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EVALUACION DE LA CALIDAD DE LOS REACTIVOS QUE SE UTILIZAN EN LA TECNICA DE
CONTRAINMUNOELECTROFORESIS PARA LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS
ANTIRRABICOS

A.M.DIAZ (1), A. ALBAS (2), E.J. G. VALENTINI (2) & G. PERDOMO (1)

RESUMEN

En este estudio se comprobd que el Instituto Butantan produce antigenos y
sueros indicadores que se pueden utilizar con éxito en la prueba de contrainmunoe-
lectroforesis para titular anticuerpos antirrdbicos en personas inmunizadas.

No se pudieron demostrar diferencias estadisticamente significativas entre los
resultados de las pruebas de estandarizacion realizadas en el Instituto Butantan
y las pruebas de control de referencia llevadas a cabo en el Centro Panamericano

de Zoonosis.

Se propone que el Instituto Butantan produzca y distribuya a nivel nacional
losreactivos para que los laboratorios de diagnéstico apliquen la técnica de contrain-
munoelectroforesis para la determinacién de anticuerpos antirrdbicos.

UNITERMOS: Rabia; Serologia, Confrainmunoelectroforesis.

INTRODUCCION

La presencia de anticuerpos neutralizantes
en personas que han recibido tratamiento anti-
rabico pré-o posexposicion se considera un buen
indicador de la eficacia de la vacuna utilizada'®.

La determinacién de los anticuerpos séricos
se puede realizar utilizando diversas pruebas se-
rologicas! & & 1!, muchas de las cuales exigen
disponer de equipos especiales y personal adies-
trado.

La técnica de contrainmunoelectroforesis
(CIE)? se utiliza en el diagnéstico serolégico de
enfermedades virales. Por su reproducibilidad,
sensibilidad y especificidad, el Centro Paname-
ricano de Zoonosis (CEPANZO) la utiliza rutina-

riamente en la determinacién de anticuerpos an-
tirrabicos en sueros de personas y animales que
han recibido inmunizacién antirrabica®.

La técnica de CIE es particularmente 1til
en aquellos laboratorios de diagnéstico que de-
ben realizar controles serolégicos rapidos y eco-
nomicos®, ya sea para decidir si se debe iniciar
un tratamiento o interrumpirlo en caso de que
se presenten reacciones adversas asociadas a la
vacunacion.

El éxito de la aplicacién de la técnica de
CIE, como de otras técnicas rapidas para diag-
nostico de infecciones viricas, depende de la dis-
ponibilidad de antigenos y antisueros de calidad
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comprobada®. Por esta razon es necesario contar
con reactivos patrones producidos por centros
de referencia parala estandarizaciéon de losreac-
tivos elaborados por los laboratorios de diagnos-
tico.

El objetivo de este estudio en colaboracién
entre CEPANZO y el Instituto Butantan fue eva-
luar la calidad de los antigenos y sueros indica-
dores producidos por este ultimo para la deter-
minacién de anticuerpos antirrabicos en sueros
de origen humano, mediante la técnica de CIE.

MATERIALES Y METODOS
Antigenos

Los distintos lotes de antigeno se prepararon
con virus CVS/CCL/2 (Challenge virus standard,
CVS) con dos pases sucesivos en cerebros de co-
nejos lactantes, cuyo titulo fue de 107%72 en 0.03
ml por via intracerebral en ratén adulto. Estos
lotes se prepararon como una suspension al 40%
en agua destilada suplementada con sacarosa
y glicina e inactivada con Beta-propiolactona
1:3000%.

El Instituto Butantan elabora los antigenos
de trabajo mediante la técnica arriba mencio-
nada, le agrega conservadores y luego los distri-
buye, en frascos pequenios herméticamente cer-
rados, que se mantienen a 4°C.

Los antigenos estandares producidos en el
CEPANZO, se liofilizan durante 24 horas (1 mVl/
ampolla) en el tubo miultiple (manifold) de un
equipo de liofilizacién, las ampollas se sellan a
un vacio de 3 a 5 mieras.

Titulacion del antigeno

El titulo del antigeno de trabajo se deter-
mina frente a un suero antirrabico de referencia
producido en conejos o equinos®. Se preparan
dilucionesde antigeno 1:4,1:6,1:8,1:10,1:12,1:14,
1:16, 1:18 en solucidn salina amortiguada. Se in-
cuban a 37°C durante 60 minutos.

Se cubren dos laminas portaobjetos de 75
x 50 mm con 9 ml de agarosa al 0.9% en solucién
amortiguada con veronal sédico 0.05 M, pH 8.2
y se mantienen durante 10 minutos a 4°C. En

cada una de dos filas paralelas se marcan, a una
distancia de 8 mm, cuatro orificios, de 6 mm de
diametro los de la primera fila y de 3 mm los
de la segunda.

Las laminas con los orificios de mayor tama-
nto del lado de catodo se colocan en la cuba de
un equipo de electroforesis con solucién amorti-
guada de veronal s6dico 0.05 M, pH 8.2.

Se retira la agarosa de los orificios de 6 mm
y se cargan cuidadosamente con cada una de
las diluciones del antigeno previamente incuba-
das a 37°C, usando micropipetas o pipetas Pas-
teur y propipetas.

Se procede de la misma manera con una la-
mina de vidrio de 75 x 25 mm recubierta de aga-
rosa (3 ml), en la que se marcan dos hileras de
dos orificios cada una. Después de retirar la aga-
rosa de los orificios de 6 mm se carga cuidadosa-
mente la dilucién de antigeno de referencia que
indique el laboratorio productor (lamina con-
trol).

Se colocan los puentes de papel de filtro en
los extremos de las laminas y se aplica una dife-
rencia de potencial de 2 mA/cm de lamina, du-
rante 45 minutos. Se interrumpe la corriente, se
retira la agarosa de los orificios de 3 mm de todas
lasldaminas, y se cargan las ldminas de titulaciéon
de antigeno y el orificio superior de la lamina
control (control positivo) con el suero estdndar
diluido (segun indique el productor). En el orifi-

-cio inferior se coloca solucidn salina amortigua-

da pH 7.2 (control negativo).

Se continia la electroforesis por un periodo
adicional de 120 minutos a 2 mA/cm de lamina.
Para evitar el recalentamiento del gel se hume-
decen periédicamente los puentes de papel de
filtro.

Al finalizar la corrida, se leen las ldminas
con la ayuda de luz incidente.

El titulo del antigeno es la dilucién 6ptima
que produce bandas nitidas cuya forma y ubica-
cién son comparables con las que produce el sis-
tema antigeno-anticuerpo estidndar delalamina
control.
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La forma, tamarno y ubicacién de las bandas
pueden observarse en la figura 1.

SUERO INDICADOR

El Instituto Butantan produce sueros indi-
cadores de trabajo en conejos seguin procedi-
mientos ya descritos* y los mantiene congelados
a -20°C.

El CEPANZOQO utiliza la misma técnica de
produccioén y elabora sueros indicadores de refe-
rencia liofilizados, con una actividad que oscila
entre 160 y 200 UI/ml.

Titulacién de suero indicador

Para titular un suero indicador se deben pre-
parar diluciones 1:4, 1:6,1:8, 1:10, 1:12, 1:14, 1:16,
1:18 en solucién salina amortiguada pH 7.2. Se
prepara la dilucién é6ptima del suero de referen-
cia segun lo indicado por el laboratorio de refe-
rencia que los produce. Se recubren dos laminas
de vidrio 75 x 50 mm con agarosa y una ldmina
control 75 x 25 mm como se indicé arriba.

Se retira el agar de los orificios de 6§ mm
de las tres laminas, se carga la dilucién 6ptima
del antigeno de referencia con micropipetas o
con pipetas Pasteur. Se colocan los puentes de
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papel de filtro y se aplica una diferencia de po-
tencial de 2 mA/cm de lamina durante 45 minu-
tos.

Luego se corta el paso de la corriente eléc-
trica; se retira la agarosa de los orificios de 3
mm de las ldminas de 75 x 50 mm y se colocan
las distintas diluciones del suero indicador en
cada uno de ellos. Se retira la agarosa de los
orificios pequenos delaldmina control y se carga
el superior con la diluciéon del suero de referencia
y el inferior con solucién salina amortiguada (14-
mina control).

Se continta la electroforesis durante 120 mi-
nutos adicionales (2 mA/cmdeldmina). Se deben
humedecer periédicamente los puentes de papel
de filtro.

El titulo del suero indicador es la dilucién
6ptima que produce una banda similar a la del
sistema antigeno patrén-suero de referencia de
la ldmina control.

Prueba de contrainmunoelectroforesis

Las pruebas de CIE se realizaron segiin la
técnica descrita por DIAZ y MYERSS. Breve-
mente, se prepararon laminas de vidrio recubier-
tas con agarosa, se marcaron dos filas de cinco
orificios y luego las placas se colocaron en la
cuba de un equipo de electroforesis de acuerdo
con lo arriba descrito.

Se mezclaron e incubaron durante 60 minu-
tos a 37°C volumenes iguales de la dilucion 6pti-
ma de antigeno con diluciones seriadas de suero
(razén 1:2) y se colocaron las mezclas en los orifi-
cios de 6 mm. Se hizo una corrida electroforética
de 45 minutos a 2 mA/cm de lamina.

Se detuvo el paso de la corriente, se retird
la agarosa de los orificios de 3 mm y se colocé
en ellos el suero indicador.

Se restableci6 el paso de la corriente eléc-
trica y se mantuvo ésta con la misma intensidad
durante 120 minutos. Transcurrido ese lapso, se
identificaron las bandas de precipitacion con la
ayuda de luzincidente. Se consideré como titulo
del suero la mayor dilucién que no produjo ban-
das de precipitacion.
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RESULTADOS

En el cuadro 1 se presentan los titulos de
6 lotes de antigenos elaborados por el Instituto
Butantan entre 1987 y 1989. Estos fueron compa-
rables a los obtenidos en las pruebas de control
de referencia realizadas en el CEPANZO. El ana-
lisis de correlacién mostré un coeficiente r =
0.9559, Sx = 0.34. No se pudieron demostrar dife-
rencias estadisticamente significativas entre los
titulos calculados en CEPANZO y en el Instituto
Butantan (t = 1.290,t4 = 4.6 p < 0.01)

En el cuadro 2 se observan los titulos obte-
nidos con 6 lotes de sueros indicadores cuando
fueron evaluados en el Instituto Butantan y en
los controles de referencia en el CEPANZO. Se

CUADRO 1
Antigenos para la prueba de contrainmunoelectroforesis pro-
ducidos por el Instituto Butantan. Control de calidad de refe-
rencia realizado por el Centrc Panamericano de Zoonosis.

Lote Fecha de Determinacién de titulos*
# Produccién Instituto Butantan CEPANZO
8 30-07-87 1:16 1:18
9 10-08-87 1:10 1:18
10 12-01-87 1:2 1:2
11 24-03-88 1:16 1:16
12 06-10-89 1:12 1:10
13 22-05-89 1:6 1:6

*Titulos: expresados como la maxima dilucién de antigeno que
produce banda de precipitacion frente al suero indi-
cador.

y = 0.0029 + 1.0384 x; Coeficiente de correlacién:
r = 0.9559; Sx = 0.34.

CUADRO 2
Sueros antirrabicos indicadores para la prueba de contrainmu-
noelectroforesis producidos por el Instituto Butantan. Control
de calidad de referencia realizado por el Centro Panamericanc
de Zoonosis.

Lote Fecha de Determinacion de titulos*
* Produccién Instituto Butantan CEPANZO
1 17-03-87 1:4 1:6
4B 14-06-89 1:4 1:4
5B 14-06-89 1:6 1:6
6B 14-06-89 1:2 1:2
B 14-06-89 1:6 1:6
9B 27-12-89 1:12 1:14

*Titulos: maxima dilucién de suero indicador que produce
banda frente a la dilucién éptima de antigeno de refe-
rencia.

y = 0.007 + 1050 x.; Coeficiente de correlacién: r =
0.9680; Sx = 0.25.

obtuvo un coeficiente de correlacion r = 0.9680,
Sx = 0.25. No se pudieron demostrar diferencias
estadisticamente significativas entre los titulos
calculados en el CEPANZO y en el Instituto Bu-
tantan (t = 1.581, 14 = 4.6 p < 0.01).

Con excepcion del antigeno lote 10, (titulo 1:2),
la calidad y consistencia de la produccion de
antigenos y antisueros de trabajo fue adecuada.

En el cuadro 3 se muestran los titulos de
anticuerpos antirrdbicos presentes en sueros hu-
manos cuando se titularon con antigeno lote 9
producido por el Instituto Butantan y antigeno
de referencia lote 43 elaborado por el CEPANZO.

Los parametros de la regresion lineal fueron
y = 0.220 + 1.171x, coeficiente de correlacién
r = 0.9313, Sx = 0.65.

No se observarén resultados falsos positivos
en el grupo de sueros negativos (# 15 al 20). La
especificidad y 1a sensibilidad fueron adecuadas.

CUADRO 3
Titulacién de anticuerpos antirrdbicos en 20 sueros humanos
mediante la técnica de CIE. Control de calidad de referencia
realizado por el Centro Panamericano de Zoonosis.

Determinacién de titulos*

Suero Instituto Butantan CEPANZO
# (Antigeno Lote 9) (Antigeno Lote 43)
1 1:5 1:2
2 1:2 1:2
3 1:2 1:2
4 1:5 1:5
5 1:40 1:80
6 1:80 1:40
7 1:160 1:160
8 1:20 1:40
9 1:20 1:5
10 1:160 1:640
11 1:10 1:5
12 1:20 1:20
13 1:80 1:160
14 1:5 1:5
15 < 1:2 < 1:2
16 < 1:2 < 1:2
17 < 1:2 < 12
18 < 1:2 < 1:2
19 < 1:2 < 1:2
20 < 1:2 < 1:2

*Titulos: maxima dilucién de suero que no produce banda de
precipitacion.
y = 0.220 + 1.171 x.; Coeficiente de correlacién: r
= 0.9313; 8x = 0.65.

47



DIAZ, A. M.; ALBAS, A.; VALENTINI, E. J. G. & PERDOMO, G. — Evaluacién de la calidad de los reactivos que

se utilizan en la técnica de contrainmunoelectroforesis para la determinacién de anticuerpos antirrdbicos.

Inst. Med. trop. S. Paulo, 33(1): 44-49, 1991.

Rev.

DISCUSION

Los resultados del estudio confirman que el
Instituto Butantan produce antigenos y sueros
indicadores que se pueden utilizar con éxito en
la determinacién de anticuerpos antirrabicos
por la técnica de CIE.

El titulo promedio de los lotes de antigenos
producidos por el Instituto Butantan entre 1987
y 1989 fue comparable con los titulos promedios
de los 41 lotes de antigeno de trabajo (X = 18.2,
Sx = 8.2) y los 10 lotes de referencia (x 18.5,
Sx = 7.4) que el CEPANZO elaboré y distribuyé
alos laboratorios de diagnéstico de América La-
tina y el Caribe en los ultimos 6 anos.

En relacién con los sueros patrones, el CE-
PANZO ha producido 3 lotes de sueros indica-
dores liofilizados, cuyos titulos oscilaron entre
1:6 y 1:18; cuando se usaron en titulaciones para-
lelas con los antigenos del Instituto Butantan
mostraron la misma reactividad.

La titulacién de referencia de un grupo de
sueros codificados que se procesaron en forma
independiente con antigenos y sueros produci-
dosencadaunodeloslaboratorios participantes
demostr6 una excelente correlacién (r = 0.9313).
La recta de regresién fue mejor que las que se
obtuvieron cuando se comparé la técnica de CIE
con otras pruebas serolégicas® & 7.

En este estudio se tuvieron en cuenta las
recomendaciones que sobre “Reactivos: Patro-
nes e Inspeccion de la Calidad”, fueron elabora-
das por un grupo de cientificos de la OMS en
su informe “Técnicas Rdpidas de Laboratorio
para el Diagnéstico de Infecciones Viricas™. En
el punto 7.1.2 ellos consideran que:

“1) Debe fomentarse la produccién de reacti-
vos sometidos a muy estricta inspeccién de la
calidad y deben establecerse centros de referen-
cia para probarlos.

2) Debe suministrarse reactivos de referen-
cia a los laboratorios que produzcan reactivos
de trabajo, de manera que estos puedan ser nor-
malizados.

3) Debe facilitarse la informacién sobre téc-
nicas uniformes que se han empleado para esta-
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blecer las caracteristicas de los reactivos de tra-
bajo.

4) Siempre que se necesitan, deben suminis-
trarse los conjuntos de muestras que permitan
evaluar la sensibilidad y la especificidad de los
reactivos y los procedimientos de prueba.

5) Debe prestarse asistenciainternacionalen
todo el mundo para la distribucion de reactivos
de trabajo”.

Teniendo en cuenta la situacién epidemio-
l6gica de la rabia en Brasil, que exigira con
mayor frecuencia la administraciéon de trata-
mientos antirrabicos mds racionales y oportu-
nos para evitar sobredosificacién y el hecho de
que porlomenos cuatrolaboratorios de diagnés-
tico cuentan con personal adiestrado y el equipo
necesario para realizar controles serolégicos por
la técnica de CIE, consideramos de la mayor uti-
lidad que el Instituto Butantan pueda incorpo-
rar a sus servicios la distribucién, a nivel nacio-
nal, de antigenos y sueros indicadores de traba-
jo. Ademas, podria proporcionar asesoramiento
y formacioén de recursos humanos en la aplica-
cién de la técnica de CIE en aquellos labora-
torios que necesitan realizar controles serolégi-
cos rapidos.

SUMMARY

Evaluation of the quality of the reagents em-

ployed in the counterimmunoelectrophoresis

technique for the determination of rabies anti-
bodies.

This study demonstrated that the antigens
and indicator sera produced by the Butantan
Institute may be employed with success in the
counterimmunoelectrophoresis technique for
the titration of rabies antibodies in sera from
immunized individuals.

No statistically significant differences were
demonstrated between the results obtained in
the standardization tests carried out at the Bu-
tantan Institute and the reference control tests
performed at the Pan American Zoonoses Cen-
ter.
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It is proposed that the Butantan Institute

be in charge of the production and distribution
of these reagents at the national level.
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