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RESUMO

Fez-se um estudo objetivando comparar os titulos
de anticorpos através das técnicas de soro-neutralizacgao, ini
bicdo da hemaglutinacgao e imunofluorescéncia indireta em so-
ro e gema oriundos de galinhas vacinadas contra a doenga de
Newcastle. O método que ofereceu titulos mais baixos e tam -
bém mais uniformes foi o da inibigao da hemaglutinagao, tan-
to nos soros como nas gemas. Pelo teste de imunofluorescén -
cia indireta obtiveram-se titulos superiores aos da inibicao

da hemaglutinagao e equivalentes aos da soro-neutralizagao.
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1. INTRODUGAO

A doenca de Newcastle ainda se constitue numa sé-
ria ameaga para a avicultura justificando, dessa forma, o gran
de nimero de pesquisas a gue vem sendo submetida nos seus mais
diferentes aspectos principalmente com relagao a imunidade
pos-vacinal.

Rotineiramente, o teste de inibigao da hemagluti-
nagdo, por ser mais rapido e de execucao simples, & utilizado
para investigar a resposta do animal & exposicao ao virug. A
técnica de inibicao da hemaglutinacao & baseada na proprieda-
de que tem o virus da doenga de aglutinar eritrocitos de va -
rias espécies animais, inclusive das aves, além de ser essa
reacao inibida especificamente pelo soro de aves imunes (BUﬁ—
NET, 1942 e LUSH, 1943). Nao sd o soro, mas também a gema dos
ovos de galinhas imunes apresentam anticorpos. A transferén -
cia desses anticorpos para a gema se da atraveés da circulacao
materna (ROSSI et alii, 1966) e foi estudada inicialmente por
BRANDLY et alii (1946).

A técnica de soro-neutralizagao tem sido pouco usa
da pelo fato de ser demorada e onerosa. Baseia-se na proprie-
dade dos anticorpos de se combinarem com o virus e, guando em
proporgcoes corretas, de neutraliza-los,tornando-o nao infeccio -
so. Para RUBIN & FRANKLIN (1957), o virus da doenga de Newcas

tle & neutralizado pelo soro imune em relacao exponencial, ne
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cessitando de uma molécula de anticorpo para inativar cada

molécula do virus.

A técnica de imunofluorescéncia indireta vem sen
do utilizada atualmente com a finalidade de titular anticor-
pos. Testes comparativos entre a soro-neutralizacaoc e a imu-
nofluorescéncia indireta feitos por AULISIO & SHELOKOV (1967)
e CANCELLOTTI et alii (1972), utilizando soros positivos res
pectivamente para a doenga de Gumboro e Sarcoma de Roux, de-
monstraram maior sensibilidade da imunofluorescéncia indire-
ta, em contraposicao a soro-neutralizagao.

O objetivo deste trabalho foi comparar as técni-
cas de soro-neutralizacao, inibigdoc da hemaglutinagao e imu-
nofluorescéncia indireta para medir a taxa de anticorpo. poOs-
vacinal no soro sangliineo e na gema de ovos de galinhas vaci
nadas. Além disto, tentou-se correlacionar os titulos de an-
ticorpos obtidos através dessas técnicas com o grau de imuni
dade, bem como averiguar a aplicabilidade do método de imu -

nofluorescéncia indireta para soro e gema.



2. LITERATURA

BRANDLY et alii (1946) titularam anticorpos no so
ro sangliineo e gema de aves vacinadas com vacina morta utili-
zando as técnicas de inibicdo da hemaglutinagao e soro-neutra
lizacao. Verificaram que os dois métodos deram reagao positi-
va com o soro e gema aos sete e dez dias, respectivamente, -apds
a vacinagao. Os titulos obtidos pela soro-neutralizacao foram
sempre mais elevados, mas se mantiveram proporcionais aos re-
sultados da prova de inibigdo da hemaglutinacao. Os titulos en
contrados nas gemas, com raras excecgdes, mostraram-se de dez
a cem vezes mais baixos do que os do soro.

BEACH (1948), utilizando 173 amostras de  soros
oriundos de frangos sabidamente imunes 3 doenga de Newcastle,
notou que soros com o mesmo titulo, quando testados pela tec-
nica de soro-neutralizagdo, apresentavam titulos variiveis pe
la técnica de inibigdo da hemaglutinacdo.

OSTEEN & ANDERSEN (1948), examinando 203 amostras
de soros pelas técnicas de inibicao da hemaglutinacao e soro-
neutralizagao, encontraram os seguintes resultados: (1) 51%
foram positivas em ambas as técnicas; (2) 42% foram negativas
pelos dois métodos; (3) 1% reagiu negativamente 3 técnica de
inibigdo da hemaglutinacdo e positivamente 3 de soro-neutrali
zagao; (4) 1,5% apresentaram-se positivos para inibigdo da he

maglutinagao e negativos para soro-neutralizacao; (5) 4,5% dos
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casos deram resultados insatisfatdrios ao teste de inibigao da
hemaglutinacao, sendo gue, no teste de soro-neutralizagao, 80%
destes foram negativos e 20% positivos. Segundo os autores, os
anticorpos inibidores da hemaglutinagao aparecem antes dos an-
ticorpos neutralizantes. O titulo mais alto obtido pela técni-
ca de inibicdo da hemaglutinacao foi de 102, enquanto que pela
soro-neutralizagao a maioria das amostras apresentou titulo de
10°.

FABRICANT (1949) comparou os resultados dos tes -
tes de soro-neutralizacao e inibigaoc da hemaglutinagao em 56
amostras de soro de aves de granjas e 24 amostras de soro de
aves criadas em laboratdrio. Os resultados mostram gue, tanto
em condigoes de campo como de laboratdrio, as duas técnicas mos
traram-se eficientes, havendo concordancia nos achados, embora
os titulos obtidos através da soro-neutralizacao fossem sempre
mais elevados. O autor sugere que o método de escolha para ti-
tulagoes de anticorpos seja o de inibigao da hemaglutinagao por
ser mais rapido e facil.

DOLL et alii (1950), trabalhando com diversas amos
tras de virus e varios esquemas de vacinagao, verificaram a im
possibilidade de estabelecer correlagao entre os titulos obti-
dos nos testes de soro-neutralizacao e inibigao da hemaglutina
cao. Salientam que, pela técnica de soro-neutralizagao, eviden
ciam-se anticorpos mais precocemente do que pela técnicade ini
bigao da hemaglutinagao. Neste trabalho os autores encontraram
intima correlagao entre os titulos de anticorpos inibidores da
hemaglutinacao em soros e gemas provenientes de galinhas imu -
nes a doenca de Newcastle.

HANSON et alii (1950), usando galinhas imunizadas,
compararam os titulos de anticorpos pelas técnicas de inibigao
da hemaglutinacao e de soro-neutralizagao. Os resultados indi-
cam que os anticorpos neutralizantes e inibidores da hemagluti
nagac aparecem simultaneamente, no soro, no 59 dia apds a expo
sigd3o ao virus. Acrescente-se que o maior titulo ndao foi alcan

c¢ado ao mesmo tempo, nas duas provas, mas houve concordancia dos



resultados guando compararam positividade e negatividade.

LEVINE & FABRICANT (1950) realizaram um experimen
to usando galinhas vacinadas e galinhas recuperadas da doenga
de Newcastle. No mesmo estudo foram usados pintos nascidos des
tas aves, numa tentativa de correlacionar os titulos de anti-
corpos pelas técnicas de inibigao da hemaglutinagao e soro-neu
tralizagao. Os resultados mostraram-se correlatos nas duas pro
vas, tanto nas galinhas como nos pintos, mas tal correlagao foi
relativa pois o titulo alto de anticorpos neutralizantes nem
sempre correspondia ao elevado titulo de anticorpos inibido -
res da hemaglutinacgao.

Em galinhas clinicamente normais com relagao a
doenca de Newcastle e em aves vacinadas, SCHMITTLE (1950) com
parou o titulo de anticorpos inibidores da hemaglutinagao em
amostras de soro e gema ficando demonstrado uma estreita con-
cordancia entre os titulos obtidos em ambos. O autor sugere a
substituicao do soro pela gema, em matrizes e aves de postura
comerciais, como material de escolha para o teste por ser mais
facil a colheita.

BORNSTEIN et alii (1952) vacinaram um grupo de ga
linhas e fizeram, durante um periodo de trés meses, pesguisas
de anticorpos pelo método de inibigao da hemaglutinagao em
amostras de soro e de gema, verificando a existéncia de corre
lagao dos titulos no soro e na gema, tanto em aves com o titu
lo alto como naquelas de titulos baixos. Em alguns casos, o
titulo da gema apresentou-se mais elevado do que no soro o
gue, segundo os autores, poderia dever-se a contaminagéo da
gema com a clara na hora da colheita.

Os titulos de anticorpos inibidores da hemagluti-
nagao e neutralizantes foram medidos por MONTI (1954), em amos
tras de soro e de gema obtidos de galinhas vacinadas. Pela téc
nica de inibigao da hemaglutinag¢ao, quando o soro apresentou
titulo baixo (1:20/1:40), o mesmo na gema era negativo. Sem -
pre gque o titulo no soro era acima de 1:80, na gema era igual
ou um pouco inferior. Com a técnica de soro-neutralizacgao os

resultados desse autor demonstram nao existir concordincia en
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tre os titulos encontrados no soro e na gema, de vez gue hou
veram casos de titulos elevados no soro com auséncia de titu
los na gema. Ainda, segundo o autor, pintos provenientes de
galinhas vacinadas com vacina atenuada nao tem imunidade pas
siva, podendo, no entanto, apresentarem titulos de anticor -
pos inibidores da hemaglutinagao mas sem capacidade de neu -
tralizar o virus, gquando expostos.

MAGLIONE & DOTTA (1957), ao dosarem a taxa de an
ticorpos, utilizando as técnicas de inibicao da hemaglutina-
¢aoc e soro-neutralizacgao, em soros de galinhas imunizadas ve
rificaram que, enquanto os anticorpos inibidores da hemaglu-
tinagéo atingiram nivel elevado (1:1000), os anticorpos neu-
tralizantes apresentavam titulos baixos (1:10). Estas aves
foram usadas para estudar imunidade congénita. O mesmo qua -
dro foi encontrado nos descendentes até a idade de vinte dias.

WHEELOCK & TAMM (1959) demonstraram, através da
técnica de imunofluorescéncia indireta,a presencade virus da
doenga de Newcastle em cultura de células.

Utilizando o método de imunofluorescéncia indire
ta, HEUSCHELE & EASTERDAY (1970) obtiveram anticorpos nas cé
lulas da traquéia de aves imunes para doenga de Newcastle.

A técnica de imunofluorescéncia indireta foi com
parada a de soro-neutralizacao na pesquisa de anticorpos con
tra o virus do sarcoma de Roux, doenga de Gumboro e encefalo
mielite respectivamente por AULISIO & SHELOKOV (1967), CAN -
CELLOTTI et alii (1972) e CHOI & MIURA (1972), sendo que os

dois primeiros a utilizaram também na gema.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

0 grupo experimental foi composto de seis gali -
nhas de seis meses de idade, criadas em gaiolas individuais e
identificadas com os nimeros de um a seis. Para a analise es-—
tatistica, o grupo foi dividido em dois sub-grupos de trés aves
cada um. O primeiro grupo constituiu-se das aves numeradas de
um a trés (SG I) e o segundo grupo de quatro a seis (SG IT) -
Fez-se uma titulacao inicial de anticorpos pelas provas de ini
bicdo da hemaglutinagdo, soro-neutralizagao e imunofluorescén

cia indireta.

3.2. Tratamento da gema

Semanalmente, colhiam-se ovos de trés das seis aves
do grupo experimental (um ovo de cada uma das trés. gue com -
punham um sub-grupo). As gemas, antes de serem utilizadas, fo
ram tratadas pelo dicloreto de etileno e &ter, seguindo a téc
abaixo descrita por SCHMITTLE (1950): (1) apOs gquebrar-se a
casca e desprezar-se a clara, lava-se a gema trés vezes com
agua destilada e duas com salina tamponada pH 7,2, estéreis;
(2) com pipeta de dois ml, esterilizada, perfura-se a membra-
na da gema, da qual aspiram-se 1,5 ml que sao colocados em tu-
bo com pampa de rosca contendo seis ml de salina tamponada pH

7,2; (3) faz-se homogeneizagéo por inclinagéo do tubo; (4) a
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seqguir, acrescentam-se dois ml de dicloreto de etilenol e um
ml de éter e procede-se & homogeneizagao como na etapa ante-
rior; (5) a mistura & colocada em banho-maria a SOOC, por qua
tro horas e, em seguida, em refrigeracao a 4°¢ por um minimo
de oito horas. Neste trabalho, o periodo utilizado foi de
12 horas; (6) subsequentemente, a mistura era centrifugada a
400 g (1.500 rpm), sob refrigeracac a 15°c. ApOs isto, o ma
terial se apresentava separado em trés camadas: a inferior,
contendo dicloreto de etilenc e éter; a intermediaria, com-
posta de gordura que formava um anel de separacao entre as
demais camadas e a superior, aquosa, contendo anticorpos. Es
ta camada apresentava uma diluigao de gema 1:5 e foi utiliza

da em todos os testes.

3.3. Colheita de soro

Uma vez por semana, colhia-se sangue de trés aves
do grupo experimental (cinco ml de cada uma), através de pun

cao da veia da asa.

3.4. Esquema de trabalho

3.4.1. Durante quatro semanas, antes da vacina -
cao, fizeram-se titulacoes dos anticorpos no soro e gema pe-
las técnicas de inibigao da hemaglutinagao, soro-neutraliza-
cdo e imunofluorescéncia indireta, para verificar possiveis

alteragoes nos titulos antes observados.

3.4.2. Apds a colheita de sangue (guarta semana),
as aves foram vacinadas, por via intramuscular, com 0,2 . ml
de vacina viva modificada (amostra La Sota comercial)_2 com O
titulo hemaglutinante de 1:64 e a DLc de 107’30. Preferiu-
se a via intramuscular porque esta vacina, gquando aplicada
via nasal, sempre determina reagao organica envolvendo o sis

tema respiratorio.

1. E. Merck, Darmstadt Alemanha

2. Vacina Newcastle - Instituto Veterinario Rhodia-Merieux



3.4.3. Até a oitava semana apos a vacinagﬁo, a
taxa de anticorpos era medida a cada sete dias, quando as
aves foram desafiadas com 0,5 ml de uma suspensao de virus
de rua amostra 733/EV-UFMG (OLIVEIRA, 1975) wvia intramuscu -
lar (BEARD & EASTERDAY, 1967a), contendo 5 x lO8 DLcg-

3.4.4. As aves foram mantidas em observagao du -
rante quatro semanas apds o desafio, procedendo-se, neste pe
riodo, as titulagoes de anticorpos coOmo nos periodos anterio

res.
3.5. Sorologia
3.5.1. Técnica de inibicao da hemaglutinagao (IH).

O método "alfa", segundo CUNNINGHAM (1956), foi
utilizado em todos os testes. A amostra do virus foi a mes-
ma usada no desafio, sendo gue o soro e a gema foram usados
na diluicdo de 1:10. A guantidade de 0,2 ml de cada diluicgao
do virus foi misturada com igual guantidade de soro ou gema
e deixados em repouso durante 30 minutos a temperatura am -
biente, quando entdao eram colocados 0,2 ml de suspensao de
hemacias a 0,5%, em salina. Apds 30 a 40 minutos, ainda em
temperatura ambiente, procedia-se a leitura. Prepararam—se tu
bos testemunhas do soro, gema, virus e hemacias para cada ma

terial testado.
3.5.2. Técnica de soro-neutralizagao (SN)

Soros e gemas foram submetidos ao método de soro—:
neutralizacio, descrito por CUNNINGHAM (1956). A mesma amos-—
tra velogénica do virus foi usada para inoculagac fazendo-se
diluicoes decimais. Soros e gemas foram misturados na propor
¢cdo de 1:2, com as varias diluicdes do virus, deixando-se em
repouso por 30 minutos a temperatura ambiente. Decorrido es-
te tempo 0,1 ml do virus e 0,2 ml da mistura (soro ou gema /

virus) foram inoculados na cavidade alantoide de ovos embrio
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nados, com 10 dias de incubagao, segundo a técnica descrita
por GORHAM (1957).

Usaram-se seis ovos, provenientes de galinhas imu
nes, com titulo médio de anticorpos inibidores da hemagluti-
nagao de 103, para cada diluigao. Um total de 160 ovos foram
examinados durante o periodo. Os inoculados foram examinados
24 horas apOs e, a partir dal, a cada 24 horas, até o quinto
dia. A mortalidade embrionaria ocorrida nas primeiras 24 ho -
ras foi atribuida a causas inespecificas, nao sendo incluida
na taxa de mortalidade final. O indice de neutralizacao de
50%, de todos os soros e gemas foi calculado pelo método de
REED & MUENCH (1938).

3.5.3. Técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI)

3.5.3.1. Preparacao de anti-gama-globulina

A anti-gama-globulina aviaria foi preparada em
coelhos, através de inoculagoes semanais de soros de galinhas
normais, obedecendo o esquema seguinte:

a) Na primeira semana os coelhos foram inocula -
dos, por via intraperitoneal, com emulsao de soros e adjuvan-
te completo de Freund em volumes iguais.

b) A mesma mistura foi inoculada duas vezes por
semana, por via subcutanea. Este esquema foi seguido até que
os coelhos apresentassem reacao de Arthus evidente e titulo de
anticorpos 1:40 (imunodifusao), gquando foi feita a sangria to
tal.

A preparacao do conjugado anti-gama-glcobulina avia
ria seguiu o método de CORSTVET & SADLER (1964).

3.5.3.2. Coloragao das laminas

As laminas foram preparadas (com duas impressoes )
a partir de fragmentos do cerebelo e/ou traguéia, nos guais
havia sido determinado a quantidade de aglomerados viricos pe

lo método direto. Os esfregacos eram secados em temperatura
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ambiente, fixados com acetona a —lSOC, por 40 minutos e esto
cados a —2OOC, sendo usados num periodo maximo de sete dias.
Usaram-se controles positivos e negativos. As impressoces fo-
ram delimitadas com esmalte nao cintilante e, apds serem tra
tadas com as diluigGes dos soros e gemas, eram colocadas em
camara Gnida, na estufa a 37% por 45 minutos. As diluicgoes
de soro e gema também em salina tamponada pH 7,2, foram as
mesmas utilizadas para o teste de soro-neutralizacao. Em se-
guida, as laminas eram lavadas por 20 minutos em salina tam-

ponada (pH 7,2), fria (duas lavagens) e rapidamente em agua
destilada. Apds a secagem, em temperatura ambiente, eram co-
bertas com o conjugado previamente diluido e colocadas em es
tufa a 37°C por 30 minutos. Apds este periodo, as laminaseram
lavadas com salina tamponada (pH 7,2), por 30 minutos, e ra-
pidamente em agua destilada. Apds a nova secagem em tempera-
tura ambiente, fazia-se montagens em glicerina tamponada (pH
7,2) e examinadas subsequentemente. As laminas que nao apre-
sentaram fluorescéncia a diluicao de lOl foram consideradas
como negatiwvas.

Na analise estatistica as amostras eram tratadas
como em ensaio inteiramente casualizado, obedecendo ao esque
ma fatorial onde o interesse foi avaliar a interagao tempo
(colheita) x método. Procurou-se também caracterizar os titu

los obtidos em relagao com o grau de imunidade das aves.
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4. RESULTADOS

No periodo anterior & vacinacao, os anticorpos neu-
tralizantes ou nao foram detectados ou o foram em titulos mui
to baixos (10 ), tanto no soro como na gema. No que se refere
a anticorpos inibidores da hemaglutinagdo, guase todos os ma-
teriais examinados reagiram positivamente a diluicdo de 10t
sendo gue uma das gemas reagiu a diluicao de 102. Para anti-
corpos fluorescentes, trés soros reagiram a di]uigéo de 10l
e os demais, juntamente com as gemas, foram negativos.

= Apds a primeira semana de vacinagéo houve eleva-
gao dos titulos nos soros pelas trés técnicas e as gemas apre
sentaram elevagao de titulos sdmente na segunda semana. Neste

0,7 5,5

periodo, os titulos variaram no soro: de 10 10 na so-

ro-neutralizacao; de w0 5 10° aa inibigao da hemaglutinagdo

e de 10l a 104 na imunofluorescéncia indireta. Nas gemas a va
riacao foi de negativo a 10°+7 na soro-neutralizacao; de 10
a 10° na prova de inibigao da hemaglutinag¢do e de negativo a -

5 . " 7 .
107 na imunofluorescéncia indireta.

Apds o desafio (na oitava semana) as amostras de
SOros e gemas foram examinadas por mais quatro semanas. Nos
ol ; 4 7
SOros a variagao, neste periodo, foi de 10 a 10’ na soro-neu

tralizacao, 1 2 16" na inibicdo da hemaglutinacdo e de 103

6 ; I B
a 10° no teste de imunofluorescéncia indireta. Nas gemas, a

L i 1 ; =
variacao foi de 10 '3 a 107 na soro-neutralizacao; de 102 a
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10% na inibigao da hemaglutinagao e de 10t a 10° na imunofluo
rescéncia indireta.

A interacao dos titulos médios para os soros esta
representada nos Quadros I e III e para gemas no Quadro IT.

No Grafico I s3o mostrados os titulos médios dos
anticorpos neutralizantes, inibidores da hemaglutinagdo e fluo-
rescentes, no soro, enquanto no Grafico II apresentam-se os
titulos médios dos anticorpos na gema.

Para efeito de simplificaqao, os Graficos III, IV
e V apresentam, respectivamente, os titulos médios dos anti -
corpos neutralizantes, inibidores da hemaglutinagao e fluores

centes no soro e na gema.
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QUADRO I - Interacaoc dos titulos médios para soros no sub-gru

po I
Colheita Semanas apds a vacinacao
Métodos 18 5@ 4 42 5 62
SN 4,00 4,03 5,00 4,37 6,17 5,83
IFI 2,67 3,00 3,33 3533 6,00 4,33
IH 2,33 2,67 2,00 2,00 3,00 3,67
d.m.s. - para comparar médias de métodos dentro de cada co-

lheita especifica : 1,08

QUADRO II - Interagao dos titulos médios para gemas do sub-gru

po I
Solhetts - Semanas apds a vacinacao
MRERass ig 3o 5 42 53 62
SN 0,67 3,70 4,67 4,03 4,17 5,;83.
IFI 0,00 2,67 3,33 3,00 3,67 4,67
IH 1,00 2,00 2,33 2,00 2,00 3,33
d.m.s. - para comparar médias de métodos dentro de cada co-

lheita especifica : 1,15
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QUADRO III - Interagao dos titulos médios para soros do sub-

grupo II
Colheita Semanas apds a vacinagao
Métodos 1% 2% 32 42 52 62
SN 4,70 3,00 5,00 3,20 5,50 5.50
IFL 3,50 3,00 2,00 2,50 4,50 4,50
TH 2,00 2,00 2,00 2,00 3,50 3,50
d.m.s. - para comparar médias de métodos dentro de cada co-

lheita especifica : 1,92
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5. DISCUSSAOD

Houve elevacgao dos titulos de anticorpos no soro
na primeira semana apOs a vacinagao, evidenciada pelas técni-
cas usadas; na gema, a elevagﬁc dos titulos s0 foi observada
quatorze dias apbs a vacinagao. O fato de os anticorpos neu -
tralizantes e inibidores da hemaglutinagao terem sido encon -
trados no soro simultaneamente esta de acorde com os achados
de BRANDLY et alii (1947), FABRICANT (1949) e HANSON et alii
(1950) . Por outro lado, discrepa dagueles obtidos por OSTEEN
& ANDERSEN (1948), ja gue estes autores dizem ser os anticor-
pos inibidores da hemaglutinacao os primeiros a serem eviden-
ciados. Esta discordancia pode ser explicada pelo fato dos au
tores terem iniciado as titulagoes no quarto dia apds a vaci-
nagao. DOLL et alii (1950) acham que os primeiros anticorpos
detectados sao os neutralizantes. Com relacao ao aparecimento
dos anticorpos neutralizantes e inibidores da hemaglutinacao,
na gema, BRANDLY et alii (1947) dizem que estes s sao ericon-
trados no décimo quarto dia apds a vacinacdao e MONTI (1954)
nao conseguiram demonstra-los nas gemas de ovos de aves imu -
nes.

O achado dos anticorpos fluorescentes foi simulta
neo aos das outras técnicas empregadas, tanto no soro como na
gema. HEUSCHELE & EASTERDAY (1970) conseguiram evidenciar an-
ticorpos, através da imunofluorescéncia indireta em cé8lulas de
traquéia, aos 21 dias apds a exposicio com aerosdis.

A técnica que apresentou titulos mais baixos foi
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a de inibig3o da hemaglutinacao, mas também foi a que se man-
teve mais uniforme durante todo o periodo do experimento. (e}
teste de imunofluorescéncia indireta demonstrou titulos, na
maioria dos casos, equivalentes aos da técnica de soro-neutra
lizagao e deu reacoes satisfatOrias tanto nas gemas quanto nos
soros testados. AULISIO & SHELOKOV (1967), CANCELLOTTI et
alii (1972) e CHOI & MIURA (1972) respectivamente, para virus
de sarcoma de Roux, da doenga de Gumboro e da encefalomielite
aviaria, verificaram que a técnica de imunofluorescéncia apre
sentou resultados semelhantes aos da soro-neutralizagao, no
SOro e na gema, e por isso deveria ser a escolhida pela faci-
lidade de execugao e pelo tempo gasto. WHEELOCK & TAMM (1959)
e HEUSCHELL & EASTERDAY (1970) trabalharam com imunofluores -
céncia indireta para pesquisa de anticorpos em doenga de New-
castle e obtiveram excelentes resultados. Na soro-neutraliza-
cao foram obtidos titulos mais elevados do que na prova de
inibigao da hemaglutinagao o gue estd de acordo com o verifi-
cado por BRANDLY et alii (1947), BEACH (1948) e OSTEEN & AN -
DERSEN (1948). Por outro lado, MAGLIONE & DOTTA (1957) obti -
veram titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinagao sem-
pre mais alto que os demais. O uso de ovos de galinhas imunes
d doenga de Newcastle pode ter sido a causa do achado de titu
los mais elevados na soro-neutralizagao, pois BRANDLY et alii
(1946) , GALGIARDI (1960) e HIGGINS (1970) afirmam que os anti
corpos da gema tem efeito inibidor para virus inoculado em em
brices, via cavidade alantoide. No entanto, HITCHNER et alii
(1951) , TEKLINSKA & TEKLISKI (1959) e DINCULESCU et alii (19262)
nao concordam gue haja diferenca significativa entre o ciesci
mento do virus cultivado em ovos proveniente de galinhas imu-
nes e susceptiveis.
Titulos mais elevados nas gemas do gue nos SOros
foi um achado comum as trés técnicas (Graficos I1III, IV e V),
fato gue SCHMITTLE (1950) e BORNSTEIN et alii (1952) acredi -
tam ser devido a contaminacao do material com clara durante a
coleta. No presente trabalho isto nao ocorreu de vez que a ge
ma era lavada antes da colheita com agua destilada e depois

com salina tamponada (pH 7,2).
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No Quadro I demonstra-se a interagao entre os trés

métodos no sorc (grupo I), onde se verifica que entre a so-
ro-neutralizacao e a imunofluorescéncia houve interagao na
maioria dos casos. O método de inibicac da hemaglutinacao, ape-
sar de apresentar titulos mais baixos, foi gque se apresentou
mais uniforme durante todo o periodo.

Para as gemas foi notado também maior eguivalén -
cia entre os métodos de soro-neutralizacao e imunofluorescén-
cia e a prova de inibicao da hemaglutinacdo se manteve mais
uniforme em todo o pericdo. Embora se verifigue gue a preci -
sao para a gema foi menor que a do soro (Quadro II), os acha-
dos do Quadro I foram aqui confirmados.

Quando se pensa em imunidade, os titulos obtidos
apds a vacinagao indicam que as aves estariam protegidas e se
riam capazes de resistir ao desafio com a amostra virulenta.
CHU & RIZK (1972) e HANSON (1974) concordam que a resistén -
cia das aves depende do titulo de anticorpos circulantes e tam
bém da uniformidade dos mesmos. ALLAN et alii (1973) salien -
tam que aves com titulos de anticorpos, em média de 1:256, te
riam condigoes de suportar um desafio sem ocorrer mortalidade.

Na analise das varidveis (tempo/método-colheita )
no soro do subgrupo II, para confirmacao, nota-se que o d.m.s.
€ mais elevado (d.m.s. = 1,92). Mesmo nestas circunstancias ,
pode se notar a interagéo, na maioria dos casos, entre as pPro
vas de soro-neutralizagao e imunofluorescéncia, sendo que a
prova de inibigao da hemaglutinagdo, neste grupo, se aproxi -
mou dos resultados encontrados para o teste de imunofluores -

céncia.
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6. CONCLUSOES

1. A técnica de inibicao da hemaglutinacao foi a
que ofereceu menores titulos, tanto nos soros como nas gemas,

e a que se manteve mais uniforme.

2. Na maioria dos casos, as técnicas de soro-neu-
tralizagao e imunofluorescéncia indireta mostraram titulos

equivalentes.

3. As trés técnicas testadas podem ser usadas em

gema, com resultados equivalentes aos apresentados pelo soro.

4. Dos trés métodos, o de inibigao da hemaglutina

cao & ainda o de elaboragao mais simples.
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