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ESTUDOS SOBRE A REACAO DE FIXACAO DO COMPLEMENTO
EM BRUCELOSE

II — Os tipos fundamentais de suas curvas de isofixagio

José Oliveira de ALMEDA (1)

RESUMO

As relagbes entre sbro bruceloso, antigenos preparados de B. aborius e com-
plemento foram estudadas pelo método das curvas isohemoliticas.
Dilui¢bes de antigeno eram postas a reagir com o sdro em varias quantida-

des e com 3 e 6 unidades de complemento.

Depois de incubagio preliminar de

90 minutos a 37°C, hemdécias sensibilizadas foram juntadas e os graus de hemé-

lise obtidos foram lidos em fotocolorimetro.

Os tubos apresentando 50% de

hemolise, indicavam as quantidades de sbro e de antigeno, capazes de deixar

livrie uma unidade de complemento, depois do periodo de fixagao.

Quando éste

grau de hemoélise ndo era obtido diretamente, calculavam-se pelas hemdlises par-
ciais observadas, as quantidades de sdro ou de antigeno, que satisfaziam aquela

condicdo,

A projecio das quantidades de séro- em ordenadas, conira as quantidades
de antigeno em abcissas, determinava pontos sbbre uma curva de isofixagfo.

Curvas de isofixacio do tipo I foram observadas com os soros de 15 coelhos
imunizados, com o séro padrdo internacional e em 3 soros humanos, de um total
de. 33, em reagbes com antigeno total de brucelas.

Com éste antigeno, 24 soros humanos (de um total de 33), apresentaram o

tipo II de isofixagfo.

tipo 1V), foi observada em 3 casos humanos.

A inibicdo da reagio por excesso de sbéro (isofixagdo do

Outros 3 soros humanos apresen-

taram reagGes que eram inibidas por excesso de s6ro e por excesso de antigeno

(tipo V de isofixacfio).

Com o antigeno de Bowvin o tipo II de isofixacio foi observado em 30 dos

49 soros experimentados.

Todos os soros de coelho apresentaram o tipo I, en-

quanto 2 soros humanos o tipo IV, e apenas um, o tipo V.
O tipo fundamental de isofixacio para o sistema brucelose é o do tipo II
para os soros humanos e do tipo I para sorcs de coelhos.

"INTRODUCAO

Em trabalho anterior ALMEIDA 2, descre-
veu irés curvas fundamentais de isofixagdo
do complemento. O tipo I caracterizava-se
por ter os dois ramos da curva, assintéticos
aos eixos das coordenadas. O tipo II tinha
©0 ramo vertical assint6tico ao eixo do 'séro,
20 passo que o ouiro ramo apresentava uma

inclinagdo positiva em relagdo ao eixo do
antigeno. O tipo III tinha propriedades
dos dois sistemas antes descritos, pois havia
uma inflexdo do ramo obliquo ascendente
para tornd-lo paralelo ao eixo das abcissas.
Em todos os trés tipos. o ramo vertical da
curva era paralela ao eixo do ‘séro.

(1) Professor-catedratico do Departamento de Microbiologia e Imunologia da Faculdade de “Medi-
cina de Ribeirdo Préto da Universidade de S&o Paulo, Brasil .
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No sistema brucelose o ramo vertical da
curva de isofixacho pode ndo ser paralelo
ao eixo do sbro, indicando a agho inibidora
déste, sbbre a formacgfo do complexo imune,
por ser solivel em excesso de sbéro. O ra-
mo horizontal da curva continua paralelo
ao eixo das abcissas, caracterizando o tipo
IV da curva de isofixacio, ALMEIDA &

Quando o complexo imune é também so-
livel em excesso de antigeno, a curva se
apresenta em V, e quando ha inibigdo do
soro, define o tipo V de isofixa¢io, Avr-
MEIDA *,

Um s6ro bovino de animal bruceloso apre-
sentou uma reagdo paradoxal, caracierizada

pelo cruzamento das curvas isohemoliticas.

de 3 e 6 unidades de complemento.

Reagbes paradoxais tinham sido descritas
anteriormente, ALMEIDA?® no sistema lepra.
As relagbes quantitativas entre sbro, anti-
geno e complemento podiam ser representa-
das por um sélido, cuja superficie isohemo-
litica sofria- wma tor¢do na zona em que
antigeno estava em excesso.,

Esta investigagdo foi feita para determi-
nar os tipos de curvas de isofixacio no sis-
tema brucelose. Foram empregados antige-
nos preparados’ dé B. abortus e soros huma-
nos de” pacientes com brucelose, soros de
animais. inoculddos e o séro- padrdo inter-
nacional anti-B. abortus.

A maioria “das’ curvas de isofixacdo é a
do tipo " II, ~para soros -humanos e a do
tipo -1 -para: sores de. coelhos.

A “diversidade de tipos‘nas curvas de iso-
fixagdo no sistema brucelose, obriga o uso
de técnicas apropriadas para cada caso, na
determmaéao do "titulo "do séro ou do an-
tigeno.

MATERIAL E METODOS
1) Soros empregados

“ Qs soros empregados na Ppresente investi-
gagao forarn os-seguintes:

a) "Séro padrao internacional anti-
: "4B. abortus

0 séro intérnacional foi fornecido,  por
gentileza do Dr. A. W. Stableforth, pelo
Laboratério Veterinario . do Ministério da

Agricultura e Pesca, de Weybridge, Ingla- .
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terra. Cada ampola continha 0,091 g de
soro liofilizado, contendo 1.000 Unidades
Internacionais, STABLEFORTH 22,

O sbéro era reconstituido com Agua des-
tilada e entfo inativado a 56°C por 30 mi-
nutos. Na feitura das reagdes, o sbro era
diluido em solugdo salina boratada, Waps-
WORTH %,

b) Soros de 15 coelhos inoculados com
suspensdo de B. abortus.

¢) Soros humanos de casos de brucelose,
gentilmente cedidos pelo Prof. Villa-
fafe Lastre, de Cérdoba, Argentina.

d) Dezoito soros humanos reagentes, em
provas de:aglutinacfio e de fixacio do
complemento, com antigeno de bru-
cela (Taiaco pe MELLo 25).

2)  Antigenos
a) Aniigeno total de Brucella abortus

E a suspensio de Brucelle abortus B-99-
2252, lote n.° 127, preparada pelo Dr. Ge-

‘nésio Pacheco, do Instituto Oswaldo Cruz,

do Rio -de Janeiro. - A suspensfo espéssa
foi diluida em solugdo salina boratada, de
forma a dar um indice de 100, no nefeld-
metro de E.EL. Ajustada a dilui¢io da
suspensdo, juntou-se “‘mertiolato” para uma
concentracdo final de 1:10.000.

'B) Antigeno de Borvin

Este antigeno foi preparado de acérdo
com -as especificagbes de Bowvin & Mgsro-
BEANU 8, como empregadas por. Pirosky &
col.*. A suspensdo de brucelas era cen-
trifugada em SERVALL SS-1 a 15.000 rota-
¢Oes por minuto, durante 20 minutos, e o
sedimento ressuspenso em solugdo N/4 de
acido tricloroacético. A extragio se féz por
18 horas em geladeira, com {reqiiente agi-
tagdo.. Entfo, ‘por centrifugacio, o sobre-
nadante opalescente fol colhide, a extraglo
com o 4cido repetida por mais 3 vézes.: Os
sobrenadantes - foram misturados e dializa-
dos em d4gua corrente por 10: horas e em
seguida por ‘mais 72 horas em 4gua -desti-
lada, com trocas’ freqiientes, em geladeira.
O dializado, de pH 6,8 foi distribuido em

~ampolas de 10 ml para liofilizacdo. ..Obte-

ve-se um.rendimento. de 0,119 mg para cada
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100 ml da suspensdo de brucelas, ajustada

para um indice nefelométrico de 100. O

antigeno de BomviN foi diluido em salina
boratada, na proporgio de 1 mg por ml
A solugfo resultante era ligeiramente opales-
cente, tendo-se mantido perfeitamente bem,
sem apresentar deposito, quando guardada
a 3°C.

¢) Brucelas extraidas

O sedimento de brucelas exiraidas pelo
acido tricloroacético foi repetidamente lavado
em solugdo fisiolégica, depois de neutrali-
zado por NaHO N/1. A suspensio foi en-
tdo ajustada para ter o mesmo grau nefe-
lométrico do preparado original. A suspen-
sfo fol juntado mertiolato para uma concen-
tragio de 1:10.000.

3) Complemento

Soros de sangues colhidos por pungo
cardiaca. de cobaias foram misturados e
liofilizados em aparelho Epwarps modélo
30P1/574. A secagem final foi feita em
anidrido fosférico, no aparelho modélo
30S1.

A homogeneidade do complemento foi
assegurada pelo grande nimero de animais
sangrados, tornando entfio desnecessirias as
provas individuais de atividade hemolitica
e reatividade ndo especifica, recomendadas
por WapsworTH & col. ®.

O complemento liofilizado em ampolas de
5 ml e fechadas a vacuo, era reconstituido
com agua destilada, ao seu volume original.
Depois de reconstituido era preservado pelo
método de Ricmarpson?2. O complemento
assim preservado mantém duas proprieda-
des hemoliticas e de fixabilidade, inaltera-
das, pelo menos por cinco semanas,  quando
mantido em temperatura de 3-6°C.

Todos os sais utilizados nas solugBes pre-
servativas de complemento. e nos diluentes
devem ser de grande pureza, ndo podendo
conter zinco, que reduz a atividade hemoli-
tica do complemento.

Tracos de zinco podem ser evidenciados
pela turvagio produzida pela adigdo de uma
solugdo recentemente preparada de ~dietil-
ditiocarbonato de sdédio, WiLkiNson *2,

O complemento foi dosado em presenca
de hemaAcias maximamente sensibilizadas,
medindo-se o grau de hemolise; fotomeétri-

camente, produzido pelas diferentes quanti-
dades de complemento, depois de incubagfo
de 30 minutos a 37°C. Complemento, em
diluico em solugdo de cloreto de sédio a
0,85%, foi distribuido em tubos prévia-
mente selecionados, de 12 X 75 mm. As
quantidades de séro de cobala variavam de
0,00050 ml a 0,00250 ml, em série aritmé-
tica, de razdo 0,00025, Armema . O velu-
me era completado para 9,3 ml e 0,2 ml de
hemécias sensibilizadas eram juntados, De-
pois de 30 minutos a 37°C juntava-se a
cada tubo 0,5 ml de solucfo fisiolégica para
completar o volume de 1 ml. Os tubos de-
pois de centrifugados eram’ levados ao fot6-
metro para leitura do grau de hemélise.

Projetava-se entdo cada quantidade de
complemento contra a hemolise resultante
correspondente, em papel logaritmo-logito.
Pelos pontos, tragava-se uma linha de re-
gressio e por meio dela determinava-se gra-
ficamente, a quantidade de complemento
necessario para 50% de hemolise (K',) e
a inclinagdo da linha h,), ALMEIDA ™

Os valores achados para a unidade de
complemento (K,), definida como o volu-
me-de sbro de cobaia necessario para 50%
de hemolise, variavam de 0,00100 ml a
0,00175 ml. A inclinacdo da linha de re-
gressio, logaritmo de complemento, logito
de hemélise, tinha um valor de 0,2 = 0,02
(Von Krocm *%).

Uma vez dosado o complemento, eram
preparadas solugBes para conter em 0,1 ‘ml
3 e 6 unidades. " As solugbes de comple-
mento eram preparadas no dia em que ti-
nham que ser usadas e eram mantidas sem-
pre em frascos mergulhados em gélo picado.

4) Hemolisina anti-carneiro

A hemolisina anti-carneiro foi preparada
em coelhos, inoculados com sb6ro de carnei-
ro e hemacias, de acordo com o método de
Urrice & McArTHUR?. Os coelhos fo-
ram sangrados cinco dias depois da ultima
inoculacgdo. . O séro foi inativado a 56°C
por 30 minutos e um volume igual de gli-
cerina neutra foi juntado, para conser-
vacéo. . .

A hemolisina é titulada em presenca -de
aproximadamente uma unidade de comple:
mento. Procura-se entdo achar qual a di-
luicAo de hemolisina que sensibiliza “otima:
mente” os glébulos, tornando-os.pouco sen-
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siveis a ulterior acrescimento de hemolisi-
na . Nessas condigdes. a hemdlise depen-
deria da quantidade de complemento pre-
sente. Uma vez achada a .dose de sensibi-
lizacdo O6tima, nfo haverd necessidade de
titular a hemolisina, uma vez que ela se
mantém por varios anos, sem nenhuma al-
teraco.

Na sensibilizagio dos globulos, verte-se
um volume da solucio de hemolisina sébre
um volume de hemacias de carneiro, pas-
sando a mistura de um copo a outro, varias
vézes. Sensibilizados, os glébulos sdo em-
pregados dentro de uma hora, tendo-se sem-
pre o cuidado de ressuspendé-los, por agi-
tagdo.

5) Hemacias de carneiro

O sangue, de carneiros sadios, foi colhi-
do em solucfo glucosada-citratada, BukanTs
& col.*® e deixado em geladeira, por 4
dias. Entfo foi distribuido em tubos esté-
reis, devidamente etiquetados,

"Foram sangrados de 3 a 5 animais, po1s
suspensdes de glébulos, preparadas de va-
rios carneiros, tornam as dosagens de com-
plemento mais regulares do que quando fei-
tas com hemaAcias provenientes de um unico
animal, Murascu1 & Tompxins '8,

A suspensdo de hemécias, é preparada de
sedimentos lavados em solugdo salina a
- 0,85% de cloreto de s6dio, numa concentra-
¢do aproximada de 5%. A suspensio é
sempre ajustada pela determinacio da den-
sidade otica da diluigdo de uma aliquota a
1/10 em agua destilada. Com o fotdmetro
E.E.L. adaptado para wusar ‘tubos de 12 X
75 mm e ler volume de 1 ml, e ajustado
a zero, com agua destilada, 'a densidade
Otica deve ser de 0,56, em comprimento de
onda de 550 my (filtro verde) ALMEIDA *.
A suspensiio de glébulos era preparada no
dia em que devia ser usada.

6) Diluente

Foi empregada a solugio salina de clo-
reto de sodio tamponada com borato, de
. pH 7,6-7,8, segundo WapsworTH 2, de pre-
feréncia a outros diluentes aconselhados,

contendo ibnios magnésio. A ativagio do

complemento pelo magnésio, obriga o uso
de maior quantidade (em unidades) de
complemento, nfio trazendo nenhuma vanta-
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gem, quanto a sensibilidade da reacio, Mar-
TANER & ALMEDA *5.

Os antigenos, complemento, hemolisina,
globulos de carneiro, séro anti-B. abortus,
foram diluidos em solucdo salina bhoratada,
isenta de magnésio.

Os antigenos e o séro anti-brucela foram
diluidos em série geoméirica, de razdo 2,
pipetando um volume déles sébre um volu-
me de diluente. A mistura é passada a
outro tubo, volume a volume e assim por
diante. O sbéro padrio internacional foi di-
luido, em série de razdo 0,67, utilizando-se
o método seguinte: 9,0 ml da diluicio a
1:10 de sbro padr@o internacional anti-Bru-
cella abortus, foram postos em um frasco de
base quadrada, que por rotacdo permite
melhor mistura. Entio 3 ml foram retira-
dos, com pipeta volumétrica, para um pri-
meiro tubo, e imediatamente substituidos
por 3 ml de solugio salina boratada. O
frasco era girado, inclinado, por 25 vézes,
para perfeita mistura e de novo 3 ml eram
retirados para um segundo tubo e, entdo,
substituidos por igual volume de diluente.
Dessa forma, repetindo-se a operagdo, fo-
ram preparadas as seguintes diluigdes de
séro: 1:10, 1:15, 1:22,5, 1:33,7, 1:50,6,
1:75,9, 1:113,8, 1:1704, 1:255,9, 1:383,7,
1:575,5, 1:863,0 e 1:1294.

As quantidades de sbro contidas em 0,1
dessas diluigBes s3o respectivamente em
ml X 107%: 1.000, 666, 444, 297, 198,
132, 88, 59, 39, 26, 17, 12 e 8, aproxi-

madamente.
7) Leitura da hemdlise

A leitura da hemélise foi feita pela den-
sidade 6tica dos sobrenadantes, dos tubos
de reagdo, depois de centrifugados, em foto-
colorimetro E.E.L. adaptado para tubos de
12 X 75 mm ¢ volumes de 1 ml.

O fotdmetro era ajustado em zero, com
agua destilada, com filtro verde, 545 mgu.
Como a densidade 6tica é diretamente pro-
porcional A concentragio de hemoglobina, a
hemélise era calculada por um fator de

1,79 (hemoélise 9% = 1,79 X D.O.).
8) Nomenclatura empregada
Na exposicio e discussdo dos resultados

foi empregada a notacdo uniforme proposta
por THOMPsoN & col. ?.
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9) Méiodo de isofixacio do complemento

O estudo das relagBes quantitativas entre
os elementos da.reagfio foi feito pelo méto-
do de isofixacdo, ALMEIDA %, que consiste
em fazer reagir diferentes concentragbes de
antigeno com diversas diluigbes de séro, sen-
do mantida ‘constante a quantidade de com-
plemento.

Para a feitura das reagdes de fixagdo do
complemento em bloco, foram distribuidos
os seguintes elementos, na ordem de citagéo:
diluigGes de séro 0,1 ml, diluigGes de anti-
geno 0,1 ml. Depois de 10 minutos, tendo
sido agitados os tubos, distribui-se o com-
plemento, 3 ou 6 unidades, em volume de
0,1 ml.

Contréles do sbéro ou do antigeno foram
feitos, distribuindo 0,1 ml do elemento (séro
ou antigeno), 0,1 ml de solugfo salina tam-
ponada e 0,1 ml da solugio de complemen-
to, contendo 3 unidades.

Os tubos foram incubados a 37°C, em
banho-maria por 90 minutos, e entdo 0,2 ml
de hemacias de carneiro, otimamente sensi-
bilizadas foram distribuidos aos tubos de
reacdo. Os tubos contrbles eram desdobra-
dos, distribuindo 0,2 ml da  mistura a um
segundo tubo. Completava-se o volume de
0,3 ml, juntando-se ac primeiro tubo 0,2 ml
de solugdo salina boratada e ao segundo
0,1 ml. Entdo juntavam-se 0,2 ml de he-
maécias sensibilizadas. Os contréles sio as-
sim feitos para tornar minima a deteriora-
¢do do complemento durante a incubagio
preliminar, pois j4 com 3 unidades, o com-
plemento se proteje razoavelmente. Entdo
se distribui a mistura reagfo, para se ter
aproximadamente no primeiro tubo 1 uni-
dade e no segundo 2 unidades de comple-
mento.

A incubagdo secundaria se efetua a 37°C
por 30 minutos, quando entdo se junta a
cada tubo 0,5 ml de solucio salina, para
completar o volume de 1 ml. Centrifuga-
dos durante 5 minutos a 2.000 r.p.m., os
tubos podem ser levados ao foto-colorime-
tro para leitura da densidade 6tica do so-
brenadante e avaliagdo do grau de hemé-
lise. Entdo anotamos, depois de completa-
da a reacfo e lidas as hemélises, quais as
quantidades de antigeno e as de séro, que
foram postas naqueles tubos em que a he-
mélise foi de 509%. Quando 50% de he-

molise ndo era observada, calculava-se, pe-

las hemoélises parciais, qual a quantidade de
séro ou de antigeno, que naquelas condi-
¢bes deixava livre, uma unidade de comple-
mento. O método de calcular baseou-se na
relagio linear entre logaritmos de sbéro (ou
de antigeno) e logitos de hemoélise, Rap-
PORT & GrAF *°, podendo-se projetar os da-
dos em papel logistico (n.° 32.450 de Codex
Book Co., Norwood, Mass.).

Quando os pontos correspondentes s mis-
turas antigeno-anticorpo, dotadas da mes-
ma capacidade fixadora de complemento,
eram projetados em um sistema, tendo por
ordenadas as quantidades de sbéro e por
abcissas as quantidades de antigeno, des-
creviam uma “curva de isofixagdo”.

Como empregamos nesite estudo duas
quantidades de complemento, obtivemos
duas “curvas isohemoliticas”, uma para 3 e
outra para 6 unidades de complemento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Reagées com séro bovino

O sbro padriio internacional anti-Brucella
abortus é de origem bovina. Sua reagdo
com o antigeno total de brucelas é apre-
sentada no Quadro [ e suas curvas isohe-
moliticas na Fig. 1. ‘

As curvas isohemoliticas sfo do tipo [,
Ai1MEDA 2, mostrando que os complexos
imunes formados sfo insoliiveis tanto em
excesso de sbro como em excesso de anti-
geno. Relaces - lineares entre o complexo
imune e complemento podem ser estabeleci-
das, tanto em térmos de antigeno (dosagem
de antigeno) como em térmos de sbro (do-
sagem do sdéro) (Rice?'):

Th — AK'sa _ AK'sa
8T RA° ST RS
onde TA — titulo do antigeno; K'g, —

unidades de complemento necessirias para
50% de hemolise, depois que sbro e anti-
geno sdo incubados; A -=— ml de antige-
no; Tg = titulo do séro; S — ml de
soro.

O sbro padrio internacional foi utilizado
na padronizagio de antigenos por Biirki
e por ALtoN & JONES®, que empregaram
uma tnica dose -de complemento, em rea-
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QUADRO I

Reacdes com antigeno total de Brucella abortus e sOro padrdo internacional
anti-B, abortus com 3 e 6 unidades de complemento

Antigeno total de B. abortus diluido a 1:
So6ro padréo 5120 | 2.560 | 1.280| 640 | 320 | 160 80 40 20
Internacional
Controle
ml X 10-% de antigeno em 0,1 ml do sbéro
diluido
! 2 4 8 16 31 62 125 250 500
‘Diluicdo | ml X 10-%
1: em 0,1 ml
% hemdlise em reacdes com 3 unidades de complemento iU 2U
10 1.000 90 70 20 0 0 0 0 0 0 35 75
15 666 90 50 10 Q 0 0 0 0 1]
22,5 444 70 45 10 0 0 0 0 0 0
33,7 297 65 35 5 0 0 0 0 0 0
50,6 198 65 35 5 0 0 0 0] 0 5
75,9 132 85 25 5 0 1] 0 0 5 10
113,8 88 80 25 5 0 o] 0 10 15 30
170,7 59 90 30 5 5 5 10 20 30 40
255,9 39 60 50 40 25 40 55 55 55 50
383,7 ) 26 80 55 55 45 55 70 65 70 55
575,5 17 90 80 70 75 75 85 75 75 70
863 12 100 100 100 90 80 90 90 85 30
% hemdlise em reacdes com 6 unidades de complemento
10 1.000 100 60 0 0 0
15 666 100 60 0 0 0
22,5 444 100 60 10 0 0 0 0
33,7 297 100 60 10 0 0 5 10
50,6 198 100 80 30 10 10 25 25
75,9 132 L ) 100 80 55 35 30 40 50
113,8 88 100 100 80 60 60 60 60
170,77 59 100 100 90 85 80 80 65
255,9 39 ©100 | 100 80 80 80 » 80 80
383,7 26 100 100 90 90 85 85 80
Co_ntréle do antigeno
C1u 30 35 35 30 25 25 25 20 5
| :
2U ’ 75 5 75 75 60 it 75 60 30
Contréle do compléfri’ento . Contréle de hemadcias sensibilizadas 0-0
: VoAU 85-35 0 L
< 2U . - T5-T5 -
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¢6es em bloco. Recomendam é&sses Autores
a selecdo de um' outro séro bruceloso que
viria substituir’ o séro padrfo internacional
na rotina do - laboratério. A técnica que
ésses Autores empregaram, baseava -se na
observacio de reagbes entre varias diluigbes
de antigeno total de brucelas e diluicGes
de séro bovino (séro padrao internacio-
nal), em presenca de uma dwnica dose de’
complemento. ~ w
Quando se empregam duas doses de com-
plemento, pode-se perfeitamente eV1den01ar o,
comportamento andémalo de certos 'soros bo-
vinos, de brucelose, como :mostra o Qua-; ¢
dro Il e Fig. 2. y
Cada uma das curvas de 1sof1xaga0 per-
tence também ao tipo I, mas observa-se que
ha um cruzamento da curva de 6 unidades:
de complemento, que ‘vai 1nteroeptar a cur-
va de 3 unidades, flcando abdixo_dela. |
Esse comportamento‘ caractcrlza uma ‘“‘re-
acdo paradoxal de fixagdo do complemen-
to”, ALMEIDA %, cuja -interpretagdo podera
ser feita, se considerar-se que o grifico da -
Fig. 2 nada‘ mais é que uma representacio
plana de um sélido que tem por eixos as

-

quantidades de sbro (eixo vertical), as
quantidades de ‘antigeno (eixo horizontal)
e as quantidades de complemento (eixo per-
pendicular’ ao plano). - A superficie delimi-
tada pelas quantidades de complemento em-
pregadas, é realmente uma superficie iso-
hemolitica ¢ que normalmente term sua in-
clinacdo constante, depois de um certa dose
de antigeno. No caso da rea¢do paradoxal

‘essa superficie sofre uma torgio tipo MoOE-
'BIUS com inversdo da: inclinaco.

Entdo,
podemos imediatamente .inferir as conseqiién-
cias advindas dessa torcdo, pois, como mos-
“fra ‘'a Fig., 2, o ponto de tor¢do ou cruza-
‘mento das~ duas ~curvas isohemoliticas cor-
responderia & mistura sdro-antigeno, capaz
de fixar 2 unidades, quando 3 estavam pre-

.sentes .ou, entdo, 5,. quando a reaco era

feita com 6 unidades. Se o titulo do soro
é computado como a relagéo entre acresci-
niento de complemento e acréscimo de sbro,
Rice *,

AKsa
Ts AS
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QUADRO II

Reacdes com antigeno total de Brucella aborius e sbéro bovino (Bruceloso)
com 3 e 6 unidades de complemento

Antigeno total de B. agbortus diluido a 1:
So6ro bovino (Bruceloso)
ne 660.213 1.280 1 640 320 160 80 40 20 10
Controéle
ml X 10-* de antigeno em 0,1 ml do séro
’ diluido
8 16 31 62 125 250 500 1.000
Diluicdo ml X 10-5
1: em 0,1 ml
% hemolise em reacoes com 3 U, de complemento 1U 2U
10 1.000 85 70 15 0 0 o 0 0 35 100
20 500 85 50 5 [} 0 o] o] 0 45 100
40 250 85 40 0 0 0 o] o 4] 45 100
80 125 85 30 0 0 0 0 0 0 50 100
160 62 85 20 10 10 10 10 10 10 50 100
320 31 75 15 10 25 20 30 30 30 50 100
640 16 80 75 70 65 70 6 75 75 50 100
1.280 8 100 100 100 a0 90 90 90 90 50 . 100
.% hemdlise em reacdes com 6 U. de complerhento
10 1.000 100 100 90 35 1] 0 0 0
.20 500 100 100 85 25 0 0 0 0
40 250 ) 100 95 30 0 0 0 0
80 125 95 45. 0 0 0 o
160 62 100 | 85 15 10 10 10
320 31 100 90 35 30 25 25
640 16 100 90 50 40 40 40
1.280 8 100 100 70 65 65 70
2,560 4 100 100 85 85 85 90
Contréle do antigeno
10 50 45 .50 50 45 45 40 35
2U 100 100 100 100 100 100 95 . 90
Contréle do complemento Controle de hemaédcias sensibilizadas 0-0
1U 40-40
2U . 100-100
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Fig. 2 — O s6ro padrédo internacional anti-Brucella aborius reage com o antigeno de BOIVIN
de brucelas, dando curvas ischemoliticas do tipo IIL.

a sua determinacio nesse ponto teria sido
impossivel, por ter um welor infinito. Com
maiores doses de antigeno, o titulo teria um
valor negativo, devido & inversao da incli-
nagdo da superficie isohemolitica.

0 comportamento andmalo de certos so-
ros brucelosos, com maiores. doses de com-
plemento foi também assinalado por Biirki 12,
que observou fenémenos de prozona, quan-
do eram empregadas 8 unidades de com-
plemento, mas ndo com 6 unidades. Com
o nome de “fenémeno paradoxal” BOERNER
& StuBBs’ descreveram o comportamento
de certos soros em brucelose, que fixava
mais complemento, quando era mais diluido.
Verificaram que mesmo com extratos de
brucelas, as reagbes de fixacio do comple-
mento, podiam ser inibidas por excesso de
antigeno. A inibi¢do da rea¢do por alguns
soros de bol nao teria relacio com a con-
centragdo dos anticorpos anti-brucelas, Sur-
FACE **, podendo haver diluigbes de sbro
bovino, em que as reacdes de aglutinacio
contradiziam as de fixagdo do complemento,
MiTcHELL *7.

Embora essas observagbes tenham sido
feitas, pelos citados Autores, nio se podia
apreciar o fenémeno da maneira objetiva,
como é feita através a projecdo das curvas
isohemoliticas. Por ésse método, ALMEIDA %,
pode-se inferir imediatamente as proprieda-
des do sistema de fixagdo do complemento
entre alguns soros bovinos brucelosos e o
antigeno de brucelas.

Por ésse método podemos excluir tal séro,
com reacdo paradoxal de fixagdo do com-
plemento, como impréprio para aferir os
antigenos preparados de Brucella abortus.

Estudando as reacGes obtidas com o anti-
geno de Borvin, cujos resultados sio apre-
sentados no Quadro III, verifica-se. que o
soro padrdo internacional apresenta curvas
isohemoliticas do tipo V, com inibigdo por
excesso de sdro e por excesso de antigeno.

A determinagido do titulo do séro inter-
nacional, na zona em que antigeno esta
em excesso, mosira haver dependéncia da
quantidade de antigeno presente na reagdo.
Assim, para maiores doses de antigeno, as
linhas isohemoliticas se afastam uma da ou-
tra, abrindo-se, divergindo, influenciando de-
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"QUADRO III

Reacdes com antigeno de Boivin e soro padrio internacional anti-B. abortus com 3 e 6 unidades de complemento

Antigeno de:-Boivin diluido a 1:

Soro padréo 10240 | 5120 | 2560 | 1.280 640 ﬁ 320 160 80 40 20 10
Internacional ) . . 2 Contréle
) do sbéro
ml X 10-°* de antigeno em 0,1 ml diluido
. 1 2 4 R 6 | 31 62 l 125 250 500 | 1.000
Diluicso ml X 10-%
1 em 0,1 ml
B 1U 2U
50 25 0 0. 0 ) ) o | 0 0 35 100
§5 i 5 ] 0 0 -0 0 0 0 0 45 100
20 0 0 0 0 0 0 (¢} 10 25 45 100
25 0 0 0. 0 ¢ 0 20 40 70 50 100
504 15 5 10 10 25 50 80 Q0 100 50 100
B 85 60 35 65 80 90 100 100 100 100 50 100
% hémélise em reaéées com 6 U, de complemento
95 | 55 0o 0 0 0 0 0 0
80 30 [V 0 0 0 0 10 50
70 30 10+ o - 0 10 35 65 85
_ 95 70 50 - 45 70 80 95 90 95
B = 100 100 100 100 100 ‘ 100 100 100 100
" Contrdle do "é.ntfgeno, o
= Coe : EE 5 1 15 l 50 50 l 45 | 50 | 50 [ 45 | 45 y 40 | 35
2U 100 | 100 | 100 | 100 \ 100 ] 100 | 100 l 100 | 100 l 95 | 90
iz’Cplitr(‘)‘l‘é di) :’éompflé;ﬁénto B Contréie de hemacias sensibilizadas 0-0
: AU 40-40 .

12U . 100-100
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QUADRO 1V

Céalculo -do titulo do séro padrio Internacional anti-Brucella- aborius em reacdes de
tixacdo do complemento com 3 e 6 unidades de complemento- e com vérias diluicdes de
antigeno de Boivin de B. abortus (Dados do Quadro III)

Antigeno S6ro Hemdlise ) S6ro Hemdlise , i
diluicdo | diluicdo ;%U) K84 | anuicao (6%1; Fsn  Titwlo A B g [LS
1:10 :1:80 ¢ 70 2,52 1:20 50 6,00 93
1:20 1:80 .40 3,24 1:40 65 5,28 163
1:40 1:80 20 3,88 1:40 35 6,74 229
1:80 ©1:160 50 3,00 1:80 80 " 3,84 243
1:160 1:160 25 3,69 1:80 65 5,28 254
1:320 1:160 10 4,56 1:80 45 6,20 262"
1:640 1:320 65 2,64 1:80 45 I 6,20 325
1:1280 1:320 55 2,86

1:320 1:80 45 6,20 356

K’ S,A calculado de acérdo com a relacdo de Von Krogh? para hs,A = 0,2

cisivamente sObre o valor do titulo, como
mostra o Quadro V.

Aqui também nfo existem condi¢des de
paralelismo enire as curvas isohemoliticas,
nao permitindo a determinagio do tftulo do
soro, independente da concentragio de anti-
geno, ALMEIDA 2,

SISTEMA BRUCELOSE
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Fig. 3 — A reacdo paradoxal de fixacho
do complemento observada em um séro de
boi bruceloso caracteriza-se pela inversio
da posicdo das suas curvas isohemoliticas,
na. zona em que ha excesso de antigeno.

Os ramos veriicals das curvas isohemoli-
ticas das reacdes com antigeno de Borvin
(Fig. 3), mostram a mesma tendéncia de se
afastar uma da outra, quando maiores quan-
tidades de séro so empregadas (Quadro V).
Aqui’ também faltam condigBes de parale-
lismo para a determinag¢do do titulo do an-
tigeno, em excesso de sbro, como é deseja-
vel, ALMEIDA 2. Poder-se-ia entdo determi-
nar o titulo do antigeno pelas reagbes de
maxima intensidade e nesse caso o titulo
do antigeno seria de 8.028.

E aqui pertinente dizer que o titulo do
antigeno ndo indica a dose a ser emprega-
da na reagfio, mas significa a relacfo linear
entre antigeno e complemento. No caso do
antigeno de BoiviN e séro padrfo interna-
cional, a curva de isofixagdo de 3 unidades
de complemento, mostra nitidamente dois
pontos de méaxima reatividade. Um déles
corresponde & quantidade de séro (1:80),
capaz de evidenciar a menor quantidade de
antigeno (1:10.240). O outro, é a quan-
tidade de antigeno (1:1.280) capaz de
reagir com a menor quantidade de soro
(1:320). O mesmo fendmeno se observa
com a curva de isofixagdo para 6 unidades
de complemento.

Curvas désse -tipo foram descritas em flo-
culagio por Boyp® como dependentes da
qualidade do anticorpo, chamando-as de tipo
H por télas encontrado em soros imunes
de. cavalo. OQOutras com um unico ponto de
inflexAo, - seriam . préprias. de - reagdes com-

407



ALMEIDA, J. O. de — Estudos sébre a reacio de fixacdo do complemento em' brucelose. II — O3
tipos fundamentais de suas curvas de isofixacéo.

Rev. Inst. Med. trop. Sdo Paulo 9:397-414, 1967.

QUADRO V

Determinacdo do titulo do antigeno de Boivin, ‘com o s6ro padrdo Internacional
anti-Brucella abortus e 3 e 6 unidades de complemento (Dados do Quadro III)

N 6 unidades de complemento |3 unidades de complemento
Séro K AA " Titulo
diluido - ~ A Kgy
Y% Kg, A y% Kg, A :
1:10 55 % 5,72 1:1.280 50% 3,00 1:57120 2,72 '1:1.706 4.651
1:20 30% 7,04 1:1.280 35% 3,37 1:5.120 3,67 1:1.706 6.276
1:40 . 30% 7,04 - 1:1.280 60% 2,75 1:10.240 4,29 1:1.872 8.028
y% = hemolise % . K’SA Unidades de complemento necessarias para 50% de hemdlise
A = antigeno :

s6ro de coelho, e dai o nome de R. Am-
bos os tipos de curvas podem ser encontra-
dos em s6ro humano, na dependéncia do
antigeno empregado, ALMEIDA *.

O uso de maiores doses de antigeno, para
evitar reagOes zonais, como recomendam
Hajpu ™ e BURkI»*? iria, portanto, in-
fluenciar o valor do titulo do séro. Verifi-
camos também que se tal critério {6sse ado-
tado na determinagdo do titulo do antigeno,

to

uL oz s8ro x 10-¢

usando excesso de sbro, a mesma deforma-
¢lo seria observada. '

A falia de paralelismo entre as curvas
isohemoliticas das reacbes de fixacdo do
complemento com o séro padrdo internacio-
nal e antigeno de Boivin, ndo propicia as
condigdes necessdrias para a determinagao
do titulo do complexo imune, tanto em tér-
mos de soro (titulo do sdro) como em tér-
mos de antigeno (titulo do antigeno).

SISTEMA BRUCELOSE

— CURVAS 1SO-HEMOLITICAS COM ANTIGENO TOTAL E COM BUIVin

o——s O UNIDADES DE OOMPLEMENTO ~----<

00 3 UNDADES Of COMPLEMENTQ ®#----0

o8a0 T COELHO NS 13 (21/3/61)

‘06 032 0,63 1,28

] ML DE ANT(gEHO X 1078
' Fig, 4 — Soros de coelhos imunizados reagem com o antigeno total ou com o antigenho
. de BowiN, de Brucella abortus, dando o' tipo I de curvas isohemoliticas.
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Reagbes com séro de coelho

Soros de coelhos imunizados com antige-
nos preparados de Brucella abortus apresen-
taram consistentemente o tipo I de isofixa-
¢do, quer com antigeno total, quer com an-
tigeno de Bowvin (Fig. 4).

A reagio com antigeno total é de malor
intensidade, que a reacdo com antigeno de
BorviN, como mostra a Fig. 4, onde estdo
computados os titulos do séro determinados
com um e ouiro antigeno.

Foram levantadas as curvas isohemoliti-
-cas dos soros dos 15 coelhos imunizados com
os seguintes antigenos: antigeno total de B.
abortus, antigeno de brucelas extraidas e
antigeno de Borvin, Todas as curvas eram
do tipo I, ndo sendo observada qualquer
inibigdo da reagdo, por excesso de antigeno
ou por excesso de soro.

As linhas de isofixagfio sendo paralelas
entre si, quando 3 ¢ 6 unidades de com-
plemento eram empregadas, deram as con-

0,05

0,025

ML pg SSro

o013

digdes necessarias para a determinagdo do
titulo do antigeno e do titulo do sbro. As-
sim, reagbes com sbro de coelhos imuniza-
dos, comportaram-se de maneira mais apro-
priadas, indicando poder ser o séro de re-
feréncia para a padronizagdo das reagbes
de fixacio do complemento em brucelose,
tanto para o antigeno total de brucelas como
para o antigeno de Bomvin.

Reagées com soro humano

Soros de 15 pacientes com brucelose por
B. abortus, comprovada bacteriologicamen-
te, apresentaram curvas de isofixacio dos
tipos I, II, IV e V, AimEmDA 5. O tipo pre-
dominante foi o II, quando 14 soros reagi-
ram dessa forma com o antigeno de Borviv,
de um total de 15. Quando o antigeno to-
tal de B. aborius era empregado, 8 soros
apresentaram o tipo II de isofixacdo, 3 do

tipo I, 1 do tipo IV e 3 do tipo V.

As reagbes do tipo IV e V sdo apresenta-
das nas Figs. 5 e 6. '

SISTEMA BRUCELOSE
$8RO Wi 15875

FENOMENO DE IMBIGAO PELO SORO

A 3 UNIDADES DE COMPLEMENTO

ISOFIXAGAO TIPO IV

-

. 0,00626 0,0128
ML DE ANTGENO (BRUCELAS EXTRAIDAS)
Fig. 5 — A inibici0 da reacio de fixacio do complemento pelo séro bruceloso

caracteriza o tipo, IV de curva de isofixacdo..
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006
SISTEMA BRUCELOSE
sGRo Nt 1587S
0,026 |- FENOMENQ DE INIBIGAO PELO SORO E ANTIGENO
2
© 4 3 UNIDADES DE COMPLEMENTO
- o & " " "
o
J
b3
1SO-FIXAGAO TIPO V
1 1 1 1. 1
1024 512 256 128 64
0ILUIGAO DO ANTIGENO (TIPO BOIVIN)
Fig. ‘v6 — A inibicdo da reacio de fixacfio do complemento pelo antigeno de B. abortus

£ " e pelo s6ro bruceloso define o tipo V de curva de isofixacho

Condi¢oes para a determinagio do ti-
tulo do séro ainda existem nos tipos IV e
V, quando as curvas isohemoliticas se mos-
tram paralelas entre si, ALMEIDA %

No tipo IV, no entanto, nfo se enconlram
as condigbes de’ paralelismo “entre as cur-
vas isochemoliticas, em excesso de séro. Po-
der-se-ia, no entanto, avaliar o titulo do an-
tigeno, tomando as doses de méxima reati-
vidade do sbro, e calculando-se o titulo do
antigeno, pelas doses désse, necessdrias para
a reagio de fixacfo, que ainda deixa livre
uma unidade de complemento, seguindo as
recomendagbes de WapsworTH & col. %,

Dezoito soros humanos, selecionados por
provas de aglutinacio com suspensdo de B.
aborius, segundo os métodos adotados e re-
comendados pela Orcaniza¢Zo MUNDIAL DE
SAQDE % 15,84 35,36 foram experimentados
em provas de fixagdo do complemento, com

antigeno. total de Brucella abortus, -antigeno- .

de BoiviN e com brucelas extraidas,

410

Dezesseis soros apresentaram curvas de
isofixagdo do tipo II, com o antigeno total
e com o antigeno de BorviN. Um sbro rea-
giu com o antigeno total, dando uma curva
do tipo IV, evidenciando grande inibigdo
por efeito do sbro e nenhuma por antigeno
em excesso. Esse mesmo sbro, com o anti-
geno de BoiviN, apresentou o tipo V de
isofixacdo, denunciando inibicdo da reagfo,
tanto por excesso de s610 como por excessd
de antigeno. O outro sdro apreseniou com
ambos os antigenos o tipo IV, indicando
inibigdo apenas pelo sbro.

E de se notar que um mesmo sdro
(N.> 15.875) apresentou o tipo 1V com an-
tigeno de brucelas extraidas e o tipo V com
antigeno de Borvin.

Dos 33 soros humanos brucelosos, 30 apre-
sentaram curvas de isofixagdo do tipo II com
o antigeno de -Borvin e 24 déles com o an-
tigeno total de Brucella aborius.
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QUADRO VI

Tipos de curvas de isofixacdo de complemento no sistema Brucelose

Tipos de curvas de isofixacéo Total
Soro Antigeno de
Tipo I Tipo II | Tipo IV | Tipo V soros
Bovino. S6ro padrio interna- Total 1
cional anti-B. abortus BOIVIN 1 1
De coelhos imunizados Total 15
BorviN 15 15
Humano. Brucelose comprova- Total 3 8 1 3
da Dbacterioldogicamente Bo1vIN 14 1 15
Humano. Soros reagentes em Total 16 2
fix. compl. e aglutinacdo BOIVIN 16 1 1 138
Com antigeno total ........................ 19 24 3 3 49
Com antigeno de BOIVIN ................... 15 30 9 2 49
Com ambos os antigenos ............. . . 34 54 5 3 98

Os tipos de curvas observados em soros
brucelosos estdo apresentados no Quadro VI.

A recomendacio de STABLEFORTH 2% de
se usar o séro padrfo internacional para a
padronizacdo de reacBes de fixacio do com-
plemento para brucelose, sofre uma limita-
¢do causada pelo tipo de curva de isofixa-
¢do, do tipo I, com o antigeno total de
brucelas. Seria entio um sbro padrio para
aferir antigenos a serem empregados com
s6ro de boi ou de coelho imunizado, mas
nido para a reagdo a ser empregada com
s6ro humdno, uma vez que o tipo funda-
mental ou mais comumente encontrado, nesse
caso, é o tipo II, mostrando grande inibigfo
por excesso de antigeno.

Assim a recomendacio de Btrki® de se
usar excesso de antigeno, enconira sua con-
tra-indicagdo no sistema humano, embora
possa ser aceito para soros de boi ou de

coelho. N
~ Desde que o tipo II de isofixaco é o
mais comum entre soros humanos, é obriga-
tério o emprégo de uma dose critica de
antigeno, de maxima reatividade para as
reagbes qualitativas, por lhes dar major sen-

sibilidade.

Para as reagbes quantitativas, no entan-
to, se poderd sempre empregar excesso de
antigeno, pois em todos os tipos de curvas
isohemoliticas, uma vez que exista parale-
lismo entre elas, poder-se-4 determinar o
titulo do complexo imune em térmos de
soro, pela relagfio entre séro e complemento.

CONCLUSOES

1.°) A curva do tipo II de isofixacio é
a mais comum entre soros humanos, reagin-
do com antigeno total de B. abortus e com
antigeno de Borvin. Nesse caso uma dose
de antigeno, de méaxima reatividade deve ser
empregada nas reagbes qualitativas de fixa-
¢do do complemento.

2.°) Para as reagBes quantitativas de fi-
xacdo de complemento para brucelose, um
excesso de antigeno poderd ser empregado,
em titulagdes com .3 e 6 unidades de com-
plemento, desde que o paralelismo entre as
curvas isohemoliticas seja observado.

3.°) O sbéro padrio internacional anti-
B. abortus, reage com. o antigeno total de
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B. abortus, dando uma curva de isofixacio
do tipo 'l e com o antigeno de Bowvin, apre-
senta o tipo V, ndo sendo portanto recomen-

dado, para a padronizagio de antigenos a.

serem empregados com sdro humano.

4.°) O sbéro de coelhos imunizados com

B. abortus reage com o antigeno total e com

o antigeno de Boivin, apresentando curvas
de isofixagdo do tipo I. :

E entdo possivel a substituicio do sbro
padrio internacional por sbéro de coelho
imunizado, em reagGes com antigeno total
de brucelas, uma vez que, em um e outro
caso o tipo de isofixacdo é o mesmo, Tal
substituicdo, no entanto, nfo poderd ser fei-
ta, em reagbes com © antigeno de Borviv.

5.°) Curvas de isofixacdo devem ser- fei-
tas com duas doses de complemento. Désse
modo evidenciam-se reagbes paradoxais, en-
contradigas enire soros de boi com bruce-
lose e que de outro mode passariam desa-
percebidas. ReagBes paradoxais se caracte-
rizam pelo cruzamento - das suas curvas de

isofixagdo, na zona em que antigeno estd

mais concenirado. ,

6.°) Em 50 soros experimentados (2 de
boi, 15 de coelho e 33 de homem) com an-
tigeno total de brucela, 20 apresentaram o
tipo I de isofixacdo, 24 o tipo II, 3 o tipo
IV e 3 o tipo V. Quando foi empregado o
antigeno de Borvin, 15 soros reagiram como
tipo I, 31 como tipo II, 2 como tipo IV e
2 como V.

" 7.°)  Devido aos véarios tipos de curvas
isohemoliticas encontradas no sistema bruce-
lose, recomenda-se que os antigenos devam
ser experimentados com soros de referéncia,
provenientes de mesma espécie animal, pa-
ra a determinagfo de ssuas doses de méaxima
reatividade e para se conhecer as condicdes
que vdo permitir a determinacio dos. titulos
do sbéro e do antigeno.

SUMMARY

Studies on the complement fixalion reaction
Jor brucellosis. 11 — The fundamental types
of its isofixation curves.

The relationships between antigens pre-

pared from Brucella abortus, and reacting
serum ‘were determined by the isofixation
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“method. Dilutions of antigen were added

to varying amounts of serum for reactions
with three and six units of complement.
After the preliminary incubation at 37°C
for minutes, 0.2 ml of maximally sensitized
sheep cells were added and the hemolysis
was evaluated in the supernates, with the
aid of photo-colorimeter, after 30 minutes
in water bath at 37°C.

The amounts of antigen and immune-se-
rum present in the tubes showing 509% he-
molysis, were plotted, in a coordenate system,
with antigen as abcissa and serum as orde-
nate. When 509% of hemolysis was not
obtained the amounts of reagents were cal-
culated by the linear relationship between
logarithm of the reagent (serum or antigen)
and the logit of hemolysis.

The plotted points described curves of
different shapes, which can be classified as
follows: no inhibition by serum and antigen,
type I; in type II,. there is inhibition by
antigen excess, but not by the serum; type
IV shows inhibition by the serum alone and

- type V by both, serum and antigen.

When the suspension of B. abortus was
used as antigen in complement fixation, the
type I was observed with the International
anti B. abortus standard serum, with the
immune sera prepared in rabbits (15), and
with 3. human sera from bacteriologically
proved. cases of brucellosis. With this an-
tigen 24 human sera from a total of 33,
presented the type Il of isofixation curve,
3 the type IV and 3 the type V.

With Borvin antigen prepared from B,
abortus, the international standard serum
presented the type V, 30 human sera, from
a total of 33 the type II, 2 the type IV and
one the type V.

These, data pointed out that the most com-
mon type of isofixation curve with human
sera was type II, with inhibition by anti-
gen excess. The international anti-brucella
standard serum and the immune sera from
15 rabbits presented the type I, with no
inhibition by serum or by antigen.

Immune sera prepared in rabbits have
the same type of isofixation curve observed
with the international anti-Brucella aborius
standard serum, in complement fixation
reactions with the total antigen suspension
of B. abortus. Rabbit immune anti-Brucella

abortus sera can be used in CF tests instead.
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of the international standard serum as re-
“ference, when the suspension of B. abortus
_is used as antigen. However with the Bor-
VIN antigen, rabbit serum presents the type
I whereas the international standard serum
“the type V, with mhl}nt]on by serum and
by the antigen.

The diversity of isofixation curves found
in the brucellosis system obliges the adjust-
ment of the reaction, with varying dilutions
of serum and of antigen, in order to detect
the zones of maximall reactivity to permit
‘the evaluation of immune complexes in
‘terms of antigen (antigen titration) or se-
rum (serum titration) by the quantltatwe
complement fixation test,
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