A REACAO DE FIXACAO DO COMPLEMENTO NA TIPIFICACAO DE
VIRUS DA GRIPE ISOLADOS NO RIO DE JANEIRO !
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SUMARIO: O autor estudou, pela reacdo de fixacio do complemento, amostras de virus
da gripe isoladas no Rio de Janeiro, durante a epidemia de 1973. Preparou imunesoros em
hamsters pela inoculacdo do liquido alantéide de embrides de galinha infectados. O anti-
geno soluvel foi preparado com liquido obtido da mesma proveniéncia. As-reacdes foram po-
sitivas, em grau varidvel, com as amostras classicas PR8, FM1 e Asia dos subtipos A0, Al
e A2 e as mais recentes A2/Hong Kong/68 e A2/England/72 e negativa com o anticorpo
B/Mass/66. Para as duas variantes do subtipo A2, ac'ma assinaladas e para as 7 amostras
Isoladas o comportamento foi praticamente o mesmo, nio deixando de ser uma reacao tipo
especifica se encararmos, também, as reacoes obtidas ccm as demals variantes do tipo A.

REACAO de fixacao do comple-

mento figura entre as pratica-
das para o diagnostico ou tipificacao do
virus da gripe. Ja em 1936 Smith (4) as-
sinalara a presenca de anticorpos fixa-
dores do complemento em individuos
que haviam tido a gripe e, em 1937,
Hoyle e Fairbrother (1) demonstra-
ram que o soro de convalescentes tinha
a mesma propriedade. O antigeno que
empregaram foi obtido de pulmoes de
camundongos infectados. Passaram
posteriormente a prepara-lo com ma-

terial colhido de membrana cério-
alantoide em embrioes de galinha ino-
culados, méetodo que foi aperfeicoado,
em 1941 por Nigg, Crowley e Wil-
son (3). Antigenos semelhantes, com
liquido cérioc-alantoide foram aconse-
lhados, em 1954, por Lepine (2) e pas-
saram a ser os mais usados.

As técnicas para executar-se a re-
acao tém sido as mais diversas de acor-

do com as possibilidades e tendéncia
de cada autor.

1 Recebido para publicacdo em 15 de setembro de 1975.
Instituto Oswaldo Cruz, Departamento de Microbiologia e Imunologia, Laboratério Re-

gional da OMS para o Estudo da Gripe.
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A reacao € praticada, em geral,
para o diagnoéstico da infeccao huma-
na mas também o pode ser para o es-
tudo de amostras de virus isoladas em
determinado local. E este 0 nosso ca-
so. A partir de isolamentos que fize-
mos no Rio de Janeiro, tentamos veri-
ficar a formacao de anticorpos com os
mesmos e, posteriormente, com o soro
de animais inoculados executamos a
reacao de fixacao do complemento pa-
ra assim verificar, nao s6 a presenca
de anticorpos, como, a0 mesmo tempo,
o seu comportamento em relacao aos
antigenos preparados com amostras
padroes. Tal € o assunto do presente
trabalho.

MATERIAL E METODOS

As amostras padroes de virus empre-
gadas foram as classicas PR8, FM1 e Asia
dos subtipos A0, Al e A2 e as malis recentes
A2/Hong Kong/68, A2/England/72 e B/
Mass/66 ao lado das isoladas no Rio de
Janeiro que tiveram as seguintes designa-
coes: 1) M. Batista; 2) L. Vasconcelos: 3)
M. Miranda; 4) A. Boiteux; 5) L. Silva: 6)
A. Ramos; 7) I. Queir6és. As amostras pa-
droes foram provenientes do Laboratério

da OMS sediado em Atlanta, EUA, & ex-

cecao da PR8 que o foi do Instituto Rocke-
feller de Nova York. Logo que recebidas,
foram passadas em ovos embrionados de
galinha e inoculadas em camundongos, o
que se vem fazendo periodicamente. As
amostras do Rio de Janeiro foram isoladas
apos a inoculagao, segundo técnica ade-
quada, dos lavados de garganta dos doen-
tes, em ovos embrionados. Estes sempre fo-
ram usados com 11 dias de incubacao a
37°C, colhendo-se o seu liquido alantdide
2 dias depois.

Os antigenos foram preparados com as
2 amostras padroes acima citadas: Hong
Kong e England e da seguinte maneira:
separaram-se 2 lotes de 12 ovos embriona-
dos com 11 dias. Cada embriao dos diferen-
tes lotes fol inoculado, na membrana corio-
alantéide, com 0,05 ml de virus padrao di-
luido a 10—3. Colheu-se o liquido cdrio~alan-
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toide, de cada embriao, 2 dias apds, mistu-
rando-se 0s pertencentes ao mesmo virus.
Tendo acusado a rea¢ao de hemaglutinacao
o titulo minimo de 1:620 foram os mesmos
considerados em condi¢coes de servir. Pros-
seguindo, fez-se hemaglutinacao do liquido
de cada lote com eritrocitos de galinha de
modo que estes, depois de lavados em so-
lucao fisiologica, fossem postos na propor-
cao de 2 por cento. Deixou-se processar a
hemaglutinacao em meio ambiente durante
1 hora, finda a qual foi a mistura colocada
na geladeira a 4°C. Apdés 2 horas fol subme-
tida a centrifugacao de 3.00 rpm durante
15 minutos. O liquido sobrenadante foi usa-
do como antigeno, uma vez que necessita-
vamos do antigeno soluvel.

O preparo dos anticorpos foi feito pela
injecao intraperitoneal, em hamsters, das
6 amostras padroes e das que isolamos no
Rio de Janeiro. Todos os virus haviam sido
inativados pelo formol a 1:1000 durante 10 -
dias. Cada animal recebeu 1,0 ml do liqui-
do contendo virus em cada uma das 4 in-
jecoes que lhe foram aplicadas, com inter-
valo de 5 dias entre uma e outra. Os ani-
mais foram sangrados 15 dias apos a ul-
tima injecao. Depois da coagulacao do san-
gue e retracao do coagulo colheu-se o soro
que foi inativado em banho-maria a 56°C
durante meia hora. Foram usados 5 hams-
ters para o preparo de cada imunesoro.

Os globulos de galinha, usados, foram
obtidos apds a sangria da ave, recebendo-se
0 sangue em liquido de Alsenver na pro-
por¢cio de 90 por cento deste. Os glébulos
foram centrifugados e lavados em solucao
fisiologica e conservados na geladeira a
4°C até o momento de se usarem.

Os globulos de carneiro foram obtidos
pela sangria do animal, em jejum, rece-
bendo-se o sangue em baldes com pérolas
de vidro, para desfibrina-lo pela agitacao.
A parte liquida foi retirada e centrifugada
a 3.000 rpm durante 15 minutos, despre-

zando-se o liquido sobrenadante. O depd-
sito constituido por gldbulos, fol lavado em
solucao fisioldgica no mesmo volume do
sobrenadante retirado. A operacao foi re-
petida mais duas vezes, apresentando-se
clara a solugio sobrenadante. Os glébulos
foram conservados na geladeira a 4°C ate
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0 momento de se usarem. O complemento
empregado foi o do soro normal de cobaia.
Obteve-se pela sangria do animal reco-
lhendo-se o sangue em placas de Petri pa-
ra facilitar a obtencao de maior quantidade
de soro apos a coagulacao e retracao do

coagulo. O soro foi posto a centrifugar a
3.000 rpm durante 10 minutos para reti-
rarmos globulos e particulas grosseiras que
estivessem em suspensao. O soro normal 1oi,
entao, colocado na geladeira a 4°C até o
momento de usar-se. Foi empregado na di-
luicao a 1:10 em solucao fisiolégica.

A hemolisina ou soro hemolitico coe-
lho-anticarneiro foi preparado em 2 coe-
lhos pela injecao da suspensao dos globu-
los de carneiro em solug¢ao fisiologica. Foi
feita a primeira injecao na vela marginal
da orelha na dose de 1,0 ml da suspensao
de globulos sanguineos na proporcao de 1:5
em solucao fisiologica, segunda injecao de
2,0 ml e terceira de 5,0 ml.. As injecoes se-
guintes foram de 5,0 ml com o0s globulos na
proporcao de 1:4, 1:3 e 1:2. O intervalo en-
tre as injecoes foi de 5 dias e a sangria dos
coelhos feita no coracao 10 dias apds a ul-
tima injecao. O sangue foi colocado em
baldo esterilizado e, ap6s a sua coagulagao
e retracao do coagulo, retirou-se o soro que
foi posto a centrifugar durante 10 minutos
a 3.000 rpm a fim de serem retirados glo-
bulos e particulas grosseiras em suspensao.
Foi, a seguir, inativado a 56°C durante
meia hora. Foi titulado segundo técnica
corrente, revelando-se ativo até a diluicao

1:8.000. Segundo o criterio que adotamos
empregou-se, nas reacoes, 1,0 ml da dilui-
¢ao 1:4000, isto é, dose dupla.

Depois de conhecida a unidade hemo-
litica, o complemento fol dosado em pre-
senca do antigeno. A menor:dose de com-
plemento capaz de provocar hemdlise e
usando-se dose dupla de hemolisina foi
considerada a unidade complementar. Nas
nossas reacoes esta unidade fol comumente
de 0,1 ml raramente 0,2 m! da solucéao a

1:10.

Os antigenos foram titulados quanto
a0 seu poder impediente ou hemolitico sem
a presenca do anticorpo, conforme o Qua-

dro n° 1.

Os dois antigenos que preparamos nao
deram qualquer poder impeditivo ou he-
molitico.

A verificacao da fixacao do comple-
menio pelos imunesoros obedeceu ao Qua-
dro n.° 2.

RESULTADOS

A reacao foi praticada com imune-
SOros que preparamos tom as 7 amos-
tras de virus que isolamos no Rio de
Janeiro e com as 6 amostras padroes
ja citadas. Os resultados que obtive-
mos vao assinalados no Quadro n.° 3.
Nele se vé que os imunesoros das va-
riantes A2/Hong Kong/68 e A2/En-
gland/72 deram idénticas reacoes.
Houve fixacao, conforme a amostra,

QUADRO 1
’ Comple- Soro Globulos
Antigeno mento Solucao B2nho- | hemolitico | de carneiro | Banho-
1:10 fisiolégica maria 1:4.000 a 2,5% maria
0,1 m] 0,2 ml 1,7 ml i 1,0 ml 0,5 ml
H a 371°C ——— — — 8 37°C
C,2 ml 0,2 ml 1,6 ml 1,0 ml 0,5 ml -
C,4 ml 0,2 ml 1,4 ml 1 hora 1,0ml 0,5 ml 1 hora
0,4 ml 0,2 ml 2,4 ml — | o05ml

Verificacdo dos poderes impediente e hemolitico do antigeno A2/Hong Kong/68.
A leitura revelou completa auséncia de poder impediente e hemolitico. Mesmo
resultado com o antigeno A2/England/72.
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QUADRO 2
| | Comple- Soro Glébulos
Imunesoro | Antigeno mento Sol. Fis. Banho- | hemolitico | de carneiro | Banho-
dosado | dosado maria 1:400 a 2,5% maria
C,2 ml 0,2 ml 1, unidade |Completar a 1,0 ml 0,5 ml
0,2 ml 0,2 ml 2 unidades para 37°C 1,0 ml 0,5 ml
37°C
C,2 ml 0,2 ml 3 unidades 2,0 ml 1 hora 1,0 ml 0,5 ml
_ 1 hora
C,2 ml 0,2 ml 4 unidades 1,0 ml 0,5 ml
0,2 ml — 2 unidades 1,0 ml 0,5 ml

Correspondente a técnica da reacao de fixacao do complemento, empregada

no presente trabalho.

QUADRO 3
Antigeno A2/Hong Kong/68 | Antigeno A2/England/72
Imunesoro para 0S Vvirus unidades fixadas unidades fixadas
isolados de complemento de complemento
1 4 4
2 3 3 -
3 4 4
4 4 4
B 5 3 3
6 3 3 B
7 4 4 ]
A2/Hong Kong/68 4 4
A2/England/72 4 4 B _I
A2/Asia 2 2 )
Al/FMl 2 2
| AQ/PRS8 B 2 2 )
B/Mass/66 0 0

Resultados obtidos com a reacao de fixacao do complemento, feita com o0s treze

imunesoros preparados.
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de 3 ou 4 unidades de complemento.
Menor numero de unidades, isto é, 2
unidades, com os imunesoros corres-
pondentes as amostras PR8,FM1 e
Asia, das variantes A0, Al e A2 do ti-
po A. Nenhuma fixacao com o imune-
Soro correspondente a amostra B/
Mass/66, unica do tipo B que empre-
gamos.

DISCUSSAO

A reagao de fixacdo do comple-
mento € aplicada ao estudo do virus
da gripe no sentido de seguramente
diagnosticar o tipo a que pertence. Se-
gundo os autores que se tém dedicado
ao assunto, nao se aplica para a dis-
tincao das variantes. Verificamos, no
entanto, que nos foi possivel notar di-
ferencas quantitativas entre as mes-
mas, no sentido de algumas delas fixa-
rem menor numero de unidades de
complemento. Para estes casos somen-

té a reacao de inibicdo da hemagluti-
nacao afastara as duvidas. Outro pon-
to que merece reparo, no presente tra-
balho, € a obtencao de anticorpos em
hamsters ao contrario do que usual-
mente se faz em galos, coelhos ou fu-
roes. Tais anticorpos foram, de fato,
tipo-especificos.

SUMMARY

The complement firation test in
the typefication of influenza viruses
tsolated in Rio de Janeiro.

The author studied by the com-
plement fixation test the influenza
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virus strains isolated in Rio de Janei-
ro during the 1973 epidemic. |

He prepared immunesera in ha-
msters by the inoculation of the al-
lantoic fluid from infected chick em-
bryos with each of the 7 ‘isolated
strains and the standard strains.

The soluble antigens were pre-
pared with the allantoic fluid of in-
fected chick embryos.

The tests were identically positive
with the A2/Hong Kong/68 and A2/En-
gland /72 antigens and negative with
the B/Mass/66. The tets were type
specific and the behaviour of the A2/
Hong Kong/68 and the A2/England/
72 and the 7 strains of the isolated vi-
ruses was almost the same. They fixed
3 or 4 units of complement. The va-
riants PR8, FM1 and Asia fixed only 2
units of complement.
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