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The complement fixation test is used worldwide in the confirmatory diagnosis of bovine
brucellosis. For this technique the antigen is the same as the one used in the tube agglutina-
tion test. However, literature is poor in information about the stability of the whole cell Bru-
cella antigen for use in the complement fixation test to establish a time of validity of the
antigen. Hence the aim of this investigation was to evaluate the stability of this antigen
under refrigeration for use in the complement fixation test. Fourteen batches of antigen
prepared with Brucella abortus strain 1119/3, produced from 9 months to 23 years and 11
months before, were analysed. One hundred and sixty-seven cattle sera with varying titres
of antibodies to Brucella were tested through the warm complement fixation microtech-
nique with five 50% haemolytic units of complement. Sera with at least 25% of comple-
ment fixation in dilution 1:4 were considered positive. The results with 13 of the antigen
batches were compared with the results obtained with the batch produced 9 months
before by the McNemar X? test and kappa statistic. The oldest antigen batch gave a higher
proportion of sera titres which were exactly the same observed with the 9-month-batch
(90.4%), and the antigen produced 4 years and 3 months before the test gave de lowest
proportion of sera with the same titre of the 9-month-antigen (73.7%). The comparison of
the results after being classified as positive and negative showed that the highest propor-
tion of agreed results was observed with the antigen produced 21 years and 4 months
before (98.8%, kappa 0.98). The antigen with the lowest proportion of agreed results was
the one produced 3 years and 2 months before (91.6%, kappa 0.84). The results of the
study show that most sera gave very similar results with all antigen batches evaluated,
and that there was no relationship between the period of antigen production and the
difference in test results.
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RESUMO.- A reacao de fixagcao de complemento é um dos tes-
tes usados no diagnostico confirmatorio da brucelose bovi-
na, e para sua realizacao emprega-se 0 mesmo antigeno usa-
do na prova de soroaglutinacao lenta, porém nao foi possivel
encontrar na literatura estudos sobre a estabilidade desse
antigeno para uso na prova de fixacao de complemento, de
modo a estabelecer um prazo de validade para o mesmo. Por
isso, esta investigacao teve por objetivo avaliar a estabilida-
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de do antigeno de célula total de Brucella conservado sob re-
frigeracao, para uso na reacao de fixacao de complemento.
Analisaram-se 14 partidas de antigeno, preparado com Brucella
abortus amostra 1119/3 e padronizado para uso na prova de
soroaglutinacao lenta, com tempo de fabricagao variando de
9 meses a 23 anos e 11 meses. Testaram-se 167 soros bovinos
com titulos variaveis de anticorpos contra Brucella, adotan-
do-se a técnica com incubacao a 37°C nas duas fases da rea-
¢ao e 5 unidades hemoliticas 50% de complemento. Conside-
rou-se como positivo o soro com pelo menos 25% de fixagao
de complemento na diluicao 1:4. Compararam-se os resulta-
dos obtidos com as 13 partidas de antigeno com aqueles ob-
tidos com a partida com 9 meses de fabricacao, usando o
teste de X% de McNemar e o coeficiente kappa. A grande mai-
oria dos soros apresentou resultados muito proximos quan-
do testados com as diversas partidas de antigeno, e nao se
observou relagao entre tempo de fabricacao do antigeno e
diferencas nos resultados obtidos.

TERMOS DE INDEXACAO: Brucelose bovina, diagnéstico sorolégico,
reacao de fixacao de complemento.

INTRODUCAO

A brucelose ainda é um sério problema de satide animal na
maioria dos paises. Com excecao daqueles que, apos progra-
mas rigorosos, conseguiram erradica-la ou pelo menos redu-
zir significativamente a taxa de prevaléncia, na maior parte
do globo, principalmente nos paises mais pobres, ainda se
trata de uma questao sanitaria preocupante.

No Brasil, a brucelose bovina ainda é endémica, com ta-
xas de prevaléncia mais elevadas em regioes com maior den-
sidade de bovinos e com menores taxas de prevaléncia nos
estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Poester et al.
2002).

Embora um diagnoéstico definitivo e incontestavel de
brucelose possa ser obtido pelo isolamento do agente
etiologico, esse procedimento é caro, demorado e exige re-
cursos laboratoriais nem sempre disponiveis, o que inviabiliza
seu uso em larga escala, como requer um programa de con-
trole da enfermidade. Por essa razao, os programas de com-
bate a brucelose baseiam-se no diagnostico sorologico, re-
curso que permite a realizacao de um grande nimero de tes-
tes, com resultados adequados e a um custo acessivel.

Pela importancia da enfermidade e pela importancia do
diagnostico sorologico no controle da mesma, muitas técni-
cas de diagnostico surgiram ao longo da historia, para uso no
diagnostico da brucelose, e continuam a surgir, como mos-
tram os trabalhos iniciados por Nielsen et al. (1996), que de-
senvolveram um teste de polarizacao fluorescente que tem
apresentado excelente desempenho. A exceléncia desse teste
vem sendo confirmada em sucessivas pesquisas (Nielsen et
al. 1998, Dajer et al. 1999, Samartino et al. 1999, McGiven et
al. 2003), mas o uso dessa técnica ainda é pouco difundido
em paises subdesenvolvidos, pelo maior custo e pela depen-
déncia de importagao de equipamentos e reagentes.

Excelentes resultados também foram obtidos com testes
imunoenzimaticos competitivos (MacMillan et al. 1990,

Nielsen et al. 1995), mas os mesmos apresentam como des-
vantagem a falta de padronizac¢ao e, no caso de uma eventual
padronizacao, o fato de se ficar na dependéncia de um tGnico
fornecedor dos anticorpos monoclonais usados na prepara-
¢ao do conjugado.

Diante dessas dificuldades, o Programa Nacional de Con-
trole e Erradicacao da Brucelose e Tuberculose Animal, cria-
do por meio da Instrucao Normativa No.2, de 10 de janeiro de
2001 (Brasil 2001), optou pela adog¢ao de técnicas sorologicas
menos dispendiosas, o que permite o envolvimento de um
namero maior de laboratorios, aumentando a chance de éxi-
to do programa.

O programa brasileiro prevé o uso seqiiencial dos testes
rosa de Bengala (antigeno acidificado tamponado) como tes-
te de triagem, sendo os soros com resultado positivo subme-
tidos a confirmacao, que pode ser realizada pela combinagao
da prova de soroaglutinagao lenta com a prova do 2-
mercaptoetanol ou entao pela reacao de fixacao de comple-
mento.

A reacao de fixacao de complemento, apesar de ser uma
técnica laboriosa, apresenta as vantagens de ter um custo rela-
tivamente baixo e de usar reagentes de facil acesso, mesmo
por parte de laboratérios sem muitos recursos, e sem depen-
der da importacao de equipamentos e reagentes. Além disso,
apresenta um relevante historico de servigos prestados no com-
bate a brucelose animal, uma vez que a maioria dos paises de-
senvolvidos que conseguiram erradicar a brucelose atingiram
esse éxito usando a reagao de fixacao de complemento como
prova confirmatoria. Certamente contribuiu para isso o fato
de a prova apresentar boa correlagao com o isolamento de
Brucella abortus de bovinos infectados (Hayes & Chappel 1982,
Sutherland et al. 1982, Corner et al. 1983).

Embora a técnica de fixacao de complemento seja usada
ha muito tempo no diagnéstico da brucelose, ainda existem
aspectos a serem esclarecidos; por exemplo, com relacao ao
antigeno utilizado. Mathias et al. (1991) compararam o anti-
geno de célula total e o lipopolissacaride de B. abortus e con-
cluiram que o antigeno constituido por célula total da bacté-
ria proporcionou maiores titulos de anticorpos, embora te-
nham observado que o antigeno soltvel também permite a
obten¢ao de bons resultados.

Utiliza-se nesse teste 0 mesmo antigeno empregado na pro-
va de soroaglutinacao lenta em tubos, porém nao foi possivel
encontrar na literatura estudos sobre a estabilidade do antigeno
para uso na prova de fixacao de complemento, de modo a es-
tabelecer um prazo de validade para o mesmo, embora a legis-
lagao brasileira estabeleca um prazo de validade de até 18 meses
para os antigenos usados nas provas para diagnostico da
brucelose animal (Brasil 2004). Assim sendo, esta investigacao
teve por objetivo avaliar a estabilidade do antigeno de célula
total de Brucella ao longo do tempo, conservado sob refrigera-
¢ao, para uso na reacao de fixagcao de complemento.

MATERIAL E METODOS

Selecao dos soros sangiiineos utilizados
Foram escolhidos 167 soros bovinos com variados titulos de
anticorpos fixadores de complemento contra Brucella abortus.
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Reacao de fixagao de complemento

Soros. Antes do teste, os soros sangiiineos foram diluidos a 1/2
em tampao trietanolamina e submetidos a tratamento térmico em
banho-maria a 58°C por 30 minutos, a fim de inativar complemento
porventura ainda existente.

Antigenos. Foram analisadas 14 partidas de antigeno, preparado
com B. abortus amostra 1119/3 e padronizado pelo fabricante para
uso na prova de soroaglutinacao lenta em tubos para diagnostico
sorologico da brucelose animal, com os seguintes tempos de
fabricacao: 23 anos e 11 meses, 21 anos e 4 meses, 18 anos e 5
meses, 14 anos e 10 meses, 10 anos, 8 anos e 3 meses, 7 anos e 2
meses, 5 anos e 7 meses. 4 anos e 3 meses, 3 anos e 2 meses, 2 anos
e 3 meses, 1 ano e 8 meses, 1 ano e 1 més, e 9 meses.

Cada partida de antigeno foi submetida a titulacao em bloco,
testando-se varias diluicoes do antigeno contra varias diluicoes de
um soro com titulo moderado de anticorpos, para obter a diluicao
de reatividade 6tima do antigeno, ou seja, aquela que proporciona a
obtencao do maior titulo no soro testado. Os antigenos foram
testados nas dilui¢oes 1:100, 1:150, 1:200, 1:250, 1:300, 1:400, 1:500,
1:600 e 1:800.

Para uso no trabalho, foi escolhida a diluicao do antigeno que
proporcionava o maior titulo do soro, porém sem a ocorréncia de
efeito prozona.

Complemento. Como complemento foi usada uma mistura de
soros sangiiineos de varias cobaias, titulado como descrito por Alton
et al. (1988), usando 20 vezes o volume empregado na microtécnica,
para determinar o volume que continha uma unidade hemolitica
50%. Para uso no teste, o complemento era diluido de modo a conter
5 unidades hemoliticas 50%.

Sistema hemolitico. O sistema hemolitico era formado por uma
suspensao de hemacias de carneiro, padronizada em espectrofoto-
metro para a concentragao de 0,95g de hemoglobina por 100mL,
acrescida de igual volume de uma suspensao de hemolisina, que
consiste de anticorpos de coelho contra hemacias de carneiro (Alton
et al. 1988).

Técnica empregada. Foi empregada a microtécnica descrita por
Alton et al. (1988), com incubag¢ao a 37°C por 30 minutos nas duas
fases da reacao.

O teste, realizado em placas de poliestireno de 96 cavidades com
fundo em “U”, consistia em colocar 25}L de soro, inativado em banho-
maria a 58°C por 30 minutos, em diluicoes duplas, de 1/2 até 1/256,
25uL de antigeno e 25uL de complemento e incubar em estufa
bacteriolégica a 37°C por 30 minutos. Em seguida, eram acres-
centados 25}L do sistema hemolitico, e, apds agitacao em agitador
de microplacas, o material era novamente incubado nas condigoes
mencionadas acima. Imediatamente ap6s a incubagao as placas eram
colocadas na geladeira, para interromper a acao do complemento,
sendo em seguida centrifugadas a 1.500rpm por 5 minutos. O
proximo passo consistia em realizar a leitura, comparando com uma
escala de hemdlise, observando-se o grau de fixacao de complemento,
com base na quantidade de hemacias restantes e no aspecto do
sobrenadante.

Interpretagdo. O titulo obtido foi a reciproca da maior dilui¢ao
do soro com pelo menos 25% de fixacao de complemento, e foi
considerado positivo o soro pelo menos 25% de fixacao de
complemento na diluicao 1:4 (Alton et al. 1988).

Anélise estatistica

Os resultados obtidos com as diversas partidas de antigeno fo-
ram comparados com aqueles obtidos usando uma partida com nove
meses de fabricacao. Para essa comparagao foram usados o teste de
X2 de McNemar (Jekel et al. 1999) e o coeficiente kappa, interpretado
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de acordo com os critérios mencionados por Pereira et al. (1995):
kappa <0,00 = concordancia ruim; kappa entre 0,00 e 0,20 =
concordancia fraca; kappa entre 0,21 e 0,40 = concordancia sofrivel;
kappa entre 0,41 e 0,60 = concordancia regular; kappa entre 0,61 e
0,80 = concordancia boa; kappa entre 0,81 e 0,99 = concordancia
o6tima; kappa = 1, concordancia perfeita.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A diluicao de reatividade 6tima das diversas partidas de
antigeno, ou seja, a diluicao do antigeno que proporcionou
maior titulo sorologico, encontra-se no Quadro 1, e por esses
dados pode-se observar que essas diluicoes variaram de 1:200
al:800, e é interessante ressaltar que a partida de antigeno
que pode ser usada mais diluida foi justamente aquela com
maior tempo de fabricacao, 23 anos e 11 meses. As menores
diluicoes foram observadas na partida com 3 anos e 2 meses
e, em seguida, na partida com 2 anos e 3 meses de fabrica-
¢ao. As duas partidas mais novas (13 e 14) apresentaram di-
luicao de reatividade 6tima de 1:500. Por isso, esses resulta-
dos sugerem auséncia de relacao entre o tempo de fabrica-
¢ao do antigeno e a diluicao de reatividade 6tima.

Estudos anteriores mostram que o antigeno de célula to-
tal de Brucella abortus proporciona resultados confiaveis quan-
do usado na técnica de fixacao de complemento para diag-
nostico da brucelose bovina (Mathias et al. 1991). No entan-
to, observam-se variacoes entre diferentes partidas do
antigeno quanto a diluicao de reatividade 6tima, como de-
monstram os dados observados no presente trabalho. E im-
portante considerar que esse antigeno ¢é elaborado para uso
em provas de aglutinacao, e, portanto, as avaliacoes realiza-
das pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
para liberar as partidas de antigeno restringem-se ao desem-
penho do teste em provas de aglutina¢ao, nao sendo avalia-
do seu desempenho em provas de fixacao de complemento
(Brasil 2004).

O Quadro 2 apresenta os resultados obtidos com os treze
antigenos avaliados, em comparagao com os resultados obti-
dos com o antigeno com 9 meses de fabricacao. Sao apresen-

Quadro 1. Dilui¢ao de reatividade 6tima (DRO) e respectivo
tempo de fabricagao das diversas partidas de antigeno de célula
total de Brucella abortus analisadas para o diagndstico sorolégico

da brucelose pela reagao de fixagao de complemento

Antigeno Tempo de fabricagao DRO
1 23 anos e 11 meses 1:800
2 21 anos e 4 meses 1:600
3 18 anos e 5 meses 1:600
4 14 anos e 10 meses 1:500
5 10 anos 1:600
6 8 anos e 3 meses 1:600
7 7 anos e 2 meses 1:600
8 5 anos e 7 meses 1:500
9 4 anos e 3 meses 1:600
10 3 anos e 2 meses 1:200
11 2 anos e 3 meses 1:300
12 1 ano e 8 meses 1:400
13 1 ano e 1 més 1:500
14 9 meses 1:500
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Quadro 2. Comparagao entre os titulos obtidos na reagao de
fixacdo de complemento ao testar 167 soros bovinos com treze
partidas de antigeno com diferentes tempos de fabricagao e os
titulos obtidos usando antigeno com nove meses de fabricagao

(Antigeno 14)

Antigeno Mesmo  Uma diluicao Uma diluicao Duas  Duas Trés
titulo abaixo acima abaixo acima  acima
Ne % Ne % Ne % Ne % N % N %
1 151 904 14 84 2 1,2 0o 0 0 O O O
2 147 880 5 30 15 90 0 O O O O O
3 142 8,0 19 114 6 36 0O 0 0 O O O
4 133 796 33 198 1 06 O O O O O O
5 145 838 14 84 1 48 0 0 0 O O O
6 142 850 24 144 1 0,6 0O 0 0 O O O
7 147 8800 16 96 4 24 0 0 0 O O O
8 145 868 22 132 0 0 0O 0 0 O O O
9 123 737 43 257 O 0 106 0 0 0 O
10 124 74,2 1 06 35 210 0 O 6 36 1 06
11 126 754 1 06 37 222 0 O 3 1,8 0 O
12 147 80 10 60 10 60 0 0 O O O O
13 142 8,0 24 144 06 O 0O 0 0 O O O

Quadro 3. Comparagao entre os resultados obtidos na reacao de
fixacdo de complemento ao testar 167 soros bovinos com treze
partidas de antigeno com diferentes tempos de fabricagio e os
resultados obtidos usando antigeno com nove meses de fabricagao

(antigeno 14), adotando a dilui¢ao 1:4 como ponto-de-corte

Antigeno Resultados Resultados Kappa X2 P

concordantes  discordantes

Ne % Ne %
1 163 97,6 4 2,4 096 0,25 > 0,05
2 165 98,8 2 1,2 0,98 0,5 > 0,05
3 158 94,6 9 5,4 0,9 1,78 > 0,05
4 162 97,0 5 3,0 0,94 3,2 > 0,05
5 161 96,4 6 3,6 092 0,17 > 0,05
6 164 98,2 3 1,8 096 1,33 > 0,05
7 163 97,6 4 2,4 0,96 0,25 > 0,05
8 163 97,6 4 2,4 096 2,25 > 0,05
9 162 97,0 5 3,0 0,94 3,2 > 0,05
10 153 91,6 14 8,4 0,84 12,07 < 0,01
11 157 94,0 10 6,0 0,88 4,9 < 0,05
12 163 97,6 4 2,4 0,96 0,25 > 0,05
13 163 97,6 4 2,4 096 2,25 > 0,05

tados niimero e porcentagem de soros com o mesmo titulo
quando testados com o antigeno analisado e com o antigeno
de producao mais recente, e sao também apresentadas as
variacoes de titulo obtidas, em niimero de dilui¢oes.

E interessante notar que justamente o antigeno produzi-
do ha mais tempo (antigeno 1) foi o que apresentou maior
propor¢ao (90,4%) de soros cujo titulo foi exatamente o mes-
mo obtido com o antigeno de fabricacao mais recente. O
antigeno com 4 anos e trés meses foi o que apresentou me-
nor propor¢ao de soros com o mesmo titulo (73,7%) observa-
do com o antigeno mais recente. Além do fato de a grande
maioria dos soros apresentar o mesmo titulo com o antigeno
avaliado e com aquele usado como padrao, nota-se que as
divergéncias, na grande maioria das vezes, restringiram-se a
uma diluicao, exceto o antigeno 9, com o qual um (0,6%) dos
soros apresentou titulo duas diluicoes abaixo, o antigeno 10
(3 anos e 2 meses), com o qual seis (3,6%) soros apresentaram

titulo duas diluicoes acima e um (0,6%) apresentou titulo trés
diluicoes acima, e o antigeno 11 (2 anos e 3 meses), com o
qual trés (1,8%) soros apresentaram titulo duas dilui¢coes aci-
ma (Quadro 2)

Quando se comparam os resultados apos classificacao em
positivos e negativos adotando-se a dilui¢ao 1:4 como ponto-
de-corte observa-se que o antigeno que apresentou maior
propor¢ao de resultados concordantes foi o 2 (21 anos e 4
meses), com 165 (98,8%) resultados concordantes e apenas
dois (1,2%) discordantes, tendo apresentado a maior concor-
dancia, com um indicador kappa 0,98. Em seguida, o antigeno
6 (8 anos e 5 meses), com 164 (98,2%) resultados concordan-
tes com os obtidos com o antigeno 14 e trés (1,8%) discordan-
tes. O antigeno de fabricacao mais antiga entre os avaliados
(Antigeno 1, com 23 anos e 11 meses) apresentou 163 (97,6%)
resultados concordantes com aqueles obtidos com o antigeno
mais novo e kappa 0,96, ou seja, concordancia 6tima. O
antigeno com menor propor¢ao de resultados concordantes
foi 0 10 (3 anos e 2 meses), com 153 (91,6%) soros, e maior
proporcao de discordantes (8,4%), sendo também o que apre-
sentou menor indicador kappa (0,84), seguido pelo antigeno
11 (2 anos e 3 meses), com 157 (94,0%) resultados concordan-
tes e 10 (6,0%) discordantes, e indicador kappa 0,88. Mesmo
assim os resultados obtidos com esses dois antigenos apre-
sentaram concordancia 6tima em relacao aos resultados ob-
tidos com o antigeno adotado como padrao, ou seja, indica-
dor kappa entre 0,81 e 0,99 (Quadro 3). Esses dois antigenos
foram os tnicos cujos resultados diferiram significativamen-
te daqueles obtidos com o antigeno mais recente, pelo teste
de X2 de McNemar (P <0,01 e P <0,05, respectivamente).

Pela observacao dos dados expostos acima se constata que
a grande maioria dos soros apresentou resultados muito pa-
recidos quando testados pela fixacao de complemento usan-
do as diversas partidas de antigeno avaliadas. Constata-se
também que as eventuais divergéncias observadas nao guar-
dam relacao com o tempo de fabricacao do antigeno, uma
vez que os resultados obtidos com antigenos fabricados ha
mais de 20 anos apresentaram concordancia 6tima com os
resultados proporcionados por antigeno de fabricacao mais
recente. Dessa forma, os resultados obtidos no presente es-
tudo nao amparam o prazo de validade de 18 meses apds o
envase do antigeno, pelo menos para uso na reacao de fixa-
¢ao de complemento, adotado pelo Ministério da Agricultu-
ra, Pecuaria e Abastecimento (Brasil 2004).

Esses dados permitem concluir que a grande maioria dos
soros apresentou resultados muito préximos quando testa-
dos pela reacao de fixagao de complemento usando as diver-
sas partidas de antigeno de B. abortus avaliadas e que nao se
observou relagcao entre tempo de fabricacao do antigeno e
diferencas nos resultados obtidos na reacao de fixacao de
complemento.
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