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Seja 0 que vocé quer ser,
porque vVocé possui apenas uma vida
e nela s6 se tem uma chance
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A felicidade aparece para aqueles que choram.
Para aqueles que se machucam.

Para aqueles que buscam e tentam sempre.

E para aqueles que reconhecem a importancia

das pessoas gque passam por suas vidas.

(Clarisse Lispector)
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RESUMO

A Brucelose é uma doenga infecto-contagiosa provocada por bactérias do género
Brucella, que infectam animais e 0 homem, apresentando um grande impacto econdmico e de
salde publica, sobretudo em paises em desenvolvimento. Afeta as fémeas prenhes causando
aborto em torno do sétimo més de gestacdo e reducio na producdo de leite. E estimado que a
brucelose cause perdas de 20 a 25% na producéo leiteira, devido aos abortos e aos problemas
de fertilidade. Por ser uma zoonose de distribuicdo mundial e que causa sérios danos
econémicos a producdo pecuaria, a brucelose nos bovinos recebeu atencdo maior, por parte
dos orgaos publicos, nas Gltimas 2 décadas, culminando com a criagdo do Programa Nacional
de Controle e Erradicagdo da Brucelose e da Tuberculose — PNCEBT. A prevengéo contra
infeccbes causadas por Brucella abortus em bovinos é feita principalmente por meio de
administracdo da amostra vacinal B19. Esta amostra sofreu uma mutacao espontanea no gene
ery, com delecdo de 702 pares de base (pb), ocorrendo a inibicdo do crescimento desta na
presenca de eritritol. Porém, na India foram observadas amostras vacinais B19 que ndo
apresentam essa delecdo, mostrando a importancia da genotipagem do gene ery nas vacinas
comercializadas no Brasil. No ano de 2007 a amostra vacinal RB51 passou a ser utilizada
como alternativa para a amostra vacinal B19, como uma vacina para prevencado da brucelose e
abortos em bovinos, pois os animais vacinados com RB51 mostraram maior resisténcia a
infeccdo e uma diminuicdo da incidéncia de aborto quando foram experimentalmente
infectados com a amostra virulenta S2308 de B. abortus. Entretanto, no ano de 2009 foram
descritos casos de aborto em vacas de uma fazenda no Ird apds a vacinagdo com a amostra
vacinal RB51. Portanto, toda a ocorréncia de abortos em animais vacinados merece um estudo
aprofundado sobre essa causa. No Brasil, ndo ha registro sobre a origem das amostras B19 e
RB51 utilizadas na confeccdo das vacinas comerciais, logo um estudo no sentido da
verificacdo de possiveis mutacfes em relacdo as amostras padrdo USDA B19 e USDA RB51

se faz necessario, devido estas poderem reverter a sua viruléncia.

Palavras-chave: Brucelose, Brucella abortus, vacina, B 19, RB51



ABSTRACT

Brucellosis is an infectious and contagious disease caused by bacteria of the genus Brucella,
infecting animals and humans, presenting a major economic and public health impact,
especially in developing countries. It affects the pregnant females causing abortion around the
seventh month of gestation and reduction in the milk production. It is estimated that
brucellosis causes losses of 20 to 25% in milk production due to miscarriages and fertility
problems. It is a zoonosis of worldwide distribution and causing serious economic damage to
livestock production, the brucellosis in cattle received greater attention on the part of public
agencies, in the last 2 decades, culminating with the creation of the National Program for
Control and Eradication of Brucellosis in of Tuberculosis — PNCEBT. The prevention of
infections caused by Brucella abortus in cattle is mainly done through administration of the
vaccine sample B19. This sample has a spontaneous mutation in the gene ery, with a deletion
of 702 base pairs (bp), the inhibition of the growth occurring in the presence of erythritol.
However, samples were observed in India B19 vaccine do not show this deletion, showing the
importance of genotyping of the gene ery in vaccines marketed in Brazil. In 2007 the sample
RB51 vaccine began to be used as an alternative for the sample B19 vaccine as a vaccine to
prevent brucellosis in cattle and abortion, because the animals vaccinated with RB51 showed
greater resistance to infection and a decreased incidence of abortion when they were
experimentally infected with virulent S2308 sample B. abortus. However, in the year 2009
have been reported cases of abortion in cows from a farm in Iran after vaccination with the
vaccine RB51 sample. Therefore, all abortions in vaccinated animals deserve a thorough
study on this question. In Brazil, there is no record of the origin of the samples B19 and RB51
vaccines used in the manufacture of commercial, then a study towards the verification of
possible mutations compared to standard samples USDA B19 and USDA RB51 is necessary,

because they can reverse its virulence.

Key Words: Brucellosis, Brucella abortus, vaccine, B 19, RB51



INTRODUCAO

As bactérias do género Brucella sdo os agentes etioldgicos da brucelose, uma das
principais doengas zoonoticas que pode infectar tanto animais silvestres e animais domésticos
de valores elevados quanto seres humanos. O género contém diversas espécies que sao
definidas principalmente com base na especificidade do animal hospedeiro (NICOLETTI,
1989; BOSCHIROLI et al., 2001). A brucelose bovina, causada por B. abortus, € uma das
doencas infecciosas que causa grandes perdas econdmicas a cadeia de bovinocultura de corte
e leite, devido aos prejuizos causados em consequéncia dos distarbios reprodutivos
ocasionados nos animais (POESTER et al., 2002; MONREAL et al., 2003).

As vacinas recomendadas pela Organizacdo Mundial de Epizotias (OIE) nos programas
de controle da brucelose sdo as vacinas atenuadas B19 e RB51. Ambas sdo boas indutoras de
imunidade celular (BRASIL, 2005).

No Brasil, o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e da
Tuberculose (PNCEBT) adotou no ano de 2001 a vacina B19 contra a brucelose para a
imunizagdo em massa de vacas entre trés e oito meses de idade. No ano de 2007 foi aprovado
a Instrucdo Normativa (IN) DAS-MAPA n°13 (28/08/2007) que regulamentou o uso da
vacina RB51 restringindo sua administracdo para fémeas que nao foram vacinadas com a
amostra B19 e para fémeas adultas ndo reagentes aos testes soroldgicos em estabelecimentos
de criacdo com foco de brucelose (BRASIL, 2007), sendo que os procedimentos de referéncia
recomendado pela OIE incluem testes in vitro como: pureza (auséncia de microorganismos
estranhos); viabilidade (nimero de bactérias vidveis por dose); suavidade (analise de diluente)
e testes in vivo, como a determinacdo da viruléncia residual e imunogenicidade em
camundongos (OIE, 2009).

A B19 é uma amostra lisa, que expressa a cadeia O em seu lipopolissacarideo (LPS),
estimulando a formacdo de anticorpos que induzem uma resposta soroldgica positiva em
testes de vigilancia. Desta forma, ndo é possivel diferenciar a resposta de anticorpos causada
pela vacina de infeccbes com isolados de campo de B. abortus (CHEVILLE et al., 1993;
OLSEN, 2010).

As espécies pertencentes ao género Brucella utilizam preferencialmente a via
metabolica do eritritol, promovendo o crescimento das amostras em meios ricos em eritritol
(SANGARI et al., 2000). A identificacdo da amostra vacinal B19 esta baseada no gene ligado

ao catabolismo do eritritol (ery), a qual apresenta uma delecéo parcial neste gene. O gene ery
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tem sido descrito na literatura como um importante marcador na diferenciagédo de B19 das
amostras selvagens (EWALT; BRICKER, 2000).

A amostra vacinal B19 sofreu uma mutacdo espontanea no gene ery, com delecdo de
702 pares de base (pb), ocorrendo a inibicdo desta amostra na presenca do eritritol
(SANGARI et al., 2000; MIYASHIRO et al., 2007). Poréem, foram observadas amostras
vacinais B19 que ndo apresentam essa delecdo (MUKHERJEE et al., 2005), mostrando a
importancia da genotipagem do gene ery nas vacinas comercializadas no Brasil.

Estudos indicam que organismos de membrana rugosa podem ser usados para induzir
resposta imune sem o problema de interferéncia no diagnostico sorologico.
Consequentemente, varios projetos estdo sendo realizados para desenvolver amostras rugosas
de B. abortus que ndo possuam o antigeno-O do LPS, componente da parede bacteriana,
responsavel pela inducdo de anticorpos que interferem no diagnostico sorolégico da
brucelose. O melhor resultado até 0 momento foi o desenvolvimento da amostra rugosa de B.
abortus RB51 e que ndo reverte para morfologia lisa mesmo ap0s sucessivas passagens in
vivo e in vitro. Esta € uma amostra knockout derivada da amostra lisa e virulenta S2308 de B.
abortus, obtida por passagens em meios de cultura contendo doses sub-inibitérias de
rifampicina (SCHURIG et al., 1991; POESTER et al., 2002; SAMARTINO, 2002).

A amostra rugosa RB51 de B. abortus é utilizada como antigeno vacinal em varios
paises como: EUA, Chile, Uruguai, e em menor escala, no Brasil (BRASIL, 2007; WHO,
1997; POESTER et al., 2006).

A amostra vacinal RB51 esta sendo utilizada como alternativa para a amostra vacinal
B19, como uma vacina para prevencdo da brucelose e abortos em bovinos, pois 0s animais
vacinados com RB51 mostraram maior resisténcia a infeccdo e uma diminuicao da incidéncia
de aborto quando foram experimentalmente infectados com a amostra virulenta S2308 de B.
abortus (SCHURIG, 1991; CHEVILLE et al., 1996). Entretanto, Yazdi e colaboradores
(2009) descreveram casos de aborto em vacas de uma fazenda no Ird ap6s a vacinacdo com a
amostra vacinal RB51.

A vacina RB51 quando utilizada em dose Unica, produz um efeito protetor em bovinos
similar a amostra B19, com a vantagem de ser menos patogénica para 0s seres humanos e
poder ser diferenciada de isolados de campo. Porém, esta amostra tem a desvantagem de ser
resistente a rifampicina, um dos antibio6ticos usados no tratamento contra a brucelose humana
(WHO, 1997).

O elemento de insercdo, denominado 1S711, é um fragmento de 842 pb delimitado por
repeticdes imperfeitas de 20 pb que interrompe a sintese da cadeia O, quando inserido no gene
wboA, o qual esta envolvido na sintese da cadeia-O de Brucella spp. (VEMULAPALLI et al.,
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1999). Este elemento estd presente em cinco ou mais copias no genoma de Brucella spp.,
sendo estavel em numero e posicdo no cromossomo (HALLING; ZEHR, 1990; BRICKER,;
HALLING, 1994; BRICKER; HALLING, 1995). Entretanto, diferencas no ndmero de
elementos foram relatadas, como o biovar 1 de B. abortus que possui sete coOpias
(OUAHRANI etal., 1993).

Como a vacina RB51 é destituida da cadeia O, esta amostra usualmente ndo induz a
producdo de anticorpos anti-cadeia O, que sdo detectados em testes sorologicos convencionais
usados no diagnostico de brucelose, porém, alguns estudos verificaram a presenca desta
cadeia em baixos niveis, indicando desta forma que pode estar havendo uma reversdo da
mutacdo espontanea (SCHURIG et al., 1991; SHURIG et al., 2002). Além disso, a avaliacdo
da estabilidade genética € um dos elementos essenciais para garantir a qualidade bioldgica das
vacinas (GARCIA-YOULDI et al., 2007). Desta forma, objetivou-se com este estudo analisar
as amostras vacinais B19 e RB51 comercializadas no Brasil, para verificar possiveis mutaces

genéticas em relacdo a amostra referéncia.

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Histérico

A brucelose é uma antropozoonose conhecida desde o tempo de Hipocrates. Ao longo
do litoral Mediterraneo em 450 a.C. ja havia relatos de doenca com caracteristicas
semelhantes a brucelose. Em 1887, o médico militar David Bruce isolou e descreveu a
presenca do agente no baco de quatro soldados ingleses, da Ilha de Malta, que teriam morrido
de brucelose, o qual denominou Micrococcus melitensis. Os soldados apresentavam doenca
crbnica debilitante com complicacBes reumaticas devido a ingestdo de leite cru de cabras. Em
homenagem a Bruce, a espécie foi renomeada de Brucella melitensis (BRUCE, 1887; RUST,
2010; MANTUR et al., 2007; NICOLETTI, 2002).

No ano de 1897, na Dinamarca, Bernhard Bang e Stribolt demonstraram que o aborto
epizodtico das vacas era provocado por um bacilo, nominando-o como a doenca de Bang
(CARVALHO et al., 1995; MURRAY et al., 2005; MANTUR et al., 2007). A designagéo de
Febre Ondulante vigorou desde 1897, proposta por Louis Hughes até o aparecimento
definitivo do termo brucelose. Hughes estabeleceu o nome da espéecie — melitensis — quando

isolou Micrococcus melitensis de tecido cerebral (RUST, 2010).
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O primeiro estudo sobre brucelose bovina no Brasil foi realizado pelo professor
Manoel Gongalves Carneiro, em 1913, que por meio de testes sorolégicos relatou um foco de
brucelose na cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul (GUERREIRO et al., 1984). Em
1931, Silvio Torres verificou a existéncia de oito animais soropositivos para brucelose e 19
suspeitos em um lote de 51 bovinos importados. Como consequéncia, em 1933 Cézar Pinto
propbs a implementacdo de um protocolo de testes em animais importados como forma de
impedir a disseminacgdo da doenca no pais (BOLETIM, 1988).

Thiago de Mello, em 1950, relatou a disseminagdo da brucelose bovina por todo o pais
apontando para uma prevaléncia de 10% a 20%, onde os indices mais altos estavam nas
regides leiteiras do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais, sendo que
apenas em 1975, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) realizou o
primeiro inquérito soroldgico nacional (GARCIA-CARRILLO, 1987 apud PAULIN;
FERREIRA NETO, 2002 APUD PAULIN; FERREIRA NETO, 2002; POESTER et al.,
2002).

1.2. Classificacéo taxondmica e caracteristicas do género

Reino Monera
Filo Proteobacteria
Classe Alphaproteobacteria
Ordem Rhizobiales
Familia Brucellaceae

Género Brucella

As bactérias do género Brucella sdo cocobacilos Gram-negativos, aerobicos e imdveis,
qgue ndo esporulam e ndo encapsulam (CORBEL; BRINLEY-MORGAN, 1984). Como
caracteristicas deste género destaca-se a presenca de dois cromossomos circulares de 2,1 Mb e
1,5 Mb e a auséncia de plasmideos (MICHAUX et al., 1993) devido ao fato de ambos
replicons conterem genes essenciais & sobrevivéncia destas bactérias (VIZCAINO et al.,
2000). Apresentam também a auséncia de fatores classicos de viruléncia da bactéria, tais
como exotoxinas, enzimas citolitica, fimbrias, flagelos ou capsulas (CARDOSO, 2006).

Analises realizadas com o gene 16S rRNA, por hibridizacdo DNA-DNA e provas
bioquimicas sugerem que as espécies de Brucella constituem um género monofilético, alem

disso, o alto grau de similaridade entre elas suporta a proposta de que as espécies classicas de
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Brucella sejam amostras de B. melitensis. Verger e colaboradores (1985) propuseram uma
unica espécie: Brucella melitensis, subdividindo-a em biovares, B. melitensis biovar Abortus,
B. melitensis biovar Suis, B. melitensis biovar Canis, B. melitensis biovar Neotomae e B.

melitensis biovar Ovis.

Entretanto, esta visdo é conflitante com a hipotese cléssica evolutiva que denomina as
espeécies de acordo com os hospedeiros preferenciais. A comum associagdo entre patdégenos-
hospedeiros possibilita a divisdo do género Brucella em dez espécies da seguinte forma: B.
melitensis em caprinos (podendo infectar bovinos, ovinos, canideos e humanos); B. abortus
em bovinos (bubalinos, cervideos, canideos e humanos); B. ovis em ovinos, B. suis em suinos,
B. neotomae em ratos do deserto, B. canis em canideos (humanos) (CORBEL; BRINLEY-
MORGAN, 1984); B. ceti (golfinhos e baleias); B. pinnipedialis (focas e ledes marinhos)
(FOSTER et al., 2007); B. microti (roedor Microtus arvalis) (SCHOLZ et al., 2008) e B.
inopinata em humanos (SCHOLZ et al., 2010).

1.3. Prevaléncia

A brucelose bovina apresenta distribuicdo mundial, com exce¢do do Japdo, Canada,
Australia e de varios paises europeus onde foi erradicada ap6s ado¢do de medidas iniciadas ha
mais de vinte anos (MONTEIRO, 2004).

Atualmente, o Brasil detém o maior rebanho bovino do mundo, com aproximadamente
176 milhdes de cabecas, sendo que a maior parte estd concentrada na regido Centro-Oeste,
gue possui 0 maior rebanho nacional com cerca de 52 milhdes de cabecas (ANUALPEC,
2010). As distintas condicGes geograficas, econdémicas e sociais encontradas no pais indicam
a existéncia de niveis também variados de sistemas de criagdes. Estas caracteristicas exercem
uma importante influéncia na forma de controle da brucelose bovina e gera grandes diferencas
na prevaléncia da patologia entre os Estados e as regides (BRASIL, 1977; BRASIL, 2000).
Dados oficiais sobre notificacdo da brucelose bovina no Brasil, coletados no periodo entre
1988 e 1998, indicam que a prevaléncia média de animais soropositivos oscilou entre 4% e
5%, sendo diagnosticada em todos os Estados da Federacdo. Contudo, existem diferencas na
prevaléncia da infec¢do por B. abortus entre os Estados. Em estudo sorolégico realizado pelo
MAPA em 1975, foi observada uma prevaléncia de 4% na regido Sul, 7,5% na regido Sudeste,
6,8% na regido Centro-Oeste, 2% na regido Nordeste e 4,1% na regido Norte (ANSELMO;
PAVEZ, 1977, POESTER et al., 2002).
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A presenca da brucelose no rebanho brasileiro, tanto de corte como de leite, ainda é
muito alta, causando grandes prejuizos aos sistemas de producdo. No ano de 2009, foram
feitos estudos de prevaléncia em varios Estados brasileiros, sendo que Mato Grosso do Sul
apresentou o maior indice de fazendas que apresentaram pelo menos um animal reagente a
prova soroldgica, chegando a ser da ordem de 41,5% (CHATE et al., 2009).

A prevaléncia desta doenca no rebanho nacional gera barreiras internacionais ao
comércio de produtos de origem animal, além de custos diretos e indiretos, por tratar-se de

uma doenca de extrema importancia na area veterinaria e para a saude publica.

1.4. Perdas econdmicas

Do ponto de vista econdémico, a brucelose bovina parece ser zoonose a que assume
maior importancia. As perdas econémicas sdo causadas por abortos, reducdo de 15% na
producdo de bezerros, aumento no intervalo entre partos de 11,5 para 20 meses, diminui¢éo de
25% na produgdo de carne e leite, e por complicagdes reprodutivas, com periodos de
esterilidade temporaria ou infertilidade, além da desvalorizacdo comercial das propriedades e
seus animais considerados infectados (MONTEIRO, 2004; BRASIL, 2006).

No Brasil, ndo existem estudos recentes sobre 0s prejuizos econdmicos ocasionados
pela brucelose bovina. Em 1971 o MAPA estimou um prejuizo de US$ 32 milhGes/ano em
decorréncia apenas do abortamento e queda da producéo leiteira (POESTER et al., 2002). Na
Argentina 0s prejuizos causados pela brucelose chegam a US$ 60 milhdes/ano
(SAMARTINO, 2002).

1.5. Transmissao e patogenia

De forma geral, os sinais clinicos, em que se destacam o0s abortamentos, sdo
consequéncia de varios fatores, como dose de desafio, as caracteristicas da amostra, a
susceptibilidade do hospedeiro, o periodo da gestacdo em que a fémea foi infectada e as
praticas de manejo da propriedade (PAULIN; FERREIRA-NETO, 2003).

Para os animais, as fontes de transmissdo sdo apresentadas principalmente por
pastagens, alimentos e dguas contaminados, além de fomites ou sémen contaminados, sendo
também muito importante a via aerogena (ACHA; SZYFRES, 1986).
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A infeccdo por B. abortus ocorre quando a bactéria penetra na mucosa nasal, oral ou
conjuntival. Apds a penetracdo no organismo, ha um curto periodo de bacteremia, e as
bactérias, caso sobrevivam no interior dos linfonodos regionais, disseminam-se por todo
organismo, indo para 6rgéos ou tecidos ricos em células do sistema mononuclear fagocitario,
como figado, bago, medula 6ssea e articulagdes (MONTEIRO, 2004; THOEN et al., 1993).

As espécies de Brucella ttm a capacidade de infectar e multiplicar-se em ceélulas
fagociticas (JONES; WINTER, 1992) e ndo fagociticas (DETILLEUX, 1990). No interior de
macrdfagos, tém a capacidade de inibir a fusdo do fagossomo com o lisossomo e evitar a sua
destruicdo pelos reativos intermediarios de nitrogénio e oxigénio (PIZARRO-CERDA et al,
1998). Desta forma, a capacidade de sobreviver dentro de macrofagos facilita a disseminacéo
e a permanéncia de B. abortus no organismo (GORVEL; MORENO, 2002).

Os 6rgdos de predilecdo sdo aqueles em que h& maior disponibilidade de elementos
necessarios para seu metabolismo, como eritritol, que esta presente no Utero gravidico, tecidos
mamarios e osteoarticulares e oOrgdos do sistema reprodutor masculino (CARTER,;
CHENGAPPA, 1991).

O curso da doenca depende do estagio fisioldgico do animal. Animais jovens antes da
puberdade parecem ser mais resistentes a infeccdo e, caso o animal ndo esteja gestante, B.
abortus geralmente infecta linfonodos e glandula mamaria (NICOLETTI, 1980,
CRAWFORD et al., 1990). A partir do quarto més de gestacdo, a concentracdo de eritritol no
utero eleva-se atingindo niveis maximos préoximo ao parto e estimula a multiplicacdo da
bactéria de forma crescente, provocando o aborto (SAMARTINO; ENRIGHT, 1993; BISHOP
etal., 1994).

Na primeira gestacdo apos a infeccdo o animal aborta, sendo o aborto menos frequente
na segunda gestacdo apds infeccdo e muito raro a partir da terceira gestacdo (THOEN et al.
1993, CORBEL et al., 2006). Isso se deve ao desenvolvimento de uma resposta imune,
principalmente celular que diminui a area e a intensidade das lesdes. Dessa forma, a
manifestacdo clinica passa a ser o nascimento de bezerros fracos (NICOLETTI 1990, THOEN
etal., 1993).

1.6. Resposta imune

O sistema imune é um complexo de 0rgéos, celulas e substancias bioquimicas que séo

responsaveis pela defesa do corpo animal contra o ataque de invasores externos, seja



10

impedindo a entrada deles ou, evitando sua multiplicacdo e se encarregando de destrui-los
(PERRIER, 2008).

A resposta imune do hospedeiro contra a infeccdo por B. abortus envolve tanto a
resposta inata como a adquirida. A imunidade adaptativa é mediada por linfocitos B e T que
reconhecem 0s patdgenos por meio de receptores de alta afinidade. No entanto, o
estabelecimento da imunidade adaptativa é lento porque depende da ativacdo de genes, da
sintese de proteinas e da proliferacdo celular. J& a imunidade inata proporciona mecanismos
de defesa mais répidos, pois reconhecem patdgenos invasores por meio de receptores
especificos, denominados receptores do tipo “TOLL” localizados na superficie das células
apresentadoras de antigeno (APCs). A ligacdo dos receptores a este patdgeno induz a
producdo de reativos intermediarios de oxigénio e nitrogénio, citocinas pro-inflamatérias com
regulacdo de moléculas co-estimuladoras que desencadeiam a imunidade adaptativa
(WERLING; JUNGI, 2003).

No que se refere a resposta imune especifica, esta envolve tanto a ativacao das células
T CD4+ e CD8+, como a resposta humoral (ARAYA et al., 1989; GOLDING et al., 2001).
Para entender este tipo de resposta imune envolvido na infecgdo por Brucella spp., a maioria
dos estudos utilizam, modelos murinos (camundongos das linhagens BALB/c e CD-1). O
critério usado para medir a protecdo nos camundongos imunizados é a reducdo do nimero de
unidades formadoras de colénia (UFC) de Brucella, recuperadas do baco ou figado, apds o
desafio com amostra virulenta (WHO, 1997).

A imunidade adquirida contra a infec¢do de B. abortus em camundongos é mediada
principalmente por linfocitos T e suas citocinas. Os anticorpos, por sua vez, tém o papel de
opsonizar o agente infeccioso durante as primeiras horas de infeccdo (CHEERS; HO, 1983),
facilitando a fagocitose pelos macro6fagos (WINTER et al., 1989). Porém, os anticorpos ndo
reduzem a taxa de crescimento intracelular de B. abortus in vivo e ndo conferem resisténcia a
camundongos susceptiveis (CHEERS; HO, 1983).

Apesar dos macrofagos serem uma barreira de defesa contra Brucella por serem
considerados as células mais importantes do sistema imune, encontrados na interface entre a
imunidade inata e adaptativa e, destruindo bactérias fagocitadas (ROSENBERGER; FINLAY,
2003), Brucella possui a habilidade de sobreviver e replicar dentro do macréfago e outras
células do hospedeiro tornando-se inacessivel a mecanismos extracelulares de controle do
hospedeiro, como os anticorpos e complemento (CHEERS; HO, 1983).

Apesar dos anticorpos terem a sua funcdo na imunidade adquirida contra Brucella, a
protecdo efetiva contra a infeccdo € dependente da imunidade mediada por células T
(MACKANESS, 1964).
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Evidéncias indicam que anticorpos contra Brucella possuem um papel tanto protetor
quanto nocivo. Anticorpos IgM, que aparecem inicialmente apos infeccédo, e baixos niveis de
IgG irdo causar a lise de Brucella mediada pelo complemento. Entretanto, niveis elevados de
anticorpos 1gG parecem agir como anticorpos blogueadores que modulam negativamente a
capacidade do complexo de ataque da membrana do complemento apesar de niveis elevados
de anticorpos especificos e da falta de correlacdo entre protecdo e titulos elevados de
anticorpos. Anticorpos bloqueadores promovem a opsonizacdo e captacdo por fagécitos onde
Brucella desenvolveu mecanismos de sobrevivéncia e proliferagdo (WALKER, 2003).

A cronicidade da infeccdo por Brucella depende da capacidade do organismo, pela
falta de opsonizacdo, sobreviver e se replicar dentro macrofagos, impedir a fusdo
fagolisossomo pela remodelagem do compartimento intracelular, e posteriormente se replicar
intracelularmente. O componente crucial da imunidade que resulta na sobrevivéncia do
hospedeiro e, portanto, a manutencdo do estado crénico infeccioso é o interferon-y (IFN-y). A
producdo de IFN-y resulta da possibilidade dos componentes de Brucella interagirem com o0s
receptores Toll-like para a producéo de IL-12 e TNF-o, embora a regulagdo da produgdo de
IL-10 também seja produzida e diminua o controle de a infeccdo. Apesar das células T CD4+
e T CD8+ estarem claramente envolvidas na produgéo de IFN-y, as células T CD8+ podem
ser citotoxicas. Além disso, os anticorpos tém demonstrado ter um papel limitado nos estudos
de transferéncia passiva (BALDWIN; GOENKA, 2006).

1.7. Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose
(PNCEBT)

No Brasil, desde a década de setenta, o controle da brucelose era realizado de forma
muito limitada e sem estratégia populacional, ou seja, com enfoque em rebanhos e nos
individuos e ndo na populacdo bovina. Desde 0 ano 2000, 0 MAPA reconheceu a necessidade
de definir uma estratégia de controle da brucelose e da tuberculose e foi constituido um grupo
de trabalho que elaborou o PNCEBT. Os objetivos principais deste programa sdo 0 aumento
da eficacia das medidas de combate a brucelose e a tuberculose, promover a qualidade dos
produtos de origem animal oferecidos ao consumidor, diminuir os impactos negativos das
duas zoonoses na salde publica, modernizar as cadeias produtivas de leite e de carne para o
aumento da produtividade, promover a competitividade da pecuaria nacional e, em
consequéncia, ofertar ao mercado internacional produtos de melhor qualidade, gerando
divisas para os produtores e para o pais (BRASIL, 2000).
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Dois focos principais fundamentam o programa com relacdo a brucelose bovina: o

diagnostico indireto, baseado até 0 momento em técnicas sorologicas, e a vacinagao.

1.7.1. Diagnostico

A brucelose pode ser diagnosticada por diferentes métodos: isoladamente ou em
conjunto (OLASCOAGA, 1976; POESTER et al., 2005). Os métodos de diagndstico para a
deteccdo da brucelose sdo baseados em aspectos clinicos, nos dados epidemioldgicos do
rebanho das propriedades e nos métodos laboratoriais pela identificacdo do agente por
métodos diretos, como isolamento e cultura do agente, deteccdo do DNA genémico por meio
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), ou por métodos indiretos pela deteccdo de
anticorpos contra as espécies de Brucella (ACHA; SZYFRES, 1986; PAULIN; FERREIRA
NETO, 2003; BRASIL, 2004).

Os métodos indiretos sdo utilizados como testes de triagem e sdo baseados na presenca
de anticorpos no soro e fluidos corporais. Os testes para diagndéstico indireto reconhecidos
como oficiais sdo: prova do antigeno acidificado tamponado (AAT), 2-Mercaptoetanol,
fixacdo do Complemento e prova do anel em leite. Ja os métodos diretos como isolamento e
cultura do agente trazem grandes riscos de infec¢do para o executor, pois este microrganismo
pode se dispersar pelo ar e ser inalado, desta forma se faz necessario a utilizacdo de
equipamentos adequados de protecdo (NEWBY et al., 2003; PROBERT et al., 2004).

As observacdes clinicas e epidemioldgicas proporcionam apenas uma indicacdo da
provavel presenca da enfermidade em um rebanho, o que deve ser confirmado pela
identificacdo da bactéria, que € o método mais confidvel de diagndstico. No entanto, a
identificacdo de B. abortus € um processo lento, caro e de alto risco para o laboratorista, pois
envolve a manipulacdo de placentas potencialmente contaminadas, exsudatos vaginais,
sémen, tecidos de fetos abortados ou leite contaminado (ALTON et al., 1988; CORBEL et al.,
2006), que exige a observacdo de normas estritas de biosseguranca (CHOSEWOOD;
WILSON, 2007). O método classico para a identificacdo das especies de Brucella, a partir de
cultivo em meio bacto-triptose, requer no minimo uma semana para obtengdo de um resultado
(OIE, 2009).

Ensaios de PCR tém sido desenvolvidos para diferenciacdo das espécies e biovares de
Brucella, baseado no tamanho dos fragmentos amplificados (BRICKER; HALLING, 1994);
associados as analises do polimorfismo dos fragmentos de restrigdo (RFLP) (BARREIRA-
SALDANA et al., 1996; DA COSTA, 1996) e do polimorfismo por amplificacdo randémica
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(TCHERNEVA et al., 2000). A diferenciagdo da amostra vacinal B19 das amostras selvagens
utilizando o gene ery, também tem sido realizada. Em estudo com amostras de queijos de
fabricacédo caseira do Estado de Sdo Paulo e Minas Gerais foi detectado e diferenciado DNA
de B. abortus (amostra de campo) da amostra selvagem S2308 da amostra vacinal B19
(MIYASHIRO et al., 2007).

A deteccdo de anticorpos no soro ou leite é 0 meio mais rapido, econémico e menos
laborioso de diagnostico e € um indicativo confiavel de resposta a exposicdo ao agente B.
abortus (OLASCOAGA, 1976; NIELSEN, 2002; POESTER et al., 2005), porém umas das
principais desvantagens € a impossibilidade de diferenciagdo dos animais vacinados com B19,
e dos infectados com a amostra selvagem, devido a presenca da por¢cdo imunodominante
externa do LPS, chamada antigenos (OIE, 2009).

1.7.2. Vacinacao

As fémeas bovinas, por sua importancia na transmisséo e na manutencao da brucelose,
constituiram o alvo dos inquéritos do PNCEBT animal. Sendo assim, o PNCEBT introduziu a
vacinacdo obrigatoria contra a brucelose bovina e bubalina em todo o territério nacional e
definiu uma estratégia de certificacdo de propriedades livres ou monitoradas.

Estabeleceu-se um prazo para cada Estado implantar em todo o seu territdrio a
obrigatoriedade de vacinacdo de bezerras contra a brucelose. A vacina¢do s6 pode ser
realizada sob a responsabilidade de médicos veterinarios; estes deverdo estar cadastrados no
servico oficial de defesa sanitaria animal de seu Estado de atuacdo. Em regides onde houver
caréncia de veterinarios privados, ou nos casos em que eles ndo atendam plenamente as
necessidades do Programa, o servigo oficial de defesa sanitaria animal podera executar ou
supervisionar as atividades de vacinacao.

Espera-se que, até dezembro de 2010, ao menos 80% da populacdo de fémeas adultas
tenham sido vacinadas entre 3 e 8 meses de idade com a amostra B19. Quando essa meta for
atingida, a prevaléncia de brucelose devera situar-se em niveis que permitam passar a fase de
erradicacao.

No ano de 2007 o MAPA divulgou uma Instrugdo Normativa que autoriza a vacinagdo
de fémeas com idade superior a oito meses, utilizando vacina ndo indutora da formagéo de
anticorpos aglutinantes, amostra RB51 (BRASIL, 2006).
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1.7.2.1. Vacina B19

Dentre as vacinas vivas mais utilizadas, a vacina B19 foi e continua sendo largamente
empregada em programas de controle em varios paises. Esta amostra foi descrita em 1930
(JONES; HOOPER, 1976), isolada originalmente em 1923 pelo Dr. John Buck a partir do
leite de uma vaca Jérsei infectada, sendo esta a sua 19% passagem que foi “esquecida” por
mais de um ano em meio de cultura a temperatura ambiente e quando foi subcultivada, o Dr.
Buck descobriu que o microorganismo ndo causava mais a doenca nos bovinos, embora
conferisse imunidade protetora (TIZARD, 1998). A amostra B19 demonstrou ter sofrido
mutacdes que conduziram a sua atenuacdo permanente, com fisiologia incapaz de crescer em
presenca de eritritol, embora alguns isolados desta amostra de abortos sejam capazes de
crescer em eritritol. Esta amostra demonstrou ser imunogénica para bovinos em Varios
experimentos e seu grau de protecdo € varidvel em funcdo de fatores como a idade de
vacinacdo, a dose, a via de aplicagéo e a prevaléncia da enfermidade. Apesar de sua baixa
patogenicidade para bovinos, a vacinacdo de fémeas prenhes pode resultar em abortos, 0s
quais podem variar entre 1% a 2,5% em condi¢des de campo (CAVALLERO, 1998).

Adams (1990) refere que, se utilizada de forma correta, a amostra B19. A vacinagdo é
realizada em fémeas de trés a oito meses de idade utilizando a vacina viva atenuada B19, para
que a reacdo vacinal decresca antes da maturidade sexual, pois a resposta imune € dificil de
ser distinguida da infeccdo natural (REDMAN et al.,1967; NIELSEN et al., 1984; RIBEIRO
et al., 1997). A vacinacdo com a amostra B19 € realizada em dose Unica sob responsabilidade
de médicos veterinarios cadastrados no servigo oficial de defesa sanitaria animal. Esta vacina
foi empregada em varios paises que erradicaram a doenca, como por exemplo, Australia,
Canada, Dinamarca, Inglaterra, Holanda, Suécia, dentre outros. Foi também a vacina utilizada
no programa de controle nos EUA até a primeira metade da decada de 90 (BRASIL, 2006).

A B19 ¢ atenuada para fémeas bovinas, vacinadas até oito meses e pode ser patogénica
para machos e quaisquer outras espécies incluindo o homem, devido a viruléncia residual que
conserva. A vacina leva os machos a permanecerem com titulos vacinais por toda a vida, além
de haver a possibilidade de desenvolverem orquite com consequente infertilidade por
diminuicdo da qualidade espermatica (CAMPERO, 1993; OMS, 1986).

A presenga do LPS com a cadeia O na amostra B19, explica o aparecimento e

persisténcia dos anticorpos no soro ap0s a vacinagdo, os quais sdo detectados nos testes



15

soroldgicos utilizados para o diagnostico da brucelose, dificultando a diferenciacdo entre
animais infectados e vacinados, o que se constitui em um importante problema em programas
de controle e erradicacdo da enfermidade. O aparecimento e persisténcia destes anticorpos
dependem da idade, dose e via de aplicacdo da vacina (CAVALLERO, 1998).

Por ser a fragdo antigénica mais imunodominante, a cadeia O é a responsével pela
resposta de anticorpos na maioria dos animais expostos Brucella spp. lisas. Como a maioria
dos testes soroldgicos é baseada na deteccdo de anticorpos contra a cadeia O, vacinas
elaboradas com amostras lisas, como a B19, sdo responsaveis pela producéo de anticorpos que
ndo podem ser distinguidos dos anticorpos induzidos pela infec¢do por B. abortus selvagem
(STEVENS et al., 1995, SCHURIG et al., 2002).

A identificacdo da amostra vacinal B19 estd baseada em um gene ligado ao
catabolismo do eritritol (ery). Este tem sido descrito na literatura como um importante
marcador na diferenciagdo de B19 das amostras selvagens (EWALT; BRICKER, 2000). As
espécies pertencentes ao género Brucella utilizam preferencialmente a via metabdlica do
eritritol, promovendo o crescimento das amostras em meios ricos em eritritol. A amostra
vacinal atenuada B19 sofreu uma mutagdo esponténea no gene ery, com delecdo de 702pb,
ocorrendo a inibicdo da amostra na presenca desse alcool (SANGARI et al., 2000). Entretanto
foram observadas amostras comerciais da vacina B19 que ndo possuem esta delecdo
(MUKHERJEE et al., 2005).

O eritritol € um alcool polihidrico de quatro carbonos, que foi cristalizado a partir do
liquido amnidtico e alantoidiano bovino (PEARCE et al., 1961). A via bioquimica da
transformacéo do eritritol para 3-ceto-L-eritrose 4-fosfato depende dos genes do operon ery
que codifica trés enzimas responsaveis pela transformacdo (SPERRY; ROBERTSON, 1975;
SANGARI et al., 2000). A eritrose 4-fosfato, o precursor para a biossintese de compostos
aromaticos em bactérias, pode ser facilmente obtido a partir de intermediarios do catabolismo
do eritritol. Assim, o eritritol pode ser crucial para se obter moléculas como aminoéacidos
aromaticos e catecdis que desempenham importante papel fisiolégico em Brucella,
proporcionando uma ligacdo entre o metabolismo do eritritol e a viruléncia de Brucella
(SANGARI et al., 2000). Porém, foi reportada a auséncia de D-eritrose-1-fosfato
desidrogenase, na amostra B19, uma enzima critica no mecanismo de catabolismo do eritritol,
sendo que este defeito causa a acumulagdo do produto tdxico intermediario D-eritrose 1-
fosfato e uma deplecdo nos niveis de ATP, inibindo o crescimento bacteriano (ADAMS,
1990; SANGARI et al., 2000). No entanto, essa inibicdo ndo é completa, pois mutantes
espontaneamente tolerantes ao eritritol aparecem regularmente em taxas diferentes, na

amostra B19, dependendo da origem e manutencdo das culturas (JONES et al., 1965;
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CORNER; ALTON, 1981; BECKETT; MACDIARMID, 1985; SANGARI et al., 1996;
GRILLO et al., 2000).

A base genética e as consequéncias biologicas para a tolerancia ao eritritol ainda nao
foram completamente elucidadas (SANGARI et al., 1998; SANGARI et al., 2000). Estudos
relatam que a existéncia de mutantes espontaneos de B19 tolerantes ao eritritol crescem na
presenca desse aclcar, mas sdo incapazes de oxida-lo, porém conservam a caracteristica da
delecdo do gene ery, bem como as caracteristicas de viruléncia residual nos camundongos
(MEYER, 1966; MEYER, 1967; SANGARI et al., 1998), sugerindo uma recuperacdo
fenotipica do defeito no metabolismo do eritritol, onde a acumulagdo de metabdlitos
intermediarios ndo € toxica para estes mutantes.

O metabolismo do eritritol € uma caracteristica marcante do género Brucella.
Experimentos demonstraram que o eritritol é capaz de estimular o crescimento de todas as
espécies de Brucella em meios de cultura. Altas concentracdes de eritritol na placenta e no
utero gravidico, juntamente com a estimulacdo do crescimento, deram origem ao paradigma
de que este aclcar é responsavel pelo tropismo da bactéria para os tecidos (SMITH; FICHT,
1990).

A amostra vacinal B19 é menos infecciosa e ndo cresce na presenca de eritritol (1 mg /
mL) em meios de cultura. Evidéncia posterior minimizou a importancia do metabolismo deste
acucar como mecanismo de viruléncia, pois nos seres humanos e roedores o eritritol ndo esta
presente nos tecidos reprodutivos ou placenta, mas as bactérias estdo presentes. Este aclcar
também ndo estd presente em macréfagos, onde Brucella consegue se replicar de forma
eficiente (SANGARI; AGUERO, 1996).

O eritritol aumenta no terco final da gestacdo e facilita a multiplicacdo de Brucella,
causando necrose e/ou deposicdo de fibrina na regido dos cotilédones placentéarios (PAULIN,
2003; GUIDO; GRASSO, 2005). Esta substancia é produzida pelo feto, que é capaz de
estimular o crescimento de Brucella abortus, ocorre naturalmente em grande concentracdo na
placenta e fluidos fetais e é provavel responsavel pela localizacdo da infeccdo nesses tecidos
(RIBEIRO, 2000; PACHECO, 2007). Tais lesbes inflamatdrio-necréticas de placentomas
impedem a passagem de nutrientes e oxigénio da mée para o feto, sendo responsaveis pelo
aborto (PAULIN, 2003; BRASIL, 2006; PELLEGRIN et al, 2006).

No Brasil, a vacinacao e obrigatoria para bezerras com idade entre trés e oito meses de
idade (BRASIL, 2006), mas como algumas racas de bovinos leiteiros se desenvolvem mais
cedo, nesses casos € recomendada a vacinacdo entre trés a seis meses, a fim de diminuir

interferéncia dos anticorpos persistentes no sorodiagnéstico de forma que as novilhas iréo
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apresentar resultado negativo ou desprezivel quando submetidas ao seu primeiro teste
(RICHEY; HARRELL, 1997).

A vacina B19, também chamada anabortina, é produzida segundo normas
internacionais com amostra viva de B. abortus estirpe B19 e tem sido a mais utilizada no
mundo contra a brucelose bovina. E estavel, sensivel ao eritritol e causa minimas reacdes
locais e sistémicas ap6s a sua inoculacdo (ALTON et al., 1988).

O objetivo da utilizacdo da B19 é baixar a taxa de infeccdo em zonas de alta
prevaléncia, propiciando a erradicacdo da doenca. Quando a imunizacdo é aplicada
sistematicamente numa regido, existe uma reducdo gradual da freqiiéncia da brucelose.
Quando a cobertura vacinal atinge 80%, a prevaléncia da doenca estara em niveis inferiores a
2% (OMS, 1986).

1.7.2.2. Vacina RB51

As amostras rugosas de B. abortus apesar de apresentarem pouca ou nenhuma
habilidade para induzir anticorpos contra a cadeia O, sdo capazes de provocar significativa
protecdo contra a infeccdo por B. abortus, indicando que estas amostras podem ser utilizadas
para conferir uma boa resposta imune evitando os problemas de diagndstico ja referidos
(CAVALLERO, 1998).

O lipopolissacarideo (LPS) da parede celular de Brucella spp. esta diretamente
relacionado com a morfologia colonial das amostras. No geral, as coldnias sé&o
morfologicamente classificadas, como: lisas e rugosas. Coldnias lisas podem se tornar
espontaneamente rugosas e amostras rugosas de Brucella spp. originalmente lisas, podem
reverter a forma lisa (ALTON et al., 1988). Segundo alguns estudos, estas mudancas sdo
mediadas pela modulacdo ou delecdo de genes responsaveis pela sintese da cadeia O ou
outros genes responsaveis pela biosintese do LPS (GORVEL; MORENO, 2002; OLIVEIRA
et al., 2002).

A vacina RB51 é uma amostra mutante de B. abortus resistente a rifampicina, de
morfologia rugosa, e que nao converte para morfologia lisa mesmo ap0s sucessivas passagens
in vivo e in vitro. Estudos indicam que organismos de membrana rugosa podem ser usados
para induzir resposta imune sem o problema de interferéncia no diagnostico sorolégico. A
vacina RB51 ¢ destituida de cadeia O, apesar de alguns estudos a verificarem em baixos

niveis, portanto, usualmente, ndo induz a producdo de anticorpos anti-cadeia O, que séo
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detectados em testes soroldgicos convencionais usados no diagnéstico de brucelose
(SCHURIG et al., 1991; SCHURIG et al., 2002).

Experimentos a campo demonstram que tanto em areas de baixa como de alta
prevaléncia a imunidade induzida pela RB51 é similar ou melhor que da B19. Todas as
espécies examinadas se manifestam sorologicamente negativas em testes convencionais apos
a vacinacdo com RB51 (SCHURIG et al., 1991; SCHURIG et al., 2002). Em estudo realizado
por Parmer e colaboradores (1997), verificou-se que fémeas gestantes podem com seguranca
ser vacinadas com RB51, via subcutanea, sem subseqiiente aborto ou placentite, entretanto,
Cavallero (1998) afirmou que apesar da amostra ser bastante atenuada, apresenta uma
capacidade reduzida de produzir aborto.

A sigla origina-se do R de rugosa, B de Brucella e 0 nimero 51 da nomenclatura
interna utilizada no laboratdrio durante o processo de selecdo, nao relacionado com o nimero
de passagens usadas para selecionar a amostra. Devido a auséncia da cadeia O vacinas
elaboradas com esta amostra ndo produzem anticorpos anti-cadeia O capazes de serem
detectados nos testes sorologicos utilizados no diagnostico da brucelose, independente da
dose, idade e frequéncia das inoculacGes. Seu efeito protetor em uma Unica dose é similar a da
amostra B19, e trabalhos de campo, tanto em &reas de alta como de baixa prevaléncia indicam
que a protecdo da amostra RB51 (pelo menos um ano apds a vacinagdo) € similar ou mesmo
melhor que a obtida pela amostra B19 (CAVALLERO, 1998), e em fémeas gestantes, a
vacina induz respostas humoral e mediada por células (PALMER et al., 1997)..

Por ser a fracdo antigénica mais imunodominante, a cadeia O é a responsavel pela
resposta de anticorpos na maioria dos animais expostos as espécies lisas de Brucella. Como a
maioria dos testes sorologicos € baseada na detec¢do de anticorpos contra a cadeia O, vacinas
elaboradas com amostras lisas, como a B19, sdo responsaveis pela producéo de anticorpos que
ndo podem ser distinguidos dos anticorpos induzidos pela infec¢do por B. abortus selvagem
(STEVENS et al., 1995; SCHURIG et al., 2002).

Apos a aprovacgdo da utilizacdo da RB51 nos EUA em 1996, esta se tornou em poucos
anos a vacina do programa de controle e erradicacdo norte-americano, pois a situagédo
epidemioldgica da brucelose naquele pais, que ja estava em fase muito avancada de
erradicacdo, indicava a necessidade de uma vacina que nao interferisse com os testes de
diagnosticos (SCHURIG et al., 2002; PAULIN; FERREIRA NETO, 2003). Desde entdo,
varios paises como Africa do Sul, Argentina, Chile, Espanha, México, Uruguai e Venezuela
vém adotando a vacina RB51 em seus programas de controle, isoladamente ou em conjunto

com a utilizacdo da B19 para vacinagdo em fémeas jovens e adultas. Os resultados da
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utilizacdo da RB51 nestes programas de controle tém sido muito eficazes e promissores
(LORD et al., 1998; SCHURIG et al., 2002).

No Brasil, 0 PNCEBT adotou a vacina B19 para a imunizacdo em massa de bovinos
contra a brucelose, porém, a Instrucdo Normativa DAS-MAPA n°13 (28/08/2007),
regulamenta o uso da vacina RB51, restringindo sua administragdo para fémeas bovinas com
idade acima de oito meses de idade que ndo foram vacinadas com a amostra B19 e para
fémeas adultas vacinadas com a amostra B19, ndo reagentes aos testes soroldgicos em
estabelecimentos de criacdo com foco de brucelose, isto é, em rebanhos infectados. Esta IN
proibe a vacinacdo de machos, de fémeas até oito meses e de fémeas gestantes, bem como de
bezerras entre trés e oito meses de idade (BRASIL, 2007).

O uso da RB51 é recomendado somente em regides de baixa prevaléncia da doenca,
de preferéncia, quando o combate da doenca ja estiver em fase de erradicacdo; pois em locais
onde a brucelose é endémica e apresentar alta prevaléncia, a vacina de escolha deve ser a
B19(OLSEN; STOFFREGEN, 2005). Entre o periodo final de 2007 e inicio de 2008, foram
ofertados ao mercado brasileiro os primeiros lotes de duas vacinas comerciais (Vacina RB51-
Laboratorio Schering Plough e Brucelina 51-Laboratério Vallé) licenciadas junto a
Coordenacdo de Produtos Veterinarios (CPV) do MAPA. Até o presente momento as vacinas
com as amostras B19 sdo as recomendadas pelo MAPA para vacinacgdo de rotina em bezerras

de trés a oito meses, sendo restrito o uso da amostra RB51.
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Avaliaciao genética das vacinas contra a brucelose bovina comercializadas no Brasil?
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ABSTRACT.- Bastos R., Soares C.O., Elisei C., Munhoz A.L.R., Bezerra N.L., Caitano M.A.B. & Rosinha, G.M.S.
2011 [Genetic evaluation of vaccine against bovine brucellosis marketed in Brazil.] Avaliacdo
genética das vacinas contra a brucelose bovina comercializadas no Brasil. Pesquisa Veterindria Brasileira
xx(x):xx-xx. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ) da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (UFMS) Campo Grande, MS, Brazil. *E-mail: rosinha@cnpgc.embrapa.br

The prevention against infections caused by Brucella abortus in cattle is through the
administration of the vaccine strains B19 and RB51. There are reports that these vaccines can cause
abortions in vaccinated females. This being, abortions in vaccinated animals deserve a thorough study on
this question. In Brazil, there is no record about the origin of the samples B19 and RB51 used in the
preparation of commercial vaccines, so a study towards the verification of possible mutations in relation
to the USDA reference sample of B. abortus is needed because they could revert to virulence. The objective
of this study is to genotypically characterize vaccine strains B19 and RB51 used in Brazil. The
methodology was based on genotyping of marker genes for virulence of these vaccine strains by
amplification and persistence of vaccine strains in mice. The results allowed the identification of the
genotype of all commercial B19 and RB51 vaccines used for immunization of cattle in Brazil.

INDEX TERMS: Brucella abortus, vaccine, B19, RB51, genotyping

RESUMO.- A prevengdo contra infecgdes causadas por Brucella abortus em bovinos é realizada por meio
da administracdo das amostras vacinais B19 e RB51. Existem relatos de que estas vacinas podem causar
aborto as fémeas vacinadas. Portanto, toda a ocorréncia de aborto em animais vacinados merece um
estudo aprofundado sobre a causa. No Brasil, ndo ha registro sobre a origem das amostras B19 e RB51
utilizadas na producgdo das vacinas comerciais. Portanto, um estudo para verificar possiveis muta¢des em
relacdo as amostras referéncia USDA B19 e USDA RB51 de B. abortus se faz necessario, devido as amostras
vacinais poderem reverter a sua viruléncia. Objetivou-se com este estudo caracterizar genotipicamente as
amostras vacinais B19 e RB51 comercializadas no Brasil. A metodologia utilizada foi a genotipagem de
genes marcadores destas amostras vacinais, por meio da amplificagio pela reacdo em cadeia da
polimerase. Os resultados obtidos permitiram a identificacdo do genétipo de todas as vacinas comerciais
B19 e RB51 utilizadas para a imunizag¢ao de bovinos no Brasil.

TERMOS DE INDEXACAO: Brucella abortus - vacina - B19 - RB51 - genotipagem
INTRODUGAO

O controle de doencgas infecciosas de animais no Brasil requer melhorias para atingir os padrées
internacionais e aumentar a produgdo animal. Algumas dessas doengas, além de colocar em risco a saide
do rebanho, podem representar um problema de saude publica, como é o caso da brucelose, causada por
bactérias intracelulares facultativas do género Brucella.

Uma das principais zoonoses mundiais, a brucelose, pode acometer tanto os animais silvestres
quanto os animais domésticos de valores elevados. O género Brucella contém diversas espécies que sao
definidas principalmente com base na especificidade ao hospedeiro, sendo que a maioria pode infectar
seres humanos e a patologia difere de acordo com a gravidade da infec¢do (Nicoletti 1989, Boschiroli et al.
2001, Walker 2003).

Brucella abortus é o agente etiolégico da brucelose bovina causador de uma das doencgas
infecciosas que causam enormes perdas economicas a cadeia da bovinocultura de corte e leite, devido aos
prejuizos causados em consequéncia dos distirbios reprodutivos ocasionados nos animais (Poester et al.
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2002, Monreal et al. 2003). Esta zoonose é responsavel por problemas sanitirios e econdémicos,
particularmente nos trépicos e em paises com pouco investimento nas areas de produgio de leite e carne,
onde a sua incidéncia é alta (Poester et al. 2002).

Desde a identificacdo do agente etiologico da brucelose, varios pesquisadores tém procurado
desenvolver vacinas que sejam protetoras e ndo apresentem anticorpos que interfiram no diagnéstico da
doenca (Brasil 2006). Em decorréncia desses estudos, vem sendo desenvolvido um grande nimero de
vacinas vivas atenuadas, mortas, de subunidades, recombinantes e de DNA, com o intuito de produzir uma
vacina que além de prevenir a infec¢do bacteriana em ambos os sexos, ndo provoque a doenga nos animais
vacinados, previna o aborto, promova um longo periodo de prote¢do com uma tnica dose, ndo interfira
nos testes de diagndstico, seja biologicamente estavel e ndo apresente risco de reverter a viruléncia, nao
seja prejudicial aos humanos, ndo deixe residuos no leite, e principalmente, que quando produzida em alta
escala tenha um baixo custo (Oliveira 2011).

As espécies de Brucella apresentam caracteristicas peculiares de resisténcia ao hospedeiro,
induzindo infec¢des cronicas e persistentes, sobrevivendo e se multiplicando dentro de células fagociticas
(OLIVEIRA et al.,, 2002, SEXTON ; VOGEL, 2002). Essas habilidades sdo determinadas pelos fatores de
viruléncia associados a essa bactéria. O sistema de secrecdo do tipo IV é um dos cincos principais sistemas
que sdo capazes de exportar moléculas relacionadas a viruléncia através da membrana de bactérias gram-
negativas. Brucella spp. possui um sistema de secrecdo do tipo IV codificado por um operon virB, o qual é
essencial para a sobrevivéncia e multiplicacdo dentro das células hospedeiras (0'Collaghan et al. 1999).

A regido virBno genoma de B. abortus e B. suis é constituida por 12 janelas abertas de leitura
(ORF, do inglés, Open Reading Frame) estruturadas em um operon, que é uma unidade genética de
expressao coordenada (Boschiroli et al. 2002), sendo a proteina VirB5 é um componente essencial para na
maioria dos sistemas de secrecio tipo IV (Yeo et al. 2003).

Muitas das vacinas testadas até o momento mostraram-se pouco protetoras, como as vacinas de
amostras mortas, ou ainda estio em fase de testes, como as vacinas de subunidades, recombinantes e de
DNA. As vacinas atenuadas sdo aquelas que sdo utilizadas nos programas de controle da brucelose, sendo
duas delas recomendadas e empregadas atualmente pela Organizacdo Mundial de Saide Animal (OIE), a
saber: a B19 e a vacina nao indutora de anticorpos aglutinantes, a RB51. Ambas sdo boas indutoras de
imunidade celular (Brasil 2006).

No Brasil, o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose
(PNCEBT) adotou no ano de 2001 a vacina B19 contra a brucelose para a imuniza¢do em massa de fémeas
entre trés e oito meses de idade. No ano de 2007 foi aprovada a Instru¢do Normativa (IN) DAS-MAPA n°13
(28/08/2007) que regulamentou o uso da vacina RB51 restringindo sua administracdo para fémeas que
ndo foram vacinadas com a amostra B19 e para fémeas adultas ndo reagentes aos testes sorologicos em
estabelecimentos de criagdo com foco de brucelose (Brasil 2007).

Dentre as vacinas vivas, a amostra vacinal B19 é a mais utilizada nos programas de controle em
varios paises (Lage et al. 2009). Esta é uma amostra lisa, pois expressa a cadeia O em seu
lipopolissacarideo (LPS), induzindo uma resposta soroldgica e apresentando um resultado falso positivo
em testes de vigilancia, devido a estes nao distinguir animais vacinados de animais infectados a campo
(Cheville et al. 1993, Olsen & Tatum 2010).

A identificacdo molecular da amostra vacinal B19 estd baseada em um gene ligado ao catabolismo
do eritritol (ery) e este tem sido descrito na literatura como um importante marcador na diferenciacio de
B19 das amostras de campo (Ewalt & Bricker 2000). As espécies pertencentes ao género Brucella utilizam
preferencialmente a via metabdlica do eritritol (alcool polihidrico), promovendo o crescimento das
amostras em meios ricos na presenca deste alcool. A amostra vacinal atenuada B19 sofreu uma dele¢do
natural de 702 pares de bases (pb) no gene ery, ocorrendo a inibi¢do do crescimento dessa amostra na
presenca desse alcool (Sangari et al. 2000; Miyashiro et al. 2007). Entretanto, foi observado que amostras
da vacina B19 comercializadas na India, ndo possuem essa dele¢io, porém apresentaram reducio da
viruléncia em camundongos BALB/c (Mukherjee et al. 2005). Esse dado mostra a importancia da
genotipagem do gene ery em amostras comercializadas, inclusive naquelas utilizadas no Brasil.

A amostra vacinal rugosa RB51 ndo possui o antigeno-0 no LPS, desta forma as amostras rugosas
ndo interferem no diagnoéstico sorolégico da brucelose por ndo possuirem este componente responsavel
pela inducdo de anticorpos. Esta amostra foi derivada da amostra lisa e virulenta S2308 de B. abortus,
obtida por passagens em meios de cultura contendo doses sub-inibitérias de rifampicina e penicilina
(Schurig et al. 1991, Poester et al. 2002, Samartino 2003).

A vacina RB51 de B. abortus é administrada em varios paises e vem sendo utilizada como
alternativa para a amostra vacinal B19 na prevencdo da brucelose. Os animais vacinados com RB51
mostraram maior resisténcia a infeccdo e uma diminuicdo da incidéncia de aborto (Schurig et al. 1991,
Cheville et al. 1996). Entretanto, um relato de caso realizado no Ird mostrou a ocorréncia de aborto apds a
vacinacdo com RB51 e a presenca desta amostra no feto abortado (Yazdi et al. 2009).
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A vacina RB51 quando utilizada em dose tnica produz um efeito protetor em bovinos similar a
vacina B19, com a vantagem de ser menos patogénica para os seres humanos e de ser diferenciada de
isolados de campo. Porém, esta amostra tem a desvantagem de ser resistente a rifampicina, um dos
antibioticos usados no tratamento contra a brucelose humana (WHO, 1997).

A amostra vacinal RB51 apresenta no gene wboA, envolvido na sintese da cadeia O, um elemento
de insercdo denominado IS711, que é um fragmento de 842 pb delimitado por repeticdes in tanden de 20
pb, que interrompe a sintese da cadeia O quando inserido no gene whoA (Vemulapalli et al. 1999). Este
elemento estd presente em cinco ou mais copias no genoma de Brucella spp., mostrando ser
completamente estadvel em nimero e posicdo no cromossomo (Halling & Zehr 1990, Bricker & Halling
1994, Bricker & Halling 1995). Entretanto, diferencas no nimero de elementos foram relatadas, como o
biovar 1 de B. abortus que possui sete copias (Ouahrani et al. 1993, Bricker & Halling 1995, Ocampo-Sosa
& Garcia-Lobo 2008). Estes elementos, por serem segmentos discretos de DNA ligados ao polimorfismo da
bactéria, sdo usados na diferenciacdo entre amostras de RB51 das demais variaces de biovares e espécies
de Brucella (Ouahrani et al. 1993, Bricker & Halling 1994).

De acordo com o pressuposto, o objetivo neste estudo foi analisar todas as amostras vacinais B19
e RB51 comercializadas no Brasil, a fim de verificar possiveis mutagdes genéticas em relagdo as amostras
referéncias.

MATERIAL E METODOS

Obtengdo de amostras vacinais e ndo vacinais - Foi realizada uma pesquisa junto ao Ministério da
Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA) para a obtencdo de todas as amostras vacinais B19 e RB51
liberadas para comercializagdo no Brasil. As amostras de referéncia USDA B19 (Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos - USDA), e USDA RB51 foram gentilmente cedidas pelo LANAGRO-MG
(MAPA) e a amostra virulenta S2308 foi adquirida de colecdo bioldgica certificada.

As amostras vacinais foram adquiridas em estabelecimentos comerciais autorizados para venda
destes produtos e junto ao MAPA. Estas vacinas foram produzidas por empresas brasileiras no periodo de
2007 a 2009. Um frasco de cada vacina RB51 foi adquirido e denominados A e B, e quatro amostras
vacinais de B19 foram adquiridas e denominadas C, D, E e F. As amostras vacinais B19 denominadas G, H,
I, ], L e M foram gentilmente cedidas pelo LANAGRO-MG. Todas as vacinas comerciais utilizadas neste
estudo foram aprovadas no controle bioldgico, conforme determinado pelo MAPA. As amostras vacinais
foram reidratadas em adgua destilada estéril, de acordo com as instrugdes dos fabricantes.

Uma vez reconstituidas, todas as amostras foram cultivadas em meio Trypic Soy Agar (TSA) e
colonias isoladas foram cultivadas em meio Trypic Soy Broth (TSB), estocadas em glicerol 20% e
armazenadas a -70 °C para utilizagdo em ensaios subsequentes.

Meios e condigbes de cultivo - Para cada ensaio as amostras vacinais e as amostras de referéncia foram
descongeladas e cultivadas em meio TSA por 72 horas a 37 °C. Posteriormente uma colonia isolada de
cada amostra foi crescida em 10 mL de meio TSB a 37 °C sob agitacdo constante por 72 horas.

Extragcdo do DNA genémico das amostras - Para a extragdo do DNA gendmico, as culturas em meio
TSB foram centrifugadas por 30 minutos a 3000 xg. O sobrenadante foi descartado e posteriormente foi
adicionado ao sedimento 30mL de PBS 1X, pH 7,2, centrifugou-se novamente e em seguida foram
adicionados ao sedimento 8mL de SDS (Dodecil Sufato de S6dio) 20% e a amostra foi homogeneizada por
vortex e incubada a 65 °C por 1 hora. Foram adicionados 16 mL de cloroférmio seguido de agitagcdo
vigorosa, adicionados 4 mL da solucdo de precipitacdo protéica (3M C;HzKO,, 2M CH3COOH) e
homogeneizado novamente. A amostra foi centrifugada a 3000 xg/30 min. O sobrenadante foi coletado e
tratado com 30 mL de etanol P. A. gelado e homogeneizado por inversdo até formar um precipitado e em
seguida o material foi armazenado a -20 °C por 16 horas. Na etapa seguinte o material foi centrifugado a
3000 xg/15 min. O sobrenadante foi descartado e ao sedimento formado foram adicionados 15 mL de
etanol 80%. Logo apds, a amostra foi centrifugada a 3000 xg/5 min e o sobrenadante descartado. O
sedimento foi seco a temperatura ambiente e ressuspendido em 600 pL de dgua ultra pura e incubado a 65
°C por 5 minutos. Adicionou-se 8uL de solucdo de RNAse (20ng/puL) e incubou-se a 37 °C por 30 minutos.
Posteriormente o DNA foi estocado a -20 °C. A concentragao e o grau de pureza dos DNAs extraidos foram
avaliados em espectrofotometro (Gene Quant®, Amersham Pharmacia, EUA), sob absorbancia de 260 nm
e 280 nm. Em seguida todas as amostras de DNA foram concentradas a 100 ng/uL e a qualidade das
amostras foi observada em gel gel de agarose 1%, corado com Sybr Gold ® (Invitrogen) foi visualizado em
transiluminador ultravioleta.

Escolha dos genes - A escolha dos genes foi baseada em dados da literatura balizada em estudos
para a identificacdo e caracterizacdo de espécies e biovares de Brucella. O par de oligonucleotideos VIRB5
foi desenhado para confirmac¢do do género Brucella. A inser¢do do elemento [S711 foi utilizada para
genotipagem das amostras vacinais RB51 (Vemulapalli et al. 1999) e o gene ery, essencial para o
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catabolismo do eritritol, foi utilizado para a avaliagcdo dos genétipos das amostras vacinais B19 (Miyashiro
et al. 2007). Os oligonucleotideos utilizados neste estudo estdo listados na tabela 1.

Ampilificagdo dos genes pela PCR - As reagdes de PCR foram realizadas em um volume total de 20
ul. Cada reagdo contendo 100 ng de DNA, 0,03 mM MgCl,, 0,25 pMol oligonucleotideos, 0,3 mM dNTP's e
1,5 U de taq DNA polimerase.

A reacdo foi realizada utilizando-se os DNAs extraidos das amostras vacinais B19 e RB51, das
amostras de referéncia USDA B19 e USDA RB51, e da amostra selvagem S2308 com o par de
oligonucleotideos VIRB5F e VIRB5R especificos do género Brucella. Para a diferenciacdo da amostra
vacinal B19 a reacdo foi realizada utilizando os oligonucleotideos ERY1 e ERY2, relacionados com a
delecdo dos 702 pb referentes ao gene ery (Sangari & Aguero 2000). O ciclo de temperaturas empregado
foi de desnaturagio a 94 °C por 10 minutos e, ao final, extensdo de 72 °C por 10 minutos. Na primeira
reacdo foram empregados 35 ciclos divididos em trés fases: desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto,
anelamento a 68 °C por 2 minutos e extensdo a 72 °C por 2 minutos.

Também foram utilizados os oligonucleotideos IS711AF, IS711BF e IS711CR relacionados com a
insercao do elemento IS711 no gene whoA (Vemulapalli et al. 1999).

O ciclo de temperaturas empregado procedeu-se de desnaturacao 95 °C por 1 minuto e, ao final,
extensdo de 72 °C por 10 minutos. Na reacdo foram empregados 40 ciclos divididos em trés fases:
desnaturacdo a 95 °C por 1 minuto, anelamento a 60,5 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 1 minuto e
30 segundos. Duas diferentes amplificagdbes de PCR foram realizadas com combinagdes de
oligonucleotideos IS711AF e IS711CR e oligonucleotideos IS711BF e IS711CR.

A andlise do produto amplificado foi realizada por eletroforese em gel de agarose 1%, corado com
Sybr Gold (Invitrogen) e visualizado em transiluminador ultravioleta.

RESULTADOS

Todas as amostras testadas utilizando os oligonucleotideos VIRBB5 amplificaram um fragmento
esperado de 513 pb (figural), confirmando que todas as amostras sdo do género Brucella.

A caracteristica da delecdo de 702 pb referente ao gene ery foi encontrada em todas as amostras
vacinais B19 e na amostra de referéncia USDA B19, onde foi possivel observar fragmentos de 361 pb
amplificados pelos oligonucleotideos ERY1 e ERYZ2, diferente da amostra selvagem S2308 que apresentou
um fragmento de 1063 pb, que corresponde ao gene ery intacto. Os resultados da delecdo do gene ery
utilizados para a analise das amostras vacinais B19 sao mostrados na figura 2 e resumidos na tabela 2.

Na reacdo de PCR realizada com os oligonucleotideos IS711AF e IS711BF foi possivel verificar a
insercdo do elemento IS711 no gene wboA, observado um fragmento de 1300 pb nas amostras vacinais
RB51 e na amostra de referéncia USDA RB51, diferenciando-as da amostra selvagem S2308 que
apresentou um fragmento de 400 pb, referente somente a uma regido do gene wboA (figura 3). Quando os
oligonucleotideos IS711BF e IS711CR foram utilizados para amplificacdo do elemento IS711, as amostras
vacinais RB51, as amostras de referéncia USDA RB51 e a amostra selvagem S2308 apresentaram um
fragmento de aproximadamente 900 pb (Figura 4) referente ao elemento de inser¢do IS711, pois a
presenca de um fragmento amplificado na amostra selvagem S2308 esta relacionado a presenca deste
fragmento em outras regides do genoma de Brucella.

DISCUSSAO

O uso de lotes de boa qualidade das amostras vacinais B19 e RB51 é um pré-requisito
fundamental para o sucesso das campanhas de vacinacdo contra a brucelose, pois algumas caracteristicas
in vitro, tais como alteragdes da fase colonial, tém demonstrado ser um elemento importante que afeta a
atividade bioldgica das vacinas (Bosseray 1991). Assim, deve-se ter o maior cuidado com a qualidade das
vacinas comercializadas. Segundo Milward (1995), uma vacina ndo é apenas uma linhagem cultivada e
testada em animais desafiados, e sim um produto que quando colocado nas maos do usuario final, tem que
ser confidvel e fornecer os resultados esperados.

No presente estudo todas as amostras vacinais e controles amplificaram uma regido conservada
do gene virB 5, que esta inserido no operon virB, presente em todas as espécies de Brucella. O operon virB
¢é formado por 12 genes (virB1- virB12) que codificam proteinas internas e externas de membrana, sendo
este um dos principais determinantes de viruléncia e sobrevivéncia das bactérias em meio intracelular
(Sieira et al. 2000, Rouot et al. 2003).

A sensibilidade ao eritritol é considerada uma caracteristica importante da amostra B19 de B.
abortus, devido a delecdo de 702 pb no gene ery. Todas as amostras B19 comercializadas no Brasil e
testadas neste estudo mostraram-se com o padrdo de delecio no gene ery, corroborando com os
resultados descritos por Miyashiro e colaboradores (2007), os quais mantiveram o mesmo perfil de
fragmento quando diferenciaram as amostras de campo das amostras vacinais B19. Porém, estudos feitos
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na India constataram que as amostras vacinais HR 19 e IVRI, obtidas de Cole¢des de Culturas do Tipo
Americanas (ATCC # 27565), utilizadas para a fabricacdo das amostras comercializadas neste pais, ndo
apresentaram a delecdo do gene ery. E que algumas amostras que possuem a delecdo de 702 pb no gene
ery, apresentaram crescimento na presenca de eritritol, ainda que baixo (Mukherjee et al. 2005).

O fendtipo rugoso da amostra vacinal RB51 esta relacionado com a inser¢io do elemento IS711 no
gene wboA, tornando-a menos patogénica (Vemulapalli et al. 1999). As duas amostras vacinais RB51
liberadas para comercializacdo no Brasil e testadas, apresentaram a caracteristica de inser¢do do
elemento IS711 no gene wboA. Apesar da amostra RB51 ser menos patogénica, estudos realizados no Ira
relataram casos de aborto em fémeas vacinadas com esta amostra (Yazdi et al. 2009).

A avaliagdo da estabilidade genética é um dos elementos essenciais para garantir a qualidade
biolégica de vacinas vivas contra a brucelose bovina. A genotipagem utilizando a combinag¢ido de 15
marcadores genéticos para analise de multiplos locus em tandem (MLVA), mostrou-se eficiente na
identificacdo da variabilidade genética da amostra vacinal Rev1 de B. melitensis (Garcia-Youldi et al. 2007)
e da amostra vacinal B19 de B. abortus (Miranda 2009).

Os resultados do presente estudo demonstraram que todas as amostras vacinais B19
comercializadas no Brasil apresentam as caracteristicas da amostra padrao USDA B19, ou seja, a dele¢do
de 702 pb no gene ery. As duas amostras vacinais RB51 comercializadas no Brasil apresentam a inserc¢ao
do fragmento IS711 no gene wboA, igualmente a amostra padrdao USDA RB51.
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Legenda das Figuras

Fig.1. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% da PCR do gene virB5. Resultado da PCR usando os
oligonucleotideos VIRB5F e VIRB5R; (PB) Padrdo de pares de base 1 Kb Plus DNA Ladder,
Invitrogen®; (1-2) Amostra vacinal RB51 (A e B); (3-12) Amostra vacinal B19 (C a M); (13-14)
Amostra de referéncia USDA B19; (15-16) Amostras de referéncia USDA RB51; (17) Amostra selvagem
S2308; (18) Controle negativo.

Fig.2. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% da PCR do gene ery. Resultado da PCR usando os
oligonucleotideos ERY1 e ERY2; (PB) Padrdo de pares de base 1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen®; (1-
10) Amostra vacinal B19 (C a M); (11-12) Amostra de referéncia USDA B19; (13) Amostra selvagem
S2308; (14) Controle negativo.

Fig.3. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% da PCR do gene IS711. Resultado da PCR usando os
oligonucleotideos IS711AF e IS711CR; (PB) Padrao de pares de base 1 Kb Plus DNA Ladder,
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Invitrogen®; (1-2) Amostra vacinal RB51(A e B); (3-4) Amostra de referéncia USDA RB51; (5) Amostra
selvagem S2308; (6) Controle negativo.

Fig.4. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% da PCR do gene 1S711. Resultado da PCR usando os
oligonucleotideos IS711BF e IS711CR; (PB) Padrdao de pares de base 1 Kb Plus DNA Ladder,
Invitrogen®; (1-2) Amostra vacinal RB51(A e B); (3-4) Amostra de referéncia USDA RB51; (5) Amostra
selvagem S2308; (6) Controle negativo.



Os Quadros

Quadro 1. Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para identificacio e verificaciao de possiveis mutac¢des nas vacinas
comercializadas

Localizagdo no genoma de B.

Oligonucleotideos Sequéncia abortus acesso No CP000888.1 Autor

VIRB5F 5 TCTACGAAGCGGTGATGAGCG3 " 62475/62455 Este estudo

VIRB5R 5 GGTGTAGATGATGTGTTGCGTG3 " 61987/62008 Este estudo

ERY1 5'TTGGCGGCAAGTCCGTCGGT3"' 365046/365027 Miyashiro et al.,, 2004
ERY2 5'CCCAGAAGCGAGACGAAACG3' 363981/364000 Miyashiro et al.,, 2004
IS711AF 5" TTAAGCGCTGATGCCATTTCCTTCACS3" 1039051/1039076 Vemulapalli et al,, 1999
IS711BF 5 TTTAGTTTGCCGTAATATAGGTCTAGAACCTGTC3 ™  966191/966166 Vemulapalli et al., 1999

[S711CR 5" GCCAACCAACCCAAATGCTCACAA3" 966117/966140 Vemulapalli et al., 1999
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Quadro 2. Resultados das amplificacdes pela reaciao de PCR para diferenciacio das amostras selvagem S2308,
vacinais B19 e RB51 e de referéncia USDA B19 e USDA RB51

Oligonucleotideos

Amostra Origem virB5F /virB5R Eryl/Ery2 IS711AF/IS711R IS711BF/IS711CR
Amostra A Vacinal RB51 513 pb 1300 pb 900 pb
Amostra B Vacinal RB51 513 pb 1300 pb 900 pb
Amostra C Vacinal B19 513 pb 361 pb

Amostra D Vacinal B19 513 pb 361 pb

Amostra E Vacinal B19 513 pb 361 pb

Amostra F Vacinal B19 513 pb 361 pb

Amostra G Vacinal B19 513 pb 361 pb

Amostra H Vacinal B19 513 pb 361 pb

Amostra | Vacinal B19 513 pb 361 pb

Amostra] Vacinal B19 513 pb 361 pb

Amostra L Vacinal B19 513 pb 361 pb

Amostra M Vacinal B19 513 pb 361 pb

USDA B19 Referéncia B19 513 pb 361 pb

USDA RB51 Referéncia RB51 513 pb 1300 pb 900 pb

S2308 Selvagem S2308 513 pb 1063 pb 400 pb 900 pb
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