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RESUMO

Coelhos foram inoculados pelas vias subcutdnea e intramuscular, com
imunégenos procedentes das espécies equina e bovina, num esforgo para definir o melhor
tratamento para a producdo de anti-soros especificos, utilizaveis em provas de

identificac3o de carnes.
Os imundgenos empregados foram:
— Soro sangufneo normal;
— Soro sangufneo inativado por aquecimento;
— Soro sanguineo precipitado pelo alimen;
— Extrato de carne normal;
— Extrato de carne fervida e autoclavada.

Utilizou-se cinco doses de 2 ml de imunégeno, acrescidas de igual quantidade
de adjuvante incompleto de FREUND, administradas a intervalos de sete dias sangrando-se

os animais sete dias apds a tltima inoculagdo.

Em testes de gel-imunoprecipitagdo, frente ao soro homdblogo, os anti-soros
obtidos pela administragdo de extrato de carne normal por via intramuscular,
determinam os valores médios mais altos & titulagdo, sendo estes valores de 1:13.200

para a espécie equina e de 1:9.000 para a espécie bovina.




*SUMMARY

Rabbits have been inoculated by subecutaneous and intramuscular ways, with
immunogens from equine and bovine species, as an attempt to determine the best

handling to produce specific antiserum usable in tests to identify meats.

The following immunogens were applied:
— Normal blcod serum;

— Blood serum inactivated by heating;

— Blood serum precipitated by alum;

— Normal meat extract;

— Boiled Autoclaved meat-extract

Five doses of immunogen were used, added to the same quantity of Freund's
incomplete adjuvant, inoculated in seven day intervals, The animals were bled five days

after the last inoculation.

In gel-immunoprecipitation tests applied to homologous serum, the antiserum
obtained from the administering of normal meat extract by intramuscular way, showed
the highest average results to titulation, The results were 1:13.200 from equine species

and 1:9.000 for bovine species.
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1 - INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A identificacao especifica das carnes de consumo & de reconhe-
cida importancia, considerando-se a possibilidade de fraudes comer-
ciais, incentivadas principalmente pela variagao de pregos entre as
carnes das diferentes especies de animais de agougue. ‘

0 reconhecimento de miisculos esqueléticos em carnes moidas ou
picadas, pela destruicao das formas anatomicas, apresenta dificuldades
que determinam a procura de técnicas especiais para a adogao desta pra-
tica.

Diversos sao os métodos encontrados na literatura para identi-
ficagao de carnes, tais como: Indice de iodo THORNTON (1969); teste do
glicogenio GINSBERG (1948); valor hexabrometo CROWELL (1944); conteldo
de Acidos graxos THORNTON (1969); anafilato reagao SILVEIRA et alii
(1969); padroes eletroforeticos CODURI JR & RAND JR (1972); indice de
refracao das gorduras THORNTON (1969); fixacao do complemento FURTH
(1925); cromatografia gasosa PHILBECK (1967); gel - imunoprecipitacao
OUCHTERLONY (1949) e MENDES & RIBEIRO (1971).Dentre os metodos citados,
o de gel-imunoprecipitacao & considerado de comprovada eficiéncia, sim-
plicidade de execucao e acentuada sensibilidade, sendo recomendado pelo
INSTITUTO ADOLFO LUIZ (1976). |

Trabalhos efetuados por varios pesquisadores, mostraram varia-
gSes quanto ao imunogeno, dose a ser inoculada, intervalos entre as
inoculagoes, via de eleigao para a administracao do imundgeno e especie
a ser inoculada para a producao de anti-soros usados na identificagao
de carnes. Devido as variagoes, o presente estudo visa levantar a espe-
cificidade e o titulo precipitante de anti-soros de coelhos, inoculados
por vias muscular e subcutanea, usando os imundgenos descritas abaixo,

obtidos das especies bovina e equina:
1 - soro sanguineo normal;
2 - soro sanguineo inativado por aquecimento;
3 - soro sanguineo precipitado pelo alumen;

4 - extrato de carne cruaj;




5- extrato de carne fervida e autoclavada.

A escolha dos imundgenos, vias de inoculacao e doses utilizadas

obedeceram recomendagoes contidas na literatura consultada.




2 - LITERATURA CONSULTADA
¢

FURTH (1925); estudando a especificidade de anti-soros produzi-
dos com a utilizag3o de imundgenos normais e aquecidos, inoculou coe-
lhos a intervales de cinco dias com dosesde 0,5 a 1 ml de soros san-
guineos de bovino e equino. As duas primeiras inoculagoes foram feitas
por via intravenosa, seguindo-se cinco outras, por via subcut3nea. Os
anti-soros obtidos apresentaram titulos de até 1:100.000, frente a an-
tigenos homologos e heterdlogos em teste de soro-precipitagdo em tubos.

0 autor ressalta a importancia de uma série de diluigoes dos
antigenos e anti-soros para os testes de soro—precipitagﬁo;com o obje-
tivo de evitar resultados negativos falsos, decorrentes do fenOmeno de
pre-zona,

MUCCIOLO (1940), administrando a coelhos soro sanguineo normal
de equino, em um total de quatro inoculagoes com doses de 1 ml, a in-
tervalos de seis dias e sangrando os animais no 269 dia apos a primeira
inoculagao, obteve anti-soros com titulos precipitantes de 1:500 frente
ao antigeno homdlogo. Nao foi citada a via de inoculag3o utilizada,

PROOM (1943) igualmente, estudou a resposta imunoldgica de coe-
lhos, imunizados com duas deoses de soro sanguineo normal de equino, e
com o mesmo soro precipitado pelo alumen, inoculados pelas vias intra-
muscular, subcutanea, intraperitonial e endovenosa. Concluiu que os me-
lhores anti-soros para a identificagdo de carnes sao obtidos com a uti-
lizagao do soro sanguineo precipitado pelo alimen, administrado por via
intramuscular, em doses de 10 ml, com intervales de 30 dias, efetuando-
—se a sangria dos animais 12 dias depois da Ultima inoculagdo. A média
dos titulos obtidos para os anti-soros resultantes deste tratamento,
frente ao antigeno homologo em teste de soro-precipitacao em tubos, foi
de 1:16.000.

0 autor considerou especificos, anti-soros que nao reagiram po-
sitivamente com soros sanguineo heterdlogos em diluigoes superiores e
1:50.

_ KAPLAN & BUCK JR (1951) para a produgao de anti-soros, recomen—

daram imunizar coelhos adultos através da veia marginal da orelha,




inoculando-os durante cinco ou seis dias com soro estéril de equine,
livre de preservativos, sendo a primeira dose de 0,5 ml e as seguintes
de 2,0 ml cada, sangrando-se o0s animais quatro dias apos a ultima ino-
culagao. Consideraram adequadas para as provas de identificagdo de car-
nes, anti-soros capazes de identificar o soro homdlogo em diluigces de
1:1.000,

OSWALD (1953) afirma que o teste de soro precipitacao em tubos
¢ correntemente usado pelo "Food and Drug Administration", mediante
adaptagao do método de preparagdo do anti-soro recomendado por PROOM
(1943}.

A autora considera satisfatdrio para provas de identificagdo de
carnes, o anti-soro capaz de identificar o antigeno homologo a uma di-
luigdo de 1:1.000 e que, nao apresente reagoes cruzadas com antigenos
diluidos a 1:50; para evitar tais reagoes, recomenda neutralizia-las por
adsorgao de pequenas quantidades do antigeno, com o gual ocorreu a rea-
¢3o indesejavel, removendo-se o precipitade por filtracao ou centrifu-
gacao.

NEFF & BECKER (1954) estudaram o efeito da ordem de adigao de
antigenos e anti-soros em teste de precipitagao em tubos, para definir,
qual a sua influéncia nos resultados obtidos, concluindo que menos pre-—
cipitado & obtido quando o anti-soro & adicionado ao antigeno do que
quando o antigeno & adicionade ao anti-soro. _

SCHANG & CAMPION (1958) inocularam ccelhos, com soro sanguineo
normal de equino, administrado em duas doses de 1 ml com intervalos de
43 a 347 dias, combinando as vias intra-raquidea e endovenosa, sangran-
do os animais 11 dias apbs a ultima inoculagdo. Obtiveram anti -soros
com titulos de até 1:30.000 frente ao soro sanguineo homblogo, em teste
de precipitagao sorologica em tubos.

LA ROSA & MORO (1959) injetaram galos por via intramuscular,
com uma unica dose de 5 ml de soros sanguinecs precipitados pelo alumen,
procedentes de alpaca, lhama, vicunha, cabra, boi, cavalo, suino, cao,
gato, puma, tigre e homem. Sangrando os galos no 159 dias apos a inocu-
lagao conseguiram anti-soros com titulos de 1:655,360 frente aos soros
sanguineos homologos e, de 1:10.240 com antigenos preparados com a car-
ne da mesma especie, em teste de soro precipitagao em tubos.

PINTO (1961) administrou a coelhos, por via intra - peritonial,
suspensao de proteinas de soros sanguineos de bovinos, bubalinos,




caprinos e cervideos, em doses crescentes de 5, 10 e 15ml, durante tres
dias consecutivos e sangrou os animais no 109 dia apds o inicio do ex-
perimento. Produfiu, assim, anti-soros que reagiram positivamente com
os soros homdlogos diluidos até 1:10.000, em testes de soro precipita-
gao em tubos.

KATSUBE & IMAIZUME (1968) trataram coelhos, por via intramuscu-
lar com: extrato de carne cruaj extrato de carne fervida e autoclavadaj;
soro sanguineo inativado por calor; soro sanguineo fervido e soro san-
guineo fervido e autoclavado. Efetuaram quatro aplicagdes do imundgeno,
em doses de 2 ml, a intervalos de uma semana, sangrando os animais duas
semanas apos a ultima inoculagdo. Concluiram que dos anti-soros obtidos,
o mais especifico frente a extratos de carme crua, em teste dé soro pre-
cipitacao  em tubos, foi o conseguido pela inje¢3o do soro sanguineo fer-
vido, tendo o aliimen como adjuvante imunoldgice. As reagGes  positivas
ocorreram com o antigeno em diluigces de até 1:12,800.

WARNECKE & SAFFLE (1968) estudaram a produgaoc de anticorpos pa-
ra a identificacac de carnes de bovino, ovino, equino e suino, em teste
de gel-imunoprecipitagao. Para a produgdo dos anti-soros, foram inocu-
lados coelhos pelas seguintes vias: endovenosa, subcutdnea, intraperi-
tonial e intramuscular. Os imundgenos foram: actomiosina, soro sangui-
neo precipitado pelo alimen, extrato muscular salino; extrato muscular
precipitado pelo alumen e extrato muscular liofilizado. Concluiram que
o extrato muscular liofilizado aplicado por via intfamuscular, na dose
de 150 mg, dissolvidas em 2 ml de salina fisiologica e em emulsao com
5 ml de adjuvante completo de Freund, determinou a produgao dos melho-
res anti-soros para a identificacdo de carnes, Cada coelho foi imuniza-
do, injetando-se duas doses de 3,5 ml de imunogeno em cada perna, com
intervalo de um dia entre as inoculagoes. O tratamento foi repetido 22
dias apds a segunda injegdo e, os animais sangrados 21 dias depois da
Gltima inoculacgao.

KARPAS et alii (1970) trataram coelhos por via subcut@nea, in-
tradérmica e intramuscular com imunoglobulinas G (IgG) obtidas do soro
sanguineo de galos, bovinos, ovinos, equinos e suinos. Utilizaram como
adjuvante imunoldgico o incompleto de Freund, em igual quantidade com a
solugao salina que continha as imunoglobulinas. Os anti - soros obtidos
apresentaram titulos de até 1:10, resultados comsiderados satisfatorios

nas provas de identificagao de carnes por teste de hemaglutinagao,




embora apresentassem reagaes cruzadas, as quais foram neutralizadas por
adsorgao dos antigenos heterdlogos.

MENDES %lRIBEIRO (1971) elaboraram anti-soros para identifica-
cao de carnes de bovino, equino, suino, cdo e gato, atraves da inocula-
gao de coelhos com soro sanguineo precipitado pelo alumen. Os animais
produtores dos anti-soros foram inoculados com doses de 2 ml do imuno-
geno, acrescidas de igual quantidade do adjuvante incompleto de Freund,
num total de cinco inoculagoes por via subcut3neas, com intervalos de
sete dias, efetuando-se a sangria no oitave dia apos a Ultima adminis-
tracao do imundgeno. Em testes de gel-imunodifusao, os anti-soros obti-
dos apresentaram titulos de 1:400 e 1:3.200 frente ao Extrato de Carne
e Soro Sanguineo da espécie homologa, respectivamente.

GOMES (1976) recomenda 2 D M S, para a comprovagao estatisti-

ca de tratamentos em delineamentos inteiramente casualizados.




3 - MATERIAL E METODOS
.

3.1 - Preparo dos Imunogenos

As amostras de sangue e de carne, que serviram a preparacao dos
imundgenos, foram obtidas em matadouros frigorificos localizados proxi-

mos a cidade de Belo Horizonte - MG.

3.1.1 - Soros Sanguineos Normais

Cinco bovines e cinco equinos adultos foram sangrados na jugu-

lar, coletando-se 2.000 ml de sangue de cada animal.

L] L] L4 - o
0 sangue foi deixado em refrigerador a temperatura de 4°C, du-
rante uma noite; apds este periodo foi centrifugado a 1.400 rip. m
durante 30 minutos, Desprezou-se o sedimente, conforme recomendagao de

WARNECKE & SAFFLE (1968).

3.1.2 - Soros Sanguineos Inativados por Aquecimento

Para a obteng3o destes soros, o procedimento foi o mesmo des-

crito para a preparagao dos sSOros sanguineos normais.

. . -~ . . . o
A inativagdo foi efetuada por aquecimento embanho-maria a 56°¢C,

durante 30 minutos, de acordo com KATSHBE & IMAIZUMI {(1968),

3.1.3 - Soros Sanguineos Precipitados pelo Alumen

Os soros sanguineos foram obtidos como estd descrito em 3.1,1




A cada 25 ml do sorc foram acrescentados 80 ml de agua destila-
da e 90 ml de uma solugdo de alUmen a 10%. o pH da solugao final foi
ajustado com hidfﬁxido de sodio 5 N ao ponto isoelétrico especifico pa-
ra o soro utilizado, ou seja, 6,5 para o soro sanguineo de equino e 5,6

para o soro de bovino.

0 precipitado foi coletado por centrifugagao a 1,500 r.p.m du-
rante cinco minutos, a seguir lavado por tres vezes com 200 ml de uma
-~ - 1 . - 3
solugdo de merthiolate” a 1:10.000 e novamente submetido a centrifuga-

gao nas mesmas condigoes anteriores, apds cada lavagem.

0 volume final do sedimento foi completado para 100 ml com a so-

1ug'a',o de Merthiolate a 1:10.000,

Na preparagao destes imundgenos foram seguidas as recomendagoes
de PROOM (1943), WARNECKE e SAFFLE (1968) e MENDES & RIBEIRO (1971).

3.1.4 - Extrjatos de Carjne Noma1

Misculos esqueldticos resfriados, procedentes de cinco bovinos
e de cinco equinos adultos, apos retirada da gordura e aponevroses, fo-
ram cortados com faca, em pequenos fragmentos e triturados em graal,
acrescentando-se 20 ml de solugao salina fisiologica a cada 10 g de te-
cido muscular. A mistura foi deixada em refrigerador a 4°C, durante uma
noite e depois filtrada em flanela, O filtrado foi ajustado para pH 7
com a adigdo de hidréxido de sdodio a 4%, efetuando-se em seguida a sua

centrifugacdo a 5.000 r.p.m durante trinta minutos,

0 sobrenadante foi filtrado com papel filtro2 N9 595, em acor-~

do com KATSUBE & TMATZUMI (1968),

1 . ; Lo .
Marca Lilly, fornecido por Eli Lilly do Brasit Ltda, Avenida Morumbi, 8 264 - S3o Paulo - Brasil.

2 .
Marca Carl Schleicher & Schull, formecido por H. Reeve Angel & Co L i
! : tda, 14 N
Street. London, E.C.4. % a ew Bridge




3.1.5 - Extrato de Carne Fervida e Autoclavada

.
As carnes de equino e bovino foram obtidas como descrito no

item anterior. Durante a sua trituragao em graal, foram acrescentados
30 ml de salina fisioldgica a cada 10 g de tecido muscular.

A mistura foi fervida em banho-maria a temperatura de 100°¢C du-
rante sessenta minutos e autoclavada a 110°C com vapor aberto pelo mes~-
" mo periodo. A seguir foi deixada em geladeira durante uma noite, em obe-
diencia 3s mesmas recomendagoes feitas para o preparo dos extratos de
carne normal, conforme KATSUBE & IMAIZUMI (1968).

De cada imundogeno foi obtida uma amostra representativa. A to-
das, com excegao dos soros precipitados pelo alimen, foram acrescenta-
das doses de Merthiolate até uma concentragao final de 1:10,000,

Os imundgenos foram acondicionados em frascos com capacidade de
30 m! cada, dotados de tampa de borracha e lacrados com capsula de alu-
minio, devidamente identificados, sendo estocados em congelados 3 tem-

peratura de -20°C, at@ sua utilizagao.

3.2 - Imunjzacao dos Animais

Cem (100) coelhos machos, em bom estado de salde, mestigcos das
ragas Noza ZelZndia e Gigante Branco, pesando em média 2,5 Kg aos qua-
tro meses de idade, foram adquiridos da Associacdo Mineira dos Criado-
res de Coelhos, com abservancia da maxima homogeneidade possivel entre
os animais,

Sorteados aoc acaso, os coelhos foram colocados em gaiolas indi~
viduais, identificados com tatuagem na orelha e numeragao da gaiola,

Transcorrida uma semana, considerada como perfodo razoavel de
adaptagao as novas instalagoes, cada imundgeno foi administrado a dois
lotes de cinco animais, sendo um tratamento por via intramuscular e ou-
tro por via subcut3nea, num total de cinco inoculagoes, com intervalos
de sete dias. Em cada inoculagao usou-se 2 ml de imunGgeno, acrescidos
de igual volume do adjuvante incompleto de FREUND, conforme DAWE et alii
(1965) e MENDES & RIBEIRO (1971).
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A emulsao era preparada imediatamente antes da inoculagao dos
animais, colocando-se o imundogeno e o adjuvante em duas seringas aco-
pladas por uma agulha de canhao duplo. Efetuou-se a passagem do conteu-
do de uma serlnga para outra ate adquirir consistencia semelhante a da
vela de cera, quando pingada em um recipiente com agua, conforme
OLIVEIRA LIMA & DIAS DA SILVA (1970).

Cada aplicag@o do imundgeno nos coelhos, era distribuida em dois
pontos: nos musculos dos membros posteriores as injegoes intramuscula-
res e, nas partes laterais do tdrax as injegdes subcutZneas.

Sete dias apos a ultima inoculagdo, os animais sofreram sangria
total. O sangue foi coletado em tubos de ensaio, sendo deixado em re-
frigerador a 4°C durante uma noite. De cada animal obteve-se cerca de
6 ml de soro sanguineo, que foram acondicionados em frascos dotados de
rolha de borracha. Apos lacrados com capsula de aluminio e devidamente

. e o
identificados os frascos foram estocados a -20°C,

3.3 - Titulacao dos Anti—Soros,_

Para a 1.:i.tu1ag§o dos anti-soros foi utilizade o método da dupla
difusdo em gel, conforme OUCHTERLONY (1949) WARNECK & SAFFLE (1968) e
MENDES RIBEIRO (1971). |

TONAGAR n? 23 diluido em salina fosfatada pH 7,2, na propor-
cao de 1,57, foi fundido por aquecimento, conforme FUGATE JR. e PENN
(1971).

Com a utilizagao de pipetas de 5 ml foram colocados 4 ml da so-
lucdo gelatinosa sobre 13mina de vidro de 26 x 76 mm. ApOs cerca de 15
minutos, quando a camada gelatinosa ja havia adquirido a consistencia
necessaria, nela foram feitos orificios com o perfurador apropriado, es-

colhido em ensaios efetuados,

3Marca Merck, Fornecide por Merck S.A. Industrias Quimicas Est. dos Bandeirantes, 1099 - Rio de
Janeiro, R.J. — Brasit.
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Em cada 13mina foram executados dois conjunto de sete perfura-
¢oes, compreendendo cada um deles um orificio central de 4 mm de dizme-
tro, circundade por seis orificios de igual dimensao, distando daque-
le 3 mm.

Os anti-soros (soros de coelho anti-espécie), puros e diluidos
em salina fisieldgica at& 1:20,000, foram colocados nos orificios cen-
trais, enquanto nos periféricos foram colocados soros sanguineos homo-
logos e heterdlogos, puros e diluidos em salina fisioldgica ate
1:20,000. Fez-se titulagdo radial, conforme recomendagao de FURTI(1925).

As l3minas preparadas como descrito foram colocadas horizontal-
mente em camara umida, A temperatura ambiente de 18 a 26°C, para a di-
fusao dos antIgenos e anti-corpos através da gelatina,

Nas reagoes positivas formaram-se linhas de precipitagdo na
camada gelatinosa, visiveis a olho nii Nos casos negativos essas li-
nhas eram ausentes.

Para uma melhor leitura das reagdes, a observagao das laminas
era feita sob luz indireta, contra fundo escuro 12, 24 e 48 horas apos
o inicio do teste.

Foram repetidas cinco anilises para cada diluigdo do anti- soro
e dos soros homologos e heterdlogos. Considerou-se como titulo do anti-
-soro, a diluicao mais alta do antIgeno que com ele produzisse reagaoc
positiva, confirmando-se o resultado pelos testes de repetigao.

Utilizou-se a DMS para a comparagao estatistica dos resultados

encontradog, conforme GOMES (1975).
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4 - RESULTADOS
7.

0s resultados estao apresentados nas Tabelas I a. X, constando

as apreciacoes estatIsticas das tabelas XI, XII, XIII e XIV.

Observa-se que durante o experimento morreram os coelhos de nu-
meros: 6, 11, 22, 30, 44, 62 e 87, nao tendo sido possivel recuperar o

soro sanguineo destes animais.

As diferengas estatisticas entre os tratamentos efetuados, fo-

ram estabelecidas pelo calculo da DMS,
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TABELA T

Titulos ao teste de geldifusao dos anti-soros obtidos pela imu-

nizagao de coelhos por vias subcutdanea e intramuscular, com soro san-

guineo normal de equing, utilizando-se como antigeno soro sanguineo

bovino e equino.

Via SubcutZnea Via Intramuscular
N? do Antigenos NO do Antigenos
Anti=SoTol  gauino Bovino Anti-Soro Equino Bovino
1 1:7.000 1:10 7 1:1.000 1:1
2 1:7.000 1:10 8 1:1.000 1:1
3 1:7.000 1:10 9 1:3,000 1:1
4 1:6.000 1:10 10 1:1.000 1:1
*
5 1:6.000 1:1

¥ - -
Nao diluido




TABELA II
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Titulos ao teste de geldifus3o dos anti-soros obtidos pela imu-

nizagao de coelhos por vias subcutanea e intramuscular, com soro san-

guineo de equino, inativado por aquecimento, utilizando-se como antige-

no soro sanguineo bovino e equino.

Via Subcutanea Via Intramuscular
NQ do AntIgenos N¢ do Antigenos
Anti-Soro| Equino Bovino Anti-Soro Equino Bovino
12 1:3.000 1:10 16 1: 9.000 1:10
1
13 1:3.000 | Negativo 17 1:10.,000 1:10
14 1:3.000 | Negativo 18 1: 8.000 1:100
15 1:6,000 | 117 19 1: 9,000 1:1
20 1: 8.000 1:1

1 - Ndo houve reacio

2 - Nao diluido
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TABELA III

Titulos ao teste de geldifusao dos anti-soros obtidos pela imu-

intramiscular, com soro san-

o * L
nizacao de coelhos por wvias subcutanea e

guineo de equino, precipitado pelo aliimen, utilizando-se como antIgeno
soro sanguineo bovino e equino,
Via Subcutanea Via Intramuscular
N? do Antigenos N? do Antigenos
Anti-Soro| Equino Bovino Anti-Soro Equino Bovino
*
21 1:11.000 | Negativo 26 1: 9.000 Negativo
23 1:11.000 | Negativo 27 1: 9,000 Negativo
24 1:11.000 | Negativo 28 1: 9.000 Negativo
25 1:12.000 | Negativo 29 1:10.,000 Negativo
Nac houve reacao
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TABELA IV

Titulos aoc teste de geldifusdao dos anti-soros obtidos pela imu-

nizacao de coelhos por vias subcutanea e intramuscular, com extrato de

- . 1 A - .
garne crua de equino, utilizando-se como antTgeno soro sanguineo bovino

e equino.

Via Subcutanea Via Intramuscular
Ne do Antigenos NO do Antigenos
Anti-Soro{ Equino Bovino Anti-Soro Equino Bovino
31 1.10.000 Negativo* 36 1:12.,000 Negativo
32 1:10.000 | Negativo 37 1:15.000 Negativo
33 1:12,000 | Negativo 38 1:15,000 Negativo
34 1:12.000 | Negativo 39 1:12.000 Negativo
35 1:10,000 | Negativo 40 1:12,000 Negativo

*

Nao houve reacao




TABELA V
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Titulos ao teste de geldifusdo dos anti-soros obtidos pela imu-

-~ ” a
nizagao de coelhos por vias subcut3nea e intramuscular, com

extrato

L] LS .
de carne equina fervida e autoclavada, utilizando~se como antlgeno SOro

sanguineo bovino e equino.

Via Subcutinea

Via Intramuscular

NQ do Antigenos N© do Antigenos
Anti-Soro Equino Bovino Anti-Soro Equino Bovino
41 1:15.000 Negativo* 46 1:8.000 Negativo
42 1:10,000 | Negativo 47 1:8,000 Negativo
43 1:10.000 | Negativo 48 1:8,000 Negativo
45 1:7.000 Negativo 59 1:7.000 Negativo

Nao houve reagao
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Titulos ao teste de geldifusdao dos anti-soros obtidos pela imu-

nizacao de coelhos por vias subcut@nea e intramuscular, com soro san-

[] . -
guineo normal de bovino, utilizando-se como antigeno soro sanguineo bo-

vino e equino.,

Via Subcutznea

Via Intramuscular

NO do Antigenos N¢ do Antigenos
- Anti-Scro Bovino Equino Anti-Soro Bovino Equino
51 1:4.000 1:10 56 1:5.000 1:1
52 1:4,000 1:10 57 1:4.000 1:1
53 1:5.000 1:10 58 1:4.000 1:1
54 1:4,000 1:10 59 1:4.000 1:1
55 1:3.000 | 1:1" 60 1:5.000 1:1

* —~ -
Nao diluldo
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Titulos ao teste de geldifusao dos anti-soros obtidos pela imu-

nizacao de coelhos por vias subcutanea e intramuscular, com soro san-

guineo de bovino, inativado por aquecimento, utilizando-se como antige-

no soro sanguineo equino e bovino,

Via Subcutanea

Via Intramiiscular

NQ do Antigenos N9 do Antigenos
Anti-Soro| Bovino Equino Anti-Soro Bovino Equino
61 1:5.000 1:10 66 1:3.000 1:100
63 1:5.000 | Negativo 67 1:3.000 1:100
64 1:5.000 Negativo 68 1:3.000 1.10
65 1:3.000 Negativo 69 1:4.000 1:100
70 1:3.000 1:10

Nao houve reagao
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Titulos ao teste de geldifusao dos anti-soros obtidos pela imu-

nizagao de coelhos por vias subcutinea e intramuscular, com goro san-

guineo de bovino, precipitado pelo aliimen, utilizando-se como antigeno

soro sanguineo bovino e equino,

Via Subcutanea

Via Intramuscular

NQ do AntIgenos No do Antigenos
. Anti-Soro| Bovino Equino Anti-Soro Bovino Equino
71 1:5.000 Negativo 76 1:5.000 Negativo
72 1:3.000 Negativo 77 1:4.000 Negativo
73 1:5.000 Negativo 78 1:3,000 Negativo
74 1:5.000 Negativo 79 1:3,000 Negativo
75 1:3.000 Negativo 80 1:5.000 Negativo

-~ -
Nao houve reagao
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TABELA IX

Titulos ao teste de geldifusdao dos anti-soros obtidos pela imu-

nizacao de coelhos por vias subcutinea e intramuscular, com extrato

de carne crua de bovino, utilizando-se como antigeno soro sanguineo bo-

vino e equino.

Via Subcutanea Via Intramuscular
N¢ do Antigenos N¢ do Antigenos
Anti-Soro{ Bovino Equino Anti-Soro Bovino Equino
*

81 1:6,000 | Negativo 86 1: 5.000 Negativo
82 1:5.000 | Negativo 88 1: 5 000 Negativo
83 1:2,000 | Negativo 89 1:13.000 Negativo
84 1:2,000 | Negativo 90 1:13,000 Negativo
85 1:5.000 |Negativo

Nao houve reacgao




TABELA X
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Titulos ao teste de geldifus3o dos anti-soros obtidos pela imu-

nizagdo de coelhos por vias subcutfnea e intramuscular, com extrato de

carne bovina fervida e autoclavada, utilizando-se como antigeno soro

sanguineo bovino e equino.

Via SubecutZnea

Via Tntramuscular

N¢ do

NQ do

Antigenos AntTgenos
Anti-Soro| Bovino Equino Anti-Soro Bovino Equino
91 Negativo* Negativo 96 1:13.000 Negativo
92 1:14,000 Negativo 97 Negativo Negativo
a3 Negativo Negativo 98 Negativo Negativo
94 Negativo Negativo 99 Negativo Negativo
95 Negativo Negativo 100 1:14,000 Negativo

Nao houve reagio
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Valores medios dos titulos encontrados ao teste de geldifusao,

L] [ + ~ - -
para os soros anti-equino, com a utilizagao do soro sangulneo homologo,

como antigeno.

Imunogeno

Via de Inoculagao

Media a Titulacao

Soro Sanguineo
Soro Sanguineo
Soro Sanguineo
Soro Sanguineo
Soro Sanguineo

Soro Sanguineo

Normal
Normal
Inativado
Inativado
Precipitade

Precipitade

Extrato Carne Normal

Extrato Carne Normal

Extrato Carne Ferv.Autoclavada

Extrato Carne Ferv.Autoclavada

Subcutanea
Intramuscular
Subcut@nea
Intramuscular
Subcutznea
Intramuscular
Subcutanea
Intramuscular
Subcut@nea

Intramuscular

1: 6.600

1: 1.500

1: 3,750

1: 8.800

1:11,250

1: 9,250

1:10.800

1:13.200

1:10.500

1: 7.750
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TABELA XII

Valores médios dos titulos encontrados ao teste de geldifusao,
para os soros anti-bovino, com a utilizacao do soro sanguineo homdlogo,

como antigeno.

Imunogeno Via de Inoculagdo Mgdia 3 Titulagdo
Soro Sanguineo Normal Subcutanea 1:4.000
Soro Sanguineo Normal Intramuscular 1:4,400
Soro Sanguineo Inativado Subcutanea 1:4.,500
Soro Sanguineo Inativado Tntramuscular 1:3.200
Soro Sanguineo Precipitado Subcutanea 1:4,200
Soro Sanguineo Precipitado Intramuscular 1:4,000
Extrato Carne Normal Subcutanea ' 1:4.000
Extrato Carne Normal Intramuscular 1:9.000
Extrato Carne Ferv.Autoclavada Subcutdnea 1:2.800

Extrato Carne Ferv.Autoclavada Intramuiscular 1:5,400
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TABELA XIII

- e Loy 3 ~
Analise da variancia dos resultados encontrados na titulagao

dos soros anti-equino frente ao soro sanguineo homSlogo, em teste de

gel-imunoprecipitagao.

FV GL sQ ME

Total 43 556,977.272.727

Tratamento 9 492,377,272.727

Erro 34 64.600,000,000 1.900.000,000

Coeficiente geral de variacao igual a 16,3%

DMS encontradas para a comparacgao das médias dos titulos, obtidos para

os soros anti-equino X soro homologo, nos dez tratamentos efetuados:

DMS = 1.769
5x5
DMS =
5 x 4 1.877
DMS = 1.978

4 % 4
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TABELA XIV

Anilise da variZncia dos resultados encontrados na titulagdo
dos soros anti-bovino, frente ao soro sanguineo homdlogo, em teste de

gel-imunoprecipitagao.

FV GL 5Q QME
Total 47 581,916.666.667
Tratamento 9 112.116,666.667
Erro 38 469.800.000.000 12.363.158.,000

Coeficiente geral de variacac a 27,7%

DMS encontrados para a comparacao das médias dos titulos para os soros

anti-bovino X soro homologo, nos dez tratamentos efetuados:

DMS = 4,492
5x5

DMS = 4,764
5x4&

IMS = 5,022

4 x4
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5 - DISCUSSAO

Para a titulacao dos anti-soros foi preferido o teste de gel-
imunoprecipitagdo, pela sua simplicidade e sensibilidade, conforme as-
sinalado por WARNECKE & SAFFLE (1968) e MENDES & RIBEIRO (1971), inclu-
sive nao sofrendo o efeito da ordem de adigao do antigeno e anti-soro,
descrito por NEFF & BECKER (1954).

Comparando os nossos resultados com os obtidos por FURTH (1925),
verificamos que aquele pesquisador obteve anti-soros mals potentes para
provas de identificagdo de carnes embora os niveis de reagoes cruzadas
fossem mais altos, especialmente quando utilizou antigenos aquecidos

nos testes de soro precipitacgao.

0 soro sanguineo normal de equino, administrado a coelhos, no
tratamento que efetuamos demonstrou maior eficiencia imunologica, do que
no tratamento efetuado por MUCCIOLO (1940) com o mesmo material. Ressal-
te-se, entretanto que ele reconheceu que podem ser obtidos titulos mais
altos, se for administrado aos coelhos solugao de acido ascorbico, por
via parenteral,

Pela observacao dos resultados apresentados por PROOM (1943)
nota-se que o soro sanguineo de equino, precipitado pelo alumen, inje-
tado em coelhos, conforme tratamento por ele recomendado, determina a
produgcao de anti-soros de mais altos titules, frente ao antigeno homo—
logo em teste de soro precipitacdo em tubos, do que o0s que obtivemos
com o mesmo imunogeno. Aqueles anti-soros sao dotados de menor especi-
ficidade, aumentando a ocorréncia de reagoes cruzadas a medida que PROOM

aumentou o nimero de injegoes do imundgeno nos coelhos.

Seguimos, igualmente as recomendagoes de KAPLAN & BUCK JR (1951)
e OSWALD (1953), que consideram adequados para provas de identificagao
de carnes, anti-soros que identifiquem o soro sanguineo homologo em di-
luicdes de 1:1,000 e n3o permitam reagoes cruzadas com soros heterolo-
gos em diluigoes superiores a 1:50. Assim os tratamentos que efetuamos
determinaram a produgao de anti-soros adequados para a identificagao de
carnes, exceto o de n? 18 tabela II, e os numemos 66, 67 e 69, constan—

tes da tabela VII, por apresentarem reagoes cruzadas acima da
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especificagao. Tambem os anti-soros de nimeros 91, 93, 94, 95, 97, 98
e 99 conforme tabela X, nao apresentaram titulos precipitantes nos tes-
tes efetuados.

Os altos titulos obtidos por LA ROSA & MORO (1959), que diferem
dos resultados que encontramos e também dos citados na literatura, po-
dem ser explicados pela distancia existente na escala zoologica entre
a espacie "Gallus domesticus” e as produtoras dos imundgenos utilizados
para os tratamentos.

PINTO (1961) obteve anti-soros de titulos 'aproximados  dos
nossos, com o tratamento efetuado com extrato de carne crua de bovino,
administrado por via intramuscular. O soro sanguineo de bovino, preci-
pitado pelo aliimen, gerou a produgao de anti-soros de titulos mais
baixos do que os encontrados por aquele pesquisador. Entretanto, estes
titulos foram aproximadamente iguais aos da pesquisa dele, quando admi-
nistramos este ultimo imundgeno procedente de equino.

Os resultados apresentados por KATSUBE & IMAIZUME (1968) para
anti-soros procedentes de coelhos, immnizados com soros sanguineos de
equino e de bovino, inativados por aquecimento, foram superiores aos que
encontramos para os mesmos imundgenos; contudo, nao empregamos antige-—
nos inativados por aquecimento nos testes de geldifusao.

Com os extratos de carne crua, aqueles pesquisadores consegui-
ram resultados inferiores aos que obtivemos com os mesmos imunogenos.
Vale notar que, com extratos de carne fervida e aﬁtoclavada, eles nao
conseguiram resultados positivos com nenhum dos anti-soros produzidos.

Com estes Gltimos imundgenos, alcangamos resposta detectavel
por geldifusao, em todos os anti-soros dos coelhos inoculados com ex-
tratos de carne equina, Com os mesmos eXtIratos procedentes de bovinos,
apenas 3 dos 10 animais inoculados, produziramanti-soros precipitantes.

Os titulos constantes dos resultados apresentados poT MENDES &
RIBEIRO (1971) para anti-soros procedentes de coelhos imunizados com
soro sanguineo de equino, precipitado pelo alumen, foram inferiores aos
que obtivemos com o mesmo tratamento, talvez em decorréncia do método
adotado no preparo de emulsoes, no qual fomos obedientes 48 recomenda-
goes de OLIVEIRA LIMA & DIAS DA SILVA (1970) e dos autores supracitados.

Pela observagdo da média dos resultados obtidos com os vinte
tratamentos efetuados, em relagdo 3 via de inoculagao, verifica-se que

somente o soro sanguineo precipitado pelo alumen e o extrate de carne




29

normal, determinaram a produgac de anti-soros de mais alto titulo fren-
te ao soro sanguineo homdlogo, quando administrados por vias subcutanea
e intramuscular, respectivamente, independenteS em relacaoc a espectie
produtora do imundgeno. Nao houve concordancia de resultados para os
demais tratamentos, considerando-se a via de inoculagao no coelho e a
especie produtora do imundgeno. Em outras palavras, a média dos titulos
obtidos para os anti-soros procedentes dos coelhos inoculados com soro
sanguineo normal de equino foi mais alta, com o tratamento por via sub-
cutanea, enquanto a melhor média para o mesmo tratamento com imundgeno
procedente de bovino foi obtida com a utilizagao da via intramuscular.
Com soro sanguineo inativado por aquecimento e extrato muscular fervido
e autoclavado, ambos procedentes de equino, as médias mais altas foram
obtidas com os tratamentos por vias intramuscular e subcutinea, respec-
tivamente, acontecendo o inverso para os mesmos tratamentos efetuados
com imunogenos procedentes da espécie bovina.

Os anti-soros cujos titulos apresentaram a mais alta média, fo-
ram os obtidos com o extrato de carne normal inoculado por via intra-
muscular, independentemente da espécie produtora do imundogeno. Utili-
zando-se a DMS para a comparagao das medias, conforme GOMES (1976), foi
este tratamento estatisticamente diferente de todos os outros, no caso
dos imunOgenos procedentes de equino. Para os imunogenos procedentes de
bovino, o tratamento com extrato de carne normal, por via intramuscu-
lar, nao apresentou resultado estatisticamente diferente dos encontra~
dos com soro sanguineo normal, por via intramuscular, soroc sanguineo
inativado por aquecimento, via subcutanea, e extrato de carne fervida e
autoclavada, por via intramuscular. O coeficiente de variacao encontra-
do para os tratamentos efetuados com imunogenos procedentes de bovine
sofreu significativa influ€ncia da variagao experimentada para os tItu-
los obtidos com os anti-soros procedentes dos coelhos inoculados com o
extrato de carne fervida e autoclavada.

Foi tambem observado que nos anti-soros de titulos mais altos
sao comuns os fenomenos de pré-zona, motive porque ha necessidade de uma
série de diluigoes do antigeno e do anti-soro, conforme recomendagao de

FURTH (1925) para evitar falsos resultados negativos.

Observa-se que os intervalos de 43 2 347 dias entre as inocula-

goes, recomendados por SCHANG & CAMPION (1958), por serem muito longos,

dificultam a obtengac de anti-soros, embora os tratamentos permitam a
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recuperagao de anti-soros de alto titulo.

Os resultados apresentados por KARPAS et alii (1970) evidenciam

anti-soros de baixos titulos, comparados aos que obtivemos.
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6 - CONCLUSOES

1, Entre os tratamentos efetuados, os que produziram anti-soros
de mais alto titulo frente ao soro sanguineo homologo foram os de imu-

nizagao dos coelhos, por via intramuscular, com extrato de carne normal.

2. 0 extrato de carne bovina fervida e autoclavada, administra-

do a coelhos por via subcutanea ou intramuscular, demonstrou nao ser um

bom imunogeno.

3. A inOCulaggo de coelhos com imunogenos procedentes das espé-—
cies equina e bovina, pelas vias subcutidnea e intramuscular, em alguns
casos apresenta respostas imunologicas diferentes, considerando-se a via

de inoculacao e a espécie produtora do imundgeno.
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