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Introducéo

A Pasteurella multocida (Pm) e pode estar presente em
processos pneumonicos e pleurisias em suinos.
Geralmente a produgdo dos soros hiperimunes é feita
por meio da inoculagdo do microorganismo a ser
pesquisado em animais especificos como coelhos
obtendo-se uma resposta do sistema imune com a
produgdo de anticorpos. Essa resposta € monitorada
por técnicas de imunotestes como, a imunodifusédo,
soroaglutinagdo em lamina de microscopia, ELISA
entre outras.

Assim, no presente trabalho, foram inoculados ovinos
com antigeno de Pm, objetivando a producéo de soro
hiperimune e posterior utilizagdo em testes de imuno-
histo-quimica (IHQ) para deteccdo de Pm.

Material e Métodos

Técnica de IHQ: Com o soro hiperimune produzido e
testado, utilizando as técnicas citadas acima, foi realizada a
técnica de IHQ para Pm padronizada no CNPSA.

Tab. 1. Esquema de inoculagdo de ovinos.

Dose Intervalo Via  Volume Inéculo
1 Dia zero SC 1mL Ag
2 3° dia SC ImL Ag
3 5° dia SC 1mL Ag
4 10° dia IM 2mL Ag+AIOH
5 15° dia IM 2mL Ag+AIOH
6 30° dia IM 1mL Ag+ Freund’s inc.
7 45° dia IM 1mL Ag+ Freund’s inc.
8 75° dia IM 1mL Ag+ Freund’s inc.

Onde: SC)Subcutaneo; IM) Intramuscular; Ag) Antigeno; inc)
Incompleto

Resultados e Discusséo

Identificacdo da amostra: Foi utilizada uma cepa de
Pm tipo A (n°® 11246), da Embrapa Suinos e Aves
(CNPSA).

Cultivo e inativacdo da amostra: Foram cultivados
25uL da amostra por 24h a 37°C em 250mL de meio de
cultivo Trypticase Soy Broth (TSB). Apods, foram
adicionado 300uL de formaldeido P.A, sendo o material
incubado a 37°C por mais 24h para inativagdo da Pm.
Producdo do Ag: O cultivo inativado foi centrifugado a
10000g/45minutos para obtencdo de um pellet.
Posteriormente, foram realizadas trés lavagens e
novas centrifugagbes do pellet com Phosphate
Buffered Saline (PBS) pH 7,2 a 12000rpm/30minutos.
O pellet foi entdo dissolvido em 25ml de PBS pH7,2
com timerosal (0,2g/L) e armazenado a uma
temperatura entre 4° a 8°C. A concentracdo do
antigeno foi ajustada em espectrofotdmetro para
transmitancia de 37%.

Esquema de inoculacdo de ovinos: O antigeno
inativado foi administrado por via intramuscular em 02
ovinos, conforme descrito na tabela 1.

Teste de aglutinagéo rapida (AR): A técnica de AR foi
executada conforme descrito no Manual Bergey'’s,
1994 (1). Sendo o resultado positivo caracterizado pela
presencga de grumos.

Teste de aglutinacdo lenta em tubo (AL): Tal técnica
foi realizada conforme descrito no Manual Bergey'’s,
1994 (1). Sendo o resultado positivo caracterizado
pela presenca de precipitado no fundo do tubo e
sobrenadante limpido. Os resultados negativos séo
caracterizados por turvagdo uniforme dos tubos. O
titulo é expresso em fungéo do ultimo tubo com reacéo
positiva.

Técnica de Imunodifusdo em Gel de Agarose (IGA):
Técnica realizada conforme descrito por Turni e
Blackall, 2005 (3). Sendo a reagdo positiva
caracterizada por formacdo de linha de precipitacdo
correspondente a reagdo antigeno-anticorpo.

Observando os resultados dos imunotestes, que estao
demonstrados na Tabela 2, é possivel inferir que s6 houve
resposta imune dos ovinos a partir das inoculagdes de Ag
com adjuvante incompleto de Freund’s. Assim,
recomendamos o ajuste do protocolo do desafio, eliminando
as inoculagbes com Ag inativado complexado ao adjuvante
AIOH, que foram descritas na Tabela 1.

Ainda, a Pm foi detectada por IHQ utilizando o soro
produzido.

Tab. 2. Resultados dos imunotestes. Entre paréntesis o titulo de
anticorpos detectado.

Coletas Ovino_2673 Ovino_2674
AR AL IGA AR AL IGA
A N N N N N N
P P
5 P @sg P P (1:160) P
P P
¢ P @) PP e P

Onde: N_Negativo; P) Positivo; A) Anterior a 62 inoculagdo; B)
Anterior a 82 inoculagdo e C) 20 dias ap6s a 82 inoculagdo

Concluséo

Mesmo com titulo baixo, o soro foi eficaz para detectar Pm
nos tecidos quando utilizado como marcador para IHQ.
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