EMPREGO DE SORO ANTI-RABICO
TERAPEUTICO NA PRODUCAO DE CONJUGADO
PARA A REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA NA
RAIVA

LEONARDO JOSE RICHTZENHAIN
Professor Doutor
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP

FUMIO HONMA ITO
Professor Associado
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP

JOSE ANTONIO JEREZ
Professor Doutor
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da USP

ANA RITA YUMI MAVATARI
Auxiliar de Ensino
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP

AVELINO ALBAS
Pesquisador Cientifico
Instituto Biolégico - Presidente Prudente

RICHTZENHAIN, L.J.; ITO, F.H.; JEREZ, J.A.; MAVATARI,
A_.R.; ALBAS, A.
terapéutico na producdo de conjugado para a reacdo

Emprego de soro anti-rabico

de imunofluorescéncia na raiva. Braz. J. vet Res. anim.
Sei., Sao Paulo, v.28, n.2, p.249-50, 1991.

RESUMO: Uma metodologia de producdo de conjugado

imunofluorescente anti-rdbico a partir de soro
hiperimune eqiiino para fins terapéuticos é descrita. A
fracdo 196G do soro é purificada de forma simples e
rapida e posteriormente marcada com o fluorocromo.
Através dessa

metodologia, laboratérios que nédo

disponham de infraestrutura para produgdo de soro
hiperimune anti-rabico podem obter conjugados de boa

qual idade.
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INTRODUCAO

A reacdo de Imunofluorescéncia Direta (IFD) é o
método mais exato para o diagn6éstico laboratorial da

raiva, devendo ser praticada por todos o0s centros

encarregados de tal servigco (DEAN; ABELSETH 1976).
Em laboratoérios que contam com pouca
infraestrutura, a metodologia de producdo de soro

hiperimune anti-rabico, envolvendo producao do
antigeno viral e imunizacdo sistematica dos animais,
dificulta a obtencdo de conjugados (KOTUAL; NARAYAN
1987).

Entretanto, tendo em vista que em diversos paises
instituicdes especializadas produzem soro eqiiino anti-
rabico para fins terapéuticos em grande escala, o
emprego do mesmo para a obtengdo de conjugados
representa outra aplicacdo de grande utilidade para

tais laboratoérios.

0 presente trabalho objetivou avaliar o emprego

de um soro anti-rabico equino, produzido para fins
terapéuticos, na produgdo de conjugado para a IFD da

raiva.

MATERIAL E METODO

Soro hiperimune de eqiino. O soro hiperimune bruto de
equino foi proveniente do Instituto Butantan de S&o
Paulo. 0 antigeno utilizado na imunizacdo dos animais
constituiu-se da amostra PV do virus da raiva
cultivada em células BHK (CONSALES et al. 1988). 0
"pool™ de soros hiperimunes apresentou um titulo de
350 Ul/ml.

Purificacdo de 1gG equina. A fim de diminuir
de reacoes

o teor

inespecificas, a fracéo g6 do soro

hiperimune foi purificada para posterior conjugacéo
1975).

inicialmente obtida por

com o Ffluorocromo (LARGHI Para tanto, a
fracdo gama-globulinica foi
precipitacdo com sulfato de amdénio, de acordo com
HEBERT et al. 6 (1973). A purificacdo da fracgéo Igg
foi realizada através do método de CORTHIER et al.
(1984), substituindo-se o DEAE-Trisacryl M pelo DEAE-
Celulose. A pureza da 1gG, obtida no primeiro pico de
proteina, foi avaliada pela técnica de
imunoeletroforese segundo FERRI; COSSERMELLI ~ (1964).
Conjugacdo. A conjugacdo da 1gG ant!-rabica ao
Isotiocianato de Fluoresceina (ITCF), pelo método da
adicdo rapida do fluorocromo e a retirada do ITCF
livre por cromatografia em Sephadex G 25, foram
realizadas segundo o descrito por CAMARGO (1973).
Para estocagem a -20 <C o conjugado foi diluido volune

a volume com glicerina.
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Emprego de soro anti-rabico terapéutico na producdo de conjugado para a

IFD. A
conjugado
(1975).

Reacdo de reacédo incluindo a

foi

de IFD,
titulagdo do realizada de acordo com

LARGHI

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na purificacdo da IgG eqliina por cromatografia de

troca idnica, a avaliacgéo imunoeletroforética do
primeiro pico de proteina obtido revelou que a
substituicdo do DEAE-Trisacryl M pelo DEAE-Celulose
ndo interferiu no método de obtencdo de IgG descrito
por CORTHIER et al. 3 (1984).

Apés a titulacdo em cérebro de camundongos
experimentalmente bﬂ%ctados segundo a técnica
descrita por LARGHI (1975), o conjugado revelou uma

diluicdo 6tima de uso de 1:90.

A marcacdo da fracdo 119G purificada e o emprego
de soro de eqliinos hiperimunizados com virus cultivado
de hamster,
a produgcdo de anticorpos

devem ter contribuido para o baixo teor de

em células renais ndo sendo portanto

estimulada contra tecido

nervoso,
reacfes inespecificas observadas. Assim, a prévia
absorcdo do conjugado com cérebro normal
(LARGHI 8, 1975) foi

No processamento de diversas amostras de tecido

de camundongo
dispensavel.

nervoso de diferentes espécies animais enviadas para

diagnéstico, obtiveram-se os mesmos resultados com

esse conjugado ou com aquele produzido em hamsters
8 (1975).
Face a simplicidade da metodologia adotada e aos

resultados obtidos,

segundo a técnica descrita por LARGHI

pode-se concluir que o emprego de

fins
IFD da
uma alternativa de grande utilidade

soro anti-rabico eqliino, preparado para

terapéuticos na produgdo de conjugados para a
raiva, constitui

em laboratérios que nao disponham de infraestrutura

para a producdo de soros hiperimunes.
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