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INFLUENZA TIPO A EM GALINHAS: INQUERITO SOROLGGICO
ATRAVES DA INIBICAO DA HEMAGLUTINACAO
E DA IMUNODIFUSAO

Magda Mary Castelo ANRAKU (%), Aramis Augusto PINTO (%), Cid Vieira Franco de Godoy (*) e
Osmane HIPOLITO (%)

RESUMO

Cento e dez soros de galinhas colhidos ao acaso foram testados pela inibigdo da
hemaglutinaco (IH) e pela imunodifusio (ID) para a pesquisa de anticorpos tipo-
especificos para o virus A da influenza. Antes de ser processada a reacdo de inibigdo
da hemaglutinagio os soros foram aquecidos a 56°C por 30 minutos e tratados
pelo R.D.E. para a eliminagio dos inibidores inespecificos. Dos 110 soros, 24
(21,8%) foram positivos, Catorze soros (12,7%) foram positivos & 1H e 22
(20,0% ) a ID. Doze soros foram positivos a ambas as reagBes, nove apenas a ID
e dois apenas & IH. Os resultados sugerem a possibilidade da galinha ser reserva-

toério natural do virus A da influenza.

INTRODUCAO

Os Antores estrangeiros tém realizado in-
tensas investigagBes em animais com o obje-
tivo de conhecer melhor os possiveis reserva-
térios naturais do virus tipo A da influenza.

Entre as aves, os patos, perus, faisGes e co--

dornas ji& sdo apontados como conhecidos
reservatérios de virus.

Em nosso meio ANRAKU & col.! demons-
traram que as aves silvestres podem ser reser-
vatérios dos referido virus. Nada foi feito,
entretanto, com relagio ds aves domésticas.

O método da imunodifusio ja foi emprega-
do por PEREIRA & col. * na influenza eqiiina,
por ANrRAKU & col.® no soro-diagnéstico da
influenza em aves silvestres e por ScHILD &
col. ® na influenza humana.

O presente trabalho foi idealizado com o
objetivo de verificar a possivel existéncia de
anticorpos tipo-especificos para o virus tipo
A da influenza em soros de galinhas, usando
como técnicas sorolgicas a inibicdo da he-
maglutinacdo (IH) e imunodifusio (ID).

MATERIAIS E METODOS
Antigeno

Foi utilizado como antigeno o liquido alan-
téico colhido de ovos embrionados inocula-
dos irés dias antes com o virus amostra padrao
N (iipo A da influenza). O referido liqui-
do foi centrifugado a baixa temperatura, dis-

-tribuido em frascos e estocado.

Soros

Soro hiper-imune — Foi preparado em ga-
linha pela inoculagio do virus com titulo
igual ou maior que 1:320, segundo a técnica
abaixo: 1* semana: inoculagio de 10 ml de

. liquido alantdico purificado por via intrape-

ritoneal e de 1 ml por via endovenosa; 2% se-
mana: inoculagio de 10 ml por via intrape-
ritoneal. 3% semana: idem, idem. 4* semana;
sangria na veia da asa. O soro colhido apés
a retracio do codgulo era titulado pela pro-
va de inibigdo da hemaglutinacio. Quando
o titulo era satisfatério, procedia-se entdo a
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sangria definitiva por pungfo cardiaca. Com
essa técnica obtinham-se soros hiperimunes
com titulo ao redor de 1/200 pela reacio de
inibicdo da hemaglutinagio.

~ Soros de galinhas — Os soros, em ntimero
de 110, foram colhidos ao acaso, de gahnhas
de diversas procedéncias.

Com o objetivo de verificar o melhor mé-
todo para a eliminacdo dos inibidores ines-
pecificos da reagio de IH, dez soros-com’
titulos > 1:1024 foram submetidos a trés
tratamentos diferentes: a) aquecimento a
56°C por 30 minutos; b) tratamento pelo
R.D.E.; ¢) com combinagio de a e b.

Os resultados, apontados na Tabela I, mos-
tram que o Ultimo tratamento foi melhor,
motivo porque foi obtido como padrao.

Reagdes sorolégicas
Reacdio de inibicdo da hemaglutinacdo

Essa reacdio foi realizada de acordo com
a técnica descrita por TAKATSI ¢, respeitando-
se as condigGes de tempo e temperatura para
o virus da influenza.

Reaciio de imunodifuséo

Para essa reagdo foram preparadas lami-
nas com solugdes de Tonagar a 0,2 ¢ 1%. Em
seguida, com molde préprio foram prepara-
das sete cavidades das quais o excesso de
dgar foi retirado com o auxilio de uma bom-~

ba de vicuo. Os elementos eram dispostos de
acordo com o esquema:

B

A = antigeno SDS
B = soros padrbes
X = soros em teste

Apés a colocagiio de todos os elementos adi-
cionava-se uma gota de SDS (Dodecyl sulfa-.
to de sédio), detergente que possibilita a dis-
persio e desintegracdo da particula viral.

A leitura era feita 12 e 24 horas apés, e
a coloracAo era realizada com tiazina ver-

melha a 1%.

TABELA I

esultados em unidades IH de dez soros (*) submetidos a trés tratamentos

para eliminacio dos inibidores inespecificos & reacdo IH

Depois do tratamento
N do Antes do -
s0ro tratamento Trat. a) Trat. b) Trat. c¢)
: 56°C por 30’ RDE 56°C/3¢° + RDE
5 1.024 8
9 1.024 4
23 1.024 64
35 1.024 16
36 1.024 8
38 1.024 8
40 1.024 2
43 1.024 2
69 1.024 0
70 1.024 -0

)

Antes do tratamento os soros possuiam titulo igual ou superior a 1. 024Vu1h
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RESULTADOS

Os resultados acham-se condensados nas

Tabelas I, II e III.

TABELA II

Resultados apresentados em 24 soros de galinha

examinados pelas reacfes de IH e ID para a

pesquisa de anticorpos contra o virus tipo A
da influenza

No do Reacéo Reacao
Soro D IH
2 + (fraca) 1:10
9 + (fraca) —_
14 + (fraca) —
20 + (fraca) —
21 + —
22 + (fraca) —
23 + (fraca) o
24 + (fraca) —
29 + (fraca) J—
30 —_ 1:10
34 + 1:10
39 + (D —_
41 + 1:20
42 + 1:10
44 + 1:40
45 + 1:160
46 + 1:80
67 + —
80 + 1:10
85 o+ 1:10
88 + 1:10
89 + 1:10
93 — 1:10
96 + 1:10
Total 2% 22 (91,6%) | 14 (58,1%)

TABELA III

Resultados obtidos no exame de 110 soros de
galinhas pelas reacdes de I. H. e I. D. na pesquisa
de anticorpos tipo especifico e virus A de influenza

Total de soros examinados 110
Soros negativos ) 86
Soros positivos a uma ou duas reacoes
sorolégicas 24
Soros positivos as reacdes de IH e ID 12
Soros positivos somente para ID 9
Soros positivos somente para IH 2

Na Tabela I encontram-se os resultados dos
tratamentos a que foram submetidos 10 so-
ros com iftulos iguais ou superiores a 1.024
u.i.h. Dos trés métodos o que ofereceu me-
lThores resultados foi o tltimo que consistia em
inativar os soros pelo aquecimento a 56°C por
30 minutos e submete-los posteriormente ~ao
tratamento pelo R.D.E.

Na Tabela II podem ser examinados os re-
sultados apresentados pelos 24 soros positi-
vos as reacdes de ID e IH. Na reacio de
ID alguns dos soros apresentaram apenas
uma linha fraca de precipitagio. Na reagfo
de IH os titulos variaram de 1:10 a 1:160.

A Tabela IIT resume os resultados encon-
trados e apontados a coincidéncia entre as
duas reagGes observada em alguns soros.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos mostram que o tra-
tamento dos soros pelo aquecimento a 56°C
e, em seguida, pelo R.D.E., revelou ser o
melhor método para a eliminagfo dos inibi-
dores inespecificos da hemaglutina¢do e foi
usado como padrio em todos os 110 soros

testados (Tabela I).

Submetidos ds reacbes de TH, 24 dos 110
soros testados apresentaram reagdo positiva a
uma ou ambas as provas, o que da uma pre-

valéncia de 21,8% (Tabelas IT e IIT).

A concordéancia entre as duas provas soro-
légicas foi relativamente baixa, pois dos 24
soros positivos apenas 12 (50,0%) foram
positivos a ambas as reagbes. E verdade que
oito soros positivos & ID e negativos & ITH
deram apenas reacfio fracamente positiva. Ex-
cluidos esses soros a concordincia seria con-
siderada excelente, com apenas dois resulta-
dos discordantes.

A linha de precipitagdo a ID foi tnica,
correspondente & ribonucleoproteina e surge
com os titulos > 1:40 u.i.h. Os resultados
obtidos indicam que o método da imunodifu-
sdo (ID) pode ser usado em inquéritos epi-
demiolégicos e para o diagnéstico precoce da
doenca em galinhas, da mesma forma que foi
demonstrado por PEREIRA & col. * na influen-
za eqiiina e por ScHILD & col.’ na influenza
humana, Fstes Gltimos Autores sugerem ain-
da a possibilidade de uma sorologia quanti-
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tativa através da imunodifusio pela anilise do
tipo da linha de precipitagho que. surge na
reacao. ‘

De acordo com o0s resultados obtidos as ga-
linhas podem ser consideradas como reser-
vatérios potenciais do virus tipo A da in-
fluenza. '

SUMMARY

Type A infldenza in fowl: Serological survey
by hemagglutination-inhibition and
immunodiffusion tests.

One hundred and ten chicken sera ran-
domly collected were tested by hemagglu-
tination-inhibition (HI) and immunodiffusion
tests for specific antibodies against avian In-
fluenza type A virus. Prior to HI tests, were
treated for 30 minutes at 56°C followed by
RDE the treatment the sera remove unespe-
cific inhibitors, '

Of the 110 sera, 24 (21.8% ) were positive
for type A Influenza virus. = Fourteen
(12.7% ) were positive by HI and 22 (20%)
by ID. Twelve sera were positive in both
tests, nine only by ID and two only by HIL

The possible role of chickens as natural re-

- servoirs of A influenza virus is suggested by

these results.
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