizado por el Servicio de Qui
mica de la Seccidén de Biogquimica y Control de Productos del |.1.V, Mara-
cay, Venezuela, asi como las especificaciones de la Farmacopea XX| de los
Estados Unidos de América.

Considerando que algunos valores de pH no coincidian, con el valor es
perado; en la elaboracidon de las disoluciones tampdn, utilizadas en la --
elaboracidon de la curva de perfil de pH, se considerd necesario corregir
los valores obtenidos, por la formula utilizada, sumando una pequefia can-
tidad a las sales, en este caso particular la cantidad fue de 1.2 %, con
lo que did valores de pH idénticos al valor esperado.

El efecto de la esterilizacidon sobre el pH de la solucidén tampdon de -
pH 7,2 - 7,4 no fue tan drastico ya que las sales de fosfatos proporcio--
nan soluciones tampdon con pH termoconstantes.

La estabilidad del pH de la solucidn tampdn pH 7,2 - 7,4 varid en ---
7 0,05 unidades de pH con respecto al tiempo, durante un perfodo de seis
meses, lo cual se considera dentro del margen de error tolerable.’

La técnica de Diagnéstico de la Rabia utilizada para comprobar la --
efectividad de la solucién tampén pH 7,2 - 7,4 fue la de Anticuerpos Fluo
rescentes por ser una técnica de diagndstico que se estd realizando actual
mente en nuestro pais por los Laboratorios del Ministerio de Salud Piblica
y Asistencia Social y Ministerio de Agricultura y Ganaderfia,

La Fluorescencia del complejo antigeno-anticuerpo puede ser alterada

ST iAve~i OENTRAL
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por la concentracién de los iones hidrogeno y su efecto varia segln el -
colorante empleado, Por lo que en la Prueba de Anticuerpos Fluorescen--
tes para el diagndstico de la rabia, se usa como colorante el isotiocia-
nato de Fluoresceina que d& su méxima fluorescencia a un pH cercano a 8,0.
La solucidn tampdn utilizada 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 evita
que el complejo antigeno-anticuerpo pueda ser alterado por la accion del

colorante y de la concentracidn de los iones hidrégeno.
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IX. CONCLUSIONES

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

ye lo siguiente:

- Que la cantidad de sal utilizada para corregir los valores de pH obte
nidos mediante la férmula utilizada, es bien bajo, debido a que las -
soluciones tampdn de fosfatos poseen valores de pH termoconstantes, -

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

Que la esterilizacidon de las soluciones tampon se hace necesario, pa
ra evitar la contaminacidon microbiana y para prolongar el periodo de
estabilidad de dichas soluciones, cuando éstas son diluidas. En el -
presente estudio la solucidn tampdn pH 7,2 - 7,4, fue estable por méas

de seis meses.

Que todas las soluciones tampdon sometidas tanto a temperatura ambien-
te como en refrigeracidn sin excepcidn presentaron una fluctuacidn de
valor de pH de +0,05 unidades de pH, durante un perfodo de seis meses,

considerandose dentro del margen de error tolerable.

- Que la solucidn tampdn de fosfatos de sodio pH 7,2 - 7,4 elaborada en
el presente estudio es efectiva, en los lavados realizados en la Prue
ba de anticuerpos Fluorescentes para el Diagnéstico de la Rabia, ya -
que es capaz de arrastrar todas las impurezas, obteniéndose resulta--
dos satisfactorios. Ademds dicha solucidn resulta barata y de réapida

preparacion.

- Los datos obtenidos en el presente estudio, servirdn de base a los =
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Ministerios de Salud Plblica y Asistencia Social y de Agricultura y
Ganaderia, para elaborar sus propias soluciones tampdn de fosfatos -
de sodio 0,01 M en forma mis rapida, confiable y a menor costo, lo -

que permitira ahorrar tiempo y dinero,

T GENTRA
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X. RECOMENDACIONES

Todos los reactiyos empleados en la preparacidn de soluciones tampén

deben ser grado reactivo de buena calidad, U,S,P, 6 A,C.S.

El agua utilizada en la preparacion de soluciones tampdn debe ser re
cién destilada, si es posible bidestilada y libre de CO2 y enfriada

antes de usarla, eliminando de esta manera el CO2 disuelto en el agua.

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

soluciones tampdn se deben realizar en balanza analfitica.

La determinacion del pH de todas las soluciones tampdn deben de hacer
se con un potencidmetro estandarizado con dos soluciones tampdn estan

dard de pH conocido, cercanos al de la solucidn tampdn a medir a tem-

peratura de 25° C.

Las soluciones tampdn estandard se deben preparar seqgin las especifi-

caciones de la Farmacopea XX! de los Estados Unidos de América.

Las soluciones tampdn diluidas se deben esterilizar, para evitar el -

crecimiento de bacterias y hongos.

Las soluciones tampdn estériles se deben conservar, en frascos estéri

les de polipropileno, con tapdn del mismo material para evitar el de-

sarrollo de bacterias y hongos.

Los frascos de polipropileno se recomienda esterilizarlos con gas de

oxido de etileno.
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XI1. RESUMEN

En vista que en nuestro pais, en los dltimos afios se ha notado una -
tendencia al aumento de casos de rabia humana, lo cual se agrava mas con
el crecimiento de las poblaciones urbanas, considerdndose como uno de los
problemas prioritarios de salud, se ha realizado el presente trabajo, con
el objeto de contribuir con la misma, para determinar los casos de rabia
mediante la realizacidn del diagndstico de dicha enfermedad para lo cual
se necesita de que las soluciones tampdn, utilizadas en los correspondien
tes lavados, tengan el pH adecuado que garantice eliminar totalmente la -
inmunofluorescencia inespecifica y asi que se efectle un diagnéstico segu
ro, evitando los riesgos de diagndsticos falsos positivos.

La preparacidn de la solucidén tampdn pH 7,2 - 7,4, se llevd a cabo si
guiendo la metodologia de interpolacidn del valor de pH, en la curva de -
perfil de pH (ver figura No. 1, pdgina 22 ) y luego se siguieron las espe
cificaciones dadas por la Farmacopea XX| de los Estados Unidos de América.

En la determinacidon de la estabilidad de las soluciones tampdn, éstas
se sometieron a temperatura ambiente y en refrigeracién, durante un perio;
do de seis meses, observandose que estas soluciones se mantienen estables
en ambas condiciones,

La efectividad de las soluciones tampdn pH 7,2 - 7,4 se comprobd me-
diante la realizacion de la Prueba de Anticuerpos Fluorescentes para el -
Diagnéstico de la Rabia, en la cual no se observd inmunofluorescencia ines

pecifica (ver Tabla No, 3, pagina ). ‘
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INFORMACION OBTENIDA EN EL M.S.P.A.S. EN EL CASO DE RAB!A CANINA

MINISTERIO DE SALUD PUBLICA Y ASISTENCIA SOCIAL
UNIDAD DE LABORATORIO
SECCION DE PRODUCTOS BIOLOGICOS
AREA DE DIAGNOSTICO DE RABIA.

Caso No.

Nombre del duefo

Direccidn
Teléfono :
Datos generales :
Animal Edad Sexo Raza
Muestra enviada

Historia :
Murio el dia Espontaneamente/Sacrificado

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

Quedan mads animales en casa Fueron

mordidos por éste
Sintomatologia :
Salivacion Agresividad Postra-
cion Incoordinacidn Dificu]tad;pg

ra comer Beber Ladrar
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Mordia objetos Mirada anormal
Buscaba refugio C Sensible a ruidos y luz
Pardlisis posterior Desde cuando aparecibé enfermo

Se ha regado insecticida Gltimamente

Se le efectud alglin tratamiento

Caso remitido por :

Propio interesado/Médico Veterinario/Unidad de Salud/otros

Personas expuestas

Regidn mordida

Han iniciado tratamiento

Informacion adicional

San Salvador, de

Responsable
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INFORMAC |ON OBTENIDA POR EL M.S.P.A.S. A TRAVES DE HOSPITALES EN CASO DE -
RABIA HUMANA
MINISTERIO DE SALUD PUBLICA Y ASISTENCIA SOCIAL
DIVISION DE LABORATORIOS DE SALUD
DIAGNOSTICO DE RABIA HUMANA

FECHA CASQ # REFERIDO POR
REGION

DATOS PERSONALES

APELLIDO Y NOMBRE

EDAD SEXO DIRECCION
REGION DE SALUD
CIUDAD 0 PUEBLO DEPARTAMENTO
ANTECEDENTES DE INFECCION
Exposicion al Virus por: Si es Mordedura : Herida :
Mordedura Su localizacion Unica
Contacto Maltiple
Ignorado Superficial
Profunda
Fecha de Exposicidn Fecha de muerte
VACUNACION |
Se aplic6 suero __ cudntas unidades ___ Se aplic6 vacuna_____ qué tipo,
No. de dosis __ Fecha inicio Vacunacién Fecha término Vac.-
Interrumpid vacunacion por qué motivo
DIAGNOSTICO :

RESULTADO EXAMEN DE SELLERS
RESULTADO EXAMEN ANTICUERPOS FLUORESCENTES _
RESULTADO DE LA INOCULACION DE RATONES

OBSERVACIOQNES :

TECNICO RESPONSABLE
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1. Preparacidén de las Soluciones Buffer Estandard Utilizadas en la Estan

darizacidn del Potencidmetro,

Estas soluciones se prepararon segin el procedimiento descrito por la
Farmacopea XX| de los Estados Unidos de América, con la modificacidén de -
que se usd agua bidestilada en lugar de agua destilada y se esterilizaron

después de preparados.

1.1 Solucidn Buffer estandard pH 4,01

Biftalato de Potasio 0,05 M.

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

110°C  por una hora y luego se disolvid con agua libre de CO llevandose

2’

a volumen de 1000 ml en un baldn volumétrico.

1.2 Solucidn Buffer estandard pH 5,4

Biftalato de Potasio 0,2M e Hidréxido de Sodio 0.2M.
Se pesaron 2,04 gramos de biftalato de potasio previamente secado a -
110°C por una hora, luego se disolvid con agua libre de Co, l1evandose a
volumen de 50 ml en un baldn volumétrico, Luego se pipeted 25 ml de esta
solucién y se colocaron en un baldn volumétrico de 100 ml y se le adicio
né 12,05 ml de hidréxido de sodio 0,2M mediante el uso de bureta y luego

se 1leyd a volumen con agua libre de C02:
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1.3  Solucién Buffer estandard pH 6,86

Fosfato Equimolial 0,05M

Se pesaron 3,53 gramos de fosfato de sodio dibasico y 3,39 gramos de
fosfato de potasio monobasico cada uno previamente secado a 120°C por -
dos horas. Luego se disolvieron por separado con agua libre de COZ, se
mezclaron las soluciones y finalmente se colocaron en un balén volumétri
co de 1000 ml, llevandose a volumen con agua libre de COZ'
1.4 Solucidn Buffer estandard pH 8,0

Fosfato de Potasio monobadsico 0,2M

Se pesaron 1,361 gramos de fosfato de potasio monob&dsico previamente
secado a 120°C por una hora y luego se disolvid con agua libre de CO2 e
vdndose a volumen de 50 ml en un baldn volumétrico. Luego se pipeted 25
ml de esta solucidn y se colocaron en un balén volumétrico de 100 ml y -
se le adiciond 23,05 ml de hidréxido de sodio 0,2M con una bureta, se --
mezclaron las soluciones y se llevd a volumen con agua libre de COZ.
1.5 Solucién Buffer estandard pH 9,18

Tetraborato de Sodio 0,01M

Se pesaron 3,80 gramos de tetraborato de sodio previamente secado a -
120°C por una hora, luego se disolvid con agua libre de co, llevandose a

volumen de 1000 ml en un baldn volumétrico.
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1.6 Solucidn de Hidréxido de Sodio IN,

Se pesaron 54 gramos de hidréxido de sodio y se disolvieron en 50 ml
de agua libre de COZ’ luego se enfrid dicha solucidon y se filtrd utilizan
do papel filtro. Luego se transfirieron 13,60 ml de esta solucién median

te el uso de bureta a un frasco volumétrico de 250 ml llevéndose a volu-

men con agua libre de COZ'

Para estandarizar el hidrdoxido 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 disolvid en 3,75 ml de agua libre de CO2 y
se le adiciond una gota de fenolftaleina TS y se tituld con la solucion -

de hidrdéxido de sodio preparada anteriormente hasta la produccién de un -

color rosado permanente, esta titulacidn se realizd por triplicado. Lue-

go se calculd la normalidad real de la solucidén de hidroxido de sodio.

1.7 Solucién de Hidréxido de Sodio 0,2N

Una alicuota de 50 ml de hidréoxido de sodio IN recientemente prepara-“
do, se colocd en un frasco volumétrico de 250 ml mediante el uso de bure-
ta y luego se llevd a volumen con agua libre de C02. Esta solucion se va
lord para determinarlie su normalidad real. Ambas soluciones se envasaron

en frascos plasticos bien cerrados.
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L. GLOSARIO

- Microscopfa Inmunofluorescente :
Técnica seroldgica que sirve para demostrar la combinacién especi
fica de los anticuerpos unidos al indicador de Isotiocianato de -
Fluoresceina con los antigenos, la cual es visualizada en el mi--

croscopio de luz ultra violeta.

- Anticuerpos Fluorescentes :
Son los anticuerpos obtenidos al inocular con virus radbico a un -
conejo, los cuales son separados por cromatografia de columna, --
luego las inmunoglobulinas antiviricas quedan marcadas y se sepa-

ran por didlisis y se unen al Isotiocianato de Fluoresceina.

- Inmunofluorescencia Inespecifica

Cuando el tejido grisdceo se observa de color verde fluorescente

en el microscopio de luz ultra violeta.

- Especificidad Inmunoldgica : ¢

Los antigenos provocados reaccionan especificamente con anticuer-

pos especificos para dichos antigenos.
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