PRODUCAO DE ANTICORPOS ANTI-IMUNOGLOBULINA DE TILAPIA E
POSSIVEL IDENTIFICACAO EM METODOS SOROLOGICOS

Erna Elisabeth BACH!; Leonardo TACHIBANAZ?2; Danielle de Carla DIAS?; Carlos
Massatoshi ISHIKAWAZ?; José DIAS-NETO?; Miguel Frederico Fernandez ALARCON?3

1Diretoria da Saiide, Biomedicina, UNINOVE, Sdo Paulo, SP ernabach@gmail.com
2[nstituto de Pesca - APTA/SAA, Sio Paulo, SP tachibana@pesca.sp.gov.br
SPREVET - Laboratorio de Diagnésticos e Sanidade Aquicola

Palavras chave: Ig-M; peixe; Oreochromis niloticus; ELISA

INTRODUCAO

Com o atual crescimento da utilizacdo de regimes intensivos na criacdo de
peixes, a ocorréncia de situacOes estressantes é inevitdvel, pois os animais sdo
submetidos a altas densidades de estocagem, manejo constante e baixa qualidade da
agua durante a criagdo (MELO et al., 2009), podendo ocasionar maior susceptibilidade as
doencas (WEDEMEYER, 1969; ALKAHEM, 1994). O emprego de vacinas na aquicultura
como método imunoprofilatico tem aumentado significativamente em todo o mundo,
seguindo o desenvolvimento desta atividade (GUDDING et al., 1999). Apesar das
vacinas contra os principais patégenos para peixes terem sido desenvolvidas, ndo é
recomendado utiliza-las como tGinico meio de prevencdo, uma vez que promovem
imunidade contra um ndmero limitado de doencas (GUDDING et al., 1999; SAKALI, 1999;

GRAM et al., 2001). Para avaliar a eficiéncia da vacina é importante desenvolver

anticorpos anti-imunoglobulina de tildpia para identificagdo pelos métodos sorolégicos.

O objetivo do presente trabalho foi identificar no soro da tilapia-do-nilo sadia e
imunizada contra Streptococcus agalactiae, imunoglobulinas (IgM e IgG) e produzir em

coelho o anti-IgM de tilapia-do-nilo, para desenvolvimento de testes sorolégicos.

MATERIAL E METODOS

Cinco tildpias-do-nilo sadias com peso médio de 50,80 g foram anestesiadas em
solucado contendo eugenol (0,02 mg L) e o sangue foi coletado via pungdo vaso caudal
com uma seringa e agulha (G20), e ap6s a separacao do soro (over night a 4°C), cerca de
20 microlitros de cada amostra de soro foi avaliado por eletroforese em gel de
poliacrilamida com Tampao tris glicina, pH 8,3; 0,1mol L%; 5 mA inicial e entrada de 25
mA, durante 2 horas. O gel foi corado com azul de Coomassie G250 para identificacao

das bandas. O soro foi submetido a passagem pela coluna de cromatografia Sephadex



G-200. A fracdo de imunoglobulinas foi precipitada over night com sulfato de amoénio
40% e dialisada em sacos de dialise MM 10.000 daltons. A solucdo final contendo
imunoglobulinas (IgM e IgG) foi homogeneizada com 50% de adjuvante incompleto de
Freund e 1 mL foi usada na imunizagao de coelhos via linfonodo. Apés protocolo de
imunizacdo e sangrias, o soro foi utilizado em teste de Ouchterlony (1953) e
imunoeletroforese contra o pool do soro de cinco tilapias (aproximadamente 50 g) sadias
e cinco outras vacinadas com 100 pL de bacterina (inativacdo com formalina 1% por 24

horas em temperatura 4°C e lavado trés vezes com PBS) de Streptococcus agalatiae.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se, no gel de poliacrilamida, as bandas correspondentes a gama
globulina, beta globulina, alfal e 2, albumina e outras duas bandas anteriores sem
identificacdo. Apods separagdo em cromatografia de gel de filtragdo, obteve-se apenas a
fracdo imunoglobulina a qual foi usada para imuniza¢do em coelhos, conseguindo-se,
em 20 dias, o antissoro da imunoglobulina da tilapia. Este antissoro foi usado nos testes
sorologicos.

Com o teste de Ouchterlony, detectou-se a reagdo de precipitagdo do soro da
tildpia sadia e vacinada, enquanto que, na imunoeletroforese, observou-se a reagdo com
a presenca de IgG na tilapia sadia e, IgG e IgM na tilapia vacinada. Desta forma, é
possivel separar do soro as imunoglobulinas IgG e IgM de tilapia-do-nilo vacinadas e,

somente IgG de tilapias sadias. Foi possivel produzir em coelhos o anti-IgM de tilapia.

CONCLUSAO
Diante dos resultados, conclui-se que foi possivel detectar a diferenca entre
tildpia sadia e vacinada com a aplicacdo de anticorpo do coelho, e o soro poderd ser

usado para marcagdao com enzimas e utilizacdo futura no teste de ELISA.
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