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RESUMEN

El objetive del presente trabajo fue ia produccidn vy evalvacion del primer [ote de
conjugado antirtabico de origen caprine producido en el Perd. La globulina antirrdbica
conjugada con fluoresceing fue preparada en el Laboratoric de Referencia de Rabia y ha
vacuna ulilizada para {a inmunizacién de los animales fue producida en el Laboratoric de
Rabia del Centro Nacional de Produccidn de Bioidgicos del Instituto Nacional do Salud
{L.ima,Perd}. Para Ia inmunizacidn se utilizd una vacuna hecha a base de cultive de células
VERO con los adyuvantes de Freumdit complefo e incompieto. La vacunacidn se hizoe
semanalmente por cualtre semenas con descarga de virus vive 8 Ja guinta y dos
revacunaciones mds posteriormente, Bl conjugade producide en ¢f laboratorio obtuve una
intensidad 4+ en thcion especifice, 3+ en calidad de inciusiones y 1+ de fluorescenciz no
espacifica. Sin embarge, e conjugade comercial obluve una intensidad mas baja (3+} en
tincidn especifica, mayvor cantidad de inclusiones (4+} ¥ menos tincién inespecifica {0+)
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ABSTRHACT

The objective of the present study was the production and evaluation of the first batch of
caprine anti-rabies conjugate produced in Peru. The antirabies globulin conjugated with
fluorescein was prepared at the Rabies Reference Laboratory of the Centro Nacional de
Laboratorios de Salud Publica of the Institute Nacional de Salud (INS} and the vaccine
employed for animal immunization was produced at the Rabies Laboratory of the Centro
Nacional de Produccién de Binlogicos of the INS in Lima,Pert. A VERQ tissue cufture vaceine
was used for the immunization with Freundt compiete and incomplete adjuvanis. The
yactination was performed weekly for fowr weeks, plus 8 Hve virus discharge on the fifth
week and two additional boosters on the following fwo weeks. The conjugated produced in
the labaratary had a 4+ in specific staining, 3+ in quality of inclusions and 1+ in non specific
fluorescence, However, the commercial conjugate had less intensity of specific staining
{3+), more quality of inclusions {44), and less non specific staining (04).
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INTRODUCCION

Fue en 1958 que Goldwasser y Kissling'
© reportaron ¢l uso de 1a prueba de anticuerpos
flucrescentes para rabia. Desde entonces han
surgido otras técnicas para el dingndstico de rabia,
ademds de fa inoculacidn en ratones, como el
inmunodiagnostico enzimdtico répido de rabia
{RREID) {rapid rabies cnzyme immunodiagnosis)
y & aislamiento en céiulas de neurcblastoma
murne,  Sin embargo, la técnica de la
inmunofiuorescencia directa sigue siendo Ja

prieba mis rdpida, sensible, sspecifica y de bajo
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costo gue existe, La inmunofluorescencia directa
consiste e ba atilizacién de un anticuerpo marcado
con fluoresceina (conjugado} para visualizar el
antigeno ribico. Esta reaccidn se hace visible
microscopicamente medianie la excitacidn de la
fluoresceina del conjugado con luz uliravioleta.
Bste conjugado se ha venido adguiriendo durante
muchos afios de casas comerciales.

El Instiito Macional de Salud con la
implementacién de la Red de Laboratorios
Regionales y con otros Laboratorios Regionales de
Diagndstico de Rabia, ya en marcha, pone de
manifiesto la necesidad creciente del conjugado
antirrébice.

El objetive del presente trabajo fue Ia
produccidn de un Jote de conjugado anticrdbico
utilizando hamslers, cabras y ebnejos.
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MATERIALES Y METODOS

La globulina antirrdbica conjugada con
fluoresceina fue preparada en el Laboratorio
Referencial de Rabia utilizando para este estudio
diez hamsters, cuatro congjos y una cabra, Los
precedimientos a seguir para la hiperinmunizacidn
y posterior conjugacién fueron muy semejantes a
la descrita por Larghi® con modificaciones de
Kaplan y Koprowski® y Meslin et al*. La primera
modificacion fue la de substituir el antigeno
inmunizante por una vacuna producida por
primera vez en el Centro Nacional de Produccién
de Bioldgicos en cultivo de células VERQ. La
segunda modificacién fue en el protocolo de
inmunizaciones y la tercera en el uso de
adyuvantes. Las fases para la preparacién de
conjugado fueron: inmunizacién de animales,
sangrias exploratorias, conjugacion de  las
inmunoglobulinas y evaluacidn del conjugado.

Vacuna: Puara la inmunizacion se utilizé una
vacuna hecha abase de cultivo de células VERO y
virus Pasteur (PV) producida en el Laboratorio de
Rabia del Centro Nacional de Produccién de
Biologicos, La vacuna utilizada obtuvo valores
antigénicos que sobrepasaron las 2,5 Ul que es el
requerimiento minimo exigide por la Organizacion
Mundial de ta Salud para vacunas en cultivo
celulares.

Adyuvantes: Se utilizaron los adyuvantes de
Freundt completo e incompleto, El adyuvante de
Freundt completo sc diferencia del incompleto en
el contenido de Mycobacterium tuberculosis, la
concentracion del aceite mineral y el monooleato de
manide.

Inmunizaciones: Para las inmunizaciones
se preparon emulsiones a partes iguales dc
adyuvante de Freundt y vacuna antirrdbica. Estas
cmulsiones fucron inoculadas semanalmente por
cuatro semanas. Luego, a la quinta semana se
inoculd virus vivo preducide en células VERO.
Posteriormente, a partir de la sexta semana se
procedié a efectuar sangrias exploratorias.

Sangrias exploratorias: Se¢ realizaron
sangrias exploratorias después de una semanade la
dltima inyeccidn endovencsa y  luego
semanalmente. La proeba que se utilizé para
detectar el nivel de anticuerpos en el suero fue la
Inhibicidn delaHemoaglutinacidn (IH).

Conjugacion de las inmuneglobulinas:
Lavinica modificacion alatécnica en 1a conjugacién
fue el uso de la prueba de Lowry* para determinar
la concentracidn de proteinas del sucro,

RESULTADOS Y DISCUSION

Existen tres criterios para la evaluacidn de un
conjugado: intensidad de la tincién especifica,
cantidad de inclusiones y presencia de fondo o
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tincion inespecifica.Los resultados de laevaluacidén
pareada 30 muestras positivas y 30 negativas
coloreadas con un conjugado comercial y el
conjugado de origen caprino producido en el INS
se muestran en la Tabla 1

Tabla No 1. Comparacién promedio de titulos
optimos del conjugado antitrdbico caprino
{INS,PERU) con un cenjugado comercial™

VARIABLE INS COMERCIAL"
Intensidad especifica 44+ 3+
Cantidad de inclusiones 3+ 4+
Tincign inespecifica 1+ 0+

* SANOFI Diagnostics Pasteur. Este conjugado se
reconsituye y se usa en forma directa, sin diluciones.

El conjugado producide en el INS obtuvo una
intensidad de 1a tincién especifica mds alta, pero
con ligeramente menos inclusiones (14) y mds
fondo inespecifico que el conjugado comercial. Es
preciso recalcar que la tincion inespecitica fue mas
alta que la del conjugado comercial porque el
conjugado producido no fue tratado para eliminar el
fondo inespecifico, como lo fue el producido por
SANOFI. En conclusién, se ha obtenido un
conjugado satisfactorio, pero ¢s alin necesario
hacer un tratamiento adicional, sea utilizando
polvodetejidos o Sephadex paraeliminar fatincion
inespecifica. Ademads, en la produccién del segundo
lote sc mejorardn detalles de diluciones,
precipitacidnes y didlisis con las experiencias
obtenidas en el primer lote, que mejorardn la
visualizacién de las inclusiones obtenidas con el
conjugado de origen caprino producido en el
Instituto Nactonat de Salud.
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