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Brucelose é uma importante doenga infectocontagiosa zoondtica no cenario mundial de curso
crénico que causa principalmente alteracdes reprodutivas em animais domésticos e silvestres.
As identificagdes de animais infectados ocorrem por meio de avaliagdo clinica, associado a
testes diagndstico, que podem ser provas diretas ou indiretas. O presente estudo teve como
objetivo avaliar a eficacia de quatro diferentes soros hiperimunes de coelho anti-Brucella spp.
em detectar por IHQ antigenos de Brucella spp. em tecidos parafinizados de animais
infectados experimentalmente ou naturalmente com B. abortus, B.canis e B. ovis. A producéo
dos soros hiperimunes partiu da imunizacdo de quatro coelhas, com uma espécie Brucella
inativada por radiacdo gamma, ou com proteina BP26 recombinante. O teste de ELISA foi
usado para determinar a soro conversdo das coelhas ao imundgeno e reacdo cruzada dos soros
hiperimunes aos antigenos. A imunoistoquimica utilizou os soros hiperimunes em trés
diluicdes (1/100, 1/500 e 1/1000) para determinar a diluicdo ideal de uso e reacdo cruzada
entre eles. Observou-se que os anticorpos anti-B. abortus e anti-B. ovis detectaram maior
nimero de casos de animais acometidos pela brucelose, anti-B. canis apresentou menor
capacidade de deteccdo e soro anti-BP26 ndo identificou nenhum animal infectado. A
imunizacdo de coelhos com Brucella sp inativada por radiacdo produziu soros hiperimunes
anti-Brucella eficazes na identificacdo do antigeno de Brucella na lesdo, mas o soro
hiperimune anti-BP26 néo foi capaz de identificar o antigeno na leséo.

Palavras-chave: brucelose, histopatologia, imunodetecgéo, anticorpo policlonal.



Brucellosis is an important zoonotic infectious disease with worldwide distribution. It has a
chronic course that mainly causes reproductive changes in domestic and wild animals.
Identification of infected animals occurs through clinical evaluation, associated with direct or
indirect diagnostic tests. The present study aimed to evaluate the efficacy of four different
rabbit hyperimmune anti-Brucella sera for detection of Brucella spp. antigens in paraffinized
tissues of animals experimentally or naturally infected with B. abortus, B. canis, or B. ovis.
The hyperimmune sera were produced by immunizing four rabbits, with a Brucella spp.
inactivated by gamma radiation, or with a recombinant BP26 protein. ELISA test was used to
determine the serum conversion of the rabbits to the immunization and cross-reactivity of the
hyperimmune sera to the antigens. Immunohistochemistry was performed with three dilutions
(1/100, 1/500, and 1/1000) of the hyperimmune sera to determine the ideal dilution for use
and cross-reactivity. It was observed that anti-B. abortus and anti-B. ovis antibodies detected a
greater number of cases of animals affected by brucellosis, anti-B. canis antibody showed
lower detection and anti-BP26 serum did not identify any infected animal. Immunization of
rabbits with radiation inactivated Brucella spp. produced anti-Brucella hyperimmune sera
effective in identifying the Brucella antigens in the lesion, but the anti-BP26 hyperimmune
serum was not able to identify those antigens.

Keywords: brucellosis, histopathology, immunodetection, polyclonal antibody.
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1. INTRODUCAO

Brucelose é uma importante doenca infecciosa zoonoética causada por bactérias do
género Brucella, que afeta principalmente mamiferos domésticos com distribuicdo mundial
(Gyles et al., 2011; Sola et al., 2014). Atualmente s&o reconhecidas 17 espécies, pertencentes
ao género, com grande similaridade genética entre elas, afetando diferentes espécies de

animais (Moreno, 2021).

A manifestacdo clinica da brucelose em animais domésticos é principalmente
relacionada com alteragdes no sistema reprodutor, tanto em machos quanto em fémeas. Nas
fémeas, a principal caracteristica é o aborto, fetos fracos quando nascem e queda na producéo
de leite; em machos, subfertilidade e quadros de orquite, epididimite e vesiculite sdo
observados causando grande impacto econémico na saude animal (Xavier et al., 2009a;
Carvalho Neta, et al., 2010; McCollum et al, 2011; Greene e Carmichael, 2012; Petrovic et
al., 2014; Silva et al, 2015; Camargo-Castafieda, et al., 2021).

As infeccBes por Brucella spp. tém impacto na saude publica por se tratar de uma
importante zoonose. O homem ¢ infectado por contato direto com animais ou indiretamente
pela ingestdo de produtos de origem animal e pela inalacdo de agentes transportados pelo ar
(Acha e Szyfres, 2003). Assim, brucelose é doenca de carater ocupacional afetando médicos
veterinarios e criadores que manipulam secrecdes ou tecidos de animis com problema

reprodutivo.

O diagnostico da brucelose é baseado nas manifestacfes clinicas em associa¢do de
exames laboratoriais, sendo as provas diretas como o isolamento bacteriano, Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) ou Imunoistoquimica, e provas sorolégicas indiretas diversas 0s
exames laboratoriais usualmente empregados. (Mol et al.,, 2012; Mol et al, 2020). A
imunoistoquimica utiliza anticorpos policlonais ou monoclonais anti-Brucella para deteccdo
do agente no tecido. Os anticorpos policlonais podem ser obtidos ap6s alguns meses do inicio
das imunizacGes em animais de laboratério, enquanto a geracdo de hibridomas e subsequente
producdo de anticorpos monoclonais podem levar até um ano ou mais em alguns casos,
exigindo, portanto, custo e tempo consideravelmente mais elevados (Lipman et al., 2005).
Para a producdo de anticorpos policlonais, os coelhos sdo usados com mais frequéncia devido
ao seu tamanho conveniente, facilidade de manuseio e sangramento, tempo de vida
relativamente longo e producdo adequada de antissoro precipitante com altos titulos e alta
afinidade (Stills, 1994). Nosso grupo de pesquisa realiza estudos cientificos de infecgédo

natural ou experimental relacionados a brucelose a mais de uma década (Paix&o et al., 2009;
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Xavier et al., 2009b; Carvalho Neta et al., 2010; Carvalho Junior et al., 2012; Silva et al.,
2015; Souza et al., 2018; Eckstein et al., 2020; Mol et al., 2020). O diagndstico da brucelose
baseia-se principalmente em técnicas bacterioldgicas e sorolégicas. O isolamento bacteriano
tem alta especificidade, mas longos periodos de incubacdo sdo necessarios e exigem
instalagBes de nivel 3 de biosseguranca (Poester et al., 2005). Portanto, o uso de testes
soroldgicos é recomendado para obter provas indiretas da infeccdo. No entanto, a presenca de
anticorpos nao prova diretamente um caso de brucelose e frequentemente fornecem resultados
falso-positivos devido a reacdes cruzadas com outras bactérias (Corbel, 1985; Alton et al.,
1988; Weynants et al., 1996). E ainda, no caso de brucelose canina, testes soroldgicos
disponiveis podem resultar em falso-negativos (Mol et al., 2020).

O exame imunoistoquimico de tecidos parafinizados para antigenos de Brucella spp. é
considerado sensivel e especifico além de ser o Unico teste que exibe a morfologia do tecido, e
portanto, capaz de demonstrar a distribuicdo e localizacdo de patdgenos nos tecidos. Assim,
essa técnica pode ser considerada uma 6tima alternativa para os outros métodos diagndsticos e
uma ferramenta valiosa para o patologista (Pérez et al., 1998; Ilhan e Yener, 2008; Xavier et
al., 2009). No entanto, a reacdo cruzada com outras bactérias ou entre bactérias do género
Brucella, pode ser uma limitacdo, principalmente na auséncia de outros testes diagndsticos
(Pérez et al., 1998; Ilhan e Yener, 2008).

Sao empregados anticorpos monoclonais e policlonais na rea¢do imunoistoquimica para
diagnostico ou patogénese de Brucella (Sozmen et al., 2004; Ilhan e Yener, 2008; Paixao et
al., 2009; Benna et al., 2017; Camargo-Castafieda et al., 2021), e a maioria dos estudos
envolve anticorpos policlonais desenvolvidos a partir das principais espécies de Brucella lisa
(Ilhan e Yener, 2008; Paix&o et al., 2009; Souza et al., 2018; Camargo-Castafieda et al., 2021).

A proteina periplasméatica BP26 de Brucella spp. ja foi expressa e purificada por
Zygmunt et al. (2002) e reconhecida como proteina antigénica Util no diagndstico de
brucelose ovina causada por B. melitensis ou B. ovis (Cloeckaert et al., 1996; Debbarh et al.,
1996; Qiu, 2012). Em ensaios Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), BP26 ja
demonstrou ser um antigeno promissor para confirmacdo de infec¢bes causadas por B.
melitensis e B. ovis (Cloeckaert et al., 2001; Franca et al. 2014). No entanto, seu uso como
antigeno para producdo de anticorpo primario para teste de imunoistoquimica ainda nao foi

explorado.

Assim o presente estudo avalia o uso de diferentes soros hiperimunes anti- Brucella em

imunoistoquimica na detecgdo de diferentes espécies de Brucella em amostra de animais
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naturalmente ou experimentalmente infectados por Brucella spp. Até o presente momento,
ainda ndo existe um trabalho que empregue a imunoistoquimica para diferenciar as espécies

de Brucella em amostra de tecido parafinizado.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. O Género Brucella

Brucelose é uma zoonose causada por bactérias do género Brucella, pertencentes a
familia Alpha-2-Proteobacteracea. As bactérias desse género sdo cocobacilos Gram-negativos,
intracelulares facultativos, imdveis e ndo formadoras de esporos (Gyles et al., 2011; Sola et
al., 2014). A primeira nota sobre a existéncia dessas bactérias foi no ano de 1887, onde David
Bruce isolou o micro-organismo do baco de soldados mortos na regido do Mediterraneo
(Bruce, 1887).

O género Brucella apresentou grande expansdo nos Gltimos anos com inicialmente 6
espécies classicas, ampliando continuamente para 12 diferentes espécies (Pappas, 2006;
Whatmore et al., 2009; Whatmore et al., 2014), e hoje se somam 17 espécies ou isolados em
diversos animais, principalmente mamiferos terrestres e marinhos, mas também descrito ja em
anfibios como sumarizado na Tabela 1 (Moreno, 2021). Cinco espécies infectam animais
domesticos sendo, Brucella melitensis, Brucella abortus, Brucella suis, Brucella canis e
Brucella ovis. Esta Ultima é a Gnica considerada ndo zoonética (Gysles et al., 2011; Esquivel
etal., 2017).

A incidéncia de brucelose humana esta diretamente relacionada a ocorréncia da doenca
em animais, principalmente em animais domésticos. Por esta razdo, existem esforcos
mundiais para controle e erradicacdo da brucelose em animais domésticos, que geralmente séo
baseados em identificacdo e eliminacdo de animais positivos em rebanhos ou criagcdes e na

vacinacao no caso de ruminantes (Xavier et al., 2009b; Mol et al., 2012).

A manifestagdo clinica da brucelose & bem caracterizada e semelhante entre as
especies de animais domésticas principalmente relacionadas as alteracfes reprodutivas. Nas
fémeas, observam-se falhas na reproducdo como retorno ao cio, placentite, metrite,
abortamento, e nascimento de feto fraco quando vem a termo e queda na producéo de leite.
Nos machos pode ocorrer subfertilidade, associada a orquite, vesiculite e epididimite.
Contudo alteracdes articulares também sdo descritas (Wank, 2004; Xavier et al., 2009a;
Gyuranecz et al., 2011; Silva et al., 2015).
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Tabela 1: Espécies ou estirpes de Brucella spp. com seu respectivo hospedeiro preferencial.

Hospedeiro

Espécies

Potencial Zoon6tico

Referéncia

Ovinos e caprinos
Bovinos e bubalinos
Canideos

Suinos

Ovinos e cervideos
Roedores

Baleias e golfinhos
Roedores

Raposa vermelha
Babuinos
Desconhecido
Foca

Sapo

Camaledo

Raia

Golfinho

Rato

Brucella melitensis
Brucella abortus
Brucella canis
Brucella suis
Brucella ovis
Brucella neotomae
Brucella ceti

Brucella microti
Brucella vulpis
Brucella papionis
Brucella inopinata
Brucella pinnipedialis
Brucella spp. Frogs
Brucella spp. Chameleon
Brucella spp. Fish
Brucella ST27
Brucella spp.
Rodent/Australian

Alto
Moderado
Baixo
Moderado
Ausente
Baixo

Baixo

N&o relatado
N&o relatado
N&o relatado
Baixo

Baixo

Baixo

Baixo

Baixo

Baixo

Baixo

Gardner et al., 1932
Dickson, 1927

Jones et al., 1968

Park et al., 1932
Buddle, 1956
Cameron e Meyer, 1958
Foster et al., 2007
Scholz et al., 2008
Scholz et al., 2016
Whatmore et al., 2014
Scholz et al., 2010
Foster et al., 2007
Eisenberg et al., 2012
Eisenberg et al., 2020
Eisenberg et al., 2017
Cloeckaert et al., 2011

Tilleret 1., 2010

Fonte: Moreno, 2021

Brucelose humana manifesta-se com sinais inespecificos de febre ondulante, sudorese,

perda de peso, fadiga e cefaleia (Lawinsky et al., 2010; Silva et al., 2011). Na forma crdnica

da doenca, ocorre manifestacdo sistémica com lesbes graves, acarretando esplenomegalia,

hepatomegalia, endocartite, meningoencefalite e osteoartrite (Pappas et al., 2006; Byndloss e

Tsolis, 2015). A transmissdo da Brucella para o homem depende de fatores passivos ou néo,

por exemplo, a ingestdo de lacteos contaminados, contato com material bioldgico placentario,

membranas fetais e fluidos corporais, inoculagdo acidental de vacinas, ou exposi¢do durante

trabalho em laboratérios e frigorificos (Pereira et al., 2020).
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2.2. Brucelose em animais domésticos

No Brasil, dentre as manifestacGes de brucelose animal destaca-se a brucelose bovina
causada por B. abortus, um dos principais agentes causadores de aborto em rebanhos bovinos;
brucelose ovina causada por B. ovis; considerado um dos principais agentes de epididimite
infecciosa ovina; e brucelose canina causada por B canis, responsavel por abortamento e
natimortalidade e mortalidade perinatal em cédes (Carvalho Neta et al., 2010; Carvalho Junior
et al., 2012; Souza et al., 2018). Brucelose ovina e caprina por B. melitensis € considerada
exotica no Brasil, e brucelose suina tem menor importancia principalmente devido o seu
controle na suinocultura tecnificada. Desta forma, serdo abordados os aspectos clinicos e

anatomopatoldgicos da brucelose bovina, ovina e canina.

2.2.1. Brucelose bovina

Brucelose bovina é caracterizada principalmente por alteracdes em 6rgdos do trato
reprodutivo. Vacas sexualmente madura apresentam abortamento no terco final de gestacéo,
gueda na producdo leiteira, aumento no nimero de células somaticas, e retorno ao cio, touros
por vezes apresentam reducdo na taxa de fertilidade, orquite, epididimite, vesiculite, além de
febre e anorexia. Os bezerros podem nascer fracos, e 6bito em um curto espaco de tempo ou
ndo apresentar alteracdo clinica (Carvalho Neta et al., 2010). Quadros de artrite é pouco
comum em animais infectados por B. abortus resultam em aumento articular, pelo
envolvimento da cépsula e aumento na producdo de liquido sinovial (Johnson et al., 1984).
Vale ressaltar que o aparecimento de sinais clinicos depende de fatores, que incluem status
imunolégico, a via de infeccdo (principal trato gastrointestinal) e a idade do animal (Carvalho
Neta et al., 2010).

Macroscopicamente o tecido acometido nas fémeas, apresenta Utero com aumento de
tamanho e presenca de liquido em seu interior de odor fétido, placenta com éareas de
hemorragia e necrose. Outros 6rgdos como glandula mamaria, linfonodos superficiais e
internos, e 0 bago apenas ha aumento de tamanho. A microscopia observa-se placentite necro-
hemorragica neutrofilica, com col6nias bacterianas, resto fetal e infiltrado inflamatério linfo-
histioplasmocitario e neutrofilico perivascular; endometrite linfoplasmocitaria e neutrofilica
multifocal a difusa, associada a vasculite, necrose fibrinoide, edema periglandular, com areas
de ulceracdo multifocal na superficial endometrial. Na mama tém-se mastite intersticial

multifocal com a presenca de neutréfilos, histidcitos e cocobacilos intracelulares, que podem
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chegar a atingir os linfonodos mamarios com a presenca da bactéria. O tecido linfoide
apresenta-se hiperplésico, e infiltrado inflamatério composto de neutrofilos e histiocitos
perifolicular ou se estendo do cortex para a medula respectivamente (Xavier et al., 2009b;
Carvalho Neta et al., 2010).

Os fetos abortados ou natimortos tém alterac6es significativas em pericardio, pulmdes,
pleura, figado, bago, timo, adrenal e linfonodos bronquiais e esplénicos. Na macroscopia nota-
se exsudato fibrinoso generalizado nas cavidades toracica e abdominal incluindo, hipotrofia
de timo com éareas de hemorragia petequial, aumento no tamanho dos oOrgaos linfoides e
adrenal. Na microscopia dos 6rgdos fetais tém-se pericardite e pleurite fibrinosa severa, rico
em linfécitos, neutréfilos e plasmacitos, e congestdo difusa; broncopneumonia ou por vezes
pneumonia intersticial com indmeros neutréfilos, associados a vasculite e trombose.
Linfonodos possuem hiperplasia linfoide, mas também inflamacéo neutrofilica multifocal.
Esplenite e hepatite sdo vistos, e o padrdo inflamatoério encontrado é formado principalmente
por neutrdfilos (Pérez et al., 1998; Xavier et al., 2009b; Carvalho Neta et al., 2010).

2.2.2. Brucelose ovina por Brucella ovis

Em carneiros infectados por B. ovis observa-se aumento da bolsa escrotal, geralmente
com o0 acometimento de um Unico lado, mas que pode envolver ambos, associada a
sensibilidade dolorosa a palpacdo, e infertilidade decorrente de orquite e principalmente
epididimite (Carvalho Junior et al., 2012). As fémeas, por sua vez de forma menos frequente,
apresentam quadro clinico semelhante ao que se observa em vacas, como infertilidade, queda
na producéo, incluindo também quadros de aborto, natimortos ou neonatos fracos (McCollum
et al, 2011).

A macroscopia de carneiros infectados com B. ovis, nota-se aumento de epididimo e
da glandula vesicula seminal. Assimetria epididiméaria na porcdo distal do 6rgdo, que pode
apresentar nodulos de coloracdo branco-amarelado com aspecto cremoso na superficie de
corte (Carvalho Junior et al., 2012; Petrovic et al., 2014; Silva et al., 2015). Observa-se
também fibrose na por¢éo interna da tdnica vaginal, e formag&o de aderéncia entre a cauda do
epididimo e testiculo (Petrovic et al., 2014; Silva et al., 2015). As lesdes histolégicas sdo
caracterizadas por infiltrado inflamatorio intersticial composto por neutrofilos, linfocitos e
histiocitos com intensidades diferentes no epididimo, testiculo, ampolas e glandula vesicular.

Em alguns casos, granulomas espermaticos podem ser observados no epididimo de carneiros
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(Foster et al., 1988; Carvalho Junior et al., 2012; Petrovic et al., 2014; Silva et al., 2015).
Inflamacgdo também pode ser observada no baco, figado, e linfonodos iliacos (Silva et al.,
2015).

Alteracdes macroscopicas em ovelhas sdo pouco observadas, e o quadro geralmente é
de mastite, metrite e placentite. Em ovelhas que ocasionalmente tem lesdes decorrentes de
infeccdo por B. ovis, observam-se na microscopia lesbes diversas em (tero, placenta e
glandula maméria. Infiltrado inflamatdrio de linfocitos, neutrofilos, restos celulares e fibrina
estdo presentes do limen do Utero e no interior das glandulas endometriais, que por sua vez
podem chegar até o miométrio. Na placenta focos de necrose e hemorragia, e processo
inflamatorio constituido por macréfagos e neutrdfilos; o Utero apresenta macrdéfagos e
neutrofilos, com restos celulares necrosados, e na glandula mamaria, processo inflamatorio
constituido de macréfagos, neutrofilos e linfocitos, que se situam intersticial ou no interior

das glandulas acinares (McCollum et al., 2011).

Os fetos de ovelhas apresentam padrdo macro e microscopico de pleuropneumonia, e a
inflamacdo na histopatologia é leve a moderada com presenca de linfocitos e neutréfilos
intersticial e as vezes perivascular. A placenta fetal tem padrdo de necrose e degeneracao em

grau variado com inflamag&o de neutréfilos (McCollum et al., 2011).

2.2.3. Brucelose canina

A brucelose canina apresenta manifestacdo clinica variada, e apesar de serem quadros
sistémicos, normalmente sdo brandos (Greene e Carmichael, 2012). Clinicamente, os machos
apresentam aumento escrotal, testicular e epididimaria, sem qualquer dor na palpag&o, porém
em situacdes que o animal € utilizado para cOpula, expressa sinais de dor durante a ejaculacéo,
observados na fase aguda da doenca. Quando o quadro se torna crénico, 0s animais
apresentam atrofia testicular e dermatite escrotal (Silva e Manhoso, 2010; Greene e
Carmichael, 2012; Meld et al., 2013; Rodrigues et al., 2017; Camargo-Castarfieda, et al.,
2021). Fémeas maduras sexualmente por sua vez, podem apresentar quadro de abortamento a
partir de 45 dias de gestacdo, e secre¢do vaginal. Os neonatos fracos vao ao 6bito, ou em
alguns casos o filhote vidvel tem quadro clinico de febre transitéria, convulsdo e
linfadenomegalia (Greene e Carmichael, 2012; Mel6 et al., 2013; Rodrigues et al., 2017).
Além da manifestacdo relacionada ao trato reprodutivo nesta espécie, outras causas como,

esplenomegalia, linfadenomegalia, discoespondilite, poliartrite e osteomielite que geram
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claudicacgéo e dor sdo notados em machos e fémeas adultos sem predilecdo sexual (Greene e
Carmichael, 2012).

Os achados macroscopicos da brucelose canina sdo caracterizados por
linfadenomegalia superficial e interna, tanto em machos quanto em fémeas adultas ou filhotes
(Greene e Carmichael, 2012). Os machos por sua vez no estado cronico da doenga apresentam
dermatite ulcerativa, atrofia testicular e epididimaria; na fase aguda caracteriza-se por
alteracdo de epididimite, orquite e prostatite. (Graham e Taylor, 2012; Camargo-Castafieda et
al., 2021). Nas fémeas, as lesbes macroscopicas envolvem o Utero e glandula mamaria, com
metrite e mastite, respectivamente. (Wank, 2004; Gyuranecz et al., 2011).
Microscopicamente, a intensidade de inflamacdo mais severa nos machos estd presente na
préstata, e epididimo, constituido principalmente por linfocitos, neutréfilos e macréfagos
(Gyuranecz et al., 2011; Hofer et al., 2012), e que também pode conter focos de necrose
(Camargo-Castafieda et al., 2021; Santos et al., 2021). A forma grave da doenca na cadela é
encontrada no endométrio e placenta, com quadro grave de endometrite histiocitica e
linfocitica subaguda a cronica com hiperplasia das glandulas endometriais, e placentite
linfohistiocitica (Greene e Carmichael, 2012; Camargo-Castafieda et al., 2021). Outras
alteracbes macroscopicas e microscopicas como hepatite necrosante, esplenite, nefrite,
pneumonia intersticial, linfadenite, uveite, meningoencefalite, edema e hemorragia intestinal e
do subcutaneo séo reportadas em cdes adultos (Wank, 2004; Gyuranecz et al., 2011; Greene e
Carmichael, 2012).

As alteracdes macroscopicas de natimortos oriundo do aborto sdo edema subcuténeo,
congestdo e hemorragia na cavidade abdominal, e se inclui graus de autélise fetal (Greene e
Carmichael, 2012). Os neonatos e natimortos possuem lesdes microscopicas em diversos
orgdos, incluindo do trato reprodutivo e reticulo endotelial. Brucella spp. foi detecta no rim,
sistema nervoso central, pulmao, intestino, figado, bexiga, baco, placenta fetal, olho, coracéo,
pele e corddo umbilical. O padrdo de resposta inflamatoria é basicamente formado de
macrofagos (Souza et al., 2018).

2.3. Diagnostico de Brucelose animal

O diagnostico de brucelose em animais domeésticos pode ser feito com métodos diretos
ou indiretos. O reconhecimento da manifestacdo clinica, associada de testes sorologicos,

isolamento bacteriano ou molecular para a deteccdo de DNA do agente por meio da PCR ou
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deteccdo de antigeno do agente por imunoistoquimica é o caminho para obter sucesso no
diagndstico da enfermidade em animais individualmente (Watt, 1972; Mol et al., 2012).

No Brasil, assim como em diferentes partes do mundo, para diagnosticar a brucelose
ainda se requer associacao de técnicas de diagnostico (Souza et al., 2018; Mol et al., 2020). B.
abortus, B. canis e B. ovis, sdo agentes bacterianos importantes no d&mbito nacional, e o
isolamento bacteriano a partir de amostras biologicas ainda € a principal ferramenta para o
diagnostico definitivo, embora PCR e imunoistoquimica também detectam o agente (Alves et
al., 2010; Xavier et al., 2010; Nardi Junior et al., 2017; Souza et al., 2018; Mol et al., 2020).
Ja testes soroldgicos sdo amplamente utilizados, principalmente para diagnéstico de rebanho
ou canil ou estudos epidemiolédgicos (Magalhdes Neto et al., 1996; Costa et al., 2016; Ferreira
Neto et al., 22016; Mol et al., 2020).

2.3.1. Isolamento bacteriano

O isolamento do microrganismo é considerado o método padrdo ouro no diagndstico
da brucelose. Ao isolar a cultura pura da cepa bacteriana, segundo suas caracteristicas de
crescimento em placa, e provas bioquimicas fornecem dados relevantes para determinar a
espécie (Dahouk et al., 2003; Mol et al., 2012). Por ter espécies pertencentes ao género
Brucella com potencial zoonoético, o uso de laboratorio de biosseguranca de nivel 3 é
necessario para o seu isolamento. Brucella € um microrganismo que requer meio de cultura
rico em nutrientes, e por isso um meio usual para a cultura como agar triptose de soja (TSA)
acrescido ou ndo com hemoglobina a 1%, em determinadas situacfes acerca de possivel
contaminagdo da amostra, suplementacdo do &gar com antibidticos S0 necessarios.
Antibidticos sdo usados para inibir e limitar o crescimento de bactérias oportunistas, pois
Brucella tem crescimento lento e apenas é notada na placa de cultivo com no minimo trés dias
(Dabral et al., 2019; Eckestein et al., 2020; Hensel et al., 2020). Amostras biol6gicas frescas e
coletadas de forma correta fornecem resultados positivos sem qualquer relagdo com
contaminantes, em contrapartida havendo contaminacdo da amostra, e uso prévio de

antibidtico diminui as chances de isolamento (Xavier et al., 2009b; Eikestein et al., 2020).

2.3.2. Teécnicas Sorologicas

Testes soroldgicos sdo importantes para o diagnéstico da brucelose, visto que

programas de controle e erradica¢do da doenca, utilizam e se baseiam no resultado obtido por
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essas técnicas para definir as intervengdes a serem feitas em rebanhos ou criagdes. Testes
como aglutinacdo de antigeno acidificado tamponado (AAT), 2-mercaptoetanol, fixacdo do
complemento (FC), ELISA, imunodifusdo em gel de agar (IDGA) e microaglutinagdo em
lamina e teste imunocromatografico sao utilizados no diagnostico da brucelose animal (Mol et
al., 2012; Keid et al., 2015; Mol et al., 2020).

Microaglutinacdo em placa, rosa de bengala ou AAT é o teste mais usual no
monitoramento e triagem da brucelose em rebanhos bovinos (Alton et al., 1988). O teste
laboratorial apresenta facil execucdo em um curto espaco de tempo, e necessita de poucos
equipamentos. Resumidamente, uma placa de vidro com varias subdivisfes nela € existente,
dando para fazer diversas amostras a0 mesmo tempo. Em um dessas areas € colocado 25 pL
de soro da amostra a ser testada e 25 pL do antigeno, que sdo misturados, girando a placa de
vidro em movimentos circulares, durante 4 minutos. O resultado é observado quando se
coloca a placa de vidro sobre uma camara escura contra um feixe de luz central. Havendo a
formacdo de grumos aglutinantes a amostra do soro é considerada positiva na reacdo (Alton et
al., 1988; Diaz et al., 2011).

Comumente, o teste de 2-mercaptoetanol apresentam boa sensibilidade e
especificidade, e considerada importante ferramenta confirmatéria de brucelose
principalmente em rebanhos e adotada pelo Ministério da Agricultura do Brasil (Stemshorn et
al., 1985; Gall e Nielsen, 2004; Brasil; 2006). A finalidade e eficiéncia da técnica é gerar a
precipitacdo e permanéncia intacta da imunoglobulina G (IgG) na amostra de soro, nédo
restando qualquer outra classe de imunoglobulina (Butler et al., 1990; Brasil 2006). A prova é
realizada em tubos de vidro com diluicdo seriada do soro, a fim de quantificar o 1gG
decorrente da formagdo de um halo (Brasil, 2006).

IDGA ¢ uma prova sorologica utilizada no diagnostico de Brucella rugosa como B.
ovis e B. canis (Silva et al., 2015; Mol et al., 2020). O teste é realizado usando lamina de
vidro, e colocando sobre ela uma solugéo de agarose a 1%. No gel de agarose solidificado séo
feitos sete orificios em formato de roseta, tendo um central. O antigeno é colocado no centro,
e 0S S0ros que se quer testar é posto em trés dos orificios intercalados e nos demais se coloca

soro controle positivo, e o resultado é obtido em 72 horas (Silva et al., 2015).

O FC ¢ considerado especifico para a deteccdo de animais positivos, mas a
especificidade varia quanto ao antigeno utilizado (Adone et al., 2001; Massis et al., 2005;
Bastos et al., 2018). Brasil e Canada sdo paises pertencentes ao continente americano, € usam

o FC como prova confirmatéria em programas de controle e erradicacdo da doenga em
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bovinos (Stemshorn et al., 1985; Bastos et al., 2018). O ensaio da reacdo para o diagnostico
permite a detec¢do no soro de animais suspeito, anticorpos das subclasses de imunoglobulinas
M e G, por meio da ativacdo e ligagdo com proteinas do sistema complemento (Godfroid e
Nielsen, 2010). Caracteristicas de vantagens desta técnica sdo apresentar boa sensibilidade e
especificidade, baixo custo, rapidez no diagndstico e ndo necessitar de manuseio de amostra
bioldgica por longo periodo, que reduz o risco de infec¢do acidental (Bastos et al., 2018).

Teste de ELISA indireto é outra ferramenta de diagndstico soroldgico para brucelose.
A técnica é baseada na ligacdo de anticorpos anti-Brucella produzidos pelo animal, e sua
ligacdo ao antigeno colocado na placa, formando uma reacdo colorimétrica e mensurada
absorbancia da intensidade de cor (Mol et al., 2012; Franga et al., 2014; Sanchez-Jiménez et
al., 2020). Os antigenos mais utilizados na reacdo para identificar animais positivos em
diferentes espécies sdo extrato bruto bacteriano, lipopolissacarideo (LPS), proteinas de
membra externa (OMP) como OMP19, OMP25, OMP28, OMP31 e proteina periplasmética
como BP26 (Mol et al., 2012, Franca et al., 2014, Manat e tal., 2016; Bulashev et al., 2020)

ou outras proteinas (Franca et al., 2014; Sanchez-Jiménez et al., 2020).

2.3.3. Reagdo em cadeia de polimerase (PCR)

A PCR é uma técnica molecular usada para detectar o DNA bacteriano ou caracterizar
um isolado atraveés da amplificagdo do material genético num curto espaco de tempo.
Secrecdes vaginais ou prepuciais, sangue, urina, sémen, leite ou mesmo tecido de animais
adultos ou fetos abortados podem ser utilizadas como amostras (Xavier et al, 2009b; Mol et
al., 2012; Silva et al., 2015; Ciftci et al., 2017).

A PCR convencional ¢ o mais amplamente utilizada sendo a maioria capaz de
identificar o grande género Brucella, considerando que o genoma das espécies é altamente
conservado, ou seja, apresentam similaridade de mais de 95% de igualdade (Mol et al., 2020),
embora tenha estudos que busgquem o desenvolvimento de PCR espécie-especifico para
Brucella (Xavier et al., 2010). A principal vantagem da técnica de PCR é o diagndstico
fidedigno com a deteccdo do DNA bacteriano de amostras biologicas de animais infectados
naturalmente ou experimentalmente, mas gera custo elevado quando se refere ao seu uso em
grandes rebanhos (Mol et al., 2012).
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2.3.4. Imunoistoquimica

Imunoistoquimica (IHQ) é uma técnica que pode ter um papel fundamental na rotina
de um patologista veterinario no diagndstico de doencgas infecciosas. Por meio dela € possivel
a identificacdo da presenca da bactéria na lesdo caracteristica da doenca (Mol et al., 2012).
Brucella spp. tem capacidade de causar lesGes em 6rgdos alvo, principalmente do sistema
reprodutor em animais domésticos (Xavier et al., 2009b; Carvalho Neta et al., 2010; Helsen et
al., 2020). Recentemente Souza et al. (2018) demonstrou por imunoistoquimica a presenca do
agente infeccioso em diferentes tecidos de neonatos e natimortos caninos além dos 6rgaos
com tropismo sabidamente reconhecido. Em estudos experimentais com camundongos, a
espécie € amplamente utilizada para novas descobertas sobre a patogénese da doenca; a
imunoistoquimica demonstra a bactéria associada a lesbes em baco e figado, 6rgdos
consistentemente infectados em modelo murino de brucelose (Silva et al., 2011; Silva et al.,
2014; Byndloss et al., 2019).

A técnica de imunoistoquimica se baseia na deteccdo de antigenos da bactéria no
tecido por anticorpos primarios, estes por sua vez, sdo detectados por anticorpos secundarios
ligados a um complexo enzimatico de revelacdo, onde o cromdgeno atua nesta enzima para
revelar a reagdo. Anticorpos priméarios podem ser monoclonais ou policlonais, e sensibilidade
e especificidade pode variar consideravelmente (Paix&o et al., 2009; Xavier et al., 2009b;
Souza et al., 2018; Sierra et al., 2019). A sensibilidade em detectar o agente na lesdo pode
estar comprometida em decorréncia do estado de conservacdo da amostra, o tempo
prolongado que permanece em contato com a solucdo de fixacdo, autdlise do material,
oxidacdo do tecido por contato com o ar ambiental, gerando a perda de epitopos. Estes sdo
alguns fatores que conferem desvantagens no uso da imunoistoquimica. As principais
vantagens no uso da imunoistoquimica sdo o diagnostico em curto espaco de tempo
comparada ao isolamento, custo relativamente baixo, ndo necessita de laboratério de
biosseguranca de nivel 3, o que resulta em menor risco de infec¢do acidental de laboratoristas
(Mol et al., 2012).

Producdo de anticorpos primarios € um dos cernes para desenvolvimento de uma boa
técnica de imunoistoquimica. Os anticorpos primarios podem ser policlonais ou monoclonais.
Os anticorpos monoclonais foram desenvolvidos a partir da década de 70 com intuito de
melhorar a afinidade e especificidade destas proteinas quando utilizadas com fins laboratoriais
(Kohler e Milstein, 1975). Para produzir um anticorpo monoclonal, é necessario conhecer o

antigeno de interesse. Apos imunizacgdes geralmente de camundongos, linfécitos B do bago
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secretando imunoglobulinas contra o antigeno alvo sdo coletados. Os linfécitos B sdo
colocados em cultivo com células tumorais imortalizadas para fusdo in vitro e formacéo do
hibridoma (Qiu et al., 2012). Os hibridomas séo as células capazes de produzir o anticorpo de
interesse contra o epitopo desejado. Por meio da expansdo clonal produzem grande
quantidade do anticorpo monoclonal (Douglas e Palmer, 1988; Qiu et al., 2012; Li et al.,
2017). Diferente dos anticorpos monoclonais, os anticorpos policlonais, sdo imunoglobulinas
produzidas por diferentes linfécitos B. Esse conjunto de linfécitos B produzem anticorpos
especificos capazes de reconhecimento de diferentes antigenos. Anticorpos policlonais
obtidos atravées da producao de soro em animais imunizados com multiplos antigenos contidos

no extrato total ou parcial ou proteinas especificas do agente de interesse (Tolar et al., 2008).

A desvantagem na utilizacdo de anticorpos monoclonais é que eles apresentam custo
elevado, diferentemente dos anticorpos policlonais que sdo 0s mais empregados na
imunoistoquimica, e sdo inversamente mais baratos, e sua producdo ligeiramente demorada,
todavia, apresentam menor sensibilidade na reacdo imunoistoquimica quando comparado ao

anticorpo monoclonal (Ilhan e Yener, 2008; Sierra et al., 2017).

2.3.5. Imunoistoquimica anti-Brucella spp.

O primeiro trabalho na literatura que descreve o uso de técnica de imunoistoquimica
para deteccdo de Brucella spp. foi realizado por Foster et al. (1988), detectando B. ovis em
tecido reprodutivo de carneiros. Desde entdo, inimeros outros trabalhos surgiram com a
finalidade de diagnosticar animais possivelmente infectados por diferentes espécies do género
conforme apresentado na Tabela 2. Os estudos norteiam principalmente a utilizacdo de
anticorpos policlonais, produzidos em laboratorios de pesquisa (Foster et al., 1988; Ilhan et
al., 2008; Silva et al., 2015). Em sua maioria, os anticorpos policlonais sdo capazes de
reconhecer diferentes epitopos expressos pelas diversas espécies de Brucella. Em sua maioria,
estes anticorpos sdo produzidos principalmente por grupos de pesquisa, e ndo ha selecao de
um antigeno em especifico como alvo na producédo do anticorpo (Ilhan e Yener, 2008; Xavier
et al., 2009b; Silva et al., 2015; Nurul-lzzati et al., 2018), o que difere dos anticorpos
monoclonais, que sdo produzidos a partir de um antigeno alvo (Paixdo et al., 2009). A
producdo de anticorpos normalmente utiliza coelhos como animais para serem imunizados
contra um antigeno, e assim induzir a formacdo de anticorpos. A especie e de facil

manutencdo, produz quantidade considerdvel de soro hiperimune, além de requerer pouco
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espaco fisico para a producdo de (Meador et al., 1989; Ilhan e Yener, 2008; Antoniassi et al.,
2016; Camargo-Castafeda et al., 2021).

A técnica de imunoistoquimica tem sido utilizada como ferramenta para diagnostico
de brucelose em diferentes hospedeiros com a finalidade de detectar o antigeno presente
principalmente em lesdes como demostrado na Tabela 2 e também para estudo da patogénese
de Brucella em tecido de animais de laboratorio ou hospedeiro infectados experimentalmente
como demostrado na Tabela 3. A técnica de imunoistoquimica por vezes é empregada em
associacdo com tecnicas moleculares como PCR, para que o resultado seja mais robusto
(Souza et al., 2018; Sanchez-Sarmiento et al., 2019).

Poucos trabalhos usam anticorpos produzidos a partir de antigenos especificos como a
OMP3L1 e LPS, que estdo presentes em maior quantidade nas principais espécies de Brucella
lisa (Gonzalez-Barrientos et al., 2010; Beena et al., 2017). Outros utilizam extrato bruto de
Brucella spp. ou mesmo o uso da cepa vacinal comercial como B. abortus B19 (Antoniassi et
al., 2016; Camargo-Castarieda et al., 2021).

Por se tratar de uma doenca com ampla distribuicdo mundial, gerar grandes perdas
econbmicas principalmente a produtores de ruminantes, e conter algumas espécies de
Brucella com potencial zoonético, é de suma importancia reconhecer a manifestagéo clinica e
realizar o diagnostico correto da doenca em individuos suspeitos. O emprego de técnicas de
diagndstico direto e indireto é preconizado, porém ha& o afunilamento quanto ao uso de
algumas destas técnicas, como o isolamento bacteriano, tido como teste padrdo ouro, mas
requer instalacdes especializadas para isolar algumas espécies de Brucella. Assim técnicas
que ndo necessitem de grandes instalagdes, como no caso da imunoistoquimica sdo usadas
para determinar casos suspeitos para a doenca em tecido parafinizado. Neste contexto, o
desenvolvimento de diferentes soros hiperimunes anti-Brucella produzidos em coelhos a
partir de antigenos de B. abortus, B. canis ou B. ovis inativadas por radiacdo gama, € uma
proteina sabidamente antigénica conhecida como BP26, que induzam a producdo de
anticorpos especificos contra Brucella spp., e sdo capazes de detectar o agente bacteriano

presente em lesdes caracteristicas da brucelose é considerado relevante.
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Tabela 2: A técnica de imunoistoquimica como ferramenta de diagnostico de Brucella spp. em tecidos de diferentes espécies animais

naturalmente infectados.

Animal avaliado Amostras de tecido

Antigeno usado

AC? priméario

Producdo do AC Referéncias

Bovino Diversos tecidos fetais

Bovino Pulmao, figado e rim

Bovino Pulmdes, figado, coracao, rins,
baco, cérebro, linfonodo
brénquico, timo e abomaso

Bovino SNC, pulmao e placenta

Canino Diversos tecidos de neonatos e
placenta

Canino Placenta, pulmao, figado, rim,
baco, coracdo, pulmao, intestinos,
testiculos, epididimo, ovarios,
utero e linfonodos

Canino Placenta e pulmao

Canino Testiculo e epididimo

Caprino Utero

Golfinho nariz-de-
garrafa (Tursiops
Truncatus)

B. abortus
B. abortus

B. abortus

B. abortus (B19-viva)

B. abortus(B19-viva)

IND

Brucella spp.

Extrato Bruto de
Brucella

Omp31

Cérebro e articulacdo glenoumeral IND

Policlonal
Policlonal

Policlonal Comercial
(Difco)

Policlonal

Policlonal

Policlonal

Policlonal Comercial
(AMS BD)

Policlonal Comercial
(Bioss)

Policlonal Comercial
(Sigma Aldrich)

Monoclonal

INDP

Coelho

Coelho

Coelho

Coelho

Coelho

Coelho

Coelho

Coelho

IND

Orlando et al., 2014
Pérez et al., 1998

Sozmen et al., 2004

Antoniassi et al., 2016

Souza et al., 2018

Gyuranecz et al. 2011

Hofer et al., 2012
Camargo-Castarieda et
al., 2021

Beena et al., 2017

Sierra et al., 2019



Golfinho-listrado
(Stenella
coeruleoalba)

Logomorfo (Lepus
europaeus)
Ovino

Ovino

Ovino e caprino

Cérebro, medula espinhal,

coracéo, placenta e feto

Coracéo, pulméo, figado, baco,
nédulos linfaticos, rim, intestino

grosso, ovario e Gtero

Figado, baco, rim e pulméao

Testiculo, epididimo, ampola,

vesicula seminal.

Pulméao

LPS de Brucella

B. suis biovar 2 (viva)

B. melitensis 16M
(inativada)

Extrato Bruto B. ovis

B. melitensis

Policlonal

Policlonal

Policlonal

Policlonal

Policlonal

Coelho

Camundongo

Coelho
Coelho

Cabra
(soropositiva
naturalmente
infectada)

32

Gonzéalez-Barrientos et
al., 2010

Gyuranecz et al., 2011

Ilhan e Yener, 2008

Foster et al., 1988

Nurul-lzzati et al., 2018

3AC — Anticorpo, °IDN — indeterminado,
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Tabela 3: A técnica de imunoistoquimica como ferramenta para estudo de patogénese ou resposta imunologica avaliando localizacao da bactéria

na lesdo ou distribui¢do da bactéria em diferentes tecidos de animais experimentalmente infectados.

Animal avaliado  Espécie Amostras avaliadas Antigenousado  AC primario Producdo AC Referéncias
inoculada
Ave (gallus gallus)  B. microti Corac&o, pulméo, figado, baco, rins, trato Extrato Brutode  Policlonal Coelho Wareth et al.,
— ovo embrionado gastrointestinal, tegumento, medula espinhal,  Brucella c . 2015
; - omercial
cérebro, olhos, mucosa da cavidade oral e .
- - (Bioss)
nasal, membrana coério alantoide e saco
vitelino
Bovino B. abortus Tecido materno - Linfonodo iliaco, bago, B. abortus Policlonal Coelho Xavier et al.,
flgado,,pl_acentoma, glandula maméria e (B19-viva) 2009b
endométrio
Tecido fetal — baco, figado, linfonodo
bronquial e pulmé&o
Bovino B. abortus Testiculo, epididimo B. abortus (B19)  Policlonal Bovino (soro  Santos et al.,
(B19) de um animal 1998
inoculado
subcutaneo
com B19,
deste
experimento)
Camundongo B. canis Baco, figado linfonodo mesentérico e Utero. Extrato Bruto de  Policlonal Coelho Stranahan et al.,
Brucella Comercial 2019
(Bioss)
Camundongo B. ovis Baco, figado, testiculo, vesicula seminal. B. ovis Policlonal Coelho Silvaetal., 2011
Camundongos B. melitensise  Baco, figado Proteina Monoclonal  IND Paixdo et al.,
B. canis antigénica de B. 2009



Caprino

Caprino

Ovino

Ovino

Primata (Macaca
mulata)

B. abortus

B. abortus

B. melitensis

B. ovis

B. melitensis
16M

Membrana conjutival, membrana sinovial da
articulagéo, linfonodo, figado, baco, testiculo,
prepucio, epididimo, glandula bulbouretral e

vesicula seminal.

Linfonodo supramamario e glandula mamaria

Placenta, pulmao, figado, baco e Utero

Bago, figado, intestino, placenta, pulmao,
testiculo, ampola, glandula vesicular,
abomaso, epididimo, prostata.

Diversos 6rgaos.

melitensis

IND

B. abortus 2308
(inativada calor)

Extrato Bruto de
Brucella

B. ovis

LPS de Brucella
abortus

Policlonal

Policlonal

Policlonal
comercial
(Bioss)

Policlonal

Policlonal

Coelho

Coelho

Coelho

Coelho

Coelho
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Eckstein et al.,
2020

Nasruddin et al.,
2014

Meador et al.,
1989

Hensel et al.,
2020

McCullen et al.,
2012

Mense et al.,
2004

3AC — Anticorpo, PIDN — indeterminado,
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Este estudo tem como objetivo geral avaliar a eficacia de quatro diferentes soros
hiperimunes de coelho anti-Brucella em detectar por imunoistoquimica antigenos de Brucella
spp. em tecidos parafinizados de animais infectados experimentalmente ou naturalmente com

B. abortus, B. canis e B. ovis.

3.2. Objetivos especificos

= Produzir quatro diferentes soros hiperimunes de coelho anti-Brucella imunizados com B.
abortus, B. canis e B. ovis inativada por radiagdo gama ou proteina recombinante BP26.

= Auvaliar eficacia e determinar a diluicdo de uso dos soros hiperimunes anti-Brucella nos
tecidos dos animais infectados naturalmente e experimentalmente com Brucella spp.

= Determinar ocorréncia de reagdo cruzada dos soros hiperiminues anti-Brucella na
deteccdo de antigenos de Brucella abortus, Brucella canis e Brucella ovis em tecidos de
dos animais naturalmente e experimentalmente infectados.

= Testar especificidade dos soros hiperimunes anti-Brucella em tecido de animais infectados
com Listeria monocytogenes, Salmonella enterica sorovar Typhimurium, Actinobacillus

seminis, Trueperella pyogenes e Bacillus cereus.
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4, MATERIAL E METODOS
4.1. Proteina Recombinante BP26

A BP26 é uma proteina periplasmética ja estudada e conservada entre as principais
espécies de Brucella, e sabe-se que apresenta potencial antigénico (Salih-Alj Debbarh et al.,
1996; Cloeckaert et al., 2001; Qiu, 2012; Franca et al., 2014). Por esta razdo, esta proteina foi
escolhida como antigeno para producdo de anticorpo policlonal. O plasmideo de expressao
contendo a proteina recombinante de BP26 utilizada neste estudo, foi previamente produzido
no Laboratorio de Patologia Molecular da Escola de Veterinaria por Franca et al. (2014),
segundo a metodologia descrita por Davies et al. (2005). De forma resumida, a sequéncia do
gene BMEI0536 localizado no cromossomo | de B. melitensis (nimero de acesso no GenBank
AE008917.1), que codifica a proteina BP26 foi amplificada e clonada em um plasmideo de
expressao, vetor pXT7 (Franca et al., 2014). Uma aliquota de E. coli BL21 contendo o
plasmideo de expressdo para BP26, foi adicionada em caldo LB sob agitacdo a 200 rpm
durante 4 horas a 37°C. O inicio da expressdo foi iniciado pela adicdo de IPTG na
concentracdo de 1 mM (Invitrogen, EUA). Ao final, a suspensdo bacterina foi aliquotada,
centrifugada, e o sobrenadante desprezado. O precipitado sofreu sonicacao e purificacdo por

cromatografia de afinidade para obtencao da proteina recombinante (Franca et al., 2014).

4.2. Preparacao de Brucella spp. gama irradiada

Bactérias usadas como antigenos foram inativadas por radiacdo gama. Uma suspenséo
de 10° UFC/mL de B. abortus (cepa 2308), B. ovis (ATCC 25840) e B. canis (ATCC 23365)
em PBS foram submetidos a 15 Kgray de radiagdo gama no Centro de Desenvolvimento e
Tecnologia Nuclear (CDTN, UFMG). Para confirmar a inativacdo, 100 uL. do inoculo foi
semeado em TSA com 1% de hemoglobina e incubado a 37°C, e 5% de CO2 por no minimo

sete dias. Nenhuma coldnia cresceu em nenhuma das trés suspensoes.

4.3. Imunizacéo

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica de Uso Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais-UFMG, sobre o protocolo (CEUA-UFMG: 67/2019).
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Quatro coelhas (Oryctolagus cuniculus) da raca Nova Zelandia, com idade de dois
meses, foram alojadas em gaiolas individuais apropriadas durante todo o periodo
experimental, localizadas no Departamento de Preventiva Veterinaria, da Escola de
Veterinaria da UFMG. Cada animal recebeu racdo e agua ad libitum, e foram supervisionadas
diariamente. Para a producdo do soro foram usadas trés suspens@es diferentes de bactéria
inativada por irradiacdo gama, B. abortus, B. canis e B. ovis, e uma proteina recombinante
BP26.

Cada coelha recebeu uma das bactérias gama irradiada ou a proteina recombinante
purificada com intervalo medio de 21 dias, em um total de trés doses, exceto a coelha que
recebeu a suspensdo de B. canis, que recebeu cinco doses. Cada dose tinha 5x108 UFC de
bactéria ou 200 ug de proteina em um volume de 0,5 mL, associado a 0,5 mL de adjuvante de
hidroxido de aluminio (volume total de 1 mL). A administracdo do imundgeno foi realizada
em sitio Unico, pela via subcuténea na regido do flanco. Antes de qualquer aplicagdo do
imunizante, eram coletados de 1 a 2 mL de sangue total de veia da orelha por gotejamento em
microtubo autoclavado, utilizando agulha hipodérmica (13 galjes - 1/2”). Este sangue coletado
foi para obtencdo do soro correspondente a cada fase de imunizacdo para avaliacdo de
soroconversao por Enzyme-linked ImmunoSorbent Assay Indirect (ELISAI). As aliquotas de
soros foram denominadas como TO (pré-imunizacdo), T1 (21 dias apds 1° dose), T2 (21 dias
apos 2°dose), T3 (21 dias apos 3° dose), quando necessario T4 (21 dias apds 4° dose), e T5 (21

dias apds 5° dose).

4.4. Obtengéo do soro hiperimune

Apos confirmacédo de reatividade do soro por ELISAI, as coelhas foram eutanasiadas
para obtencdo do soro hiperimune. O procedimento de eutanasia foi realizado em sala
separada dos demais animais. As doses de xilazina (15 mg/kg, via intramuscular) e cetamina
(80 mg/kg, via intramuscular) foram administradas no membro pélvico entre os musculos
semitendinoso e semimembranoso. Com o animal anestesiado, foi feito a sangria pela veia
jugular e coletado o méximo de sangue total em tubo falcon de 50 mL para obtencdo do soro
hiperimune. Ao término da coleta de sangue, foi administrada solucéo concentrada de cloreto

de potéassio para induzir parada cardiaca e 6bito do animal ainda sobre efeito anestésico.

Tubos falcon contendo o sangue total de cada animal foram deixados em repouso em

média de 18 horas em geladeira, e temperatura entre quatro e 8°C. Apo0s, 0s tubos foram
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centrifugados sob 4000 rpm, a 20°C por 10 minutos. Cada soro foi aliquotado em 1000 pL em
microtubo estéril, identificado e estocado a -20°C.

Cada soro hiperimune anti-Brucella foi testado para determinar a concentracdo
proteica, utilizando o Kit comercial Pierce™ BCA Protein Assay (Thermoscientific), em
duplicatas, seguindo as instrucfes do fabricante. A concentracdo de proteina estimada foi de
58,6 mg/mL no soro anti-B. abortus, 74,45 mg/mL de proteina no soro anti-B. ovis,

74,05 mg/mL de proteina no soro anti-B. canis e 40,7 mg/mL no soro anti-BP26.

4.5. Elisa indireto e eutanasia dos coelhos

A avaliacdo do soro conversdo das coelhas foi feita pela anélise de reatividade dos
soros hiperimunes por meio de teste de ELISAiI com antigenos brutos sonicados de B.
abortus, B. canis, B. ovis e proteina recombinante BP26 em comparacdo aos soros obtidos
antes da imunizacdo. Os soros dos quatro animais antes da primeira imunizagdo foram usados
COMo soros negativos para determinar o ponto de corte de densidade Optica e determinar se

soro dos animais era reagente ap6s a imunizacao.

Placas de ELISA de 96 pocos (Greiner-Bio-One, EUA) foram sensibilizadas com 0,25,
0,5, 1 e 2 ng antigeno bruto em 100 pL por 18 horas a 4°C. Apo6s a adsorcao do antigeno, as
placas foram lavadas duas vezes solucdo de lavagem (PBST - 0,05% Tween), e bloqueadas
com 200 pL de PBS acrescido de 3% de soro albumina bovina (BSA) durante 1 hora a 37°C.
Apbs bloqueio, toda a solucdo dos pogos foi removida, e as placas lavadas duas vezes com
PBST 0,05%. Posteriormente, as amostras de soros nas dilui¢bes 1:100 e 1:1000 (soro diluido
em PBS com 3% de BSA), foram adicionadas aos pocos e incubadas por 1 hora a 37°C. A
sequir, as placas foram lavadas trés vezes com PBST 0,05%, e 100 puL do anticorpo
secundario (IgG) conjugado com peroxidase (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) diluido 1:2000
em PBS-BSA 3% foram adicionados aos pogos. Procedeu a incubacdo a 37°C por 1 hora, e as
placas novamente lavadas por trés vezes com solucdo de lavagem, e entdo adicionadas
100 pL/poco do substrato (0,1 M é&cido citrico anidro, 0,2 M fosfato de sédio, 0,05% OPD e
0,1%. H202). Protegido contra a luminosidade a 37°C durante 20 minutos, cada pogo recebeu
solucdo reveladora, que foi interrompida usando a adigdo de 50 puL de H2SOs. A absorbéancia
resultante foi medida comprimento de onda 492 nm em leitor de ELISA (MR-962 Microplate
reader). Os ensaios foram realizados em duplicatas, utilizando soro pré-imunizados e

coletados no dia da eutanasia em estado bruto.
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4.6. Amostras de tecidos parafinizados

As amostras utilizadas no trabalho foram recuperadas do arquivo de experimentos
anteriormente ou diagnoéstico de infeccdo natural realizado por nosso grupo de pesquisa do
Laboratdrio de Patologia Molecular, localizado na Escola de Veterindria da Universidade
Federal de Minas Gerais.

As amostras de infeccdo experimental avaliadas foram tecidas de figado de
camundongos infectados com B. abortus, B. ovis e B. canis, pulmao e placenta de bovinos
infectados com B. abortus, testiculos, glandula vesicula-seminal e epididimo de carneiros
infectados com B. ovis. Placenta de cadela sabidamente infectada (sorologia e PCR positivo
para Brucella spp.) foi utilizada (gentilmente cedida por Profé. Dr2, Tayse Domingues-UVV).
Para determinar se ha reacdo inespecifica da reacdo com outros agentes bacterianos, figado de
camundongos infectados com Listeria monocytogenes, figado e baco de camundongos e
intestino de bovinos infectados com Samonella enterica sorovar Typhimurium, e testiculo e
epididimo de carneiro infectado com Actinobacillus seminis, masculo esquelético e nervo
optico de cervideo infectado naturalmente com Trueperella pyogenes e placenta bovina

infectada naturalmente com Bacillus cereus foram utilizados.

4.7. Imunoistoquimica

Para deteccdo de Brucella spp. sec¢des com 4 um de espessura das amostras de tecidos

selecionados, foram submetidos a reagcdo imunoistoquimica.

Na reacdo imunoistoquimica, foram utilizados quatro anticorpos primarios policlonais,
trés anti-Brucella spp. e um anti-BP26 recombinante (proteina de membrana externa)
produzidos em coelho. Os anticorpos foram testados nas dilui¢des de 1:100, 1:500 e 1:1000.
A reagdo de imunoistoquimica foi realizada como descrito por Xavier et al. (2009b), com
modificagdes. Para controle da reacdo, foi usado anticorpo policlonal anti-B. abortus,
produzido a partir da imunizagdo de coelho com vacina comercial B19. Os cortes de tecido
foram desparafinizados, hidratados em concentra¢fes decrescentes de alcool, e incubados em
banho de perdxido de hidrogénio 10%, por uma hora, para bloqueio da peroxidase enddgena.
Em seguida, a etapa da reacgéo, os cortes de tecidos foram lavados trés vezes seguidas em PBS
por 5 minutos. O bloqueio de reacdes inespecificas foi realizado com a incubacéo dos cortes

em leite desnatado (Molico®) na concentragdo de 3%, por uma hora. Entdo, os tecidos foram
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incubados com o anticorpo priméario, em camara Umida a 37°C, por uma hora. O anticorpo
secundario usado foi um anticorpo universal (anti-coelho/anti-camundongo) biotinilado e o
complexo estreptoavidina-peroxidase (DAKO-EnVision FLEX, K800021-2), os quais foram
incubados, respectivamente, por 30 minutos em camara Umida e temperatura ambiente. A
revelacdo da reacdo foi realizada com o cromogeno 3,3'-diaminobenzidina (DAB), por 30
segundos (DAKO-EnVision FLEX, K800021-2). Em seguida, foi realizada a contra coloragéo
com Hematoxilina de Mayer. Os tecidos foram avaliados em microscopia Optica de luz, e a

observacao quanto a marcagdo positiva e negativa nas amostras e a presenca de fundo.

4.8. Analise Estatistica

Os dados foram avaliados de forma descritiva quanto a reacdo especifica dos soros

hiperimunes (positividade) e reacdo inespecifica (reacdo de fundo) em tecidos parafinizados.

5. RESULTADOS

O ELISAI foi utilizado para determinar a soro conversdo aos antigenos utilizados para
a imunizacdo dos coelhos (Anexo 1), e de determinar reacdo cruzada dos soros hiperimunes

aos diferentes antigenos (Figura 1).

Todos os soros hiperimunes reagiram ao seu extrato bruto na diluicdo (1/100) e na
menor concentracdo avaliada (0,25 ng) do extrato. Todos 0s soros hiperimunes se tornaram
reagentes ao seu extrato bruto, a partir da segunda dose imunizante. Embora reagente, o valor
da densidade Optica (OD) do soro hiperimune de B. canis foi muito baixo em todas as
concentracdes de extrato bruto testadas, 5 a 10 vezes menor que 0s demais soros hiperimunes.
Por esta racdo, optou-se por imunizar a coelha com mais duas doses de B. canis gama

irradiada associada ao hidroxido de aluminio (Anexo 1).

A reacdo cruzada dos quatro soros hiperimunes produzidos foi avaliada quando
expostos aos mesmos quatro extratos brutos. Os soros quando expostos ao extrato bruto de B.
canis, apenas 0 soro hiperimune anti-B. abortus ndo reagiu na dilui¢do de 1/100. Todos 0s
quatro soros reagiram com extrato bruto de B. canis na diluicdo 1/1000. Quando 0s soros
hiperimunes foram colocados sobre o0 extrato bruto de B. abortus, foi observado que 0s soros
anti-B. abortus e anti-B. ovis reagiram na diluicdo 1/100 e os dois soros e 0 soro anti-BP26
reagiram na diluicdo 1/1000. O soro anti-B. canis ndo reagiu com extrato de B. abortus.
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Todos os soros hiperimunes expostos ao extrato bruto de B. ovis tiveram reacdo cruzada nas
duas diluigOes testadas, 1/100 e 1/1000. N&o foi observada reacdo cruzada nos Soros
hiperimunes anti-B. abortus, anti-B. canis e anti-B. ovis quando expostos a proteina
recombinante BP26, reagindo somente o soro anti-BP26 nas duas diluicGes testadas. A
Figura 1 mostra o grafico dos diferentes soros policlonais expostos aos diferentes extratos
brutos nas dilui¢cdes 1/100 e 1/1000.
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Figura 1: Soros hiperimunes anti-Brucella expostos aos diferentes extratos brutos nas dilui¢fes de

1/100 e 1/1000. As linhas pontilhadas determinam o limite de reatividade de cada diluicéo.

A reacdo imunoistoquimica foi utilizada avaliar a eficacia dos soros hiperimunes em
detectar a Brucella spp. nas lesGes caracteristicas da brucelose, tanto em modelo murino

quanto nas diferentes espécies de mamiferos domésticos.

Em camundongo infectado experimentalmente com B. canis ndo foi observada

marcacdo positiva na imunoistoquimica para o anticorpo primario anti-B. abortus B19 1/1000



42

considerado o controle positivo da reacdo ou em qualquer reacdo com 0s quatro Soros
hiperimunes. Em camundongo infectado com B. ovis, entre 0s quatro soros hiperimunes
apenas o anticorpo policlonal priméario anti-B. ovis apresentou marcacdo positiva na
imunoistoquimica como mostrado na Figura 2. Em camundongo infectado com B. abortus,
observamos marcagao positiva com soro hiperimune anti-B. abortus e anti-B. ovis como

demostrado na Figura 3.

Na placenta de vaca ou pulmdo de feto deste mesmo animal experimentalmente
infectado com B. abortus observamos marcagdo positiva apenas para 0s anticorpos primarios
anti-B. abortus e anti-B. ovis na diluicdo 1/1000 e auséncia de marca¢do aos anticorpos anti-B.
canis e anti-BP26 como demonstrado nas Figura 4 e 5. Ao avaliar a marcacdo na placenta
canina de uma cadela naturalmente infectada observamos marcacgdo positiva para anticorpos
primarios anti-B. abortus e anti-B. ovis, mas também no anticorpo anti-B. canis sendo a
diluicdo 1/500 a diluicdo ideal neste soro. Imunoistoquimica foi realizada em testiculo,
epididimo e glandula vesicular de dois carneiros infectados experimentalmente com B. ovis, e
apesar de apresentar lesdo caracteristica decorrente do quadro clinico da doenga, ndo foi
detectada qualquer marcacdo positiva dos anticorpos aplicados na reagéo, inclusive com
anticorpo anti-B. abortus B19. Esses mesmos animais ja haviam sido testados para o
anticorpo anti-B. abortus B19 com marcacdo positiva, como demonstrado por Silva et al.
(2015).

A Tabela 4 demonstra as diferentes diluicdes testadas e resultados de fundo ou de
positividade dos diferentes tecidos infectados por Brucella spp. aos soros hiperimunes. A
positividade tecidual foi observada a partir da menor diluicdo testada (1/100), mais associada
a um intenso fundo na maioria dos tecidos, o que dificultou a interpretacdo. Quando se
realizava aumento na diluicdo do anticorpo, o fundo da reacdo diminuia ou desaparecia

permitindo a identificacdo clara das marcac6es positivas.

A especificidade dos anticorpos anti-Brucella foi determinado em tecido de diferentes
animais infectados: figado de camundongo com Listeria monocytogenes, intestino e ceco de
camundongo com Salmonella Typhimurium, epididimo de ovino com Actinobacillus seminis,
placenta de vaca com Bacillus cereus, abscesso de cervo com Trueperella pyogenes, figado e
baco de bovino com Samonella Typhimurium, e em todos os casos ndo foram notados

marcagdo imunoistoquimica, sendo considerados negativos.
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Tabela 4: Reatividade na imunoistoquimica dos diferentes tecidos parafinizados testados sabidamente infectados por Brucella spp. para 0s

quatro anticorpos policlonais anti-Brucella.

Anticorpos policlonais

Espécie Tecido Infeccdo B19 B. abortus B. ovis B. canis Bp26
1/1000 |1/100 1/500 1/1000|1/100 1/500 1/1000|1/100 1/500 1/1000|1/100 1/500  1/1000

Camundongo Figado B. abortus Pos FD Pos Pos | Pos Pos Pos | Neg Neg Neg | Neg Neg Neg
Camundongo Figado B.ovis Pos FD FD Neg | FD Pos Pos | Neg Neg Neg | FD Neg Neg
Camundongo Figado B. canis Neg Neg Neg Neg | Neg Neg Neg | Neg Neg Neg | Neg Neg Neg

Bovino Placenta B. abortus Pos FD Pos  Pos FD Pos  Pos FD FD Neg | FD Neg Neg
Bovino (feto) Pulméo B. abortus Pos FD Pos Pos | Pos Pos Pos | Neg Neg Neg | Neg Neg Neg

Ovino Epididimo B. ovis Neg Neg Neg Neg [ Neg Neg Neg | Neg Neg Neg | Neg Neg Neg

Canino Placenta Brucella spp. Pos FD NR Pos FD NR Pos | Pos Pos Neg | Neg NR Neg

pos=positivo, neg=negativo, FD=Fundo, NR=nao realizado, cor verde= resultado na diluicdo ideal para reacdo
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Figura 2: Camundongo experimentalmente infectado com Brucella ovis. A) Figado, microgranuloma contendo neur6filos, macréfagos epitelidides e
linfocitos, HE, 40x; B e D) Reatividade dos anticorpos por imunoistoquimica visualizada com marcagfes marrons intracitoplasmaticos e extracelulares, pelo
sistema estreptoavidina-peroxidase (DAKO-EnVision FLEX), 40x; B) anticorpo policlonal anti-B19 (1/1000), marcacgdo positiva, C) anticorpo policlonal anti-
B. abortus (1/500), fundo intenso, D) anticorpo policlonal anti-B. ovis (1/500), marcagdo positiva, E) anticorpo policlonal anti-B. canis (1/500), marcacéo

negativa, F) anticorpo policlonal anti-BP26 (1/500), marcacao negativa.



45

Figura 3: Camundongo infectado experimentalmente com B. abortus. A) Figado, microgranuloma, contendo neurdéfilos, macréfagos epitelidides e linfocitos,
HE, 40x; B, C e D) Reatividade dos anticorpos por imunoistoquimica visualizada com marcagdes marrons intracitoplasmaticos e extracelulares, pelo sistema
de deteccgdo estreptoavidina-peroxidase (DAKO-EnVision FLEX), 40x; B) anticorpo policlonal anti-B19 (1/1000), marcag&o positiva, C) anticorpo policlonal
anti-B. abortus (1/1000), marcacdo positiva, D) anticorpo policlonal anti-B. ovis (1/1000), marcacgao positiva, E) anticorpo policlonal anti-B. canis (1/500),

marcagdo negativa, F) anticorpo policlonal anti-BP26 (1/500), marcacao negativa. 40x.
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Figura 4: Bovino infectado experimentalmente com Brucella abortus. A) Placenta bovina, padrdo inflamatério formado por macréfagos
epitelidides, neutrofilos, com areas de hemorragia e necrose, HE, 20x; B, C e D) Reatividade dos anticorpos por imunoistoquimica visualizada
com marcagdes marrons intracitoplasmaticos e extracelulares, pelo sistema de deteccdo estreptoavidina-peroxidase (DAKO-EnVision FLEX).
20x; B) anticorpo policlonal anti-B19 (1/1000), marcacdo positiva, C) anticorpo policlonal anti-B. abortus (1/1000), marcagédo positiva, D)
anticorpo policlonal anti-B. ovis (1/1000), marcacdo positiva, E) anticorpo policlonal-B. canis (1/1000), marcacdo negativa, F) anticorpo

policlonal anti-BP26 (1/1000), marcacéo negativa.
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Figura 5: Bovino infectado experimentalmente com Brucella abortus. A) Pulméo de feto bovino, infiltrado inflamatdrio constituido de neutréfilos, HE, 40Xx;
B, C e D) Reatividade dos anticorpos por imunoistoquimica visualizada com marcagdes marrons intracitoplasmaticos e extracelulares, pelo sistema de
deteccdo estreptoavidina-peroxidase (DAKO-EnVision FLEX), 40x; B) anticorpo policlonal anti-B19 (1/1000), marcacdo positiva, C) anticorpo policlonal
anti-B. abortus (1/1000), marcacédo positiva, D) anticorpo policlonal anti-B. ovis (1/1000), marcagdo positiva, E) anticorpo policlonal anti-B. canis (1/1000),

marcagdo negativa, F) anticorpo policlonal anti-BP26 (1/1000), marcagao negativa.
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Figura 6: Canino infectado naturalmente por Brucella spp. A) Placenta canina, vilosidade placentaria com predominio de monocamada de trofoblastos
canino, discreta congestdo, e raros histiocitos aleatérios no intersticio, HE, 20x; B, C, D e E) Reatividade dos anticorpos por imunoistoquimica visualizada
com marcacgGes marrons intracitoplasmaticos, pelo sistema de detecgdo estreptoavidina-peroxidase (DAKO-EnVision FLEX), 20x; B) anticorpo policlonal
anti-B19 (1/1000), marcagdo positiva, C) anticorpo policlonal anti-B. abortus (1/1000), marcacdo positiva, D) anticorpo policlonal anti-B. ovis (1/1000),

marcacdo positiva, E) anticorpo policlonal anti-B. canis (1/100), marcacdo positiva, F) anticorpo policlonal anti-BP26 (1/1000), marcagdo negativa.
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6. DISCUSSAO

Por se tratar de uma doenca com ampla distribuicdo mundial, gerar grandes perdas
econdmicas principalmente na salde animal, e ter agentes etiol6gicos com potencial
zoonotico, é de suma importancia reconhecer a manifestacéo clinica de brucelose e realizar o
diagnostico correto da doenca em animais suspeitos (Xavier et al., 2009b; Gyles et al., 2011).
O emprego de técnicas de diagnostico direto e indireto € preconizado, porém ha o
afunilamento quanto ao uso de algumas destas técnicas, como o isolamento bacteriano, tido
como teste padréo ouro, que requer condic¢des laboratoriais especializadas para isolar algumas
espeécies de Brucella (Paixdo et al., 2009; Stranahan et al., 2019; Eckstein et al., 2020). Assim
técnicas diretas de realizacdo mais simples e segura, como no caso da imunoistoquimica sdo
usadas para determinar casos suspeitos para a doenga em tecido parafinizado (Hofer et al.,
2012; Mol et al., 2012; Mol et al., 2020).

Apesar das diferentes espécies de Brucella compartilharem grande similaridade
gendmica, cada uma delas podem apresentar um perfil Unico e individual na expressdo de
proteinas antigénicas quando presentes no organismo do hospedeiro (Perkins et al., 2010).
Além disso, as espécies de Brucella podem ser classificadas morfologicamente como lisas ou
rugosas de acordo a presenca ou auséncia da cadeia O do LPS (Moreno, 2021). Estas
caracteristicas fazem com que testes de diagnosticos baseados no reconhecimento de antigeno
por anticorpos (sorologia ou imunoistoquimica) possam detectar diferentes espécies, mas ndo
todo o género (Mol et al., 2012).

Ja foi demonstrado que a inativacdo bacteriana por radiacdo gama, e subsequente uso
dessas para fins de imunizacdo, o organismo do hospedeiro reage contra o antigeno, e produz
anticorpos especificos e confere protecdo (Moustafa et al., 2011; Rocha et al., 2020). Alguns
trabalhos utilizam anticorpos policlonais ou monoclonais produzido a partir de extrato bruto,
cepa vacinal viva atenuada, ou algum constituinte especifico de Brucella como o LPS (Paixado
et al., 2009; Gonzalez-Barrientos et al., 2010; Antoniassi et al., 2016), mas este € o primeiro

estudo que utilizada a bactéria inativada por radiacéo.

Em nosso estudo, observamos que o anticorpo anti-B. abortus B19 tem elevada
afinidade aos tecidos infectados por Brucella, mas vale ressaltar que este tipo de anticorpo foi
produzido a partir da imunizacdo de coelhos com cepa vacinal B19 (Xavier et al., 2009b), que
leva consigo resquicios de patogenicidade (Osman et al., 2015; Pereira et al., 2021). Isso gera

risco de infeccdo acidental ao homem durante a manipulacdo (Pereira et al., 2021). O uso da
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Brucella spp. inativada por radiagdo gama como imundgeno elimina este risco de infeccéo

acidental.

Quando avaliamos a reagéo cruzada dos diferentes soros hiperimunes anti-Brucella, no
teste de ELISAI observamos que ndo ocorre reacdo cruzada dos soros hiperimunes anti-B.
abortus, anti-B. canis e anti-B. ovis ao antigeno da proteina recombinante. J& se sabe que a
BP26 é uma proteina periplasméatica encontrada nas espécies classicas de Brucella, e que
apresenta potencial antigénico (Cloekart et al., 2001; Qiu et al., 2012), e apresenta resultado
satisfatorio para deteccdo de anticorpos especificos de ovinos infectados por B. melitensis e B.
ovis (Cloeckaert et al., 2001 e Franca et al.,, 2014). O anticorpo policlonal anti-BP26
produzido em coelhos ndo marcou em qualquer tecido de animal infectado naturalmente ou
experimentalmente por Brucella, apesar de trabalhos demonstrarem em prova soroldgica que
ha producdo de anticorpos anti-BP26 em hospedeiros naturais com brucelose (Cloeckaert et
al., 2001; Franca et al., 2014). Vale mencionar que o anticorpo reconhece a porcdo do
antigeno expresso pelas bactérias, e a ndo reatividade deste soro pode ser justificado pela
proteina BP26 ndo ser abundante ou disponivel para reconhecimento por anticorpo nos
tecidos, diferente do LPS, presente na membrana externa da bactéria e facilmente reconhecido
por anticorpo. Além disso, a bactéria presente no organismo vivo pode induzir a producéo de
anticorpos especificos a determinados antigenos de forma distinta em diferentes hospedeiros
(Zhao et al., 2018; Dabral et al., 2019).

O soro hiperimune anti-B. ovis apresentou reacdo cruzada no ELISAI aos extratos
bruto de B. ovis, B. abortus e B canis, e quando foi avaliado por imunoistoquimica foi Unico
anticorpo que reagiu em todos os diferentes tecidos testados infectados por Brucella spp. Isto
indica que este anticorpo policlonal de anti-B. ovis pode ser usado como anticorpo para
deteccdo do género Brucella. De forma semelhante, o soro anti-B. abortus apresentou reacdo
cruzada no ELISAI aos extratos brutos de Brucella spp. Entre todos os anticorpos policlonais
desenvolvidos para nosso estudo, o anticorpo anti-B. abortus aparentemente foi 0 que marcou
com maior intensidade por imunoistoquimica, embora de forma inferior ao anticorpo controle
(anti-B. abortus B19). Contudo, este anticorpo detectou Brucella spp. na placenta canina, mas

ndo foi capaz de detectar B. ovis em camundongo.

O diagnostico da brucelose canina ainda é um desafio (Santos et al., 2021).
Geralmente os animais sdo assintomaticos, e quando apresenta quadro da doenca, 0s sinais

observados estdo associados as alteracdes reprodutivas, e que em determinados momentos sdo



51

sutis (Melé et al., 2013; Rodrigues et al., 2017). Este estudo conseguiu demonstrar que 0S
diferentes soros hiperimunes produzidos a partir da Brucella spp. gama irradiada sdo capazes
de detectar Brucella na placenta canina com brucelose. Essa positividade para Brucella em
tecido parafinizado de cédes, apenas foi obtida até o presente momento a partir de soros
policlonais anti-B. abortus (Hofer et al., 2012; Souza et al., 2018; Camargo-Castafieda et al.,
2021). Soro hiperimune anti-B. canis apenas apresentou reagdo com o seu proprio antigeno e
0 antigeno de B. ovis no teste de ELISAI. Essa reacdo pode ser justificada pelo fato das duas
compartilharem parede celular semelhante, ou seja, tem parede celular rugosa devido a
auséncia da cadeia O no LPS (Moreno, 2021). Apesar das duas espécies serem rugosas, 0
anticorpo policlonal anti-B. canis foi capaz de detectar antigeno de Brucella spp. apenas em
tecido placentario de cdo, ainda sim em uma diluicdo mais baixa que os demais soros
hiperimunes reagentes. Estudos demonstram que B. canis ndo induz resposta imune
satisfatoria quando comparado a B. abortus e B. ovis que pode justificar menor reatividade
deste anticorpo (Chacon-Diaz et al., 2015; Dorneles et al., 2015a; Dorneles et al., 2015b;
Eckstein et al., 2020).

A auséncia de reagédo dos diferentes anticorpos policlonais incluindo, anticorpo anti-B.
abortus B19 em tecido de camundongo experimentalmente infectado com B. canis pode ser
justificada pela necessidade de uma dose infectante elevada, capaz de induzir a doenca com
lesbes consistentes e a deteccdo da bactéria por imunoistoquimica (Stranhan et al., 2019;
Stranhan et al., 2020). A auséncia de reacdo dos diferentes anticorpos policlonais incluindo,
anticorpo anti-B. abortus B19 em tecido de ovino experimentalmente infectado com B. ovis,
previamente positivo por imunoistoquimica (Silva et al., 2015) pode ser justificada pelo
desgaste do bloco com perda da regido contendo a bactéria na leséo e também por preservacao
inadequada do bloco levando a perda de reatividade do tecido a imunoistoquimica (Sierra et
al., 2019).

Tecido de animais infectados com outros agentes infecciosos intracelulares ou néo
capazes de causar problema reprodutivo ndo expressaram qualquer marcagdo positiva na
reacdo imunoistoquimica aos diferentes anticorpos, indicando uma alta especificidade dos

soros hiperimunes anti-Brucella produzidos em coelho neste estudo.
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7. CONCLUSOES

Os soros hiperimunes anti-Brucella demonstraram potencial especifico para
diagnosticar a brucelose em amostras de tecidos parafinizadas de animais naturalmente ou
experimentalmente infectados. O soro hiperimune anti-B. ovis foi o anticorpo capaz de
detectar o maior numero de animais infectados. O soro hiperimune anti-B. canis somente
marcou a placenta canina, e aparentemente apresenta afinidade em marcar apenas tecido de
canideos, mas serdo necessarios estudos futuros com este anticorpo para identificar outros

tecidos de cées naturalmente ou experimentalmente infectados.
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Reatividade no Teste de ELISAI dos soros hiperimunes na dilui¢cdo 1:100 expostos ao extrato

bruto do antigeno especifico em quatro concentragdes diferentes.

hi So_ro Antigeno Mg Tempo d? Media OD Resultado
Iperimune Imunizagao

BP26r BP26r 2,00 T3 0,365950 Positivo

1,00 T3 0,392150 Positivo

0,50 T3 0,442500 Positivo

0,25 T3 0,414300 Positivo

2,00 TO 0,019550 Negativo

1,00 TO 0,034150 Negativo

0,50 TO 0,067500 Negativo

0,25 TO 0,025500 Negativo

B. canis B. canis 2,00 T3 0,042034 Positivo

1,00 T3 0,048634 Positivo

0,50 T3 0,082084 Positivo

0,25 T3 0,091284 Positivo

2,00 TO 0,018184 Negativo

1,00 TO 0,012284 Negativo

0,50 TO 0,025034 Negativo

0,25 TO 0,025484 Negativo

B. abortus B. abortus 2,00 T3 0,211634 Positivo

1,00 T3 0,176434 Positivo

0,50 T3 0,181284 Positivo

0,25 T3 0,127934 Positivo

2,00 TO 0,012084 Negativo

1,00 TO 0,015684 Negativo

0,50 TO 0,015884 Negativo

0,25 TO 0,005034 Negativo

B. ovis B. ovis 2,00 T2 0,363434 Positivo

1,00 T2 0,411684 Positivo

0,50 T2 0,301084 Positivo

0,25 T2 0,288484 Positivo

2,00 TO 0,019034 Negativo

1,00 TO 0,005384 Negativo

0,50 TO 0,018684 Negativo

0,25 TO 0,009934 Negativo
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