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"Educacao. Do latim educere, que significa extrair, tirar,
desenvolver. Consiste, essencialmente, na formacao do homem
de carater. A educacgio é um processo vital, para o qual
concorrem forcas naturais ¢ espirituais, conjugadas pela acio
consciente do educador e pela vontade livre do educando. Nao
pode, pois, ser confundida com o simples descnvolvimentc ou
crescimento dos seres vivos, nem com a mera adaptacao do
individuo ao meio. E atividade criadora, que visa levar o ser
humano a realizar as suas potencialidades {isicas, morais,
espirituais e intelectuais. Nao se reduz & preparagao para fins
exclusivamente utilitarios, como uma profissao, nem para o
desenvolvimento de caracteristicas parciais da personalidade,
como um dom artistico, mas abrange o homem integral, em todos
os aspectos de seu corpo ¢ de sua alma, ou seja, em toda a
extensao de sua vida sensivel, espiritual, intelectual, moral,
individual, doméstica e social, para eleva-la, regula-la e
aperfeicoa-la. E processo continuo, que comeca nas origens do
ser humano e se extende até a morte.”

Enciclopédia Brasileira de Moral e Civismo - Ministério de Educagio e Cultura




15

SUMARIO

RESUMO «oe oottt ettt e e et ee e e e e e e e e v vveeeesaeranas 17
1 INTRODUGAO ....oooiiiiiiiiiiiciiieii s eeteesresereeseneneensbreesstaeesanns 19
2 LITERATURA CONSULTADA ...ttt eeeieineeeteeereeeree e 21
2.1 ALGUNS ASPECTOS CULTURAIS E SOROLOGICOS DE

Clostridium septicum E Clostridium chauvoet...................... 21
2.2 FRACIONAMENTO DE IMUNOGLOBULINAS.......c.cccvve...... 26
2.3 IMUNOFLUORESCENCIADIRETA ...cooiiiiiiiiie e 27
3 MATERIAL E METODOS ...ooiitiieieiieiieiieeeeeeeeeeeeeea et eeeeeeaeeeans 31
3.1 LOCAL DO TRABALHO .....ovvtiiiiiiiiiciceieeieeeeeeeea et 31
3.2 PRODUCAO DO SORO HIPERIMUNE .......ccoovcuvviiieeirenne... 31
3.2.1 PREPARO DO ANTIGENO .......cvvirieeeeerecneieeeeeereeenrees 31
3.2.2 INOCULACAO DO ANTIGENO.......ccovevevvecneereiireeeeen, 32
3.2.3 VERIFICACAQO DA PRODUCAO DE ANTICORPOS .......... 32
3.2.4 COLHEITA E ARMAZENAMENTO DO SORO .....cc.ccc....... 33
3.3 PREPARO DOS CONJUGADOS PARA IMUNOFLUORES-

CENCIA oottt et es 33
3.3.1 FRACIONAMENTO DAS IMUNOGLOBULINAS................ 33
3.3.1.1 FRACIONAMENTO DE IMUNOGLOBULINAS COM

SULFATO DE AMONIO ... e 33
3.3.1.2 PURIFICACAC DE IMUNOGLOBULINAS G (IgG) COM
ACIDO CAPRILICO E SULFATO DE AMONIO.............. 34

3.4 CONJUGACAO COM ISOTIOCIANATO DE FLUORES-

(03 11\ - NSRRI 35
3.5 AVALIACAO E TITULACAO DOS CONJUGADOS............... 35
3.5.1 COLORACAO DAS LAMINAS........coovieiieiiieee e 36
3.5.2 INIBICAO DA IMUNOFLUORESCENCIA ......coveeeieeeeeen..... 36
3.5.3 ADSORCAOD ... oo 37
3.5.4 MICROSCOPLA ...couuiieiceieiei et ee e eeeeae e eaaeete e 37
4 RESULTADOSE DISCUSSAO ......ooiiiiiieeieceve e, 38
S CONCLUSOES ...ttt 44
SUMMARY ..oevvitritetiietis et et e teataatasetreesesaessessessesssestsssations 45




17

RESUMO

Foram produzidos conjugados anti-C. septicum e anti-C. chauvoei
para a técnica de imunofluorescéncia direta. O meio de cultura
utilizado, enriquecide com 0,5% de glicose e 0,1% de cisteina,
propiciou crescimento rapido e expressivo de C. septicum e C.
chauvoei. Os antigenos contendo 3,2x108 a 3,4x10% células/ml
foram considerados satisfatorios para producao de soro imune €
testes de aglutinacdo. Os conjugados preparados a partir de
soros imunes fracionados com acido caprilico/sulfato de aménio
obtiveram titulos oito vezes maiores que os precipitados com
sulfato de amodnio. Para verificacAdo da especificidade dos
conjugados foram testados antigenos heterologos, assim como
amostras isoladas a partir de materiais de campo enviados a
Escola de Veterinaria da UFMG e foram realizados testes de
inibicao da fluorescéncia e adsorcao com antigenos heterologos e
homadlogos.

PALAVRAS-CHAVE: Imunofluorescéncia direta, Clostridium
septicum, Clostridium chauvoei, conjugados.
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1 INTRODUCAO

As espécies do género Clostridium, caracierizadas por seu poder
de invasao e multiplicacdo nos tecidos, sdo responsaveis por
importantes patologias. No homem tais enfermidades assumem
importancia em épocas de guerra, quando sao freqientes as
contaminacoes de ferimentos extensos com traumatismos dos
tecidos, penetracao de corpos estranhos e fraturas expostas. Em
animais as infecgdes sao relevantes em virtude do grande
numero de espécies afetadas, da caracteristica epizodtica que
assumem em algumas circunstancias e da alta taxa de letalidade,
ocasionando, conseqientemente, sérios prejuizos econdmicos
guando atingem animais de exploragao zootécnica.

Em varias partes do mundo o C. septicum e o C. chauvoei sao
incriminados como os principais patoégenos causadores de
miosites em bovinos (BARNES et al, 1975, ARDEHALI et al,
1988). Estudos feitos entre 1958 e 1975 mostram a ocorréncia de
infeccao mista de C. chauvoei e C. septicum em 56% de 173 casos
de mionecroses (WILLIAMS, 1977). No Brasil, C. chauvoei e C.
septicum sido os agentes mais freqientes das mionecroses. No
periodo de 1970-1979, em 2082 materiais suspeitos enviados ao
Instituto Biolégico de Sao Paule, foram encontrados 10,45% de
amostras positivas para esses microorganismos (BALDASSI et al,
1985). Em Minas Gerais, o carbtinculo sintomatico e a gangrena
gasosa atingiram o maior indice de mortalidade entre as doencas
infecciosas de bovinos nos anos de 1982 a 1986, o terceirc maior
indice em 1987 ¢ o segundo de 1988 a 1989 (BRASIL, 1982-
1989},

Apesar do numero de focos e de animais afetados por
clostridioses scr clevado, a maior parte dos diagnosticos ¢
baseada apenas em dados clinicos e/ou lesoes de necropsia. O
isolamento  bacteriologico das  espécies de  Clostridium
normalmente requer procedimentos demorados e dispendiosos. A
diferenciacao entre C. chauveei e C. septicum & dificultada devido
a similaridade dos caracteres morfologicos e de reagoes
bioquimicas. Os diagnosticos baseados em inoculacdo de
animais de laboratorie sao, por vezes, errdneos (STERNE, 1977).
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A técnpica de imunofluorescéncia como meio de diferenciacao ¢
identificacao de C. septicum e C. chauvoei em esfregacos de
tecidos foi demonstrada por BATTY & WALKER (1963a). O teste €
utilizado mundialmente, apresentando-se como método seguro,
rapido e de facil manipulacao. Nos Estados Unidos, no periodo de
1977-1978, a principal técnica usada para diagnoéstico foi a
imunofluorescéncia (NERVIG et al, 1981).

Apesar do uso generalizado da técnica de imunofluorescéncia
direta, os conjugados utilizados para sua execugao restringem-
se, quase que exclusivamente, aos produzidos pelo Wellcome
Resecarch Laboratories - Beckenham Kent - England
(recomendados para pesquisa). O preparo destes conjugados,
assim como o dominio da técnica de seu preparoc ¢ uso,
contribuirao para reduzir a dependéncia de produtos importados,
reduzindo também o tempo do diagnéstico.

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo o preparo de
conjugados para identificacao de C. septicume C. chauvoei para a
técnica de imunoflucrescéncia direta.
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2 LITERATURA CONSULTADA

2.1 ALGUNS ASPECTOS CULTURAIS E SOROLOGI-
COS DE Clostridium septicum E Clostridium
chauvoei

ROBERTSON (1919-1920), através de reacoes de aglutinacao,
demonstrou a existéncia de, no minimo, trés tipos sorologicos de
C. septicumn. A produc¢ao de antigeno para inoculag¢ao em coelho ¢
produgac de soro imune foi realizada apés cultivo do
microorganismo em caldo glicosado por 24-48 horas. A
suspensao final foi diluida em salina até a obtencao de 700 a 800
milhées de células por ml e aquecida a 56°C por 30 minutos. O
antigeno para os testes de aglutinacao foi preparado de forma
semelhante ¢ a leitura realizada em tubos, apés incubacao a
56°C por duas a trés horas. O autor ressaltou, ao descrever um
metodo para producao de toxinas de C. septicum, que nos meios
com glicose, 22 a 27 horas apods a inoculacao, as bactérias
comecavam a aglutinar e formar depésito no fundo do tubo.

FELIX & ROBERTSON (1928]. estudande anaerdbios
esporulados, analisaram qualitativamente, por aglutinagao,
antigenos de C. septicum ¢ C. tetani, estabelecendo a presencga do
antigenc somatico, termoestavel ("O") e do antigeno flagelar,
termolabil ("H"}. As dificuldades encontradas para o preparo de
suspensoes de antigeno estaveis para os testes foram superadas
usando-se concentracoes salinas reduzidas.

ROBERTSON & FELIX (1930) observaram qtte, em relacao ao C.
septicum, o anligeno somatico era o fator mais importante para
inducao de imunidade, demonstrando o valor do mesmo na
producao de soro com poténcia profilatica.

HENDERSON (1932) investigou amostras de C. chauvoei de
varias partes do mundo encontrando um antigeno "O" comum a
todas as amostras oriundas de bovinos e ovinos. O antigeno "H"
também ecra comum, com cxcegdo das amostras inglesas de
origem ovina. Para a producido de soro imune e testes de
aglutinacdo foram utilizadas culturas com 14-16 horas de
crescimento em caldo com 1% de glicose., As suspensoes para
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inéculo foram ajustadas a 10 vezes a opacidade do tubo 10 da.
escala de Brown. Varios métodos foram testados para as provas

de aglutinacao visando o preparo de suspensoes estaveis que nao

demonstrassem auto-aglutinacao.

HENDERSON (1934) confirmou a imunidade estabelecida contra
C. septicum com a utilizacao do antigeno somatico, constatando
imunidade tipo-especifica. O antigeno "O" usado para imunizacao
de cobaios foi produzido a partir de culturas com 14-16 horas de
crescimento em caldo glicosado a 1%, com opacidade equivalente
a 10 vezes o tubo 10 da escala de Brown.

THOROLD (1953), avaliando a capacidade imunogénica de
vacinas de C. chauvoei obtidas de culturas em sacos celofane, em
bovinos e ovinos, empregou o teste de aglutinacio em lamina,
misturando uma gota de antigeno com uma gota de soro-teste. A
aglutinagdo ocorria apés 1-2 minutos e a leitura era feita com
lentes de pequeno aumento. O antigeno utilizado foi diluido em
solucao salina correspondendo a opacidade do tubo sete da
escala de Brown. O autor concluiu ser a técnica de valor limitado
para a avaliacao da eficiéncia de vacinas.

MOUSSA ({1959) descreveu uma formula antigénica para
antigenos somaticos, flagelares e de esporos ("S"} para C.
septicum e C. chauvoei, facilitando o estudo das relacoes
antigénicas entre as duas espécies. 37 amostras de C. septicum ¢
38 de C. chauvoei foram examinadas pelos métodos de
aglutinacdo ¢ adsorgao com soros imunes representando os
diferentes tipos dos dois microorganismos. O preparo do antigeno
na forma vegetativa, para inoculacao em coelhos, foi realizado
apos crescimento das bactérias a 37°C em caldo glicosado a 1%,
por 10-14 horas. Apos o periodo de incubacéo, as culturas foram
aquecidas a 80°C por 10 minutos, centrifugadas e lavadas quatro
vezes em solucao salina, ajustadas com agua destilada a
concentracao de 10 vezes a opacidade correspondente ao tubo 10
da escala de Brown e acrescidas de formoldeido a concentracao
final de 0.2%. Foram preparados também antigenos "O" e "H"
para os testes de aglutinacdo e o antigeno "S", para os tlestes ¢
producao de soro imune. Os resultados obtidos levaram o autor a
concluir que as amostras de C. septicum poderiam ser divididas
em seis grupos definidos por dois antigenos somaticos e cinco
antigenos flagelares e as de C. chauvoei em dois grupos baseados
em dois antigenos flagelares diferentes, exclusivos dessa especie,
sendo que todas as amostras dos clostrideos estudados
possuiam o antigeno "S" em comum,




23

Continuando os estudos, MOUSSA (1859) concluiu que a
ocorréncia de aglutinacao cruzada entre as duas bactérias
dependia do grau de esporulacdo das culturas e dos métodos
usados para o preparo do antigeno. A estabilidade das
suspensoes foi obtida com baixas concentragoes salinas,
lavagens repetidas e preparo de suspensodes puras das formas
vegetativas e esporuladas. O autor propés uma formula
antigénica para cada grupo, onde o antigeno "S" € representado
por letra maiitscula romana, os antigenos "O" por numerais
arabicos e os antigenos "H" por letras romanas minusculas,
transcrita abaixo:

C. septicum C. chauvoei

; 1 a, b{tragos) Grupo VII - A; 351

: altracos), b Grupo VIII - A; 3; g

Grupo | -A L
Grupo 11 -A 2
Grupo Illl - A;1
Grupo IV - A; 2;
-A 2
-A 2

]

'

.

’ 1

Para o preparo do antigeno "O", BATTY & WALKER (1963a)
utilizaram amostras de C. septicun e C. chauvoei apods
crescimento em caldo com 1% de glicose por 12 a 16 horas. As
células foram lavadas seis vezes com solugao salina, diluidas a
turbidez equivalente ao tubo numero oito da escala de Brown ¢
inativadas por aquecimento a 100°C por 60 minutos. Para a
producao de soro imune os autores utilizaram a mistura de duas
amostras de C. septicum representando os dois grupos de
MOUSSA (1959) ¢ trés amostras de C. chauvoel Foram
produzidos, também, soro imune para cada amostra
separadamente. Os titulos observados nos soros imunes, no teste
de aglutinacao, foram da ordem de 1:320.

SMITH & HOLDEMAN (1968) mencionaram quc a cisteina exercc
efeito favoravel no crescimento de C. septicum e C. chauvoel
quando adicionada aos meios de cultura. Os autores alertaram
que, no teste de aglutinacao, as reacoes cruzadas entre esses
microorganismos aparentemente sao devidas ao antigeno "S" e
que so6 ocorrem quando culturas velhas e esporuladas sao
utilizadas como antigenos para teste de aglutinacac ou para
producao de soro imune. Observaram ainda que os testes dc
aglutinacao para C. chauvoei eram limitados devido a tendéncia
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de varias amostras a auto-aglutinacao, recomendando para o
preparo das suspensoes a utilizagao de culturas novas, com
crescimento rapido. Para prevenir auto-aglutinacao durante o
cultivo sugeriram que: 1 - As bactérias precisariam crescer €m
meios tamponados; 2 - A suspensao bacteriana e as diluigoes de
soro deveriam ter a concentragio de sal de 0,4 a 0,5%; 3 - O pH
das suspensdes teria que ser ajustado para 6.8a7,2.

CLAUS & MACHEAK (1972} descreveram um meétodo  de
produgao de antigeno de C. chauvoei contendo 4x108 células por
ml e verificaram que, no processo de elaboracao do antigeno, o
crescimento celular deve ocorrer rapidamente, o inéculo deve ser
obtido em, no maximo, oito horas e a adicao de formalina deve
ser feita com o minimo de agitacao possivel para que nao ocorra
auto-aglutinacao. Os autores desenvolveram ainda um teste de
aglutinagao em placa para determinacao de anticorpos
circulantes e atestaram o potencial da técnica na avaliagao da
resposta imune, comparando o0s resultados obtidos no teste de
aglutinacao com os resultados dos testes de desafio em cobaio. O
teste foi realizado em mais de 2000 soros de cobaios. O soro ¢ 0
antigeno foram misturados em placas de vidro ¢ a leitura
realizada apos oito a dez minutos.

STERNE & BATTY (1975) afirmaram que a adi¢ao de glicose aos
meios de cultivo na propor¢ao de 0,5 a 1% aumentava o
crescimento bacteriano, a producao de toxinas ¢ que o0S
anticorpos mais especificos para identificacao dos clostrideos
eram aqueles contra os antigenos termoestaveis das células
vegetativas, aconselhando que o preparo de antigeno para
producdo de soro imune deveria ser realizado inativando-se
culturas novas com crescimento ativo através do aquecimento a
100°C, antes quec a esporulagao tenha se iniciado. Nas espécies
com tipos aglutinogénicos distintos, como o C. septicum,
representantes de cada tipo deveriam ser incluidos.

LOPES (1977), avaliando seis imundgenos comerciais €m uso no
Brasil, constalou nao existir qualquer nivel de protecao anti-C,
septicum nas bacterinas contendo esse microorganismo. As
amostras de C. septicum utilizadas foram: 1 - C. septicum-4
(Central Veterinary Laboratory, Weybridge, Surrey. England); 2 -
C. septicum (Laboratorio FAMA Ltda, Belo Horizonte, Brasil); 3 -
C. septicum (OMS), nao havendo especificacoes quanto aos
grupos antigénicos de MOUSSA {1959).




DANESCU et al (1978) prepararam antigeno de C. septicumn com
duas amostras: VS8 e V859 para testes de aglutinacdo e
producao de soro imune. Apos crescimento em meio glicosado a
0,5%, por 18-24 horas, as culturas foram centrifugadas e a
massa bacteriana ressuspensa em salina fisiologica pH 7,0. A
inativacdao das suspensoes foi realizada com a adi¢do de formol a
0,6%. Para verificacdo da producao de anticorpos fol utilizada a
prova de aglutinacao lenta com titulos de 1:40 a 1:80.

SHIRASAKA & BENNO (1982) observaram as caracteristicas
sorologicas das amostras de C. septicum isoladas em surtos de
edema maligno ocorridos no Japao. A caracterizacdo sorologica
foi realizada pelo método de aglutinacdo em tubos, com leituras
realizadas apds trés horas de incubacao a 37°C e ap6s 18 horas a
2°C. Foram preparados antigenos a partir de culturas com 18
horas de incubacao e a inativagdo das mesmas para producao do
soro imune foi feita com adicdo de 0,2% de formalina. Para o
teste de aglutinacao as culturas foram aquecidas a 100°C
durante 60 minutos.

SHIRASAKA et al (1983) estudaram 75 amostras de C. septicum
pelas provas de aglutinacdo em placa ¢ em tubo, com antigeno
"Q", utilizando 68 amostras isoladas de casos clinicos e sete
amostras de referéncia obtidas do "National Collection of Types
Cultures" (NCTC). Os resultados obtidos agruparam as amostras
em trés grupos sorologicos distintos, baseados no antigeno
somatico.

JAIN et al (1987} recomendaram ¢ uso da técnica de aglutinacao
para o teste de vacinas anti-C. chauvoei em caprinos e bovinos.
No preparo do antigeno o numero de bactérias foi aferido a
turbidez equivalenie ao tubo sete da escala de Brown. O método
de aglutinacao em lamina foi realizade misturando-se uma gota
do antigeno com uma gota de soro, com leitura realizada apos
um a dois minutos. Grumos esbranguicados foram observados
macroscopicamentc em soros imunes preparados em coelhos,
assim como em soros de caprinos e bovinos vacinados. Nao
foram constatados resultados positivos em soros de coelhos nao
imunizados. O teste de aglutinagao em tubos foi feito utilizando-
se quantidades iguais de antigeno e dilui¢ées do soro imune. Os
titulos encontrados foram de 1:640 para os soros dos coelhos e
1:80 para os soros dos animais vacinados, concluindo os autores
que em animais vacinados o titulo de 1:80 era satisfatorio.
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2.2 FRACIONAMENTO DE IMUNOGLOBULINAS

O soro total ja foi utilizado no preparo de conjugados para
imunofluorescéncia. Entretanto, a partir da década de 60, com o
desenvolvimento de técnicas laboratoriais mais apuradas, os
pesquisadores passaram a trabalhar com gamaglobulinas
purificadas, o que exige menor quantidade de fluorocromo e
resulta em maior especificidade das coloracdes. Atualmente a
purificacdo de imunoglobulinas pode ser realizada por varios
métodos que incluem: precipitacdo por sais, filtragdo em gel,
cromatografia de troca ionica, eletroforese, ultracentrifugacao,
proteina-A e proteina-A-sepharose. A precipitagao por sais ocorre
devido a solubilidade diferenciada das proteinas na presenca de
diferentes concentracées de ions, induzindo precipitacao pela
desidratacao das proieinas na solugao. A precipitagao € feita com
sulfato de sodio para soro de aves e sulfato de aménio para soro
de mamiferos, sendo esta 1ultima uma das técnicas mais
comumente utilizadas (GOLDMAN, 1968; WARR, 1984).

KAUFMAN & CHERRY (1961) avaliaram o efeito do sulfato de
améonio na conjugacao de imunogiobulinas com isotiocianato de
fluoresceina (FITC) ¢ na coloracao produzida, além de analisarem
alguns fatores para a remocao do mesmo por dialise. Os autores
concluiram que a presenca de sulfato de amoénio interfere na
subseqiiente conjugacao e que, em didlise frente a dois litros de
solucao salina, utilizando-se tubos de dialise com 20/32 ou
27/32 polegadas de diametro, no periodo de quatro horas, ha a
remogao completa do sal em 20ml da suspensac de
imunoglobulinas.

HEBERT & PITTMAN (1965), estudando os fatores que afetam a
remocao do sulfato de amédnio residual em suspensoes de
imunoglobulinas, observaram que em amostras dialisadas em
tubos com 27/32 polegadas de diametro e 0,001 polegadas de
espessura, frente a 200 volumes de solucao salina (com troca as
quatro ¢ oito horas). houve a remocio de 87,1%, 95,7%. 99,4%,
99,7% ¢ 100% do sal em periodo de duas, quatro, seis, oito e 24
horas, respectivamentc.

McKINNEY & PARKINSON (1987) descreveram técnica para
purificacio de imunoglobulinas (Ig) do soro sanguineo utilizando
acido caprilico e sulfato de aménio. O processo foi desenvolvido
para a purificacdo da fracao lIgG do soro de coelhos, podendo ser
usado também para soro de outros mamiferos (equinos. caprinos,
ovinos, ratos ¢ camundongos), assim como para anticorpos




monoclonais de liquido ascitico de camundongo. Os efeitos das
amostras de soro, dilui¢do, pH, concentragao de acido caprilico,
temperatura e tempo de incubagdo com acido caprilico foram
estudados. A purificacdo de IgG foi monitorada por eletroforese
em gel de agarose e a pureza final determinada por SDS-PAGE.
demonstrando resultados iguais aos obtidos com IgG purificadas
por combinacao de sulfato de aménio ¢ cromatografia de troca
ionica. Para determinacao do rendimento de IgG purificadas
foram utilizados soros de coelhos imunizados com NADFPH-
citocromo P-450 redutase. A guantificacao da concentracao de
1gG foi estabelecida por ELISA e por imunoinibi¢ao, comparando-
se o titulo do anti-soro imune com o titulo da IgG purificada
requerida para inibir a atividade catalitica de NADPH-citocromo
P-450 redutase em 50%. Nos dois métodos, os pesquisadores
verificaram que 80-90% da fracao IgG foi recuperada e
concluiram que, devido a rapidez, simplicidade, baixo custo € nao
necessitar de equipamentos especiais, a técnica de purificagao
com acido caprilico ofereceu vantagens quando comparadas a
outros meétodos.

2.3 IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA

RIGGS et al {1958) definiram o uso do isotiocianato de
fluoresceina (FITC) como marcador estavel de anticorpos. O soro
imune, produzido em coelhos, foi precipitado com sulfato de
amoénio e submetido a didlise. A concentragao de proteinas foi
determinada e o processoc de conjugacao realizado
acrescentando-se 50pug de FITC por mg de proteina. A retirada da
. fluoresceina livre foi feita por dialise em PBS 0,01M pH 7,2, As
laminas com esfregagos de bactérias foram fixadas em acetona
fria por 15 minutos, cobertas com soro imune marcadc ¢
incubadas a 37°C por 20 minutos. Apés quatro lavagens em
solucdo salina tamponada, essas laminas coradas foram
montadas em glicerol tamponado pH 8,0. A especificidade das
reacoes foi testada com o uso de soros normais ou por inibicao
de fluorescéncia.

BATTY & WALKER (1963a) utilizaram a técnica de
imunofluorescéncia direta para a diferenciacao de C. septicum ¢
C. chauvoei. A conjugacao foi realizada com FITC, apos
precipitacao das globulinas com rivanol ¢ sulfato de aménio. O
excesso de fluoresceina foi removido utilizando-se coluna de
Sephadex e didlise a 4°C, por periodo de dois a trés dias, frente a
0,15M de tampao fosfato pH 7,2, O material examinado
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constituiu-se de csfregacos dos microorganismos, impressoes e
cortes congelados de musculos de cobaios infectados. As laminas
foram secas a temperatura ambiente, fixadas em acetona por 10
minutos, coradas em camara umida por 30 minutos, lavadas em
tampao fosfato por 10 minutos ¢ montadas em glicerol
tamponado fosfatado pH 7,2. A imunofluorescéncia direta ¢ os
testes de aglutinagao realizados deram resultados concordantes.
Os conjugados, feitos a partir de amostras individuais de C.
septicum dos dois grupos de MOUSSA (1959}, nao mostraram
reacoes cruzadas entre si, tanto na imunofiuorescéncia quanto
na aglutinag¢io, confirmando a existéncia dos dois grupos de C.
septicumm.

BATTY & WALKER {1963b) reafirmaram os resultados obtidos
anteriormente e concluiram que os conjugados s6 devem ser
usados de forma rotineira para diagnéstico apds confirmado que
eles coram todas as amostras homélogas mas nao as heterologas.

PITAL & JANOWITZ (1963) avaliaram o efeito da alcalinidade na
intensidade fluorescente de conjugados. Segundo os autores,
apesar da técnica de lavagem de esfregacos ¢ moniagem em
laminas ser utilizada com maior frequéncia em salina tamponada
pH 7.2, esfregacos de bactérias lavados com tampao carbonato-
bicarbonate 0,.5M pH 9,0 e montados em glicerol tamponado pH
9,0 apresentaram maior intensidade de fluorescéncia. além de
exibirem coloracao em dilui¢des maiores dos conjugados.

HIRAMOTQ & HAMLIN (1965)., trabalhando com conjugados
preparados com tetramelil-rodamina e FITC nas mesmas c¢lulas,
verificaram que em pH 4,0 a fluorescéncia verde do FITC era
inibida permitindo a visualizacao da fluorescéncia laranja da
rodamina, ¢ em pH 10,0 a fluorescéncia do FITC podia ser
reativada.

WOOD et al (1965}, cbservande as mudangas nas propriedades
das proteinas quandoe sao conjugadas com FITC na concentracao
de 2bpg por mg de protcina, enfatizaram que quando as
moléculas de fluoresceina se fixam, a solubilidade, a atividade
especifica ¢ o ponto isoelétrico das imunoglobulinas decrescem.
Com quantidade insuficiente de fluorocromo conjugado nao ha
emissao de luz satisfatéria para a molécula ser bem visualizada.
Quando a coloracao final ¢ brilhante, no entanto, observam-se
coloracoes inespecificas, devendo ser retirado o excesso de
fluorocromo utilizando-se cromatografia de troca idnica.




29

PITTMAN et al (1967), estudando uma técnica para mensuracao
precisa de coloragdes inespecificas produzidas por conjugados
marcados com FITC, verificaram que a pureza do corante usado
na conjugac¢ao influencia as coloragdes. O efeito da temperatura
de estocagem para laminas fixadas também foi observado.
Esfregacos fixados com metanol, estocados a temperatura
ambiente, apresentaram-se inviaveis para testes em 48 horas, 4
temperatura de -10°C foram considerados viaveis por dois meses
ca -70°C por 12 meses.

GOLDMAN (1968) propdés para o preparo de conjugados a
proporgaoc de 25 a 50pug de fluorocromo bruto, ou a metade dessa
propor¢ao guando utiliza-se fluorocromo purificade, para cada
mg de proteina a ser marcada e recomendou a remog¢ao do FITC
livre ou por dialise frente a4 4gua e posteriormente frente a salina
tamponada fosfatada (PBS) durante aproximadamente wuma
semana, ou por filtracdo em gel com Sephadex G-25 ou G-50,
equilibrado em PBS pH 7,0 a 7,5. A utilizacdo de controles para
verificacao da especificidade da fluorescéncia deveria ser
realizada expondo o antigenc a anticorpos homélogos nao
conjugados anles ou ao mesmo tempo da exposicao ao
conjugado, bloguecando ou inibindo uma coloraciao. O autor
alertou também que espécies taxonomicamente préximas podem
ter antigenos em comum e causar reagdes cruzadas de
intensidade  variavel, interpretadas erroneamente  como
coleracdes nao especificas. A adsorcéo do soro imune com igual
volume de massa  bacteriana  dos  antigenos heterdlogos
causadores de reagoes cruzadas poderia ser utilizada. Em virtude
dos conjugados screm quase sempre mais diluidos que o soro
original, a adsorcido deveria ser realizada com um numero
consideravelmente menor de microorganismos do que o
requerido para o soro total. Para evitar coloracoes inespecificas
foi indicado o fracionamento em coluna de DEAE-celulose.
Imunoglobulinas carreando baixa quantidade de FITC retém as
caracteristicas dc¢ cargas de globulinas ndo conjugadas, sendo
eluidas da coluna com baixas concentracoes de sal em pH 6,3,
mostrando, posteriormente, a coloracao mais especifica. As
imunoglobulinas, associadas as coloracdoes inespecificas,
marcadas com grande quantidade de FITC ficariam retidas na
coluna,

STERNE & DBATTY (1975) recomendaram a conjugacac de
imunogiobulinas com FITC na proporcao de 50pg por mg de
protleina por periodo de 18 horas. e a remocao do excesso de FITC
utilizando-sc coluna de Sephadex G-25 e didlise em PBS.
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DANESCU et al (1978) utilizaram a técnica de
imunofluorescéncia direta para identificacdo de espécies do
género Clostridiurm. As concentragbes proteicas encontradas,
ap0s precipitagdo com sulfato de amoénio e dialise dos soros,
foram de 1,08 a 1,74g/100ml. Para a conjugagio, realizada por
18 a 20 horas a 4°C, o FITC foi utilizado na concentracdo de 1:20
(50pg por mg de proteina) e o fluorocromo nao conjugado foi
retirado por filtracao em gel com Sephadex G-25. As laminas
coradas demonstraram resultados satisfatérios e especificos, nao
sendo observada fluorescéncia em esfregacos de cultura de C.
chauvoet corados com conjugado de C. septicum.

DE LUCA (1984) relatou que a conjugacao de imunoglobulinas
corm isotiocianato de flucresceina realizada no escuro, a
temperatura ambiente, se processa em uma ou duas horas, e a
4°C em 18 a 24 horas. O autor aconselhou o uso do FITC na
concentracao de 20pg por mg de proteina e a retirada do
fluorocromo livre por dialise ou por filtracdo em gel com
Sephadex G-25 em coluna de 1,5em de diametro e 2¢m de altura
para cada ml de proteina conjugada.

HUDSON & HAY (1989) recomendaram para conjugaciao de
proteinas a propor¢éao de BOpg de isotiocianato de fluoresceina
por mg de proteina.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 LOCAL DO TRABALHO

O preparo dos conjugados foi realizado no Laboratério de
Doencas Bacterianas do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte, MG.

3.2 PRODUCAO DO SORO HIPERIMUNE
3.2.1 PREPARO DO ANTIGENO

Para o preparo do indculo foram utilizadas as amostras:
Clostridium septicum V33! e Clostridium chauvoet.

A patogenicidade das amostras foi verificada através da
inoculacdo em cobaios de 1Iml das culturas por via
intramuscular, sendo utilizado quatro animais pesando entre
250 e 350g. A observacao de sintomas foi realizada até 48 horas
apos a inocula¢ao. Os animais foram sacrificados e, a necropsia,
foram constatadas as lesdes caracteristicas correspondentes
descritas por STERNE & BATTY (1975). Impressdes de figado ¢
musculo foram coradas pela técnica de Gram para confirmacao
da morfologia tipica de C. septicum ¢ C. chauvoel Posteriormente,
macerados de figado e mmisculo foram semeados em meio de
Tarozzi [ BIER, 1982}, e incubados a 37°C por 48 horas. Apos
crescimento adequado, verificado producao de gas, cada amostra
foi repicada em caldo cérebro-coracao pH 7,4, acrescido com
0.3% de¢ glicose para concentracao final de 0,5% e 0,1% dc
cisteina ¢ incubada a 37°C por 18 horas em anaerobiose.
Decorrido esse tempo, as culturas foram colocadas em banho-
maria a 100°C por uma hora ¢ centrifugadas a 1000g, sob
refrigeracao, durante 30 minutos. Apos constatacao das formas
vegetativas ¢ pureza das amostras, as células foram lavadas
quatro vezes em solucgao salina estéril a 0,85%, ressuspensas e

1 Instituto Biologico de Sao Paulo (IBSP), 5P

2 Cential Veterimary Laboratory - Bacteriology Department - Ministry of Agriculture. Fisheres and Food
Central Lahoratory. Weybridge, Surrey, England




agitadas vigorosamente até que as suspensoes se tormassem
homogéneas. A seguir, foram diluidas a turbidez equivalente ao
tubo sete da Escala de McFarland, acrescidas de formoldeido a
0,5% e mantidas a 37°C por 24 horas. A determinacao do nimero
de bactérias por m! baseou-se no meétodo de PRESCOTT &
BREED (1910) com as seguintes modificagoes: A suspensao
bacteriana foi diluida a 10°2 em solucao salina estéril a 0,85% ¢ a
contagem das bactérias foi realizada em microscopia de campo
escure.

Apds controle de esterilidade em meijo de Tarozzi ¢ caldo cérebro-
coracao suplementade com glicose e cisteina a 37°C por 48
horas, as suspensdes bacterianas foram emulsionadas em
volumes iguais com adjuvante completo de Freund. Suspensbes
bacterianas nao emulsionadas foram estocadas.

3.2.2 INOCULACAO DO ANTIGENO

Decorridas 24 horas do preparo das emulsdes, as mesmas foram
inoculadas em coelhos da raca Nova Zelandia, com peso
aproximado de 2,5kg, sendo utilizados trés animais por amostra.

A dose de antigeno por animal foi de 0,4ml, sendo a aplicacao
realizada inicialmente com 0,1ml em cada coxim plantar e,
posteriormente. em quatro sitios difererites, pelo dorso dos
animais, por via intradérmica. Foram feitas cinco inoculac¢des
intervaladas de sete dias, sendo a ultima realizada sem o
adjuvante completo de Freund.

3.2.3 VERIFICACAO DA PRODUCAO DE ANTICORPOS

Para constatacao da produgdo de anticorpos foram feitas
sangrias por puncao na veia marginal da orelha.

A presenca de anticorpos anti-C. septicum e anti-C. chauvoei foi
verificada através do método de aglutinagcdoc em placa. Os
antigenos utilizados foram os mesmos dos indculos. Para o tesie
foram misturados uma gota do antigeno com uma gota do soro
em placa de vidro. As leituras foram realizadas ap6s movimentos
suaves de rotacao por periodo de dois minutos, conforme descrito
por JAIN et al (1987). Para controle, o antigeno foi testado frente
aos soros de dois anirmais nao imunizados.
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3.2.4 COLHEITA E ARMAZENAMENTO DO SORO

A sangria total dos animais inoculados foi realizada apo6s sete
dias da ultima inoculagdo por puncéo cardiaca. Apés coagulagao
a temperatura ambiente por uma hora e retracdo do coagulo por
12-18 horas a 4°C, os soros foram decantados, centrifugados a
650g por cinco minutos para sedimentacdo dos eritrocitos, a
1000g por 15 minutos para clarificacao e estocados a -18°C e
-70°C até o uso.

3.3 PREPARO DOS CONJUGADOS PARA IMUNO-
FLUORESCENCIA

3.3.1 FRACIONAMENTO DAS IMUNOGLOBULINAS

Os soros foram inativados em banho maria a 56°C durante 30
minutos e centrifugados, sob refrigeracao, a 1000g por 15
minutos.

A purificacao de imunoglobulinas a partir dos soros imunes foi
realizada mediante fracionamenio de imunoglobulinas apenas
com sulfalo de amonio® (GOLDMAN, 1968) e segundo a técnica
descrita por McKINNEY & PARKINSON (1987}, realizada em duas
etapas utilizando-se acido caprilico* e sulfato de aménio.

3.3.1.1 FRACIONAMENTO DE IMUNOGLOBULINAS COM SUL-
FATO DE AMONIO

Ao soro foi adicionado, lentamente e sob agitagdo a 4°C, igual
volume de solucao saturada de sulfato de amoénio pH 7,0. Apos
agitacio por uma hora a 4°C, a suspensao foi centrifugada
durante 15 minutos, 1000g, sob refrigeracao e o sobrenadante
descartado. O precipitado foi dissolvido em agua destilada estéril
(volume inicial do soro), reprecipitade com solugao saturada de
sulfato de aménio [v/v) e centrifugado como ja descritc. Apos
descarte do sobrenadante, o sedimento obtido foi suspenso em
salina tamponada fosfatada (PBS) 0,15M pH 7,2, no volume
inicial do soro.

3 REAGEN - Quimibras Industrias Quimicas 5.A.
4 1bid.
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A seguir, As imunoglobulinas foram submetidas a didlise frente a
um volume 400 vezes maior de PBS 0,15M pH 7,2, durante 2-4
dias, com troca do PBS a cada 12-18 horas, para eliminac¢ao do
sulfato de amdnio. Para verificacao do sulfato de aménio residual
adictonou-se uma gota do PBS da didlise em 0,5ml de solugao de
cloreto de bario acidificada (HUDSON & HAY, 1989).

3.3.1.2 PURIFICAQAQ DE IMUNOGLOBULINAS G (IgG) COM
ACIDO CAPRILICO E SULFATO DE AMONIO

Um volume de soro foi diluido em quatro volumes de tampao
acetato (60mM pH 4,0} e o pH ajustado para 4,5 com NaOH O, IN.
A purificacao das imunoglobulinas G foi feita pela precipitacao
da albumina e outras proteinas adicionando-se 25 pl de acido
caprilico por ml do soro diluido. A adicao do acido caprilico foi
feita, gota a gota, sob vigorosa agitacaoc ¢ mantida por 30 minutos
a temperatura ambiente. A suspensac foi em seguida
centrifugada a 10.000g por 30 minutos para remo¢ao do material
insolavel ¢ o sobrenadante filtrado em pré-filtros millipore (AP 20
22 00). Para cada 10 volumes de sobrenadante foi acrescentado
um volume de PBS com EDTA, 10 vezes concentrado (pH 7,4) e o
pH ajustado para 7.4 com NaOH 1N. Apos adicao de 0.277g/m!
de sulfato de aménio e agitacdo constante durante 30 minutos a
4°C, a solucao foi centrifugada por 15 minutos a 5000g € o
sedimento ressuspenso em PBS com EDTA (pH 7,4) na metade
do volume original. A seguir, a solugido foi dialisada frente a um
volume 400 vezes maior de PBS com EDTA (pH 7.4) por 2-4 dias,
com troca do PBS a cada 12-18 horas.

As membranas utilizadas na dialise para as duas técnicas, com
7/8 polegadas dc diametro e 0,001 polegadas de espessura,
foram fervidas c¢cm bicarbonato de sodio a 2% e EDTA 0,001M
durante 10 munutos. Apos serem lavadas em agua destilada
foram fervidas ¢m EDTA 0,001M durante 10 minutes e
armazenadas submersas em EDTA a 4°C. Imediatamente antes
do uso foram lavadas varias vezes com agua destilada.,

As concentracoes de proteinas das suspensoes dialisadas foram
determinadas por leitura em refratémetro® ¢ pelo método de

S ATAGH  JAPAN
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Lowry, modificadec por HARTREE (1972), utilizando-se
espectrofotémetro®.

3.4 CONJUGACAO COM ISOTIOCIANATO DE FLUO-
RESCEINA’

A conjugacao dos soros foi realizada a temperatura de 4°C. Cada
soro, apos determinada a concentracao proteica, foi colocado em
erlenmeyer, sob agitacao, por 15 minutos. Ao mesmo foi
adicionado, gota a gota, 10% de tampéao carbonato-bicarbonato
0.5M pH 9,5. Apés 30 minutos sob agitagao, foi adicionado 25pg
de isotiocianato de fluoresceina para cada mg de proteina (WOOD
et al, 1965), ficando o soro sob agitacao por 18 horas.

A remocao do isotiocianato livre foi realizada a 4°C, por passagem
do conjugado em coluna de Sephadex G-50° com lcm de
diametro, equilibrada e eluida com PBS pH 7,2. Para cada ml de
soro foram depositados na coluna 3,0 a 3,5cm de gel suspenso
em PBS pH 7,2.

As fracoes colhidas foram agrupadas de acordo com a
concentracao de proteina determinada por refratdometro, e
dialisadas a 4°C frente a um volume 200 vezes maior de PBS pH
7.2 durante 5-6 dias, com troca do PBS a cada 12-18 horas at€ o
mesmo nao apresentar fluorescéncia.

Apds titulacao, .os conjugados foram distribuidos em aliquotas ¢
congelados a -18°C e -70°C (De LUCA, 1984).

3.5 AVALIACAO E TITULACAC DOS CONJUGADOS

Os conjugados foram analisados usando-se como antigeno
amosiras de campo isoladas a partir de material enviado a Escola
de Veterinaria da UFMG e as seguintes amostras de referéncia:

- C. septicum: 1 - Amostra cedida pelo Laboratorio Noli, RS; 2 -
Amostra do Central Veterinary Laboratory - Ministry of
Agriculture. Fisheries and Food Ceniral Laboratory.
Wevbridge. Surrey, England;

6 BALSCH & LOMB, Spectronic 20
7 INLAB
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- C. chauvoei: 1 - Amostra cedida pelo Laboratério Noli, RS; 2 -
Amostra A-43, cedida pelo Instituto Biologico de Sdo Paulo
(IBSP); 3 - Amostra do Laboratario Valleé, cedida pelo IBSP.

Avaliacoes paralelas foram feitas com conjugado C. septicum
RP-81° e C. chauvoei RP-78!° para confirmacao dos resultados
obtidos. Para titulacao os conjugados foram diluidos com solucao
a 2% de Tween 80 em PBS pH 7,2. Utilizou-se, como controle de
especificidade, esfregacos de antigenos heterdlogos aos
conjugados testados. A mais alta diluicaec mostrando clara
distin¢do entre os controles positivos e negativos foi considerada
como concentragao adequada para testes de diagnostico.

3.5.1 COLORACAO DAS LAMINAS

Laminas contendo esfregacos de C. septicum e C, chauvoei, secas
a temperatura ambiente por periodo de 30 minutos e fixadas em
acetona anidra a -18°C por 30 minutos, foram cobertas com as
diluicoes dos conjugados e incubadas em camara tmida a 37°C
por 30 minutos. As laminas foram lavadas rapidamente com PBS
pH 7.2, imersas em PBS durante 15 minutos e enxaguadas em
agua destilada. A seguir, foram contracoradas com solugic a
0.,005% de Azul de Evans em PBS pH 7.2 {GALVAO, 1984) por 10
minutos, enxaguadas por trés vezes em PBS pH 7,2 € montadas
com glicerol ajustado ao pH 7,2 com PBS.

Paralelamente, uma lamina foi corada com as mesmas diluicoes
de um dos conjugados, lavada com tampao carbonato-
bicarbonato pH 9,0 e montada com glicerol tamponado pH 9,0.

3.5.2 INIBICAO DA IMUNOFLUORESCENCIA

Esfregacos de culturas de C. septicum e C. chauvoei foram
incubados em camara umida a 37°C por 45 minutos com soro
anli-C. septicum ¢ anti-C. chauvoei, respectivamente, e corados
como descrito anteriormente.

9 Wellcome Kesearch Laboratortes - Beckenham Hent - England

10 Ibid.




3.5.3 ADSORCAO

Os conjugados cujos soros foram purificados com acido caprilico
foram adsorvidos, na diluicao de 1:2, com massa bacteriana dos
antigenos heterélogos, a 4°C, por 18-20 horas. Apos
centrifugacao a 1000g sob refrigeracao por 30 minutos e retirada
da massa bacteriana, os conjugados foram novamente titulados.

3.5.4 MICROSCOPIA

Foi utilizado Microscopio Zeiss, binocular, "Standard WL,
objetiva de imersao 40X com diafragma, ocular 10X, condensador
de campo escuro a odleo, filtro excitador VG-2, filtros de barreira
0/41 e iluminacao com lampadas de merctirio HBD-200 Osram.

11 CARL ZEIS5. Companhia Otica ¢ Mecanica Oberkochen. Alemanha Octdental
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As culturas bacterianas obtidas em meio contendo 0,5% de
glicose e 0,1% de cisteina apresentaram, no periodo de 18 horas,
crescimento satisfatorio, verificado por turbidez do meio,
presenca de gas ¢ auséncia de auto-aglutinacao.

A utilizacao de meios de cultura, enriguecidos com glicose ¢
cisteina, demonstrou um expressivo crescimento bacteriano,
confirmando as afirmativas de STERNE & BATTY (1975) e SMITH
& HOLDEMAN (1968), porém observou-se a formacao de depésito
no funde dos tubos, o que também foi constatado por
ROBERTSON (1919/20).

A maior parte dos antigenos elaborados para produgaoc de
bacterinas c/ou lestes de aglutinacdo ¢ produzida apos
crescimento em meios liquidos onde ha o acréscimo de glicose,
na maioria das vezes na concentracao final de 1% (HENDERSON,
1932; HENDERSON, 1934; MOUSSA, 1959; BATTY & WALKER,
1963a) ou a 0.5% (DANESCU et al, 1978). A cisteina também
exerce efeito favoravel no crescimento desses microorganismos
devido a provavel demanda dessas espécies pela mesma (SMITH
& HOLDEMAN., 1968).

O periodo de¢ crescimento de 18 horas tambem foi utilizado por
SHIRASAKA & BENNO (1982), sendo um periodo maior gque os
usados por HENDERSON (1932), HENDERSON (1934), MOUSSA
(1959) e BATTY & WALKER (1963a). Em virtude do abundante
crescimentlo bacteriano ocorrido no presente trabalho, o tempo
de incubacio das culturas poderia ter sido menor e, talvez, scis a
oito horas de¢ cultivo fossem suficientes para obtencao das
formas vegetativas. CLAUS & MACHEAK (1972) sugeriram o
periodo de crescimento maximo de oito horas.

A concentracao de antigeno utilizada, de acordo com JAIN et al
(1987). comrespondendo ao tubo sete da escala de McFarland ¢
com contagem bacteriana de 3,2x108 células/ml (C. septicumn) ¢
3.4x108 células/ml (C. chauvoel, mostrou-se cficiente para
obtencao do soro imunc. embora inferior as concentracoes dos
antigenos utilizados por ROBERTSON (1919/20). HENDERSON




(1932), HENDERSON (1934), MOUSSA (1959) e BATTY &
WALKER (1963a).

A inoculacao do antigeno com adjuvante completo de Freund no
coxim plantar levou os animais a claudicacao em virtude de
severa inflamacao local e ulceracao de carater purulento. O uso
destes sitios, embora facilitasse as inoculagdes intradérmicas,
mostrou-se inadequado em razao do estresse gerado pela dor,
exacerbada pela manutencdo dos animais em gaiolas. As
inoculacbes no dorso apresentaram-se IMenos estressantes,
apesar de também originarem lesoes.

O teste de aglutinacao em placa mostrou-se satisfatorio. As
diluicdes foram realizadas até a obtengao de titulos de 1:800,
resultados superiores aos encontrados por BATTY & WALKER
(1963a), DANESCU et al (1978) e JAIN et al {1987).

Os testes de aglutinagido para C. septicum e C. chauvoei sao
controversos em funcao da aute-aglutinacao observada (FELIX &
ROBERTSON, 1928: HENDERSON, 1932; MOUSSA, 1959
SMITH & HOLDEMAN, 1968; CLAUS & MACHEAK, 1972). Neste
estudo nao houve auto-aglutinagao no preparc dos antigenos,
apesar do uso de solugoes salinas a 0,85%. Uma vez gque nao
foram observados cuidados na adi¢do de formoldeido e o pH das
suspensoes nao foi ajustado, a estabilidade dos antigenos aqui
produzidos deveu-se, provavelmente, a utilizacao de meios
tamponados, uso de culturas recentes € suspensdes com formas
vegetativas puras.

O carater instavel das suspensdes antigénicas foi superado por
alguns autores com o uso de concentragoes salinas reduzidas
(FELIX & ROBERTSON, 1928; MOUSSA, 1959; SMITH &
HOLDEMAN. 1968), adicio de formalina com o minimo de
agitacio possivel (CLAUS & MACHEAK, 1972), utilizagao de
culturas novas com crescimento rapido (CLAUS & MACHEAK,
1972: SMITH & HOLDEMAN, 1968), pH das suspensdes ajustado
para 6.8 a 7.2 ¢ crescimento bacteriano em meios tamponados
(SMITH & HOLDEMAN, 1968). Deve-se lembrar que, segundo
MOTISSA (1959), suspensoes mistas $a0 menos estaveis.

Apesar de THOROLD (1953) ter concluido que a técnica de
aglutinacao foi impropria para avaliacao de vacinas, CLAUS &
MACHEAK (1972} demonstraram potencialidade na mesma ¢
JAIN et al (1987) observaram concordancia entre os titulos de
aglutinacao ¢ resposta a vacinacaoc em bovinos e caprinos
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vacinados. No presente trabalho o uso do teste restringiu-se a
verificagao de anticorpos no soro de seis animais.

Na TABELA 1 encontram-se os resultados do fracionamento de
imunoglobulinas do soro anti-C. septicum ¢ anti-C. chauvoei
pelas duas técnicas utilizadas neste trabalho.

TABELA 1 Dosagem de proteinas (g/ 100ml) do soro imune total e dos soros precipita-
dos com sulfato de amoénio e acido caprilico/sulfato de amanio

SORO TOTAL SORO PRECIPITADO COM SORCO PRECIPITADO COM
SULFATO DE AMONIO ACIDO CAPRILICO
ESPECIES
Refratometro Método de Refratdmetro Método de Refratémetro Método de
LOWRY LOWRY LOWRY
C. septicum 7.8 7.35 2.0 1,48 2,2 1,76
C. chauvoei 8.0 7.61 1.8 1,23 2,0 1,94

A técnica para fracionamento de imunoglobulinas com acido
caprilico (McKINNEY & PARKINSON, 1987) mostrou-se superior a
técnica realizada com sulfaio de amonio (GOLDMAN, 1968) em
relacdo a4 quantidade de imunoglobulinas purificadas obtidas.
Nac foram realizados icstes para verificacao da pureza das
amostras. As concentracoes proteicas dos soros imunes foram de
1,23 a 1,94g/100m), resultados estes semelhantes aos obtidos
por DANESCU et al (1978) na producac de soro imune para
Clostridiurmn sp., sendo necessario destacar que aqui, neste
irabalho. as conccentracoes dos soros precipitados com acido
caprilico foram ligeiramente superiores.

Para remocao do sulfaio de aménio residual, quando utilizada a
técnica de precipilacao por esse sal, foi necessario dois a quatro
dias, periodo supcrior aos verificados por KAUFMAN & CHERRY
(1961} ¢ HEBERT & PITTMAN (1965), onde a eliminagao do
sulfato loi obtida em quatro e 24 horas, respectivamente.

A discrepancia entre os periodos utilizados ¢ de dificil avaliacao
visto que, enire cste estudo e os autores consultados, houve
semelhanca quanto ao didmetro e espessura dos tubos de dialise
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e os volumes de PBS para didlise aqui usados foram maiores. O
tempoe reduzido encontrade por HEBERT & PITTMAN (1965)
poderia ser explicado pelas trocas mais freqientes da solucao
salina, apesar da maior proporcao de PBS usada neste trabalho
reduzir consideravelmente esta possibilidade.

O uso de 25pg de FITC por mg de proteina, neste trabalho,
concorda com WOOD et al (1965), sugerindo que 50pg por mg de
proteina relatado por varios autores (RIGGS et al, 1958; STERNE
& BATTY, 1975; DANESCU et al, 1978; HUDSON & HAY, 1989)
seriam excessivos.

O uso de cromatografia de troca i6nica para retirada de
coloracies inespecificas foi recomendado por WOOD et al{1965) e
GOLDMAN (1968). No presente trabalho o emprego da coluna de
DEAE-celulose nao apresentou resultades satisfatorios,
verificando-se queda acentuada na concentracao proteica. A
utilizacao de filiracao em gel aliada 4 posterior didlise, também
utilizados por BATTY & WALKER {1963a} ¢ STERNE & BATTY
(1975), removeu com eficiéncia o FITC livre e eliminou a maior
parte das fluorescéncias inespecificas.

O periodo de dialise neste estudo foi superior aos realizados por
BATTY & WALKER (1963a) e semelhante ao sugerido por
GOLDMAN (1968). Estes achados sugerem uma grande
gquantidade de FITC livre, sendo provavel que a concentracao de
20pg por mg de proteina, como sugeriu DE LUCA (1984), seja
suficiente para a producdo de bons conjugados. Deve-se
considerar também que, segundo PITTMAN et al (1967), a pureza
. do corante influencia as coloragoes.

A altura da coluna de Sephadex para cluicao dos conjugados
mostrou-sc  suficiente, comrespondendo  parcialmente  as
afirmacoes de DE LUCA (1984] que sugeriu o preparo de coluna
de 1,bcm de diametro com 2cm de altura para cada ml de
proteina conjugada.

Os conjugados cujos soros imunes foram precipitados com
sulfato de amonio obtiveram titulos de 1:20. Os titulos obtidos a
partir dos soros purificados com acido caprilico/sulfato de
amonio foram de 1:160. Estes resuliados demonstram a grandce
eficiéncia da (¢écnica de purificacao de 1gG com acido caprilico.
visto gue os titulos encontrados com o uso da mesma foram oito
vezes maiores do que os obtidos com sulfato de aménio. Segundo
McKINNEY & PARKINSON (1887], o método de purificacao com
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acido caprilico recupera 80-90% da fracao [gG do soro imune,
embora a pureza das amostras seja igual 4 produzida em soros
fracionados com sulfato de aménio/cromatografia de troca
idnica.

O efeito da alcalinidade na intensidade da fluorescéncia nao foi
constatado neste experimento. Foram testadas as trés altimas
diluicoes de um dos conjugados produzidos. A lamina lavada
com tampao carbonato pH 9,0 e montada com glicerol
tamponado pH 9,0 nao demonstrou gqualquer diferenga quando
comparada com a lamina lavada ¢ mo