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R E S U M E N 

En cinco laboratorios se tituló una partida de conjugado antirrábico para 
inmunofluoresCencia con microscopios de tres marcas distintas, equipados con 
diferentes accesorios. Los títulos obtenidos variaron entre < 1:4 y 1:64, depen
diendo de los accesorios utilizados. Estos resultados ponen de relieve la necesidad 
de titular los conjugados en cada laboratorio. Se mencionam los inconvenientes 
que pueden ocasionar la distribución del reactivo diluido de acuerdo con el título 
obtenido por el productor, o mezclado con suspensiones de cerebro de ratones 
normales e infectados con virus rábico. 

UNITERMOS: Raiva — Imunofluorescência — Sorologia — Teste de qualidade 
diagnóstica. 

I N T R O D U Ç Ã O 

El diagnóstico de la rabia por inmunofluo
resçencia (IF) puede ser muy eficiente 1,6,8,11,12 

siempre que se tomen ciertas precauciones, tales 
como un müestreo adecuado de los especímenes 
de tejido nervioso6, la alineación correcta del 
microscopio 9 y la estandarización apropiada del 
conjugado para IF 1 0 . Esta estandarización es 
esencial para la eficiencia del método. En algu
nos sistemas, los títulos por IF de los conju
gados guardan relación con los títulos obtenidos 
por otras técnicas serológicas4. Este no es el 
caso cuando se comparan los "títulos de los 
conjugados antirrábicos obtenidos por IF y por 
neutralización 1 3<1 7. Por ello, para estandarizar 
el conjugado antirrábico, es necesario titularlo 
en el sistema antígeno-anticuerpo correspondien
te coii el microscopio que se empleará en las 
pruebas de rutina. Al hacerlo, se determina 
el título y la especificidad de los anticuerpos19. 

A pesar de que se han publicado algunos 
trabajos sobre la estandarización de la IF para 

el diagnóstico de la rabia usando un analizador 
de espectro I 6 , este equipo no se encuentra co
múnmente en los laboratorios, en los que se 
estandariza el conjugado basándose en una 
graduación visual. 

Este tipo de lectura puede ser subjetivo, si 
bien se ha comprobado que los resultados obte
nidos por personal con experiencia son muy 
reproducibles3-7. No obstante, los técnicos con 
poca experiencia suelen adjudicar la clasifica
ción más alta (4 cruces) a la intensidad máxima 
que observan con un conjugado dado, aunque 
esa intensidad no sea lo suficientemente brillan
te para merecer esa clasificación. 

Si bien hay gran número de factores que 
tienen una relación directa con el título de los 
conjugados, como por ejemplo, los accesorios 
de los microscopios1S, con frecuencia los técni
cos no los toman en cuenta y usan el reactivo 
en la dilución que sugiere el productor. En este 
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trabajo presentamos los resultados obtenidos 
al titular una partida de conjugado antirrábi
co en cinco laboratorios con microscopios de 
distintas marcas equipados con diferentes 
accesorios. 

Conjugado — Este reactivo se preparó con 
suero antirrábico de hamsters e isotiocianato 
de fluoresceina, de acuerdo con el método des
crito anteriormente n . 

Titulación del conjugado — El conjugado 
se tituló coloreando impresiones negativas y 
positivas para rabia de cerebros de ratones, 
con diluciones dobles del reactivo preparadas 
en suspensiones de cerebros de ratones norma
les y de ratones infectados con el virus CVS. 
Para cada dilución se evaluaron tres factores: 

En el Quadro II presentamos los títulos 
obtenidos en los laboratorios participantes en 
el estudio. Estos títulos variaron entre < 1:4 
y 1:64, dependiendo de las características del 
microscopio utilizado. 

Hay once o doce factores que afectan el 
brillo del conjugado antirrábico: entre ellos se 

1) la cantidad de antígeno observado; 2) la 
intensidad de la tinción específica y 3) la in
tensidad de la tinción inespecífica. Se consideró 
como título del conjugado la dilución que pro
dujo una intensidad específica de alto brillo, 
que coloreó todo el antígeno disponible en las 
impresiones y que no presentó tinción de fondo 
o inespecífica7. Las personas responsables del 
diagnóstico de la rabia en cada laboratorio rea
lizaron estas titulaciones con la asistencia de 
uno de nosotros. 

El conjugado se tituló en cinco laboratorios 
con tres marcas de microscopios. Las caracte
rísticas de los tubos, objetivos, oculares, filtros 
primarios y tipo de iluminación empleados con 
cada microscopio se presentan en el Quadro I. 

incluyen la luz ambiente, el ojo del operador, 
el antígeno, las anti-globulinas, el fluorocromo 
y los accesorios del microscopio15. En nuestro 
caso, evaluamos nueve factores relacionados 
con el microscopio, los que produjeron una 
gran variación en los títulos ( < 1:4 a 1:64). 
Estas variaciones se observaron no solo entre 
laboratorios, sino también en un mismo labo
ratorio cuando se usaron distintos accesorios 
en el microscopio. Por ejemplo, la excitación 
con luz azul produjo mejores títulos que con la 
luz ultravioleta (UV) en los laboratorios 1 y 3 
(3a y 3c). Ello se debió a que los derivados 
de la fluoresceina emiten fluorescencia más efi
cientemente cuando son excitados con luz azul 
que con luz UV 1 4 . Wachendorfer & col.18 obtu
vieron mejores títulos que los recomendados 
por los productores de conjugados cuando usa
ron luz azul en su microscopio. Apesar de ello, 
debe recordarse que la excitación con luz azul 
también produce mayor cantidad de tinción 
inespecífica con los antígenos incluidos en te-



jidos", como es el caso de los virus. Con 
microscopios de la misma marca, en el labo
ratorio 4 que empleo lámpara de mercurio y 
objetivos de mayor apertura numérica, la fluo
rescencia fue más brillante que en el taborato-
rio 5. En microscopía, el brillo es directamente 
proporcional al cuadrado de la apertura nu
mérica, pero inversamente proporcional al cua
drado de los aumentos \ 

Habida cuenta de los resultados obtenidos, 
supongamos que el laboratorio 5 hubiera sido 
el productor del conjugado usado en este estu
dio y que hubiera informado un título dé 1:10. 
Si el laboratorio 2 lo hubiera usado en esa 
dilución, habría tenido muchas posibilidades de 
obtener resultados negativos falsos en el diag
nóstico de rutina, porque habría usado el con
jugado demasiado diluido para su microscopio. 
Por otra parte, si el laboratorio 4 hubiera apli
cado el mismo criterio, las posibilidades de que 
obtuviera tinción inespecífica y resultados po
sitivos falsos se habrían incrementado porque 
hubiera usado el conjugado demasiado concen
trado para su microscopio. Por ello, siempre 
hay que tener presente que los títulos que in
forma el productor del conjugado son solo uña 
referencia para su posterior titulación en cada 
laboratorio. 

La diferencia en los títulos de los conju
gados "obtenidos en este estudio pone de relieve 
la necesidad de realizar la titulación en cada 
laboratorio ! 0 y de no distribuir ios conjugados 
ya diluidos de acuerdo con el título" obtenido 
por el productor, ni mezclado con las suspen
siones de cerebros de ratones normales e in
fectados con virus rábico, como se hace en 
algunos laboratorios2. Otros Autores 1B, han lla
mado la atención sobre la inconveniencia de 
esta última práctica. 

SUMMARY 

Evaluation of a rabies conjugate by titration 
in different fluorescent microscopes 

A batch of antirabies fluorescence conju
gate was titrated in five laboratories, with 
three different makers of microscopes, equipped 
with a variety of accesories. The titers ranged 
between < 1:4 and 1:64, depending on the 
accesories used. The results indicate the need 
for each laboratory to titrate the conjugate. 

Also, the disadvantages of distributing the 
reagent diluted according to the titer obtained 
by the manufacturer, or mixed with the rabies-
infected and normal mouse brain suspensions, 
are discussed. 
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