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luego, deshidratados pasandolos por concen-
traciones crecientes de etanol, seguido de xilol y
montandolos en Permount®.

Se utilizaron cuatro tipos de controles para la
inmunodeteccion:

1. Cultivos infectados, omitiendo el anticuerpo
primario.

2. Cultivos no infectados, incluyendo las
diferentes diluciones del anticuerpo primario.

Cultivos infectados cuya inmunodeteccion se
realizo por el procedimiento normal de
inmunofluorescencia directa utilizando la
dilucién de anticuerpo primario usada en las
técnicas de rutina (1:30).

)

4. Cultivos infectados, incluyendo las diferentes
diluciones del anticuerpo primario, pero que
no fueron permeabilizados antes de la
aplicacion del anticuerpo.

Resultados

En los cultivos procesados para inmunopero-
xidasa, se observd un efecto muy pronunciado
de la concentracion del anticuerpo sobre el tipo
de marcaje encontrado. En las diluciones 1/30,
1/60, 1/120 y 1/480 (figura 1A y 1B), se
marcaron todas las células y las neuronas lo
hicieron de forma muy intensa. Esta
inespecificidad del marcaje se evidencio,
particularmente, en los cultivos no infectados, en
los cuales el marcaje fue muy similar al de los
cultivos infectados.

Para las diluciones mayores de anticuerpo
primario (1/960 y 1/1.920), en los cultivos
infectados, se observaron células positivas con
pequenas placas muy intensamente marcadas y
células no marcadas (figura 1C). Los controles
sin virus no presentan ningun tipo de reactividad
(figura 1D).

En los procedimientos por inmunoperoxidasa,
los controles sin anticuerpo primario no
presentaron ningun tipo de marcaje (figura 1Ej).
Los controles no permeabilizados exhibieron un
marcaje muy disminuido, comparados con |os
cultivos infectados permeabilizados. Finalmen-
te, aquellos procesados por inmunofiuores-
cencia mostraron células neuronales infectadas
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tanto en sus somas como en sus neuritas (figura
1F).

Discusion
Existen varios aspectos interesantes para
destacar:

1. Hemos logrado estandarizar una técnica de
inmunodeteccion de células cultivadas que
fueron infectadas por virus rabico, utilizando
la reaccion enzimatica entre la peroxidasa, el
H,0,y la DAB.

2. El procedimiento permite emplear el
anticuerpo antirrabico hecho en hamster que
se esta utilizando actualmente en el INS.

3. La dilucion 6ptima del anticuerpo primario
empleada es unas 30 veces mayor a la
utilizada corrientemente para la inmuno-
fluorescencia directa. La preparacion es de
larga duracién y se puede observar y
fotografiar con un microscopio de luz
ordinario, aun a gran aumento.

4. El conteo de células y su estudio morfolégico
es relativamente sencillo.

Por otro lado, el hecho que los cultivos no
infectados también presenten marcaje (al
menos, a las concentraciones mas elevadas del
anticuerpo primario) necesita una explicacion.
Una posibilidad reside en la naturaleza del
inmunégeno utilizado para la preduccion del
anticuerpo primario. Este inmunégeno es una
suspension relativamente cruda de cerebro de
hamster infectado con virus rabico. Es probable
qgue esta suspensidn lleve residuos celulares o
moléculas provenientes del cerebro del hamster
que, a su vez, estimulen la produccion de
inmunoglobulinas que no estén dirigidas contra
el virus de la rabia. Esto podria explicar el hecho
gue la dilucion del antisuero permite una mayor
especificidad de la deteccion, ya que estas
inmunoglobulinas contaminantes estarian en
menor cantidad que |as dirigidas contra el virus y
con una dilucidn elevada su titulo descenderia a
niveles casi indetectables con la técnica
utilizada.

Pensamos que esta reaccion inespecifica no es
producto de una mala aplicacion de la técnica en
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si, ya que la omision del anticuerpo primario no
resulta en ningun tipo de marcaje y los controles
sin virus en fluorescencia no se marcan
tampoco. Ademas, en numerosos experimentos
preliminares, se ensayaron parametros tales
como la concentracion de la DAB, el tiempo de
revelado, la concentracion del anticuerpo
secundario, el tipo de amortiguador utilizado y el
tiempo de incubacién con el anticuerpo
secundario, sin que ninguna de las
modificaciones eliminara este marcaje
inespecifico al utilizar concentraciones
elevadas del anticuerpo primario.
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