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L os PROBLEMAS DIAGNÓSTICOS en relación con la rabia radican precisa­
mente en aquellos casos en los cuales las técnicas destinadas a la de­

mostración de cuerpos de inclusión son ineficaces. En efecto, la ausen­
cia de cuerpos de Negri en un especimen no descarta el diagnóstico de 
rn bia; y .en estos casos ( 20<¡~) , debe recurrirse a la inoculación intracere­
bral de ratones con una suspensión del cerebro sospechoso; los roedores, 
en el mejor de los casos, moridn a consecuencia del virus inoculado en 
7 días; en otras ocasiones se recomienda observarlos cuidadosamente por 
45 días cuando menos. Por otra parte, · la demostración del virus en las 
glándulas salivales de un animal se hacía difícil dado que, necesariam.en­
te, debía recurrirse a · la inoculación de ratones por vía intracerebral. 

En la actualidad e] método de los anticuerpos fluorescentes 1 , ha 
dern.ostrado ser la mejor técnica aplica ble, no sólo para la demostración 
rápida y segura de los cuerpos de Negri, süio también para el 203 de los 
casos en los que dichas estructuras no aparecen y para demostrar al virus 
de la rabia en las· glándulas salivales. de los animales enfermos2 • 

El presente trabajo tiene por objeto verificar la eficacia de las té::­
nicas de inmunofluorescencia en el diagnóstico de la rabia evaluando fos 
resu ltados por comparación con otras técnicas ampliamente usadas. 

~-ÍA TERIAL Y l'vIÉTODOS 

1. Virus. Se seleccionó un cerebro de perro rabioso, que demostró 
tener cuerpos de Negri en gran cantidad, tanto en el asta de Amon co­
mo en e] cerebelo y la corteza cerebral. Con la mezcla de estas tres por-

* Jefe de Histopatologfa: Instituto Nacional de Virología de la S.S.A. 
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ciones se hizo una suspens10n al 2070 en solución de . fosfatos con 20 <;~ 

de suero normal de conejo. Se centrifugó a 200 g. durante 20 min. y se 
repartió en tubos de Kahn en alícuotas de 0.5 mL Con · 0.03 ml de esLl 
suspensión se inocularon 50 ratones por vía intracerebral y con .los cere­
bros de los ratones inoculados que murieron ele rabia, se preparó una 
suspensión similar a la inicial que después se utilizó como · coútrol de 
inhibición de la tinción específica. Con cerebros normales se hizo otra 
suspensión similar que mezclada con el conjugado habría de teüir los cú­
mulos de virus, si el cerebro por examinar era positivo. 

. 2. Conjugado Antírábico. Con suero hiperinmune antirábico pre­
parado por el Instituto Nacional de Higiene se preparó · un conjugado 
con lsotiocinato de Fluoresceina '~ ele acuerdo con la técnica señalada por 

. Mellors'\ precipitando con solución saturada de sulfato de amonio · 1as 
glohulinas y posteriormente reclisueltas en solución salina isotónica"' '. A 
la solución de globulina así preparada se le determinó la cantidad ele 
proteínas contenidas por el método de Biuret para agregar la cantid~d 

adecuada de fluoresceína5 • 

Con resinas de intercambio iónico se purificó el confugado6 · y se 
dializó con solución salina amortiguada con fos:fatos 5 . 

3. Cerebros Estudiados. Se seleccionaron 34 cerebros procedentes 
ele perros y personas sospechosos de haber padecido rabia. 

4. Técnica de Tinción. De cada cerebro se hicieron impresioqes 
·dobles muy delgadas tanto de cerebelo y corteza cerebral, como de asta 
de Amon. De las mismas porciones de cada cerebro se hicieron mezclas 
por separado para preparar 34 suspensiones. al 203 en solución amorti­
guadora de fosfatos con 203 ele suero normal de conejo, destinadas a 

. inocular por vía intracerebral, grupos de 6 ratones con cada' una ele ellas. 
Las impresiones no fijadas se tiñeron con el colorante de Seller, mien-

tras que las que se fijaron en acetona se tiñeron como sigue: · · 
En dos tubos de Kahn se pusieron. 0.2 ml. ele conjugado; a uno ele 

ellos se le agregó 0.2 ml. de suspensión de cerebro de ratón norm.al (Tu­
bo 1) y al otro se le agregó 0.2 ml. de &uspensión. de cerebro de ratón 
rabioso (Tubo 2). La mezcla del tubo 1, se depositó sobre una de las 
impresiones de una laminilla,_ en tanto que la mezcla del tubo 2, se puso 
sobre la impresión gemela de la misma laminilla (Cuadro 1 ) . 

* Nutrional Biological Corp . 
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CUADRO. No. 1 
TINCIOJ\" DE FROTIS GEl\!IELOS CON ANTICUERPOS FLUORESCENTES 

l 

Tubo 1 Tubo 2 

8 ~ 
¡ t 

c(il 8 ] 
Impresiones gemelas de 

cerebro rabioso 

~ 
Incubar y lavar 

Montar y cubrir. 

Hay fluores­
cenc1a · 

Suspensión de cerebro normal. 
Suspensión de cerebro rabioso. 
Globulinas antirábicas conjugadas a la fluo­

rescencia. 

TINC ION ESPECIFICA 

a ) El anticuerpo antirábico, queda libre, 
pues no hay antígeno correspondien­
te e_n la suspensión de cerebro nor­
mal. El anticuerpo antirábico con­
j ug<~do con la fluoresceína se une con 
el antígeno correspondientes a la im­
presión de cerebro que se estudia. Al 
ser observada la impresión al mi­
croscopio de L. U. V., se observa la 
fluorescencia específica debida a la 
reacción antígeno anticuerpo que se 
verifica en la impresión sobre lami­
nilla . 

INHIBICION 

b ) La reacción antígeno anticuerpo se 
lleva al cabo en el Tubo 2. S(; unen 
el viru rábico de fa susoensión de 
cerebro rabíoso y el anticuerpo ya 
unido al '. antígeno resp~ctivo de la 
suspensión, no puede unirse ahora 
al antígeno presente en la impresión 
de la laminilla y no se ve al micros­
copio la fluorescencia específica. · 

Esta prueba testigo es indispensable para 
descartar falsas positiva (no se han re­
portado ). 

'tj·"·" 21 / -:_ ·" .é ': _-
- . . ' 
/ .. . ' 

/ 1 ... 

No hay 
fluorescencia . 



RE\'IST:\ DE LA FACULTAD DE \ ·h m1c 1N:\ 

Ü'espués de incubar las laminillas así tratadas a 379 e, durante me­
dia hora dentro de una cámara húmeda se secaron al aire v se cubrieron _, 

con glicerina amortiguada\ y cubreobjetos. 
Equipo de fluorescencia. Se utilizó un equipo Zeiss con microscopio 

monocular provisto de condensador cardioide de campo obscuro 1.2/ 1.4 
y lámpara a presión de 1nercurio equipada con filtros excitadores BG 12 
de 4 mm. (Schott ) y filtro inhibiclor GG-4 (Schott ) . 

RESULTADOS 

De los 34 cerebros estudiados, en 14 se encontraron cuerpos de Nc­
gri después de teñir los frotis con el colorante de Se1ler. La inoculación 
intracerebral de grupos de 6 ratones demostró que de los 34 cerebros, IS 
eran positivos a ]a rabia y uno más se clasificó como dudoso puesto que 
murieron 2 de Jos 6 ratones al 140. día v otro murió a los 27 días de la 

.' 

inoculación. 
Con la técnica ele anticuerpos fluorescentes 20 de los cerebros estu­

diados resultaron positivos. En la figura l, puede observarse la presencia 
de dos masas esféricas ele contorno brillante y centro ligeramente opaco 
(a), que en el microscopio de luz ultravioleta se apreciaban de color 
verde pistache, destacando sobre un fondo verde limón mucho menos 
brillante. 

Por su tamaüo, su forma y sus propiedades antigénicas (se tiüeron 
con el a~ticuerpo específico marcado con la fluoresceína ) dichas masas 
corresponden a cuerpos de Negri. Alrededor ele ellas y dispersos por la 
impresión de cerebro se encontraron numerosos puntos brillantes de co­
lor verde pistache que destacaban claramente del fondo verde limón ( b ), 
y que se designaron como polvo antigénico. También en la figura 2, se 
observan cuerpos de Negri. 

Las figuras 3 y 4 corresponden a dos ele los cerebros que resultaron 
negativos al teñirse con ]a técnica ele Seller y la imagen observada se cle­
sign6 como "en cielo estreBado" que demostró ser específica por el color 
verde pistache característico destacando sobre el fondo mate. 

En el cuadro No. 2, se comparan los resultados obtenidos por las 3 
técnicas. Se puede ver claramente que los resultados obtenidos por la 
técnica de SeHer son inferiores a las otras dos y que la que demostró ma­
yor sensibiJidad fue la . técnica ele inmunofluorescencia. 
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CUADRO 2. 

RESULTADOS OBTEi\IDOS POR T RES ~v1ETODOS DE DIAGNOSTICO 
DE LA RABIA 

No. de casos 

estudiados Seller 

NUMERO DE POSITIVOS 

l 1 noculación 1 Anticuerpos 
1 Fluorescentes 

--- ----- -------- -1------ - --·'-----·---

¡Pos;tÍ\'OS 18 1 Positivos 14 Positivos 200 

16 ('") ! 
1 

1 ( *) í 
i l ' 

34 

20 

Dudosos 

Negativos 14 

Dudosos o 

Negativos 

Dudosos o 

1 

. . lw p . . 1 . , % Pos1t1vos comparan-¡ 1 o OSitivos comparan-
1 
% 

1 

do con ¡ do con 1 1 

Positivos 100% 

1 A. F. 70% ; A F. 9095 ~/o 1 

1 1 -------- ------ - -

( '") El 2o. pase de , 1 dudoso y 1 negativo resultaron positivos dando el 100% de 
positivos comparando con A. F., debido a factor ele resistencia individual en los 
ra tones. 

¡Tiempo requerido 
para el diagnós­

tico. 
V2 h or::i 

de 12 a 27 
días 

-------- -·--·---- --·- ¡---- -

Seguridad 70% 90-95% 

5 a 6 horas 

100 ~~ 
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Aunque quedaron un cas.o dudoso y otro negativo por ia inocuaci.ión 
de ratones, a diferencia ele la técnica de fluorescencia, el paso ele los ce­
rebros cosechados de los roedores inoculados a nuevos ratones, dió c01no 
resultado la comprobación de la positividad de estos dos casos; sin em­
bargo, no se incluyen en la casuística por tomarse únicamente los que 
resultaron positivos de primera intención. La m.icroscopia de fluorescen­
cia los siguió dando como positivos en los pases subsecuentes. Esta dis­
crepancia entre la inoculación y la inmunofluorescencia se debe a cierto 
factor de resistencia individual de algunos ratones. 

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

Al hacer posible la visualización ele los anticuerpos sin destruir sus 
propiedades inmunológicas, incorporando en el grupo epsilon amino de 
la fracción globulínica un compuesto fluorescente, como isotiocianato ele 
fluoresceína, se ha logrado obtener una técnica de incalculable valor en 
histopatología virológica. En efecto~ lo que antes se lograba en pocas 
ocasiones con técnicas tediosas y sólo por patólogos experimentados (la 
localización de cuerpos de inclusión constituidos por partículas infectan­
tes), ahora puede hacerse con toda facilidad por medio de una reacción 
antígeno anticuerpo que puede ponerse de manifiesto con un microsco­
pio iluminado con luz ultravioleta. 

La localización de cuerpos ele N egri por medio ele otras técnicas sólo 
puede lograrse en el 75 a 85 <;70 de loSi casos. Este porcentaje en el cual 
no aparecen los cuerpos de Negri es muy alto, tratándose de un ¡~acleci ­
miento que alcanza un 100<% de 1nortalidad y que del diagnóstico de­
pende la institución del tratamiento con \·acuna antirábica. 

De no encontrarse cuerpos de Negri se hace necesario recurrir a la 
inoculación intracerebral de ratones. Este procedimiento resulta efectivo 
en un 97 a 993 de ·Jos casos · (Cuadro No. 3) . El inconveniente es la 
espera de los resultados que pueden tardar 3 semanas. 

La rapidez ele la técnica de Seller con la efectividad ele la, inoculación 
de ratones se logra con el método de anticu.:rpos fluorescentes que es 
efectivo en el 1003 de los casos. En efecto, la reacción antígeno anti­
cuerpo~ cuando el antígeno es un virus, es a]ta1nente específica y por lo 
tanto la posibilidad de error es prácticamente nula . 

. De lo dicho se desprende que: en 1a actualidad el diagnóstico de la 
rabia debe hacerse por medio de la técnica de anticuerpos fluorescentes 
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Fig. 1 
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que no sólo asegura el diagnóstico sino qu e elimina los resultados posi­
tivos fal sos por su especificidad. La rapidez con que puede desarrollarse 
la técnica y la facilidad con que se hace la lectura son razones suficientes 
para que esta técnica sea llamada a sustituir a las anteriores. 

En lo que se refiere a la rabia, numerosos estudios se han realizado 
para valorar las técnicas de anticuerpos fluorescentes como método ele 
diagnóstico microscópico. En el presente trabajo se ha logrado hacer 
una evaluación que permite decidir en favor de la microscopía de flu o­
rescencia. 

La urgencia de instituir un tratamiento de vacunación antirá bica 
~111tc: un caso de mordedura por un animal sospechoso, no debe dejar lu­
gar a indecisiones que pueden ser fatales . La técnica de anticuerpos fluo­
rescentes da el diagnóstico seguro en unas cuantas horas .-

R ESUi'vlEN 

Se estudiaron 34 cerebros sospechosos ele rabia con las técnicas de 
inmunof1uorescencia y se demostró la efectividad de éstas. Se discuten 

CUADRO 3. 

EFECTIVIDAD, EXPRESADA EN POR CIENTO DE LAS TECNICAS 

DE DIAGNOSTICO DE LA RABIA ( ':' ) 

TEC N ICA POR CIENTO DE EFECT IVIDAD 

, _____________ ,_ ._ ----------------
Sellcr 75 a 85 % 

Inoculación al ratón 95 a 97 3 

Anticuerpos fluorescentes 100 3 

C:') Comunicado por Lenete (XVIII ) Reunión de la Asociación Fronteriza .Méxi­
co-Norteamericana de Salud Pública . 
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los resultados y se recomienda el uso ele los anticuerpos fluorescentes pa­
ra el diagnóstico de la rabia, en vista de la rapidez, efectividad y especi­
ficidad de la técnica que en realidad es una prueba ele neutralización mi­
croscópica cuvo indicador es la fluoresceína. 
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