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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo a avaliagao da eficacia da vacina RB51 em novilhas,
visando utiliza-la como uma estratégia adicional no controle da brucelose bovina no Brasil.
Trinta e trés fémeas bovinas com aproximadamente 24 meses de idade foram divididas em
dois grupos. Um grupo (n=20) recebeu a vacina RB51 e o outro grupo (n=13) foi usado como
controle ndo vacinado. Os animais do grupo vacinado com RB51 foram divididos em dois sub-
grupos. Um sub-grupo (n=12) foi vacinado subcutaneamente com 1 5 x 10'° UFC no dia 0 do
experimento e o outro sub-grupo (n=8) foi vacinado com 1,6 x 10'° UFC aos 60 dias de
gestacao (dia 260 do experimento). Todos os animais foram desafiados entre seis e sete
meses de gestacdo com 3,0 x 10’ UFC da amostra 2308 de B. abortus por via conjuntival. A
vacinacdo com RB51 nao resultou na producdo de anticorpos detectaveis pelos testes
sorologicos de rotina, antigeno acidificado tamponado e 2-mercaptoetanol. O grupo vacinado
apresentou uma taxa de incidéncia acumulada de abortos de 25%, no grupo controle esta taxa
foi de 62%. Apds o sacrificio dos animais, B. abortus amostra RB51 nao foi isolada em nenhum
material e ndo houve aborto em nenhum animal vacinado aos 60 dias de gestagdo. Os
resultados indicaram que a vacinagao com RB51 previniu 59,4% dos abortos, 58,6% da
infeccao das vacas e 61,0% da infecgao dos fetos. O risco relativo revelou que os animais nao
vacinados apresentaram 2,5 vezes mais risco de abortarem que os animais vacinados (IC 95%
1,029-5,889).

Palavras-chave: Brucella abortus RB51, vacinagao, bovinos, novilhas
SUMMARY

With the goal of providing an additional tool for controlling bovine brucellosis in Brazil and
evaluating the full calf dose in adult cattle, the efficacy of the rough Brucella abortus strain RB51
vaccine was tested in heifers. Thirty-three females of approximately 24 months of age were
divided in two groups: one group (n=20) received the RB51 vaccine and the other group (n=13)
were used as non-vaccinated control. Animals in the vaccinated group were spllt in two sub-
groups. One sub-group (n=12) was vaccinated subcutaneously with 1 ,5x10" colony forming
units (CFU) of RB51 at day 0 of the experiment and the other sub-group (n=8) was vaccinated
subcutaneously with 1,6x10'° CFU of RB51 at 60 days of gestation (day 260 of the experiment).
All cattle were challenged between 6 and 7 months of pregnancy with 3x10® CFU of the virulent
strain 2308 of B. abortus by the conjunctival route. Vaccination with RB51 vaccine did not result
in the production of any antibodies against the O-side chain of lipopolysacharide, as measured
by conventional serological tests (rose bengal plate agglutination test, standard tube
agglutination test, and 2-mercaptoethanol test). A cumulative incidence of 25% of abortions was
found in the vaccinated group, whereas in the control group the cumulative incidence was 62%.
B. abortus RB51 was not isolated from any sample, and no abortions were produced by RB51
vaccination of females at 60 days of pregnancy. The results indicate that vaccination with RB51
prevented 59.4% of abortions, 58.6% of cow infections, and 61.0% of fetal infections. The
relative risk revealed that non-vaccinated animals have 2.462 (95% CI - 1.029 to 5.889) times
higher risk of aborting than RB51-vaccinated animals.

Keywords: Brucella abortus RB51, vaccination, heifers, cattle




1. INTRODUGAO

A brucelose &€ uma importante zoonose
bacteriana que se encontra disseminada por
muitos paises, sendo o0 seu agente
etiolégico constituido por cocobacilos Gram-
negativo pertencentes ao género Brucella
(Young, 1995).

A brucelose nos animais causa abortos,
reducao da taxa de fertilidade, nascimento
de crias fracas, presenga de higromas,
orquite, epididimite e no homem caracteriza-
se por ser uma doengca debilitante e
prolongada (Nicoletti, 1990).

A epidemiologia da brucelose é bastante
complexa e alguns fatores que contribuem
para a sua disseminacgao incluem diferentes
sistemas e praticas criatdrias, baixa atengao
sanitaria, grande movimentagao e intenso
intercambio de animais (Omer et al., 2000).
Alem disso, o quadro pode complicar-se
devido a possiveis reservatorios
representados por animais silvestres, os
quais podem ajudar a manter e a disseminar
0 agente da doenca (Godfroid, 2002).

A transmissdo de animais para o homem
ocorre seja por contato direto com animais
infectados, seja indiretamente pelo consumo
de produtos de origem animal ndo
processados (Acha e Szyfres, 1986).
Controlar a brucelose animal reveste-se da
maior importancia, pois além de prevenir a
doencga na espécie humana e de diminuir as
perdas econdmicas ao setor primario,
contribui  decisivamente para eliminar
barreiras ao comércio internacional de
produtos de origem animal. Sendo uma
antropozoonose, a brucelose humana é, na
grande maioria dos casos, originada a partir
de focos da doenca provenientes de
animais infectados, logo a sua eliminagao é
uma  responsabilidade  eminentemente
restrita as atividades da medicina veterinaria
(Nicoletti, 1990).

O controle da brucelose envolve a aplicagao

de medidas higiénicas e preventivas.
Existem boas vacinas disponiveis no
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mercado para a sua prevengao. Em virtude
da Brucella sp. ser um parasita intracelular
facultativo, as vacinas elaboradas com
amostras vivas sao mais efetivas, de menor
custo e apresentam imunidade mais
duradoura que as vacinas inativadas, sendo
por isso as mais empregadas na imunizagao
macica de bovinos e bubalinos. Entre elas,
a vacina B19 e, mais recentemente, a RB51
tém sido usadas com maior éxito em
programas de controle da brucelose
(Schurig et al., 2002).

O presente trabalho teve como objetivos: 1)
avaliar o efeito protetor da vacina RB51 em
novilhas nao previamente imunizadas; 2)
avaliar o efeito abortivo da RB51 em fémeas
com 60 dias de gestacado; 3) avaliar a
indugao da resposta sorologica em fémeas
vacinadas com RB51.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Breve Historico

De acordo com Pacheco e Melo (1956), a
historia da brucelose € marcada por trés
etapas distintas: a primeira desde
Hipécrates, a segunda comega com Bruce e
Bang e a terceira, de Alice Evans até hoje.
Poder-se-ia acrescentar uma quarta etapa
advinda do periodo pds-gendmico.

Segundo relatos, Hipocrates (460 A.C.),
referia a existéncia, no verao e no outono,
de febres de tipo continuo, mas nao
violentas, atacando pessoas que ficavam
indispostas durante muito tempo, porém
sem gravidade (Pacheco e Melo, 1956).

Durante o antigo Império Romano, o leite de
pequenos ‘ruminantes como ovelhas e
cabras era muito usado na elaboracao de
queijos, um dos principais ingredientes da
cozinha romana (Godfroid et al., 2005).
Capasso (2002) encontrou lesoes tipicas de
brucelose em o0ssos de esqueletos
remanescentes de pessoas mortas durante
a erupcao do vulcao Veslvio, ocorrida no
ano de 79 D.C. em Herculanum, Italia.
Nesta mesma publicacdo, a analise
realizada por microscopia eletrénica num




fragmento de gueijo carbonizado,
comprovou a presenga de formas
bacterianas com  aspecto  cocoide,
morfologicamente consistentes com Brucella

sp.

A maioria dos autores esta de acordo que
foi Marston, um médico da marinha inglesa
em Malta, quem, em 1859, teria primeiro
descrito com detalhes a brucelose como
uma doenga autdénoma, pois ele proprio
padeceu da enfermidade (Ledn, 1993). Até
entdo, a sua etiologia nao era conhecida,
sendo atribuida a emanagdes da matéria
organica em decomposicdo, putrefagao
interna do organismo, efeitos do frio, etc.

Alguns anos mais tarde, o médico britanico
David Bruce, liderando uma comissao de
especialistas enviados a ilha de Malta,
isolou o agente etiolégico da “Febre de
Malta” do baco de soldados que morreram
desta enfermidade (Bruce, 1887). Esta
bactéria foi denominada “Micrococcus
melitensis’, devido ao seu reduzido tamanho
e em homenagem ao antigo nome romano
da ilha (Melita = mel).

Cerca de dez anos apos a descoberta de
Bruce, dois veterinarios dinamarqueses,
Bang e Stribolt, identificaram o agente
etiolégico do aborto infeccioso bovino,
isolando de fetos e anexos fetais
procedentes de vacas que abortaram, uma
bactéria que denominaram  “Bacillus
abortus”. Em homenagem ao seu
descobridor, a enfermidade chamou-se
“Doenga de Bang” (Leon, 1992). Esta
descoberta ficou restrita ao interesse
apenas de veterindrios e fazendeiros, pois
até entao aparentemente nao havia
correlacao entre a “Doenca de Bang” e a
“Febre de Malta™.

Vinte @ um anos mais tarde, em 1918, a
microbiologista americana Alice Evans,
relatou que havia um estreito
relacionamento entre o Bacillus abortus e o
Micrococcus melitensis. A partir de entao, a
bactéria de Bruce foi confirmada como
sendo um coco-bacilo e a pesquisadora
sugeriu pela primeira vez um novo nome
para a “Febre de Malta”, chamando-a de
‘Brucelose” em homenagem ao seu

descobridor (Hall, 1989). Em 1920, Meyer e
Shaw, rejeitando a sugestao de Evans que
incluira as novas bactérias no género
Bacterium, propuseram inseri-las num novo
género chamado Brucella, o qual se
mantém até hoje (Meyer, 1990).

Em 1914, Traum isolou, a partir de fetos
abortados de suinos, uma bactéria que, a
principio, foi confundida com a que

provocava abortos em bovinos.
Posteriormente, ficou comprovado que se
distinguia daquela por algumas
propriedades culturais, bioquimicas e

antigénicas e por isto foi incluida no género
como Brucella suis (Pacheco e Melo, 1956).

Foi somente em 1953 que uma nova
espécie foi acrescentada ao género. Buddle
e Boyes (1953), na Australia, e Simmons e
Hall (1953), na Nova Zelandia, descreveram
guase simultaneamente uma nova espécie
de Brucella, isolada de carneiros portadores
de epididimite. A principio houve certa
confus@o pelo carater rugoso das coldnias
desta bactéria. Posteriormente foi incluida
no género com o nome de Brucella ovis.
Poucos anos depois, Stoenner e Lackman
(1957) isolaram outra Brucella de um rato do
deserto do oeste dos Estados Unidos da
América (Neotoma lepida) que se chamou
Brucella neotomae.

Em 1967, Carmichael e Bruner (1968)
descreveram outra espécie de Brucella,
responsavel por abortos e disturbios
reprodutivos na espécie canina, recebendo
a denominacao de Brucella canis.

Mais recentemente, novas amostras de
Brucella foram isoladas de mamiferos
marinhos. Ross et al. (1994), na Escocia, e
Ewalt et al. (1994), nos Estados Unidos da
América, isolaram respectivamente de focas
e golfinhos amostras de bactérias que,
segundo estudos biomoleculares,
apresentam caracteristicas suficientes para
serem incluidas como duas novas espécies
(Clockaert et al.,, 2001). Embora nao exista
concenso a respeito da denominacao
definitiva destas bactérias, alguns autores
sugerem, com base no polimorfismo do
locus omp2 do seu DNA, os nomes de
Brucella cetaceae e Brucella pinnipediae
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para 0s isolamentos realizados
respectivamente de cetaceos (baleias e
golfinhos) e de pinipedes (focas) (Clockaert
et al., 2001).

2.2. Epidemiologia da brucelose no Brasil

Embora escassos, o0s poucos trabalhos
disponiveis sobre a presenga e distribuigao
da brucelose no Brasil indicam que as
doencas provocadas por B. aborius e B.
canis estao distribuidas em todo o territério
nacional, que as espécies B. suis e B. ovis
estdo mais localizadas na Regidao Sul e que
a B. melitensis nunca foi identificada no pais
(Poester et al., 2002).

Um levantamento nacional realizado em
1975 demonstrou que a brucelose bovina
estava disseminada, revelando que era mais
alta em algumas regides como na Sudeste
(7,5%) e Cento-Oeste (6,8%) e menor na
Sul (4,0%) e Norte (4,1%) e relativamente
baixa na Nordeste (2,5%) (Anselmo e
Pavez, 1977).

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% (Brasil, 2001). Estes
valores, no entanto, por serem
estatisticamente pouco consistentes, devem
ser considerados apenas como uma
estimativa da enfermidade no pais.

A partir de 2002, em fun¢ao do Programa
Nacional de Controle e Erradicacao da
Brucelose e Tuberculose (PNCEBT), o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) iniciou um projeto
para estudos da prevaléncia e fatores de
risco da brucelose bovina em todo o pais.
Estes estudos ja foram concluidos em 14
estados, estando programado para breve
levantamentos em alguns estados do norte
(Acre e Para) e nordeste (Maranhao). Os
resultados até agora levantados e
compilados pelo MAPA' revelaram uma

' LOBO, J.R.. Comunicagdo pessoal, 2005.

(Programa Nacional de Controle e Erradicagdo
da Brucelose e Tuberculose. Departamento de
Saude Animal, Divisao de Brucelose e
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prevaléncia extremamente baixa em Santa
Catarina (0,06% de animais positivos e
0,02% de propriedades positivas). No
Parand, a prevaléncia de animais positivos
foi baixa no sul (0,34%), porém alta no oeste
(14,7%). A prevaléncia de animais positivos
no estado de Minas Gerais foi estimada em
1,09% com 6,04% de focos. Esta
prevaléncia baixa é creditada a implantagao
de um programa de vacinagao obrigatdria e
progressiva iniciado em 1992, o qual
culminou com a cobertura total do estado
em 1998°. No Rio Grande do Sul, onde a
vacinagao também é praticada desde longa
data, os resultados foram baixos com 1,01%
de animais positivos e 2,17% de focos. Em
Sao Paulo, os resultados apresentaram
3,81% de animais positivos e 9,7% de focos.
No Espirito Santo, 3,53% de animais e 9,0%
de focos. No Distrito Federal, 0,14% de
animais e 2,79% de focos. Na Bahia, 1,34%
de animais e 4,3% de focos. No Rio de
Janeiro, 4,1% de animais e 15,48% de
focos. Em Sergipe, 2,14% de animais e
11,24% de focos. Em Goids, 3,01% de
animais e 16,2% de focos. Em Tocantins,
5,27% de animais e 20,99% de focos. Em
Rondoénia, 6,22% de animais e 34,57% de
focos. O estado de Mato Grosso, com
10,25% de animais e 41,19% de focos foi o
gue apresentou maior prevaléncia dentre os
estudados, donde se conclui,
preliminarmente, que a brucelose pode estar
mais disseminada na regido Centro-Oeste
do Brasil, regido que concentra o maior
numero de bovinos no pais, principalmente
com vocagao para produgao de carne.

2.3. Caracteristicas gerais do género
Brucella

O género Brucella esta composto por seis
espécies: Brucella melitensis, B. abortus, B.
suis, B. canis, B. ovis e B. neotomae, sendo
que as trés primeiras estao sub-divididas em
diversas biovariedaes. Apresentam como
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Abastecimeto, Esplanada dos Ministérios, Bloco
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hospedeiros principais, respectivamente,
pequenos ruminantes, bovinos, suinos,
caninos, ovinos e roedores podendo, as
quatro primeiras, infectar o homem (Alton et
al., 1988). Este quadro, no entanto, ndo esta
completo pois amostras isoladas de
mamiferos marinhos tendem a aumentar o
numero de componentes do género, bem
como O seu espectro como zoonose
(Corbel, 1997). Embora Verger (1985),
baseado em estudos de hibridizagcao DNA-
DNA, tenha proposto que todas as espécies
de Brucella devam ser agrupadas como
biovariedades de uma Unica espécie, a
Brucella  melitensis, a  classificagao
tradicional em espécies relacionadas a seus
diferentes hospedeiros e patogenicidades
tem sido mantida (Cloeckaert et al., 2001;
Moreno et al., 2002).

As bactérias que compdem o género
Brucella sao coco-bacilos, Gram-negativo,
intracelulares facultativos, com capacidade
de multiplicar dentro dos macréfagos,
medindo 0,5 a 0,7um de largura por 0,5 a
1,5um de comprimento, podendo aparecer
em formas isoladas, aos pares ou em
pequenas cadeias; nao formam esporos
nem capsulas verdadeiras e sdo
invariavelmente imoveis e aflageladas
(Corbel e Brinley-Morgan, 1984). Séao
aerdbias e nao crescem em condigbes de
anaerobiose estrita, mas muitas amostras,
especialmente algumas biovariedades de B.
abortus e B. ovis, exigem a suplementacao
de CO; para crescimento. Seu metabolismo
€ oxidativo e a energia & produzida pela
utilizagao de varios substratos de
aminoacidos e carboidratos. Para algumas
especies, o i-eritritol € a fonte preferida de
energia. A maioria das espécies exige, para
isolamento primario, meios de cultura
complexos, contendo diversos amino-
acidos, tiamina, biotina, nicotinamida e acido
pantoténico. A producao de H,S, a partir de
amino-acidos contendo enxofre varia
bastante entre as espécies e biovariedades,
sendo de grande valor para a sua
diferenciagdo na rotina. A atividade
proteolitica nao €& wuma caracteristica
saliente, e a produgdo de urease €
consistentemente alta em B. suis e B. canis,
variavel nas outras especies e fraca ou
negativa na B. ovis. Nao ha producao de

acido a partir da glicose e o o-nitrofenol-B-D-
galactoside ndo é usualmente hidrolizado. O
crescimento ocorre entre 20°C e 40°C,
sendo 37°C a temperatura 6tima. O pH
otimo de crescimento € entre 6,6 e 7,4. As
amostras de Brucella sao relativamente
resistentes ao dessecamento e podem
sobreviver no ambiente, em materiais
biologicos por longos periodos,
especialmente se mantidas em
temperaturas baixas. Sao sensiveis a um
grande numero de desinfetantes incluindo
formaldeido, hipoclorito, iodofores e fendis,
desde que nao estejam presentes grandes
quantidades de material organico. Brucella
sp € morta pelo calor e pela pasteurizagao.
A sensibilidade a antibidticos e variavel, mas
a maioria das espécies sao sensiveis, in
vitro, ao cloranfenicol, a gentamicina, as
tetraciclinas e as ansamicinas (Corbel e
Brinley-Morgan, 1984). Nenhuma espécie
fermenta a lactose, logo nao crescem em
agar MacConkey, sao indol, catalase e
oxidase positivo, citrato negativo e com
excegao da B. ovis e algumas amostras de
B abortus sao urease positivo (Alton et al.,
1988).

As diferencas entre 0s componentes
protéicos das espécies, ou mesmo de
amostras ou biovariedades, podem ser
demonstradas empregando-se a técnica de
cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) e a composicao antigénica entre as
varias espécies e biovariedades (epitopos A
e M) tem sido comprovada como sendo
muito semelhante entre elas, embora a sua
caracterizacao necessite da aplicacao de
técnicas nucleares de  ressonancia
magnética de alta resolugdo (Meikle et al.,
1989).

2.4, Caracteristicas especificas da Brucella
abortus

A B. abortus infecta um grande numero de
bovinos e pessoas ao redor do mundo,
ocasionando perdas econdmicas
importantes ao setor primario, bem como
sofrimento & espécie humana (Young,
1995).

Esta classificada em sete biovariedades e
pode ser diferenciada das outras espécies
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do género por uma combinagdo de testes
como sensibilidade a corantes (fuccina
basica e a tionina), requerimento de CO,,
producao de H,S, presenca de antigenos de
superficie (A ou M), tipagem com
bacteriéfago e alguns poucos laboratdrios
especializados fazem ainda a diferenciacao
entre as biovariedades usando testes de
metabolismo oxidativo com substratos de
carbohidratos e aminoécidos selecionados
(Alton et al., 1988) ou técnicas moleculares
como PCR (Bricker e Halling, 1994; Bricker,
2002) e HOOF-print (Bricker et al., 2003).

A imunoistoquimica tem sido usada como
técnica auxiliar em estudos de patogenia e
diagnéstico da  brucelose por sua
versatilidade e praticidade. Possui a
vantagem de nao necessitar que a bactéria
esteja viavel nos tecidos, bastando que ao
material preparado para histopatologia seja
adicionado um anticorpo especifico com um
determinado marcador (Santos et al., 1998).

Técnicas de amplificagdo de acidos
nucléicos como a reagao em cadeia da
polimerase (PCR) tém-se popularizado nos
ultimos anos na identificagao da Brucella sp,
especialmente quando usadas a partir de
materiais como abortos, sangue, secrecoes
nasais e sémen (Bricker, 2002). Estas
técnicas tém permitido a identificacao das
amostras em espécies e biovariedades, bem
como a determinagdo de gendtipos que sao
importantes para o conhecimento mais
detalhado da epidemiologia da doenga
(Tcherneva et al., 2000; Bricker et al., 2003).
A utilizagcao da anélise de perfis de restricao
em campo pulsatil (Jensen et al., 1995) e a
determinagao de "HOOF-Prints"
(Hypervariable Octameric Oligonucleotide
Finger-Prints) (Bricker et al., 2003) tém-se
revelado técnicas muito promissoras,
permitindo inclusive a diferenciacao de
amostras vacinais.

B. abortus pode também ser classificada
pela morfologia colonial em lisa e rugosa,
em fungdo da presenga ou auséncia da
cadeia O do polissacarideo. A cadeia O do
polissacarideo de B. aborfus lisa, foi
caracterizada por Caroff et al. (1984) e esta
composta por residuos de um
homopolimero linear de 4,6-dideoxi-4-
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formamido-alfa-D-manopiranosil, sendo
mais conhecida por sua nomenclatura
simplificada como perosamina.

Colénias lisas de B. abortus podem ser
diferenciadas das rugosas pela
incapacidade de aglutinarem numa solugao
de acriflavina a 0,1% (Braun e Bonestell,
1947), ou pela nao absorgdo de uma
solugdo de cristal violeta a 0,05% (White e
Wilson, 1951) ou ainda por apresentarem
reagdo positiva no teste chamado “colony
blot BRU38” que utiiza um anticorpo
monoclonal (BRU38) especifico para cadeia
O (Roop et al., 1987).

Nas amostras lisas de B. abortus, a cadeia
0 esta intimamente ligada ao
lipopolissacarideo (LPS) da parede celular,
sendo o componente da bactéria que
primeiro interage com o sistema imune (Diaz
et al.,, 1968). Baseado nesta observagao,
diversos testes foram desenvolvidos e a
maioria das provas soroldgicas usadas na
rotina, tém por objetivo detectar anticorpos
contra a cadeia O. No Brasil, o Programa
Nacional de Controle e Erradicagao da
Brucelose e Tuberculose (PNCEBT),
estabeleceu o0s testes do antigeno
acidificado tamponado (AAT) e o teste do
anel em leite (TAL) como testes de triagem
e os testes do 2-mercaptoetanol (ME) e
fixacao do complemento (FC) como testes
confirmatérios (Brasil, 2004). A combinacao
de testes de triagem com testes
confirmatérios tem por objetivo obter o
méaximo de especificidade do diagndstico.
Recentemente, novos e sofisticados testes
sorolégicos  foram  desenvolvidos e
validados. Entre eles, um ensaio enzimatico
de competicao (Nielsen et al.,, 1995) e o
teste da polarizagao fluorescente (Nielsen et
al., 1996; Nielsen e Gall, 2001; McGiven et
al., 2003) revelaram sensibilidade e
especificidade mais altas quando
comparados aos testes convencionais. As
vantagens destas provas sao a rapidez na
obtencao dos resultados e a possibilidade
de reagirem somente com soros de animais
infectados. . As desvantagens sdo a
dificuldade atual na obtencao de reagentes,
pela falta de registro de kits de diagnostico
no pais, e o relativo alto investimento inicial




para a aquisicao dos
(Poester et al., 2005).

equipamentos

A cadeia O das amostras lisas de Brucella
sp & muito semelhante a encontrada em
outras bactérias como Bordetella
bronchiseptica, Campylobacter fetus,
Moraxella sp, Acinetobacter sp e Yersinia
enterocolitica do sorotipo 0:9, resultando em
reagoes sorologicas cruzadas, responsaveis
por resultados falso-positivos nas provas
sorologicas de rotina (Alton et al., 1988;
Corbel, 1989). Amostras verdadeiramente
rugosas de Brucella nao contém
perosamina, logo nao produzem uma
resposta imunolégica contra a cadeia O do
LPS.

2.5. Caracteristicas genéticas de Brucella sp

A composicao do DNA é muito semelhante
entre as espécies de Brucella, apresentando
entre 55 e 59 mol % de guanina mais
citosina, muito parecida ao observado para
Escherichia coli e todas as amostras das
varias espécies de Brucella apresentam
homologia de DNA acima de 94% (Hoyer e
McCullogh, 1968). Conforme os resultados
obtidos pela técnica de eletroforese de
campo pulsado, o genoma de Brucella sp
apresenta 2,5 x 10° pares de bases, bem
menor que o de E. coli (Allardet-Servent et
al., 1988). Trabalhos de hibridizagdo DNA-
DNA, falharam em  mostrar uma
diferenciacao entre as espécies de Brucella,
mas a analise eletroforética realizada com
enzimas de restricdo mostrou uma
interessante diferenciacao entre elas, a qual
tem sido usada para a caracterizagao e
biotipagem de amostras (Verger et al., 1985;
Grimont et al., 1992). Com base em estudos
sobre a sequéncia 16S do rRNA, o género
Brucella foi classificado como membro da
sub-divisao alfa-2 da classe Protobacteria
que inclui  Agrobacterium, Rickettsia,
Rhodobacter e Rizobium (Moreno et al.,
1990). O estudo completo do genoma da B.
melitensis, da B. suis e da B. abortus,
consideradas as espécies de Brucella mais
importantes do ponto de vista da
patogenicidade, ja foi concluido e publicado
(DelVecchio et al.,, 2002; Pausen et al.,
2002; Halling et al., 2005), permitindo reunir
um grande numero de informagdes que tém
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contribuido para melhorar o entendimento
dos mecanismos de patogenicidade destas
bactérias (Ko e Splitter, 2003).

Diferentemente do que acontece com outras
bactérias do grupo, como o Agrobacterium
sp por exemplo, a patogenicidade da
Brucella sp ndo é regulada por plasmideos
e diversas tentativas em detectar DNA
extracromossomal em Brucella tém falhado,
embora seja possivel, em condi¢Oes
experimentais, infectar B. abortus com
plasmideo derivado de E. coli e assim
transferir resisténcia a antibidticos (Corbel,
1987).

As espécies de Brucella apresentam dois
cromossomos circulares contendo 2,1 Mbp
e 1,15 Mbp respectivamente, com pequenas
variagbes em algumas biovariedades, sendo
a B. suis biovariedade 3 a unica excecao,
apresentando apenas um Cromossomo
circular de 3.3 Mb (Michaux-Charachon et
al., 1997).

As primeiras observacdes sobre variagoes
genéticas em amostras de Brucella datam
do inicio do século passado e se
concentraram na analise de mutagdes
espontdneas, mais especificamente no
carater fenotipico das coldnias bacterianas,
estabilidade, metabolismo e viruiéncia
destas alteragdes que culminaram com a
selecao e utilizacao destas amostras no
preparo de vacinas. As mais importantes
foram a amostra B19 de B. aborfus e a
amostra Rev 1 de B. melitensis, que ainda
hoje sdo usadas em muitos paises como
vacinas de eleigcao no controle da brucelose
bovina e caprina e, mais recentemente, a
amostra RB51 de B. abortus empregada
sozinha ou associada a B19 (Schurig et al.,
2002).

A morfologia lisa ou rugosa esta diretamente
relacionada a maior ou menor viruléncia das
amostras, pois mutantes rugosas s&o
menos virulentas e nao estimulam a
produgdo de anticorpos contra a cadeia O
nos hospedeiros (Moryion et al., 2004).

Todas as amostras de Brucella sp contém,

em ambos cromossomos, de 8 a 35 copias
de uma seqiiéncia de inser¢do chamada
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IS711 (também conhecida como [S6507)
(Halling, 1997). Seqiiéncias de insergao (IS)
sao segmentos discretos de DNA que
podem migrar de um local a outro dentro do
genoma, estando associados ao
polimorfismo da bactéria e por isso sao
usados na diferenciagéo entre amostras de
Brucella (Quahrani et al., 1993; Bricker e
Halling, 1994).

2.6. Patogénese da B.abortus

B. abortus tem nos bovinos © seu
hospedeiro preferencial e a manifestagéo
clinica nesta espécie caracteriza-se por
abortos nas fémeas e orquites ou
epididimites nos  machos, podendo
eventualmente provocar a doenga no
homem (Acha e Szyfres, 1986). Uma
caracteristica comum da Brucella sp € que
todas as espécies produzem infecgao
persistente do sistema reticuloendotelial nas
espécies acometidas, inclusive no homem.

A transmissao de pessoa a pessoa nao e
comum e a maioria dos autores a considera
insignificante  do ponto de vista
epidemiologico (Godfroid et al., 2005). Alem
dos bovinos e do homem, B. abortus
tambem pode causar infeccdo em outras
espécies animais como suinos, cervideos
silvestres, bubalinos e bisdes (Nicoletti,
1990).

Brucella sp. € um parasita intracelular
facultativo e a infeccao que ela ocasiona em
seus hospedeiros depende do numero e da
viruléncia das bactérias infectantes, assim
como da resisténcia do hospedeiro
determinada  pelos  mecanismos  de
imunidade inata e adquirida (Thoen et
al.,1993).

Tem sido observado que aproximadamente
18% de bovinos de ragas mesticas sao
naturalmente resistentes a brucelose
(Templeton e Adams, 1990). Pesquisas
realizadas em bovinos, indicam que dois ou
mais genes controlam os fendtipos
resistentes e pelo menos um gene, o0
Nramp1 (Natural Resistance Associated
Macrophage Proteint), parece
desempenhar um papel importante na
resisténcia a brucelose, tendo sido ja
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clonado e sequenciado (Adams e
Templeton, 1995; Feng et al., 1996).

B. abortus penetra em seus hospedeiros
principalmente pela mucosa oral,
nasofaringe, conjuntivas, pequenos cortes
ou abrasdes da pele ou ainda pelo aparelho
genital, sendo posteriormente encontrada
no interior das células do sistema
reticuloendotelial como
macroéfagos/mondcitos, guando G
transportada ao linfonodo regional. O
insucesso do hospedeiro em destruir o
agente nos linfonodos, contribui para a
disseminagao da bactéria por via sanguinea
e linfatica, podendo permanecer nos
linfonodos, causando infecgao crénica
(Enright, 1990).

Os bovinos apresentam uma placenta do
tipo  cotiledonaria e as  unidades
placentarias, chamadas placentomas, estao
restritas as areas onde o alantocorion se
relaciona com as carlnculas, formando os
cotilédones, com as vilosidades coridnicas
penetrando nas criptas carunculares
(Santos e Marques Junior, 1996).

Havendo prenhez, a bactéria localiza-se
inicialmente no interior dos trofoblastos
eritrofagociticos do placentoma, difundindo-
se a seguir, levando estas células a
necrose, vasculite, com separagao da
placenta fetal da materna e ulceragdo da
membrana corioalantéidea, com a bactéria e
as células inflamatérias presentes no lume
do utero (Anderson et al., 1986a).

A localizacao de Brucella sp no trato
reprodutivo de fémeas e machos tem sido
atribuida ao tropismo desta bactéria por
tecidos com alta concentragcao de eritritol.
Estudos que comprovam a presencga deste
acucar nos tecidos dos orgdos reprodutivos
dos ruminantes, sugerem ser esta a razao
da preferéncia de Brucella sp pela
colonizacéo destes tecidos (Smith et al,
1962; Smith e Fitzgeorge, 1964).

Tem sido comprovado que o eritritol
estimula o crescimento de algumas
amostras de Brucella sp. No entanto, outras
amostras, incluindo a amostra B19, sao
inibidas por este agucar, apesar de serem




capazes de causar infeccao genital e
abortos. Por outro lado, animais de
laboratério como roedores apresentam a
bactéria na placenta e aborto apesar de nao
apresentarem niveis detectaveis de eritritol
em seus tecidos (Enright,1990).

Estudos que utilizam técnicas
imunoistoquimicas comprovam a
preferéncia da B. abortus pelo reticulo
endoplasmatico rugoso das  células

trofoblasticas do epitélio coribnico da
placenta (Meador e Deyoe, 1989). Sao
células metabolicamente ativas, logo
capazes de produzir uma grande variedade
de hormonios e proteinas que estimulam o
crescimento da bactéria (Enright, 1990).

Os mecanismos pelos quais B. abortus
provoca o aborto nos estagios finais da
gestacao ainda nao estao completamente
elucidados. A medida que a gestagao
avanga, aumenta a probabilidade de
infeccao do hospedeiro. Isto pode estar
relacionado com fatores enddgenos,
responsaveis pela maior susceptibilidade
dos trofoblastos no final da gestagéo (180 a
240 dias), uma vez que no inicio da
gestagao (60 a 120 dias), estas células
praticamente nao permitem a multiplicagao
intracelular da bactéria (Samartino e Enright,
1993).

Nos ruminantes, a manutencao da prenhez
e o inicio do parto sdao dependentes da
producao de progesterona pelo corpo luteo,
produzida na primeira metade da gestagao.
No entanto, durante a segunda metade da
gestacdo, a progesterona é produzida
também pelo feto. Logo, doengas como a
brucelose que afetam a placenta e o feto
durante a segunda metade da gestacao,
podem resultar em abortos ou nascimentos
prematuros (Thoen et al, 1993). Durante a
infeccido por B. abortus, no final da
gestagdo, ha uma alteragdo no equilibrio
hormonal com substituicao da progesterona
pelo estrogénio, com produgao de
prostaglandina, a qual pode ser responsavel
pela indugdo de um parto prematuro
(Enright, 1990). A colonizagao,
especialmente dos tecidos dos o6rgaos
genitais das fémeas e dos machos, conduz
a principal fonte de eliminagdo da bactéria,

seja pelo sémen, placenta, descargas
uterinas e fetos abortados (Nicoletti,1989).

2.7. Fatores de viruléncia

Os fatores associados a viruléncia da
Brucella sp ainda nao estao completamente
elucidados. Embora importantes avancgos
tenham ocorrido nos Ultimos anos, 0s
fatores que determinam a capacidade desta
bactéria de invadir as membranas mucosas,
penetrar e resistir a destruicdo nos
fagocitos, multiplicando-se dentro destas
células, ainda carecem de um melhor
entendimento (Ko e Splitter, 2003).

Novas e modernas técnicas que permitem a
manipulagdo do genoma bacteriano, muito
tém contribuido para esclarecer aspectos
genéticos e bioquimicos ligados & interagcao
parasita-hospedeiro. Muitos fatores de
viruléncia, identificados e caracterizados em
outras bactérias intracelulares, revelaram-se
pouco significativos em  Brucella sp,
sugerindo uma relagdo unica entre esta
bactéria e seus hospedeiros.

A descoberta e o conhecimento de alguns
fatores de viruléncia, tem sido fruto de
incessantes pesquisas na busca por
mutantes atenuados visando introduzi-los
na composicado de novas e melhores
vacinas.

2.7.1. Lipopolissacarideo (LPS)

A estrutura do LPS da parede celular tem
sido um dos componentes mais estudados
em Brucella sp Nas amostras lisas esta
composto por trés dominios: o lipideo A, que
contém dois tipos de aminoglicoses e
diversos acidos graxos; um nucleo (core)
contendo glicose, manose, quinovosamina e
o acido 3-deoxi-D-mano-2-octulosdnico
(KDO); unidos a uma cadeia O composta
por um homopolimero com
aproximadamente 100 residuos de 4-
formamido-4,6-dideoximanose (perosamina)
com ligacoes predominantemente a-1,2 em
amostras com epitopos A dominantes ou
ligagbes a-1,3 a cada cinco residuos em
amostras M dominantes (Corbel, 1997). Nas
amostras rugosas, a estrutura € similar,
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exceto pela auséncia ou redugdo no
tamanho da cadeia O, sendo a sua
especificidade, neste caso, determinada
pelos oligossacarideos do nucleo (Moryion,
2004).

Amostras com morfologia colonial lisa, ou
seja, com a superficie composta do LPS
contendo a cadeia O, sdo mais virulentas
gue amostras rugosas, sem a cadeia O
(Roop et al, 1991), embora amostras
naturalmente rugosas como a B. ovis e a B.
canis sejam patogénicas para seus
hospedeiros preferenciais (Alton et al.,
1988).

A invasao das ceélulas do hospedeiro por
Brucella sp esta diretamente relacionada a
integridade da cadeia O do LPS da sua
parede celular, o que confere maior
imunogenicidade as amostras lisas quando
comparadas com amostras rugosas. Tem
sido demonstrado que as amostras lisas sao
mais resistentes a substancias bactericidas
produzidas por fagdcitos capazes de matar
bactérias intracelulares (Moreno et al, 1981).
Desta forma, a sobrevivéncia de B. abortus
no interior das células depende da molécula
da cadeia O estar intacta, o que lhe confere
a viruléncia (Gorvel e Moreno, 2002).

Em outras bactérias Gram-negativo, a
cadeia O funciona como uma barreira
protetora contra agentes hidrofdbicos,
contra a lise mediada por complemento,
estando envolvida também na resisténcia
bacteriana aos granulos microbicidas dos
leucocitos polimorfonucleares, logo
diretamente relacionada com viruléncia
(Godfroid et al., 1998)

Mutantes atenuados de Brucella sp. obtidos
por mutagénese . (transposon  Tn5),
revelaram que a cadeia O é essencial para
a sobrevivéncia intra e extracelular da
bactéria em camundongos e interrupgdes
em genes que codificam enzimas como a
fosfomanomutase (pmm), a perosamina
sintetase (rfbE) ou a glicosiltransferase
(wboA), sugerem que estas enzimas sao
requeridas para sintese completa da cadeia
O (Allen et al., 1998; Godfroid et al., 1998;
McQuinston et al., 1999).
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Tem sido demonstrado que o LPS
desempenha uma atividade
imunomoduladora importante. Nao sendo
totalmente degradado no citosol, o LPS é
transportado para a superficie do
macrofago, onde forma um complexo de
macrodominios com moléculas do MHC de
classe Il (Forestier et al., 1999). Segundo
Gorvel e Moreno (2002), este complexo
(MHC classe Il — LPS) poderia interferir com
a capacidade do macréfago em apresentar
o antigeno no contexto MHC de classe II,
dimuindo a capacidade da célula infectada
de ativar celuias T CD,, importantes
componentes da imunidade celular. Uma
recente pesquisa identificou uma interagao
do LPS com macrodominios lipidicos, ricos
em colesterol na superficie dos macréfagos
(lipid rafts), o qual facilita a entrada da
bactéria nos macréfagos por um trajeto que
evita a fusdo do fagossoma com o
lisossoma (Porte et al., 2003).

2.7.2. Proteinas de Membrana Externa
(OMPs)

A caracterizacao detalhada dos fatores de
viruléncia das proteinas de membrana
externa (OMPs) tem sido prejudicada pela
interferéncia do LPS em pesquisas de
migracdo destas proteinas em técnicas
como eletroforese em gel de poliacrilamida
e também pela dificuldade de se encontrar
mutantes com niveis alterados na expressao
destas proteinas. Em fungdo disto, a
importancia destas proteinas na
sobrevivéncia e viruléncia da Brucella sp
nao tem ultrapassado o terreno das
hipoteses (Bae, 1999).

As OMPs em Brucella sp foram identificadas
no inicio dos anos 1980 e caracterizadas
inicialmente como antigenos potencialmente
imunogénicos. Estas proteinas foram
classificadas de acordo com o peso
molecular em proteinas do grupo 2 ou
porinas de 36-38 kDa, cujos produtos sao
codificados por dois genes denominados
omp2a e omp2b e do grupo 3 que engloba
proteinas de 25-27kDa, codificadas pelo
gene omp25 e proteinas de 31-34 kDa
codificadas pelo gene omp31 (Cloeckaert et
al., 2002).




De um modo geral, as OMPs parecem ter
menor relevancia como antigenos protetores
ou mesmo para uso em sorodiagndstico
frente a amostras lisas de Brucella sp, por
estarem menos acessiveis ao sistema
imune, devido a presenca da longa cadeia
O do LPS da parede celular (Cloeckaert et
al., 2002). No entanto, proteinas do grupo 3,
especialmente a Omp31, revelou ser um
antigeno imunodominante frente a infecgédo
por B. ovis, portanto com potencial para uso
em diagnostico (Vizcaino et al., 2001) e
quando associada a lumazine sintetase
mostrou ser protetora, podendo transformar-
se num imundgeno promissor como vacina
de sub-unidades, tanto para amostras lisas
como para rugosas (Cassataro et al., 2005).

Em fungao da diversidade de marcadores
especificos e por serem altamente
conservadas, a identificagao das OMPs em
tecnicas como a PCR-RFLP tem auxiliado
na classificagao de espécies, biovariedades
e amostras de Brucella sp, incluindo
possivelmente as amostras isoladas de
mamiferos marinhos como duas possiveis
espécies independentes (Cloeckaert et al.,
2001).

2.7.3. Proteinas de Choque Térmico (HSP)

Sendo conhecidas também como
chaperoninas, seu estudo tem evoluido
desde a simples curiosidade cientifica até
seu possivel uso na terapia do cancer.
Desempenham um papel importante na
adaptacéao das bactérias no interior dos
fagossomas, por exemplo, quando
submetidas a situacdes de estresse como
altas temperaturas, pH acido e deficiéncia
de nutrientes (Black, 2000).

Bactérias  patogénicas respondem a
condigoes ambientais adversas através da
ativacao de genes especificos que
produzem proteinas com a finalidade de
protegé-las. As proteinas de choque térmico
(HSP) ou de estresse mais estudadas
pertencem as familias HSP60 e HSP70
onde se destacam a superoxido dismutase
(SOD), Kat, HtrA, RecA, DnaK/DnaJ, GrpE e
CIpA/ClpB (Koéhler, 2002). Embora seja
consenso entre os pesquisadores de que o
papel destas proteinas como fatores de

viruléncia seja apenas marginal, elas
parecem ser importantes auxiliando e
corrigindo outros fatores de viruléncia
excretados pelas células (Kohler, 2002).

2.7.4. Sistema Regulatorio de Dois
Componentes (BvrR/S)

Um operon detectado em Brucella sp,
denominado bvrRS (“Brucella virulence
related), codifica um sistema regulatério de
dois componentes (BvrR e BwrS), cujos
produtos finais, uma histidina quinase e uma
proteina reguladora, controlam os genes
envolvidos na manutencdo da integridade
do envelope bacteriano (Sola-Landa et al,,
1998). Mutantes bwrRS  apresentam
deficiéncias em proteinas de membrana
externa do grupo Omp3a (Omp25) e
Omp3b, demonstrando acentuada
sensibilidade a peptideos antimicrobianos
catiénicos. Deste modo, o sistema regula a
composicao de acidos graxos do lipideo A
do LPS, o qual interage com receptores do
tipo TOLL do macrofago. Mutantes deste
sistema sao internalizados pelos
macrofagos e  células  epiteliais e
prontamente destruidos no interior dos
fagolisossomas destas células (Lépez-Goni
et al., 2002).

A falta destes genes faz com que esses
mutantes sejam menos invasivos que a B.
abortus 2308, tanto em macréfagos como
em células Hela, portanto com dificuldade
para atingirem o sitio replicativo (Roop et al.,
2004). Em contraste com amostras
virulentas, mutantes bvrAS estudadas em
fagocitos nao profissionais, foram incapazes
de usar pequenas moléculas de GTPase da
sub-familia Rho, necessarias para a
polimerizacao da actina e penetragcao na
célula do hospedeiro e subseqglente
sobrevivéncia intracelular (Guzman-Verri et
al., 2001).

2.7.5. Sistema Secretorio tipo IV

Microganismos patogénicos que invadem e
se multiplicam dentro de células
especializadas de seus hospedeiros,
desenvolveram mecanismos evolutivos que
permitem modificar os processos biolégicos
naturais destas células, através da secrecao
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de moléculas que subvertem a sua biologia
celular em seu proprio beneficio (Cascales e
Christie, 2003).

Assim como em trofoblastos de ruminantes,
a multiplicacao intracelular de B. abortus
também ocorre no interior de cisternas do
reticulo endoplasmatico rugoso de ceélulas
Vero e este mecanismo de parasitismo
intracelular é unico em Brucella sp no qual a
bactéria parece ter desenvolvido atributos
especificos de viruléncia (Detilleux et al.,
1990).

Um operon chamado virB composto por 12

ORFs, homologo ao locus virB do
Agrobacterium  tumefaciens e ptl da
Bordetella  pertussis, responsavel por

codificar um sistema secretério tipo 1V, foi
identificado em Brucella sp (O Callagham et
al., 1999; Siera et al, 2000). Bactérias
mutantes neste sistema, perdem a
capacidade de multiplicar em macréfagos e
células epiteliais, bem como s&o incapazes
de produzir infecgao em camundongos
(Hong et al., 2000). Como bactérias do
género Brucella néo apresentam
plasmideos naturais, conclui-se que as
proteinas codificadas (VirB 1-12), estao
envolvidas no processo secretorio de fatores
de viruléncia e nao em conjugacao. Um
possivel papel deste sistema € o de “injetar”
moléculas efetoras nas células do
hospedeiro por meio de estruturas
semelhantes a “pili” que passam pela
membrana interna, espago periplasmico e
membrana externa, permitindo a bactéria
encontrar um sitio seguro de replicagao na
célula hospedeira (Burns, 2003; Gauthier et
al,, 2003). A identificagdo completa destas
moléculas ainda nao foi obtida, mas tem
sido comprovado que a bactéria necessita
destas moléculas por um limitado periodo
durante o processo de infecgao,
provavelmente sinalizado pela acidificagao
do fagossoma, e quando se inicia a
replicagao, o sistema é entdo desativado
(Boschiroli et al, 2002). Evidéncias
experimentais indicam que a expressao do
operon virB é essencial nos processos que
envolvem a maturacdo do vacuolo que
contém a Brucella (BCV), o qual forma um
compartimento  envolto por = estruturas
multimembranosas semelhantes ao reticulo
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endoplasmatico, necessario a replicacéo da
bactéria, pois mutantes isogénicas virB sao
encaminhadas ao fagolisossoma onde sao
degradadas (Celli et al., 2003).

2.7.6. Genes
estacionaria (hfq)

dependentes de fase

Durante a transi¢do da fase de crescimento
logaritmico para a fase estacionaria,
algumas bactérias patogénicas adquirem
resisténcia a varias alteracbes ambientais
de estresse como pH 4&cido, reativos
intermediarios de oxigénio (ROI) e escassez
nutricional. Foi identificado em Brucella sp,
que o gene hfg é responsavel. por codificar
uma proteina ligada ao RNA (chaperonina)
chamada HF-1 (host factor-1), importante na
manutengcdo da fase estacionaria e
consequentemente na resisténcia a fatores
ambientais adversos (Roop et al., 2002). O
HF-1 é necessério para a expressao do
operon cydAB na B.abortus 2308, o qual
codifica a enzima citocromo bd oxidase,
importante contra radicais oxidantes e
mutantes neste gene sao extremamente
atenuados (Roop et al., 2003).

2.7.7. Sistema Regulatorio ligado a
percepcgao de quorum (QS)

Este sistema regulatorio também ligado a
viruléncia, € um sistema sinalizador e foi
denominado “Quorum-Sensing Signal’. Esta
envolvido na express@o génica em resposta
ao aumento de densidade da bactéria apos
multiplicagao no  fagossoma. Esta
sinalizacao realizada bactéria a bactéria, é
obtida pela liberagdo de pequenas
moléculas ou ferormdnio, caracterizado por
HPLC e espectrometria de massa como
uma  N-dodecanoil-homoserina  lactona
(Taminiau et al., 2002). Com a multiplicagéo
bacteriana, ha um acumulo deste ferorménio
até que uma determinada concentracao é
atingida, indicando que um quorum foi
alcancado. Neste ponto, o ferorménio ativa
um regulador transcripcional que reprime
determinados genes, entre eles o operon
virB, controlando assim este fator de
viruléncia (Letesson et al.,, 2002). Estas
observagoes concluem que ha uma estreita
ligacao entre QS e o sistema secretorio tipo
IV (Taminiau et al., 2002).




2.7.8. Outros fatores de viruléncia

Amostras de Brucella sp produzem um
sideroforo, o 4&cido 2,3-dihidroxibenzéico
(2,3-DHBA), em resposta a uma limitagao
de ferro em presenca de eritritol. Embora
mutantes no gene dhbc tenham mostrado
que este sideroforo nao é importante para a
replicagcdo da amostra 2308 em macréfagos
murinos, nem para o estabelecimento da
infeccao em camundongos BALB/c, este
gene mostrou-se, no entanto, essencial para
a manutencao da viruléncia de amostras
2308 em ruminantes prenhes (Bellaire et al.,
2003). Roop et al. (2004) comentam que a
B. abortus tem a capaciade de produzir
outro sideréforo mais complexo, chamado
brucebactina em resposta a limitagdo de
ferro e que futuros trabalhos com mutantes
poderao ampliar as informagdes a respeito
das fungoes destes dois sideréforos na
viruléncia da Brucella sp.

O glicano ciclico B (1,2) € um polissacarideo
periplasmatico encontrado em patégenos de
plantas e também em Brucella sp. E
produzido por uma sintetase e codificado
pelo gene cgs, mutantes neste gene
mostraram reduzida  viruléncia em
camundongos e replicacdo deficiente em
células Hela (Briones et al., 2001).

2.8. A vida intracelular da Brucella sp

Apds a invasdo das mucosas, as células
fagocitarias do sistema imune, localizadas
na submucosa, ingerem a bactéria invasora
num processo classico de fagocitose,
principal componente da imunidade inata.
As celulas mais especializadas nesta
funcdo, os neutrdfilos e os macréfagos,
desempenham um papel preponderante no
relacionamento hospedeiro-parasita. Outras
células como fibroblastos, células
endoteliais e epiteliais sao também
importantes, embora menos eficientes,
sendo por isto chamadas fagocitos ndo
profissionais. Entre as células epiteliais,
destacam-se as células trofoblasticas da
placenta, cujo processo inflamatério culmina
com o aborto, geralmente no tergo final da
gestagao (Enright, 1990).

Estudos realizados sobre a biologia dos
fagocitos e das células nao fagociticas
infectadas com Brucella sp, indicam
invariavelmente que apds a entrada nestas
células, a bactéria reside em
compartimentos acidificados que se fundem
com componentes do trajeto endossomico
nascente (early endosomal pathway)
(Pizarro-Cerdd et al., 1998). Durante as
primeiras horas ap0s a invasao (1 a 5h), nao
ha multiplicagdao bacteriana, pois o sistema
imune consegue conter a bactéria, mas
apos este breve periodo e dependendo do
tipo de célula, a taxa de replicagao se
mantém constante (Celli et al., 2003). A
acidificagao das células do hospedeiro
parece ser essencial para a ativagao de
genes de viruléncia do sistema secretorio
tipo IV, demonstrado pela aquisigdo ou pela
auséncia de marcadores especificos de
lisossoma como a LAMP-1 (Lysosome
Associated Membrane Protein 1) e a
hidrolase catepsina D (Boschiroli et al,
2002; Celli et al., 2003). Estas observacoes
confirmam estudos anteriores, nos quais
amostras virulentas de Brucella sp inibem a
fusdo do fagossoma com o lisossoma
(Frenchick et al., 1985). Estudos genéticos e
bioguimicos mostraram que a Brucella sp &
exposta ao mecanismo de explosao
respiratéria logo apés a sua entrada no
fagocito, especialmente quando opsonizada
por imunoglobulinas ou quando o macréfago
esta ativado por INF-y. No entanto, a
progressdao do vacuolo com a bactéria
(BCV) ao invés de fundir-se com o
lisossoma para formar o fagolisossoma, &
redirecionado para um compartimento
chamado fagossoma replicativo (Gorvel e
Moreno, 2002). Este compartimento, por ser
unico em Brucella, tem sido chamado de
“brucelossoma”, e apresenta propriedades
semelhantes ao reticulo endoplasmatico
(Arenas et al., 2000). A composicao da
membrana deste compartimento sugere que
o fagossoma nascente €& originado pela
continua interagdo do BCV com o reticulo
endoplasmatico e sabe-se que este € um

processo natural, inerente a célula,
necessario para a formacdo do
autofagossoma, onde  produtos de
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degradagdo celular sao reciclados para a
sintese de novos componentes (Dorn et al,,
2002). Amostras patogénicas de Brucella sp
poderiam usar este processo como forma de
escape dos mecanismos de defesa,
chegando rapidamente ao sitio replicativo,
evitando assim a formacao do
fagolisossoma que decretaria a sua
inativagéo (K&hler et al., 2002). Ao contrario
do que ocorre nos macrofagos, a B. abortus
nao replica dentro dos neutrdfilos (Gorvel e
Moreno, 2002).

As células trofoblasticas da placenta
representam outro importante tipo de célula
envolvida na patogénese da brucelose.
Estao localizadas na interface da circulagao
materno—fetal e especialmente nos estagios
finais da gestagdo, a Brucella sp multiplica-
se intensamente nestas células (Anderson
et al., 1986a). Estudos sobre a patogénese
da B. abortus em células trofoblasticas
revelaram que a bactéria também replica em
compartimentos associados ao reticulo
endoplasmatico, semelhante ao que ocorre
nos macréfagos (Anderson et al., 1986b).
No entanto, antes de atingirem seu sitio
replicativo, uma importante diferenca existe
na biogénese intracelular de B. abortus. Nas
células epiteliais, depois de evitar a fusao
do fagossoma com o lisossoma, a bactéria
localiza-se em compartimentos
multimembranosos compativeis com o
autofagossoma, enquanto nos macréfagos,
mantém uma interagdo intima com o reticulo
endoplasmatico (Celli et al.,, 2003). Apesar
desta diferenca, o vacuolo infectado pela
bactéria acaba por fundir-se com as
cisternas do reticulo endoplasmatico,
transformando-se no sitio eletivo para a sua
multiplicagdo. Independentemente se for em
macrofago ou em célula epitelial, a GTPase
Sar1 do grupo COPIl de proteinas parece
ser o alvo a ser alcancado pela Brucella sp
nestas organelas (Celli et al, 2005). A
maioria dos pesquisadores conclui que
trabalhos mais detalhados sobre a trajetoria
da Brucella sp nos trofoblastos se fazem
necessarios, assim como um melhor
relacionamento deste processo em relagao
a presenca abundante de eritritol nos
estagios finais da gestacao.
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2.9. A resposta imune da Brucella abortus
2.9.1. Imunidade celular

Microrganismos invasores sao controlados
pelos dois bracos do sistema imune:
imunidade inata e adaptativa. A imunidade
adaptativa € mediada por linfocitos B e T
gue reconhecem patdgenos por meio de
receptores de alta afinidade. No entanto, o
estabelecimento da imunidade adaptativa é
lento porque depende da ativacao de genes,
da sintese de proteinas e da proliferacao
destas celulas. A imunidade inata
proporciona mecanismos de defesa mais
rapidos, pois reconhecem patogenos
invasores por meio de receptores
especificos, denominados receptores do
tipo “TOLL” localizados na superficie das
células apresentadoras de antigeno (APCs).
A ligacao do patogeno a estes receptores
induz a produgao de reativos intermediarios
de oxigénio e nitrogénio, citocinas pro-
inflamatérias com regulagdo de moléculas
co-estimuladoras que desencadeiam a
imunidade adaptativa (Werling e Jungi,
2003).

A infeccdo por B. abortus &
fundamentalmente associada a célula e
envolve inicialmente agdes nao especificas,
seguidas da ativagdo de células T antigeno
especificas (CD4" e CD8%). Células
infectadas precisam matar a bactéria ou
entdao ser mortas de tal maneira que a
bactéria seja acessada por outros
mecanismos que as eliminem, como por
exemplo os anticorpos (Abbas et al., 2003)

Os macréfagos sao considerados as células
mais importantes do sistema imune porque
se encontram na interfface entre a
imunidade inata e adaptativa (Rosenberger
e Finlay, 2003). Em contraste com outras
linhagens de ceélulas, como parte da
imunidade inata, macrofagos nao
estimulados expressam receptores Unicos
na sua superficie que detectam a bactéria e
rapidamente disparam um conjunto de
sinais génicos que produzem citocinas que
irao amplificar a resposta imune. Estas
células expressam receptores fagociticos
que se ligam a carboidratos e lipideos na
superficie de microrganismos recobertos por




complemento e anticorpos. Quando o
macrofago entra em contato com a bactéria,
mecanismos de transducdo de sinais sao

ativados e uma cascata de reacbes
quimicas tem lugar, envolvendo
principalmente a tirosina quinase

(sinalizador para INF-y), a serina quinase
(sinalizador para MAPK), ou ainda
pequenas moléculas de GTPase
(Rosenberger e Finlay, 2003). Estes
mecanismos  facilitam  rearranjos no
citoesqueleto celular que culminam com a
condugao da bactéria ao fagolisossoma
degenerativo. Duas enzimas, a NADPH
oxidase e a sintase induzivel de odxido
nitrico, sao fundamentais para a atividade
microbicida do macrofago. A ativagao dos
sistemas bactericidas O,-dependentes,
inicia-se com a ativagdo da hexose-
monofosfato num  processo chamado
explosao oxidativa. Como conseqléncia,
sao gerados diversos radicais intermediarios
do oxigénio (ROI) como o anion superoxido
(O,), peréxido de hidrogénio (H.0,) e
radicais hidroxila (OH e 'OH). Além do
efeito bactericida direto dos ROI, a explosao
oxidativa ativa outros sistemas como a
mieloperoxidase (MPQO) e o o&xido nitrico
(NO). A mieloperoxidase, em presenca de
perdxido de hidrogénio, oxida ions cloro e
iodo, produzindo a destruicao bacteriana por
halogenagao de proteinas, acidos nucléicos
e lipideos. O sistema NO interage com
radicais intermediarios do O, produzidos
pela explosdo oxidativa originando radicais
intermediarios de nitrogénio (RNI). Estes
radicais possuem um elevado potencial
oxidante capaz de inativar os sistemas
enzimaticos das bactérias fagocitadas
causando-lhes a morte (Abbas et al., 2003).

Os macrofagos  destroem  bactérias
fagocitadas usando ndo s6 os mecanismos
da explosdo oxidativa, mas também a
acidificacdo, a privagdo de nutrientes,
enzimas lisossomais e peptideos
antimicrobianos. Os antigenos microbianos
degradados, ligados a moléculas do
complexo maior de histocompatibilidade séo
expostos na superficie da célula e
apresentados a outras células do sistema
imune no contexto da imunidade adaptativa.
A sinalizagao desencadeia uma cascata de
complexas reagdes quimicas que culminam

com a ativagdo de fatores de transcricéo
como o fator nuclear kB (NF-xB), o ativador
de proteina-1 (AP-1) e o STAT (Signal
Transducer and Activator of Transcription),
gue levam diversos genes a expressarem
citocinas e quimiocinas (Rosenberger e
Finlay, 2003). O NF-xB & um importante
fator nuclear (NF) que, sendo ativado por
agentes como lipopolissacarideos, possui a
capacidade de ligar-se a uma seqgléncia de
10 pares de bases na regiao promotora do
gene (xB), o qual codifica a cadeia leve [
das moléculas de anticorpo produzidas
pelas células B (Sen e Baltimore, 1986).

Bactérias patogénicas como a Brucella sp,
desenvolveram mecanismos evolutivos que
subvertem a sinalizagéo e seus mecanismos
efetores, previnem a explosdo oxidativa e
evitam a fusao fagossoma-lisossoma
(Rosenberger e Finlay, 2003).

Linfécitos T reconhecem peptideos expostos
na superficie dos macrofagos, complexados
ao sistema MHC classe | ou ll, através de
receptores especificos chamados
receptores de células T (TCRs). Ceélulas T
CD4" reconhecem peptideos classe Il e
células T CD8" interagem com complexos
classe | (Golding et al., 2001).

Os linfécitos T CD4", chamados linfécitos Th
(auxiliares), podem se diferenciar em Th; e
Th, de acordo com as diferentes citocinas
secretadas em resposta a um estimulo
antigénico. Linfocitos Thy; secretam IL-2,
INF-y, TNF-B, mas ndo IL-4. J4 os linfécitos
Th,, conhecidos como estimuladores da
producdo de anticorpos, secretam IL-4, IL-5,
IL-6 e IL-10, mas nao INF-y. A expansao
clonal dos linfocitos Thy; e Th; é regulada
pelo INF-y (produzidc por Th; com
supressao de Thy), pela IL-4 (produzida por
Th, com amplificagdo na produgao de Thy),
pela IL-10 (produzida por Th, com
supressdo de Th,) e pela IL-12 (produzida
por macrdéfagos e linfécitos B que amplifica
a produgao de Th;). O resultado do balango
entre estas duas populagbes celulares é
que ird determinar que tipo de resposta
imune ird predominar, humoral ou mediada
por células (Wyckoff, 2002).
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A ativagcao de células apresentadoras de
antigeno (APCs), faz com que estas células
passem a secretar IL-12 e TNF-q,
importantes citocinas com papel decisivo
tanto na ativacao e diferenciacdo de
linfocitos T e B como na atragao de
neutrofilos e mondcitos. IL-12 é a citocina
funcional que estimula os linfocitos T a
secretarem INF-y, o principal ativador de
macrofagos e o sucesso das bactérias
intracelulares em produzirem infeccdo é
grandemente  influenciado  por  sua
capacidade em interferir na sinalizagcao de
linfocitos T CD4™ (Ko e Splitter, 2003).

B. abortus tem a propriedade de estimular a
secrecao de IL-12 pelos macrofagos,
induzindo a uma diferenciacao dos linfocitos
auxiliares Thy em células efetoras e de
memoéria Th,, uma caracteristica central das
vacinas elaboradas com amostras vivas de
B. abortus (Oliveira et al., 1998; Schurig et
al., 2002). Dependendo do estimulo
antigénico, ha também uma diferenciagao
dos linfécitos Thy em Th,, que secretam
varias citocinas, dentre elas a IL-4 que atua
sobre os linfocitos B desencadeando uma
resposta humoral com producao de IgG, e
IgE. Estas imunoglobulinas, ao contrario das
lgG2a, produzidas pelos linfocitos B
estimulados por células Thy, sao menos
eficientes contra bactérias intracelulares.
(Golding et al., 2001).

Trabalhos recentes tém indicado que
linfécitos T citotoxicos CD8™ ativados (CTL),
desempenham um papel crucial na
imunidade contra Brucella sp, pois eliminam
macrofagos infectados por mecanismos de
citotoxicidade pela acdo de perforinas e
granzimas (Wyckoff, 2002). Tem sido
demonstrado que camundongos deficientes
em linfocitos T CD8" tiveram a infecgdo por
B. abortus exacerbada e em contraposi¢ao,
camundongos deficientes em CD4" foram
capazes de conter a infecgao, ficando
demonstrado que células CTL sdo criticas
na protegao contra B. abortus e mais, que a
bactéria pode induzir células CTL a
executarem a sua atividade efetora mesmo
na auséncia de células CD4" funcionais
(Scott et al., 1998).
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2.9.2. Imunidade humoral

Apoés a infeccdo por bactérias Gram-
negativo, as células do sistema imunolégico
do hospedeiro estao expostas a diversos
antigenos bacterianos e, por estar mais
exposta, a cadeia O do lipopolissacarideo
da parede celular é a fracao mais
imunogénica. Logo €& contra ela que a
maioria dos anticorpos esta dirigida (Corbel,
1997). Apesar de ser um carboidrato, a
cadeia O das bactérias Gram-negativo é
capaz de provocar uma resposta
consistente de anticorpos pela ativagao
direta dos linfocitos B, sem necessidade da
ativagcao dos linfocitos T (Abbas et al,
2003). A infecgao pela B. abortus inclui a
producao de imunoglobulinas dos isotipos
IgM, 1gG;, IgG: e IgA, detectaveis no soro e
no leite de bovinos (Nielsen e Duncan,
1988).

Foi recentemente comprovado que a
vacinagdo de camundongos com uma
amostra de B. abortus RB51 que expressa
cadeia O no citoplasma, portanto
geneticamente  modificada, induziu a
producgao de anticorpos predominantemente
das subclasses IgG2a e IgG; e que a
presenca de altas concentragoes de IgG2a
e concentracdes baixas ou mesmo ausentes
de IgG;, podem ser indicativos de uma
resposta celular do tipo Thy (Vamulapalli et
al., 2000).

A resposta de anticorpos a B. abortus nos
bovinos consiste no aparecimento inicial de
imunoglobulinas da classe IgM, seguida da
formacao de IgG; e posteriormente de
pequenas quantidades de 1gG, e IgA, as
quais dependem da via de exposigao, da
dose infectante e do estado de saude do
animal (Nielsen e Duncan, 1988). A maioria
das reacoes cruzadas, ou seja, reagoes que
resultam da exposicdo a outras bactérias
semelhantes a Brucella  sp sao
principalmente devidas a classe IgM e
portanto, festes sorolégicos que medem
este isotipo devem ser evitados, pois irao
apresentar reacdes falso-positivas (Nielsen
et al.,, 1996). Da mesma forma, animais
vacinados com amostras lisas de B.abortus
(B19), produzirao anticorpos que nao
poderdo ser distinguidos dos anticorpos de
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infecc@o nas provas diagnosticas de rotina e
por isto a maioria dos programas de
vacinagao recomenda a aplicagdo da vacina
apenas em animais pré-puberes (Nicoletti,
1990).

2.10. Prevencao e controle da brucelose
bovina

A vacinacao contra a brucelose bovina tem
sido um componente importante nos
programas de controle e erradicagao desta
enfermidade em muitos paises e inumeros
sdao os exemplos em que esta pratica
revelou-se eficaz. Os Estados Unidos da
Ameérica aplicaram medidas de controle que
envolveram a vacinacao e o abate de
animais infectados e com isto obtiveram
uma drastica redugcdo nos casos de
brucelose humana (Ragan, 2002).

A experiéncia tem demonstrado, no entanto,
que nenhuma vacina usada contra a
brucelose protege 100% dos animais e que
a pratica da vacinagdo apenas, sem
medidas complementares de higiene
associadas a retirada e substituicio dos
animais infectados, tem resultado em
frequentes insucessos (Nicoletti, 1990).

Trabalhos efetuados com amostras mortas
de Brucella sp, revelaram de um modo
geral, que este tipo de vacina se mostrou
pouco eficiente em estimular uma resposta
celular adequada e por isso acabaram
caindo em desuso (Nicoletti e Winter, 1990).

A protecao contra a infeccao por B.abortus
envolve uma resposta celular consistente do
tipo Thy, mediada por linfocitos T auxiliares
associados a producao de INF-y (Araya et
al., 1989). Aléem disto, células T citotoxicas
CD8", qgue também secretam INF-y, séo
capazes de matar macréfagos infectados
com B. abortus (Oliveira e Splitter, 1995).
Para que ocorra uma resposta solida e
duradoura, € indispensavel que as vacinas
sejam elaboradas com amostras vivas,
atenuadas e sem possibilidade de reversao
a forma patogénica, pois a bactéria
necessita replicar-se no hospedeiro e ser
posteriormente eliminada (Adams, 1990;
Schurig et al, 2002).

Em 2001, o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento do Brasil
(MAPA), apos revisar a legislacao de
combate a brucelose bovina até entado
vigente, decidiu langar um novo programa
(Brasil, 2001). Entre as estratégias
propostas, destacam-se a adesao voluntaria
de criadores para a formagao de rebanhos
livres e monitorados, testes soroldgicos
regulares em rebanhos de elite para
ingresso em exposicoes e feiras, sacrificio
compulsério dos animais  positivos,
padronizacdo de procedimenios para
veterinarios habilitados mediante cursos
especificos. Como atividade preponderante
para baixar a prevaléncia da enfermidade, a
vacinagao compulséria de bezerras com
B19 entre 3 e 8 meses de idade em todo o
pais € considerada crucial para o sucesso
do programa. Bezerras vacinadas na idade
recomendada, s6 poderao ser submetidas a
testes sorolégicos apds completarem 24
meses de idade para evitar a interferéncia
dos anticorpos vacinais. O programa
também passou a vislumbrar a possibilidade
do uso estratégico de vacinas nao
aglutinogénicas em animais adultos, néao
vacinados com B19 ou em animais
previamente vacinados, em rebanhos com
quebra da imunidade, dos quais foram
retirados os animais infectados (Brasil,
2004).

2.10.1. Testes de eficacia em vacinas contra
a brucelose

A poténcia de vacinas contra a brucelose
animal pode ser avaliada usando-se trés
estratégias: i) teste em animais de
laboratorio, ii) teste em hospedeiros naturais
experimentalmente desafiados e iii) teste em
condigdbes naturais  (Nicoletti,  1990).
Segundo Plommet (1990), o segundo
método € o que apresenta respostas mais
significativas. Neste caso, sao comparadas
as taxas de infeccao e abortos em grupos
de novilhas vacinadas e desafiadas por via
conjuntival na metade da gestagdo. A dose
desafio e a amostra desafiante em ensaios
de vacinas tém sido motivo de controvérsias
entre diferentes autores, embora a maioria
concorde que devem ser escolhidas de tal
forma que produzam infecgdo em 80-90%
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dos animais usados como controles nao
vacinados.

Apesar disto, alguns trabalhos sobre a
avaliacao da vacina B19, embora com
algumas diferengas em seus delineamentos,
nao revelaram diferengas significativas no
grau de imunidade conferido pela vacina
B19 e por isto merecem ser mencionados.
Buddle (1948) vacinou 48 animais e
concluiu que 73% estavam protegidos
contra o aborto e 65% contra infeccao,
enquanto dos 44 animais usados como
controles, 57% abortaram e 70% se
infectaram. Manthei (1952) encontrou 63%
de 70 animais vacinados protegidos contra
a infeccado e 70% protegidos contra o
aborto, enquanto dos 87 animais usados
como controles, 85% se infectaram e 70%
abortaram. Em outro experimento, Berman
et al. (1952) vacinaram 14 animais,
encontrando 77% de protegao contra o
aborto e 78% contra infec¢ao e no grupo
controle (n=18), 86% se infectaram e 83%
abortaram. Lambert et al. (1961) vacinaram
24 animais, dos quais 79% foram protegidos
contra o aborto e 67% contra infecgao,
enquanto no grupo controle (n=22), 68%
abortaram e 90% se infectaram. Sutherland
et al. (1981) vacinaram 12 animais, dos
quais 67% foram protegidos contra a
infeccao e 86% contra o aborto, sendo que
no grupo controle (n=12), 75% se infectaram
e 75% abortaram. O baixo numero de
animais usados neste tipo de experimento
€, na maioria dos casos, justificado pelo alto
custo destas pesquisas, onde apoés o
desafio, os animais necessitam permanecer
por longo tempo em ambientes isolados e
com protecao contra o escape da bactéria
patogénica para o ambiente (nivel 3 de
biosseguranca).

A literatura cita também inimeros trabalhos
realizados com B19 a campo. Uma
interessante pesquisa foi realizada nos
Estados Unidos da América empregando-se
a dose padrao de B19. Nesta pesquisa, a
vacina B19 foi aplicada em 18.000 bezerras
provenientes de 260 rebanhos infectados
com Brucella. O resultado foi que a vacina
contribuiu para aumentar em 96% a taxa de
partos quando estas fémeas atingiram a
idade adulta (Wright, 1942). Outra
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observagao confirma que a dose padrao de
B19 empregada na vacinacao das bezerras
em rebanhos infectados, contribuiu para
uma eliminagdo mais rapida da enfermidade
nestes rebanhos e com uma baixa
percentagem de reagentes (Jones e
Berman, 1976). Dados semelhantes foram
encontrados também com a aplicacéo da
B19 em dose reduzida, seja em animais
jovens (Deyoe et al., 1979) seja em adultos
(Nicoletti, 1979). Embora esta pratica tenha
contribuido para diminuir a prevaléncia da
infecgao por brucelose em alguns paises,
ela também apresentou alguns problemas
como taxa relativamente elevada de abortos
devido a vacinacgao (Corner e Alton, 1981) e
queda na produgao de leite (Nicoletti, 1976).

Mutantes rugosas, portanto sem cadeia O,
estaveis e suficientemente atenuadas,
capazes de provocar uma resposta imune
duradoura e sem o0s inconvenientes da
amostra B19 tém sido pesquisadas. Dentre
estas, a que melhores resultados
apresentou foi a amostra RB51. Esta
amostra, praticamente isenta de cadeia O,
foi obtida por passagens sucessivas da
amostra 2308 de B. abortus em meios de
cultura contendo rifampicina, originando
uma mutante permanentemente rugosa
(Schurig et al, 1991). Esta estratégia foi
cuidadosamente monitorada visando limitar
a atenuacao da amostra original de tal modo
que permitisse a sua colonizagao nos
animais inoculados por algumas semanas,
induzindo uma resposta celular adequada
sem produzir anticorpos capazes de
reagirem nas provas sorolégicas. A amostra
RB51 apresenta todas estas caracteristicas
e além disso demonstrou ser muito estavel,
nao revertendo sua viruléncia mesmo apos
passagens em varias espeécies animais
(Colby, 1997; Schurig et al., 2002).

Sendo uma amostra rugosa, portanto isenta
de cadeia O, a amostra RB51 previne a
formagdo dos anticorpos que reagem nos
testes soroldgicos de rotina como antigeno
acidificado tamponado (AAT),
2Mercaptoetanol  (2ME), fixagdao do
complemento (FC) e anel em leite (TAL).
Deste modo, reagdes positivas a estes
testes em animais vacinados com RB51




poderia indicar a ocorréncia de queda na
imunidade no rebanho.

Os poucos trabalhos disponiveis em
bovinos, onde a vacinagdo com a RB51 foi
comparada com a B19, concluiram que a
amostra RB51 revelou efeito protetor similar
a B19 contra o aborto em animais
desafiados aos 180 dias de gestacao
(Cheville et al, 1996). Quando aplicada em
animais vacinados a campo, em condigdes
de alta e baixa prevaléncia, a amostra RB51
revelou uma protecao superior a conferida
pela amostra 19 (Lord et al, 1998).

Elzer et al. (1998) demostraram que a
aplicagao da vacina RB51 por via oral
protegeu de forma similar & vacinagao por
via subcutanea, onde 70% das fémeas
(n=10) foram protegidas contra o aborto e
80% contra infeccao, enquanto no grupo
controle (n=10), 70% abortaram e 80% se
infectaram. Em outro estudo, Olsen (2000a),
vacinando bezerras entre 3-6 meses com
RB51, verificou que a vacina protegeu 88%
das vacas contra o aborto, 53% contra
infeccao e 88% dos fetos foram protegidos
contra a amostra desafiante.

Em animais vacinados e desafiados com B.
abortus, a protecao €& medida pela
diminuicdo significativa na incidéncia de
abortos, com significativa diminuicdo na
colonizagao de oOrgaos pela bactéria
desafiante nos animais vacinados em
comparagao com os nao vacinados (Elzer et
al., 1998). A protecdo contra o aborto indica
menos perdas diretas aos criadores. Além
disto, a protecao contra a infecgao, indica
menor risco de disseminag¢ao da bactéria a
outros animais e ao homem.

2.10.2. Vacina
amostra 19

com Brucella abortus

De um modo geral, as amostras bacterianas
usadas em vacinas contra a brucelose
foram desenvolvidas de maneira empirica.
Entre elas, a amostra B19, vem sendo
utilizada em programas de vacinagao contra
a brucelose bovina ha mais de seis décadas
e, apesar de alguns inconvenientes e das
inumeras tentativas feitas para substitui-la
por amostras mais eficientes, tudo indica

gue pela facilidade de produgéo, baixo custo <, |

e bons resultados obtidos, seguira por
varios anos sendo a vacina de eleicdo. Foi
inicialmente usada no programa oficial de
vacinagao conira a brucelose bovina dos
Estados Unidos da América em 1941 e
posteriormente teve seu uso expandido a
muitos paises (Nicoletti, 1990).

Esta amostra foi avaliada como vacina pela
primeira vez em 1930. Um pesquisador
norte-americano chamado John M. Buck,
isolou em 1923 wuma bactéria com
caracteristicas de B. abortus do leite de uma
vaca que se tornara estéril. A cultura,
originalmente virulenta, ficou esquecida no
ambiente por mais de um ano e, quando
testada em cobaios, revelou-se atenuada e
altamente imunogénica (Graves, 1943). A

patogenicidade baixa e estavel, a
imunogenicidade e antigenicidade
relativamente altas sd@o as principais

caracteristicas desta amostra, advindo dai o
seu sucesso como vacina. A sua atenuacgao,
bem como as suas caracteristicas culturais
e biologicas estaveis nao se alteraram por
inuUmeras passagens em cobaios ou mesmo
por passagem intravenosa em fémeas
bovinas prenhes (Mingle et al., 1941).

Uma série de experimentos sobre vacinacao
e protecao de fémeas jovens com dose
padrdo (2,5-12 x 10'° UFC) da vacina B19
concluiram que aproximadamente 65-75%
dos animais vacinados apresentaram
protecdo completa contra diversos graus de
exposicao a B. abortus virulenta e os
restantes 25% a 35% dos animais
vacinados, embora pudessem se infectar,
muitos ndo apresentaram o principal sinal
clinico da brucelose, ou seja o aborto
(Manthei, 1959). McDiarmid (1957) em um
estudo de sete anos sobre a vacinagao de
500 fémeas, observou gque uma unica dose
padrdo da vacina B19 conferiu imunidade
adequada pelo menos até a quinta
gestacao.

Tem sido comprovado que fémeas
vacinadas com B19 sado resistentes ao
desafio com B. abortus virulenta por
periodos relativamente longos, que podem
variar entre sete anos (JOINT..., 1971) ou
dez anos (Goode et al., 1957). Entretanto
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alguns autores tém questionado este longo
periodo de protecao conferido pela vacina
B19 em bovinos®. Apesar da producéo e do
controle desta vacina no Brasil estarem
regulamentados pelo MAPA (Brasil, 2004),
testes regulares de eficacia ndo séo
realizados e nao se conhecem as origens
das amostras empregadas pelos diferentes
laboratérios.

A vacinagdo de bezerras jovens com a
amostra B19 tem sido recomendada em
fungdo dos animais tornarem-se negativos
ao atingirem a idade de cobertura. Acima de
90% das fémeas vacinadas entre 3 e 8
meses revelaram-se negativas dentro de 9
meses (King e Frank, 1961). Estes autores
concluiram que fémeas vacinadas aos 3
meses retornaram a negatividade 2 meses
apos a vacinagao; fémeas vacinadas aos 6
meses demoraram cerca de 6 meses para
negativarem e quando vacinadas aos 9
meses, algumas ainda apresentaram titulos
sorolégicos aos 15 meses de idade.
Portanto, a idade das fémeas na idade da
vacinagao € um fator limitante no uso da
vacina B19, pois os anticorpos provocados
por ela nao podem ser diferenciados dos
produzidos por amostras de campo nas
provas de rotina (Nielsen, 2002).

Durante a década de 1980, paises como os
Estados Unidos da Ameérica usaram a
vacina B19 em dose reduzida contendo 3,0
- 10 x 10° UFC para a vacinagao de
bezerras ou 0,3~ 3 x10° UFC para aplicagcao
em vacas adultas, com o objetivo de
minimizar os inconvenientes dos titulos
residuais conferidos pela dose padrao. Esta
medida, no entanto, s6 trouxe beneficios
quando a vacina foi aplicada em condi¢oes
rigorosamente controladas (Nicoletti, 1979).
As vacinacoes de bezerras com dose
reduzida ou fémeas adultas com qualquer
dose de B19 nao estao contempladas no
PNCEBT (Brasil, 2001, 2004)

3 SAMARTINO, L.E. Comunicagao pessoal,
2003. (Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria, Centro de Ciencias Veterinarias y
Agronomicas, Instituto de Patobiologia, Las
Cabanas y Los Reseros, (1712) Villa Udaondo,
Castelar, Argentina)
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O grande inconveniente da B19, por conter
uma amostra lisa, sdo os anticorpos por ela
estimulados, dificeis de serem
sorologicamente diferenciados das
respostas causadas por amostras de
campo. Por isto, a sua aplicagao e resumida
a animais sexualmente imaturos. Além disto,
a amostra B19 pode provocar aborto se
aplicada em vacas prenhes, cuja taxa, em
condicoes de campo, pode chegar a 2,6%
(Beckett e McDiarmid, 1985), orquite nos
machos e ainda infectar o homem (Nicoletti,
1990).

A duragdo e magnitude dos anticorpos
vacinais estdo diretamente relacionadas
com a idade a vacinagao, dose da vacina,
via de aplicacao e estagio da gestacao, ou
ainda ao tipo de teste usado e a
interpretacdo dos resultados  (Nicoletti,
1990). Os anticorpos que sucedem a
vacinacao sao da classe IgM, seguidos pelo
aparecimento de IgG1 e com menor
intensidade por 1gG2 e IgA (MacMillan,
1990). Anticorpos da classe IgM persistem
por mais tempo e sao mais ativos nos testes
de aglutinagdo com pH neutro e estao
também presentes no leite por alguns
meses, sendo quase sempre de origem
sérica (Nicoletti, 1990). A rapidez com que
0s animais vacinados tornam-se negativos é
inversamente proporcional a idade, dose da
vacina e estagio de gestagao no momento
da vacinagao (Manthei, 1952).

Apesasr dos estudos envolvendo vacinas no
passado terem sido realizados de forma um
tanto empirica, sabe-se hoje, que tanto a
resposta humoral como a celular influenciam
o curso da infeccdo por Brucella sp. No
entanto, a imunidade celular desempenha
um papel central na eliminacao das
bactérias intracelulares, tornando evidente
gue uma vacina para ser efetiva, deve
induzir principalmente mecanismos de
defesa celulares (Wyckoff, 2002; Schurig et
al., 2002). Por  serem parasitos
intracelulares facultativos, a patogenia da
infeccao por Brucella sp e a natureza da
resposta imune estao intimamente
relacionadas com esta caracteristica
(Cheers, 1984).




2.10.3. Vacina com Brucella abortus
amostra 45/20

Visando eliminar o problema da persisténcia
de titulos sorologicos, pesquisadores
dedicaram-se a buscar amostras rugosas,
portanto isentas de cadeia O, que
pudessem substituir a B19 e assim eliminar
em parte os seus problemas. Uma vacina
elaborada com a amostra 45/20, rugosa,
morta e preparada com adjuvante oleoso,
chegou a ser usada em alguns paises
(Adams, 1990). No entanto, reagbes pos-
vacinais intensas, necessidade de duas
aplicacoes e protecao inferior a B19, fizeram
com que esta vacina tivesse seu usoO
descontinuado (Schurig et al., 2002).

2.10.4. Vacina com Brucella abortus
amostra RB51

Ficou comprovado por pesquisas realizadas
no passado, que amostras rugosas eram
capazes de induzir protecdo contra B.
abortus, sem apresentarem 0s graves
problemas de diagnostico inerentes as
amostras lisas.

A estrategia de encontrar uma amostra
mutante rugosa, estavel e de tal forma
atenuada que permitisse a colonizacdao no
hospedeiro, culminou com a selegédo de uma
amostra de B. abortus chamada RB51. E
uma amostra ndo aglutinogénica, derivada
da amostra 2308 de B. aborfus, que por
passagens em meio contendo
concentragoes sub-inibitérias de rifampicina
e penicilina sofreu mutacdoes em genes que
sintetizam a cadeia-O (Schurig et al, 1991).
Foi determinado que a RB51 apresenta o
gene wboA, gene este que esta envolvido
na sintese da cadeia O, interrompido por um
elemento de insergdo 1IS717 (Vemulapalli et
al.,, 1999). A complementagcdo com um gene
funcional, indicou que esta amostra
apresenta uma segunda mutagdo afetando
possivelmente o transporte da cadeia O
para a superficie da bactéria ou o
acoplamento dela ao nucleo do LPS, ou
ambos (Vemulapalli et al., 2000). Pesquisas
com anticorpos monoclonais demonstraram
no entanto, que a RB51 & capaz de
expressar quantidades minimas de antigeno

O em seu LPS (Schurig et al, 1991;
Cloeckaert et al., 2002).

Quando aplicada em animais jovens, a
vacina RB51 localiza-se nos tecidos do
sistema reticulo-endotelial, sendo eliminada
dos linfonodos que drenam o local da
inoculagdo por periodos que vao desde 6
semanas (Cheville et al., 1992) até 12 a 14
semanas poés-vacinacao (Olsen et al., 1999).
Fémeas vacinadas entre 3 e 7 meses (1,0 x
10" UFC) e desafiadas aos 2 — 3 anos, na
metade da gestagdo, apresentaram
menores taxas de infeccao e aborto quando
comparadas com fémeas nao vacinadas
(Cheville et al, 1996; Olsen, 2000b).

Resultados de pesquisas tém indicado que
a melhor idade para a vacinagao de fémeas
jovens é entre 5 e 12 meses de idade com
uma dose entre 1,0 — 3,4 x 10" UFC e
trabalhos preliminares sobre a duragao da
imunidade, tém indicado que uma
revacinagao aos 4 — 5 anos de idade pode
ajudar a manter bons niveis de protecao
(Olsen e Stoffregen, 2005). Animais
vacinados ou revacinados com RB51,
previamente vacinados ou nao com B19,
ndo reagem aos testes sorolégicos de rotina
e a vacinagdo de adultos tem sido
recomendada para refor¢ar a imunidade de
rebanho (Cheville et al.,, 1993; Stevens et
al., 1994; Olsen et al., 1996; Poester et al.
2000). No entanto, uma pequena
porcentagem de respostas humorais
atipicas no Card Test e no teste do rivanol
foi observada em animais revacinados com
RB51, quando colocados num rebanho
infectado (Leal-Hernandez et al., 2005).

Em rebanhos muito infectados, apds a
eliminacdo dos animais positivos, o uso da
vacina em adultos com dose reduzida (1,0 x
10° UFC) é uma pratica segura e
recomendada (Olsen, 2000a). A vacinagao
de animais prenhes ndo induziu ao aborto
(Zambrano et al., 1995; Samartino et al.,
2000; Uzal et al.,, 2000). No entanto, a
aplicacdo da dose completa (1,0 - 3,4 x 1G'°

UFC) em novilhas, nao tem sido
devidamente estudada e o0s poucos
trabalhos disponiveis, apresentam

resultados contraditérios. Foi demonstrado
que doses altas (1,0 — 3,4 x 10"° UFC),
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quando aplicadas em fémeas prenhes
(entre 1 e 7 meses de prenhez), mantidos &
campo e que haviam sido vacinadas com
B19 entre 3-8 meses, nao aumentaram as
taxas de abortos (Samartino et al., 1999).
Por outro lado, tem sido documentado,
também sob condigdes de campo, que a
dose completa (1,0 — 3,4 x 10" UFC),
quando aplicada em animais que nao
tiveram contato prévio com a B. abortus,
pode provocar alguns abortos (Lopetegui,
1998; Van Metre et al., 1999).

A vacina RB51 pode infectar o homem,
embora existam indicativos de que o nivel
de patogenicidade desta amostra seja
inferior ao da B19 (Ashford et al., 2004). Ha
relatos também da eliminagdo da RB51 pelo
leite e exsudato vaginal em animais adultos
que foram revacinados (Leal-Hernandez et
al., 2005).

Deve ser levado em conta que, a exemplo
do que ocorre nos animais, os anticorpos no
homem também ndo sdo detectados nas
provas de rotina. Por outro lado, em caso de
exposicao vacinal, a rifampicina, um dos
antibidticos indicados no tratamento da
brucelose, ndo podera ser indicada neste
caso.

A maioria dos estudos sobre a protecao
conferida pela RB51 tem sido realizados sob
condicdes rigorosamente controladas seja
em camundongos ou em bovinos. Estes
trabalhos concluiram que os animais sao
efetivamente protegidos contra desafios
moderados (Schurig et al, 1991; Cheville et
al., 1996). Em contraposi¢ao, resultados
com experimentos de campo onde oS
animais sao submetidos a desafios altos ou
moderados, parecem indicar que mais
pesquisas sao necessarias para uma melhor
avaliacao da duragdo e dos niveis de
imunidade nestas condigoes (Moryién et al.,
2004).

Em funcao dos resultados positivos de
protecdo apresentados pela vacina RB51
em diversos experimentos, associados ao
fato de nao estimular anticorpos contra a
cadeia O, alguns paises como os Estado
Unidos, Chile e Uruguai, decidiram substituir
a vacina B19 pela RB51 (Ragan, 2002;
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Rivera et al, 2002; Garin et al, 2005). Outros
paises como o México, Paraguai, Venezuela
e alguns paises da América Central, a estao
usando associada a B19 (Luna-Martinez,
2002; Baumgarten, 2002; Vargas, 2002;
Moreno, 2002).

2.10.5. Outras vacinas contra a brucelose

Afora o uso da vacina Rev 1 de B.
melitensis, empregada na prevencdao da
brucelose de caprinos e ovinos em paises
onde esta espécie de Brucella se constitui
numa séria ameaga para sistema criatério e
para o homem (Alton, 1990), diversos
grupos de  pesquisadores tem @ se
concentrado nos Ultimos anos seja na
tentativa de melhorar as vacinas existentes,
seja na produgao de novas vacinas. Estes
estudos envolvem a busca de novos
mutantes, especialmente por manipulacbes
genéticas, que expressem antigenos
protetores mais eficientemente que as
atuais vacinas, de preferéncia com minima
ou nenhuma interferéncia no diagndstico
sorologico (He, 2000; Vemulapalli et al.,
2002). Outros tém buscado novos
imunégenos por meio de antigenos nao
replicativos, ou seja, vacinas baseadas em
proteinas recombinantes ou de DNA (Kurar
e Splitter, 1997; Velikovsky, et al, 2000; Al
Mariri, et al., 2002; Cassataro et al., 2005).

Vacinas deste tipo podem oferecer
vantagens sobre as vacinas vivas usadas
atualmente, pois seus idealizadores
vislumbram a possibilidade potencial do seu
uso tanto em animais como no homem. Em
brucelose, no entanto, este tipo de vacina
parece ser economicamente pouco vidvel
para aplicagdo em larga escala em animais
€, no caso humano, o custo das pesquisas e
ainda muito elevado e por isso 0 seu
desenvolvimento tem ficado a cargo
basicamente de agéncias nacionais de
defesa (Schurig et al., 2002).

3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a
aplicacao da dose completa da vacina RB51
em bovinos, tendo como objetivos
especificos avaliar os seguintes parametros:




1) efeito protetor em fémeas adultas néao
previamente imunizadas; 2) efeito abortivo
em fémeas em inicio de gestagao e 3)
inducao da resposta sorolégica frente a
provas de rotina.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Local

O projeto foi desenvolvido na Area
Experimental e no Laboratorio de Brucelose
do Laboratorio Nacional Agropecuario,
Pedro Leopoldo, Minas Gerais
(Lanagro/MG) do Ministério da Agricultura
Pecuéria e Abastecimento.

4.2. Animais e Grupos Experimentais

Trinta e trés novilhas, mesticas holandés—
zebu, com idade aproximada de 24 meses,
foram  alocadas em  dois  grupos
experimentais. Os animais de cada grupo,
devidamente identificados, foram mantidos
em piquetes individuais de
aproximadamente 1 hectare cada um,
sendo alimentados durante toda a fase
experimental com silagem de milho, carogo
de algodao, polpa citrica, sal mineral a
vontade e agua “ad libitum”.

Os grupos experimentais foram constituidos
como segue:

Grupo RB51 - 20 (vinte) fémeas nao
vacinadas quando jovens com B19, sendo
12 (doze) vacinadas com RB51 antes da
gestacdo e 8 (oito) vacinadas com RB51
aos 60 (sessenta) dias de gestacao

Grupo controle — 13 (ireze) fémeas nao
vacinadas.

Durante os trés meses de adaptacao, todos
os animais foram vacinados contra raiva,
(Raivacel, Vallée) leptospirose, IBR, BVD,
PI-3 e BRSV (CattleMaster, Pfizer)
clostridioses (Fortress 7, Pfizer) e
vermifugados em duas oportunidades
(Coopermec, Coopers Brasil).

4.3. Vacinas e Vacinagoes

A vacina RB51 foi fornecida pela Shering-
Plough Coopers e produzida pela
Professional Biological Company (Denver,
Colorado, USA). Foram utilizadas duas
partidas diferentes, sendo que para
vacinagao dos animais nao gestantes do
grupo RB51 foi empregada a partida 1551,
com validade até 20.04.2002 e a partida
1618, com validade até 31.01.2003, para
vacinacao dos animais gestantes deste

grupo.

Antes da utilizagao, cada partida foi avaliada
quanto a pureza, dissociagao e contagem
de germes viaveis de acordo com Alton et
al. (1988) e Nielsen e Ewalt (2004).

No dia das vacinagoes, foram realizados
controles do numero de germes viaveis de
um frasco da vacina RB51 hidratado de
ambas as partidas e mantido em gelo junto
com os outros frascos utilizados na
vacinagao.

No dia 0 do experimento (dia da vacinacao),
0os animais nao gestantes do grupo RB51
foram vacinados, por via subcutanea, com 2
mL da vacina RB51 (partida 1551) e os
animais do grupo controle, assim como os
oito animais do grupo RB51, a serem
posteriormente vacinados quando
gestantes, receberam 2 mL de salina
fisiologica estéril por via subcutanea.

Nos dias 251 e 272 do experimento, dois e
seis animais, respectivamente, pertencentes
ao grupo RB51, todos com 60 dias de
gestagdo, foram vacinados por via
subcutanea, com 2 mL da vacina RB51
partida 1618.

4.4. Manejo Reprodutivo

Foram realizados periodicamente, por
palpacdo ou ultrassonografia retal, exames
ginecolégicos dos animais para verificagao
da condicao uterina e ovariana.

Para a obtencao do maior numero possivel

de animais gestantes e no menor tempo
possivel, o cio dos animais foi sincronizado.
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O protocolo hormonal utilizado consistiu na
aplicagao de um implante de progesterona
intravaginal (CIDR - Pharmacia Animal
Health) no dia 160 do experimento, de
acordo com Henry et al. (2003). A retirada
do implante foi nove dias depois, associada
a aplicagao de uma de dose de 2 mL de
PGF2a (0,5 mg de cloprostenol — Ciosin —
Coopers). Aos animais classificados como
aciclicos no momento da retirada do
implante, além da PGF2q, foi aplicada uma
dose de GnRH.

A observacgdo visual dos sinais externos de
cio comegou 24 horas apds a retirada do
implante. Vacas androgenizadas com bugcal
marcador (n = 4) foram utilizadas como
rufido. Os animais foram observados
24h/dia por um periodo de quatro dias. As
inseminagoes artificiais foram realizadas no
ato da detecc¢ao do cio e repetidas 12 horas
apds a primeira. As novilhas que nao
exteriorizaram o cio até 72 horas pos-
aplicacao foram submetidas ao controle da
resisténcia da condutividade elétrica do
muco  cervico-vaginal.  Aquelas  que
apresentaram baixa resisténcia elétrica
foram imediatamente inseminadas. O
diagnostico de gestagdo foi realizado pelo
exame de ultrassonografia 35 dias apds a
inseminacao (dia 206 do experimento).

O sémen utilizado na inseminagao foi
testado quanto motilidade total, motilidade
progressiva, vigor, turbilhonamento,
morfologia espermatica e teste hiposmético
de acordo com Correa e Zavos (1994) e
Manual...(1998). O sémen foi ainda testado
para IBR pela técnica do PCR (Rocha et al.,
1998).

4.5, Desafio

A amostra utilizada no desafio foi a Brucella
abortus 2308, gentilmente cedida pelo
Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria — INTA — Balcarce, Argentina.
A amostra foi inoculada e reisolada de bago
de cobaio na Argentina. A partir da placa de
reisolamento, a amostra 2308 foi semeada
no Laboratério de Brucelose do Lanagro/MG
em agar triptose (Difco, USA) e incubada
por 48h em atmosfera com 5% de COs,.
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Ap6s a incubacao, foi preparada uma
suspensao da amostra desafio em salina, a
qual foi normalizada em espectrofotémetro e
confirmada por contagem de germes viaveis
em agar triptose. No momento do desafio,
0s animais estavam entre o sexto e o sétimo
més de gestacao e cada um recebeu, por
instilacéo conjuntival, como dose desafiante
50 ul/olho (100 plL/animal) da amostra
2308, num total de 3.0 x 10" UFC, segundo
Cheville et al. (1992).

4.6. Sorologia

Para a avaliagao do estado sorolégico dos
animais frente a B. abortus, os soros de
todos os animais foram submetidos ao teste
do antigeno acidificado tamponado (AAT),
segundo Alton et al. (1988).

Antes da inclusdo dos animais no
experimento  foram  realizadas  duas
sorologias intervaladas de 30 dias, visando
a certificacdo de negatividade para
brucelose dos animais.

Foram coletadas amostras de sangue 30
dias antes da vacinagcdao, no dia da
vacinagao (dia 0) e nos seguintes dias apos
a vacinacao:15, 21, 30, 150, 270, 300, 360 e
380 (dia do desafio). Apds o desafio, foi
coletado sangue de todos os animais aos
15, 30, 60 dias e no dia do sacrificio. Apos a
coleta e coagulagao, os frascos foram
centrifugados e os soros obtidos foram
separados em aliquotas, identificados e
mantidos a -20°C até serem testados.

Os soros foram testados para presenca de
anticorpos contra B. abortus nas provas do
antigeno acidificado tamponado (AAT) e 2-
mercaptoetanol (ME). Os soros testados na
prova do AAT foram classificados como
positivos ou negativos e na prova do 2-ME,
foram considerados positivos os animais
com reagao de aglutinagdo completa a partir
da diluicao de 1:25 (Brasil, 2004). Nas
provas sorologicas foram empregados
antigenos elaborados pelo laboratério
Tecpar do Parana. Para as provas do AAT
utilizou-se a partida de antigeno 003/04
(val.ago/05) e para as provas de 2ME a
partida 001/04 (val.out/05).




A partir do desafio, foi feita pesquisa de
anticorpos contra a brucelose (AAT), a cada
dois meses, em todo o pessoal envolvido no
projeto.

4.7. Abortos, Partos e Necropsias

Foram considerados como abortos os fetos
naturalmente expulsos e os bezerros que
nasceram vivos, porém nao viaveis e antes
de completarem 260 dias de gestacao
(Roberts, 1971; Hafez, 1993).

Apos o aborto ou parto, as vacas e 0s
bezerros nascidos vivos foram sedados com
xilazina (Coopersin-Coopers) e sacrificados
humanitariamente segundo recomendacgoes
do Report ... (2001).

De cada vaca e cada bezerro foi coletado
sangue em tubos citratados, dois tubos por
animal, e da vaca mais dois tubos sem
anticoagulante. O sangue citratado foi
processado a seguir para bacteriologia. Do
sangue coletado sem anticoagulante, foi
separado o soro que foi estocado a —20°C
até o momento do teste sorologico.

Durante a necropsia, de cada vaca foram
coletados de maneira estéril, fragmentos
dos linfonodos parotideo, retro-faringeo,
pré-escapular, supramamario, iliaco interno
e bronquial, fragmentos de bago, figado,
glandula mamaria, cotilédone, leite e “swab"
vaginal. Dos bezerros foram coletados
"swab" retal, conteudo estomacal e
fragmentos de bacgo, figado, linfonodo
bronquial e pulmd@a. O material foi
conservado a -20°C até a realizacdao dos
testes bacterioldgicos.

4.8. Bacteriologia

O sangue citratado foi submetido a dois
procedimentos. No primeiro, sete mililitros
de sangue citratado de um dos tubos
coletados, foram inoculados em meio
bifasico de Castaneda e incubados a 37°C
em 5% de CO, por 14 dias (Alton et al,
1988). O outro tubo foi congelado a —20°C
por 24h e apds o descongelamento, 7mL de
caldo triptose (Difco) foram adicionados a 7
mL de sangue citratado e, a cada semana,
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durante quatro semanas, 1 mL da mistura

foi inoculado em agar triptose acrescido dé: ;.G

5% de soro fetal bovino (SFB Gibco),
segundo Palmer et al. (1996). As placas de
agar triptose e o caldo triptose com sangue,
foram incubados a 37°C em atmosfera de
5% de CO; por até 14 dias.

Apos descongelamento lento (24h) entre
4°C e 8°C, os materiais coletados durante
as necropsias foram processados.
Inicialmente retirou-se toda a gordura com
tesoura  estéril, especialmente  dos
linfonodos. Os fragmentos de linfonodos e
demais orgaos foram cortados em pedacos
pequenos e colocados individualmente em
sacos plasticos estéreis contendo
aproximadamente o dobro do volume de
tecido em agua destilada estéril. O material
nos sacos plasticos foi triturado em
“stomacher” (Model 80 — Seward, USA) por
aproximadamente 5 minutos. A seguir, um
“swab” estéril foi embebido no produto da
maceracao e semeado em placas contendo
agar triptose adicionado de 5% de SFB
estérii mais suplemento de antibidticos
(meio de Farrell) (Brucella Selective
Supplement, Oxoid, coéd. SRO083E). As
placas foram incubadas em estufa com 5%
de CO; por um periodo de até quatro dias
(quando apresentavam colénias visiveis) ou
até duas semanas antes de serem
descartadas como negativas. Os resultados
foram anotados em planilhas individuais e
em planilhas por grupos. Coldnias
semelhantes a Brucella sp foram repicadas
para tubos com agar triptose para posterior
caracterizacao bioguimica.

De cada vaca ou feto/bezerro foram
escolhidas amostras da bactéria isolada
para a caracterizagdo bioquimica e
soroloégica, geralmente isolados ou de
cotilédone ou de “swab" vaginal das vacas e
de linfonodo bronquial ou pulmao dos
fetos/bezerros.

Foram realizados testes de catalase,
oxidase, urease, citrato, redugao de nitrato,
teste de aglutinagdo com acriflavina e
coloracdo de colénias com cristal violeta
(Mac Faddin, 1980; Alton et al., 1988).
Também foram realizados testes de
aglutinagao de colénias isoladas frente a
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soros anti-Brucella lisa e rugosa (Alton et al,
1988). Como controles dos testes
bioguimicos usaram-se as seguintes
bactérias: Escherichia coli ATCC 25922, E.
coli B41, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853,
Salmonella enterica Typhimurium ATCC
14028 e Staphylococcus aureus ATCC
29213.

4.9. Analise Estatistica

Calculou-se a incidéncia acumulada de
abortos, infeccao das vacas e infecgao dos
fetos usando-se a formula: Numero de
casos/NUmero de animais no dia 0 do
experimento. Foi usado o risco relativo para
medir a associagao entre o desafio (grupo
ndo vacinado) e a incidéncia acumulada de
abortos, de infecgbes das vacas e de
infeccoes dos fetos. Os intervalos de
confianga foram calculados usando-se o
método de aproximagao logaritmica (Altman
et al., 2000; Dohoo et al., 2003).

A eficacia da vacina foi calculada na forma
de fragao de prevencao [(RR-1)/RR], onde o
grupo nao vacinado € o grupo exposto ao
fator de risco positivo, tendo sido
interpretado como a proporcdo de casos
que teria ocorrido no grupo vacinado, caso a
vacina nao tivesse sido usada (Dohoo et al.,
2003). De acordo com Rothman e
Greenland (1998), esta medida guantitativa
chamada de fracao de prevencgao,
representa, neste exemplo, a fragdo de

casos no grupo ndo vacinado que poderia
ser prevenida pela vacinagao.

5. RESULTADOS

5.1. Controle das Vacinas (contagem viavel,
pureza e dissociagao)

As contagens viaveis realizadas na partida
1551 da vacina RB51 no dia 0 (antes e apods
a vacinagao) e na partida 1618 empregada
na vacinacdo de animais com 60 dias de
gestagcao, foram em cada partida,
respectivamente, 1,5x10'° UFC/dose e
1,6x10'° UFC/dose. As contagens viaveis
realizadas imediatamente apos as
vacinagées nao apresentaram resultados
diferentes daquelas efetuadas antes das
vacinagdes. As vacinas nao apresentaram
contaminagbes e as colonias avaliadas
estavam 100% em fase rugosa.

5.2. Testes soroldgicos

Os soros de todos os animais dos grupos
vacinados e controle nao apresentaram
anticorpos contra brucelose ao teste de
triagem do AAT nos dias -30, -15, 0, 15 e
mensalmente por um periodo de 12 meses
pos vacinagdo, ou seja até o desafio. Apds
o desafio com a amostra 2308, todos os
animais do experimento reagiram
positivamente a pelo menos um dos testes
sorologicos empregados. O numero maior
de animais reagentes ocorreu entre 30 e 60
dias apds o desafio, com o maximo de
reagentes ocorrendo no momento do aborto
ou parto (Tabela 1).

Tabela 1 — Resposta soroldgica dos animais vacinados com RB51 e controles apds o desafio
com B. abortus 2308 pelos testes AAT, SAL e 2ME.

Dias apés AAT' SAL* 2ME®
sdosalio RB51 Controle RB51 Controle RB51 Controle
(n:20) (n= 13) (n :20) (n: 13) (n =20) (n — 13)
0 0 0 0 0 0 0
30 11 11 4 2 4 2
60* 14 7 14 7 8 5
N° 15 12 9 10 11 10

1 — AAT — teste do antigeno acidificado tamponado

2 — SAL — teste de soroaglutinacdo lenta como integrante da prova 2ME. Soros positivos a partir de 1:100

3 — 2ME — teste do 2-mercaptoetanol

4 — Duas vacas do grupo RB51 e seis vacas do grupo controle abortaram e foram necropsiadas antes dos

60 dias apos o desafio
5 — sangue coletado no dia da necropsia
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Uma vaca do grupo RB51 foi negativa ao
AAT apods o desafio, apresentou titulos
baixos de anticorpos a SAL e ao 2-ME e
pariu normalmente. Todos os animais do
grupo controle que abortaram ou que
pariram a termo foram positivos ao AAT e
apresentaram altos titulos a SAL e ao ME,
com excegao de uma vaca que pariu um
bezerro fraco. Esta vaca apresentou reagao
positiva ao AAT, uma reacao fraca na SAL
(1:25) e nao reagiu ao 2-ME.

Nenhuma das pessoas envolvidas no
projetos apresentou resultado positivo a
sorologia.

5.3. Analise dos Abortos e Isolamentos

Os resultados dos testes bioguimicos
efetuados (catalase, oxidase, citrato,
reducao de nitrato, urease), mais os testes
de aglutinacdo frente a acriflavina,
aglutinagao a soros anti-Brucella lisa e
rugosa e coloragao de coldnias com cristal
violeta, classificaram todos os isolados

como sendo B. abortus com morfologia lisa,
incluindo os isolados de duas vacas
infectadas apdés o desafio e que foram
vacinadas com RB51 no inicio da gestacao.
Nenhum isolado foi classificado como sendo
B. abortus amostra RB51.

A amostra desafio B. abortus 2308 foi
isolada de diversos tecidos e 6rgaos apos a
necropsia. A colonizagao dos tecidos e
orgaos, avaliada pelo nimero de amostras
com isolamento positivo por animal, foi mais
intensa no grupo controle em comparacao
com o grupo vacinado (x° = 4.07, P = 0.04).
Em todos os grupos, a maior freqliéncia de
isolamentos de B. abortus nas vacas foi
obtida nos placentomas, nos “swabs”
vaginais e no leite, enquanto que nos
abortos, bezerros nascidos fracos e
infectados, a freqléncia dos isolamentos foi
maior nos pulmoes, bagco e “swabs” retais
(Tabela 2). Nao houve isolamento de
Brucella sp do sangue de nenhum animal,
apesar do emprego de duas técnicas de
isolamento.

Tabela 2 —Isolamentos de B. abortus em espécimes clinicos de vacas e fetos positivos a
bacteriologia nos grupos vacinado e controle apds desafio com B. abortus 2308.

RB51 Controle Total
Materiais (n =7/20) (n=11/13) (n=18)
N’ %" N % N %
Vacas
Retro-faringeo 2 28 7 64 9 50
Parotideo 3 43 9 82 12 67
Bronquial 1 14 1 9 2 11
Pré-escapular 2 28 5 45 7 39
lliaco interno 3 43 5 45 8 44
Supramamario 3 43 6 54 9 50
Figado 1 14 0 0 1 6
Baco 0 0 2 18 2 11
Glandula mamaria 2 28 5 45 7 39
Cotilédone 7 100 11 100 18 100
"Swab” vaginal 6 86 11 100 17 94
Leite 4 57 10 91 14 78
Fetos®

Bronquial 4 57 7 64 11 61
Pulmao 4 57 9 82 13 72
Figado 4 57 4 36 8 44
Baco 5 72 8 73 14 78
Conteldo estomacal 4 57 4 36 8 44
"Swab" retal 6 86 6 54 12 67

1 — nimero de animais dos quais foi isolada a B. abortus nos respectivos materiais
2 — percentagem de isolamentos de B. aborfus nos respectivos materiais
3 — estdo incluidos fetos abortados, nascidos vivos ou fracos
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No grupo RB51, cinco vacas abortaram e
uma das vacas vacinadas no inicio da
gestagdo abortou com 225 dias de
gestagao, 59 dias antes da data prevista
para o parto. A taxa de incidéncia de
abortos neste grupo foi de 25%. No grupo
controle, quatro vacas abortaram e quatro
pariram bezerros muito fracos que foram

considerados como abortos, num total de
incidéncia de abortos de 62% (Tabela 3).

O numero e a percentagem de vacas e
bezerros que se infectaram apods o desafio
nos diferentes grupos experimentais estao
apresentados na Tabela 4.

Tabela 3 — Numero de vacas que abortaram e que pariram por grupo experimental apds o

desafio com B. abortus 2308.

Grupos Experimentais Aborto’ Parto Total
N % N° %
RB51 o 25 15 75 20
Controle g* 62 5 38 13

1 — Inclui bezerros que nasceram vivos mas muito fracos e com mais de 15 dias antes da data prevista

para o parto
2 — Numero de animais

3 — Numero de vacas que pariram bezerros viaveis

4 — Inclui quatro bezerros que nasceram vivos, muito fracos e com mais de 15 dias antes da data prevista

para o parto

Tabela 4 - Isolamento de B. aborfus de vacas, apdés aborto ou parto, e fetos
abortados/bezerros, apos desafio com B. abortus 2308

|solamentos de vacas

Isolamentos de fetos

Grupos . . .

Positivos (%) Negativos® (%) Total Positivos (%)  Negativos (%) Total
RB51 7 (35) 13 (65) 6 (30) 14 (70) 20
Controle 11 (85) 2(15) 10 (77) 3 (23) 13

1 — Positivo — Isolamento de B. abortus do animal

2 — Negativo — Auséncia de isolamento de B. abortus do animal

No grupo vacinado com RB51, sete vacas e
seis bezerros se infectaram, com uma
percentagem de isolamentos de 35% e 30%
respectivamente. No grupo controle, 11
vacas e 10 bezerros se infectaram, com
uma percentagem de isolamentos de 85% e
77% respectivamente.

5.4. Anédlise Estatistica

Os valores de fragao de prevengao e o risco
relativo dos animais do grupo controle
versus animais vacinados com RB51 estao
apresentados na Tabela 5.

Tabela 5- Fracdo de prevencao e risco relativo de abortos, infecgéo das vacas e infecgao dos
fetos nos animais ndo vacinados versus grupo de animais vacinados com RB51

Intervalo de Confianca

Grupo RB51 Fracao de prevencgao Risco Relativo 959"
Aborto 0,594 2,462 1,029 — 5,889
Infec¢ao da vaca 0,586 2,418 1,274 — 4,588
Infeccdo do feto 0,610 2,564 1,232 - 5,335

1 — Aproximacgéo logaritmica (Altman et al., 2000; Dohoo et al., 2003)
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Levando-se em conta que os valores
encontrados para fragdes de prevencao sao
interpretados como fragdes da prevengao
do aborto, da infeccdo das vacas e dos
fetos, os resultados obtidos para o grupo
vacinados com RB51 indicaram que a
vacinagao ajudou a prevenir o aborto em
59,4%, a infeccao das vacas em 58,6% e a
infeccao dos fetos em 61%.

Os resultados calculados para risco relativo
revelaram que os animais ndo vacinados
apresentaram 2,5 vezes maior risco de
abortarem, 2,4 vezes maior risco de
infeccao das vacas e 2,6 vezes maior risco
de infecgé@o dos fetos do que os vacinados
com RB51. Os intervalos de confianga foram
significativos para um grau de confianga de
95%.

6. DISCUSSAO

A pratica da vacinagdo contra a brucelose
tem contribuido enormemente para o
sucesso de muitos programas,
especialmente na fase de controle da
doenca. Vacinas elaboradas com amostras
vivas e atenuadas de Brucella sp como a B.
abortus amostra 19 (B19) tém sido usadas
na prevencao da brucelose bovina por mais
de seis décadas.

A presenga da cadeia O do
lipopolissacarideo da parede celular da
amostra B19 é responsavel pelo
aparecimento e persisténcia de anticorpos
apés a vacinacao, os quais nao podem ser
diferenciados dos anticorpos de infecgao
nas provas sorologicas convencionais
(Sutherland e Searson, 1990).

A cadeia O do LPS €& o antigeno
imunodominante nas espécies lisas de
Brucella. Animais infectados ou vacinados
com amostras lisas desenvolvem anticorpos
contra  este  antigeno. Tem sido
demonstrado que nos bovinos, a imunidade
humoral nao apresenta relagdo com
protecao, sendo a imunidade celular a que
desempenha o papel mais importante na
resisténcia a brucelose (Araya e Winter,
1990; Cheville et al., 1993). Assim sendo, a
vacina RB51, elaborada com amostra

rugosa de B. abortus, logo isenta de cadeia
O, tem sido usada em diversos paises com
resultados alentadores, pois ndo interfere
com a provas sorologicas de rotina,
produzindo imunidade similar a B19
(Schurig et al., 2002).

No presente trabalho, o0s resultados
sorologicos quando se empregaram O0S
testes preconizados pelo PNCEBT (AAT e
2-ME), apresentaram resultados negativos
desde o dia 0 (dia da vacinagao) até 380
dias apds a vacinacao (dia do desafio),
confirmando a auséncia de interferéncia da
vacinagao com  RB51 nos testes
sorologicos. Como os anticorpos detectados
nestas provas sao dirigidos contra a cadeia
O das amostras lisas de Brucella, a
auséncia de resposta sorolégica nos
animais vacinados com RB51 certamente
deveu-se a inexisténcia da cadeia O na
amostra RB51, como ja comprovado em
outros trabalhos (Schurig et al., 1991;
Cheville et al.,, 1992; Cheville et al., 1993;
Stevens et al., 1994; Stevens et al., 1995).

No entanto, apds o desafio com a amostra
2308 de B. abortus, todos os animais
apresentaram resultados positivos em pelo
menos um dos testes sorolégicos
empregados. Estes resultados eram
esperados, pois a cadeia O sendo o
principal antigeno presente nas amostras
lisas, estimula a formag¢ao de anticorpos
anti-cadeia O. Esta é considerada uma
caracteristica importante e até desejavel
desta vacina, pois pode possibilitar a
diferenciagao entre animais vacinados com
RB51 daqueles naturalmente infectados
(Palmer et al., 1997). Além disto, os
resultados positivos a sorologia apos
desafio indicam que os animais
responderam a amostra desafiante.

O objetivo da vacinacao € reduzir a
susceptibilidade dos animais aumentando a
sua resisténcia a doenca. A vacinagao, no
entanto, é um processo de protegao relativo
e ndo garante imunidade total. Depende
fundamentalmente da resposta individual de
cada animal, resposta esta que pode ir
desde uma imunidade nao mensuravel até a
protegido  completa.  Manthei  (1959)
comprovou que a diminuicdo da protecao
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conferida pela vacina B19 esta diretamente
associada a um aumento da quantidade de
bactérias desafiantes.

Tem sido demonstrado que as taxas de
infeccdo e aborto estao diretamente
relacionadas nao sé com a dose, mas
também com a viruléncia da amostra
desafiante (Alton et al., 1972) e que doses
altas de exposicao podem superar a
protecao induzida pela vacina (Confer et al.,
1985).

Apesar de varios experimentos
demonstrarem protecdo ao desafio de
animais vacinados com RB51 quando
jovens, dados sobre vacinagdo de animais
adultos com dose vacinal total (dose
bezerras) e vacinagao de vacas no inicio de
gestacao com RB51 sao escassos na
literatura.

No presente estudo, a vacinagao com a
RB51 ajudou a evitar o aborto em 75% das
vacas, enguanto no grupo controle 62% das
vacas abortaram (Tabela 3). A protegdo
contra a infeccao foi 65% e 70%
respectivamente nas vacas e fetos ou
bezerros nascidos vivos (Tabela 4). Estes
resultados divergem dos relatados por
Cheville et al. (1996) que encontraram 87%
das fémeas vacinadas com RB51 em
diferentes idades protegidas contra a
infecgao, enquanto 60% dos animais do
grupo controle se infectaram. Importante
assinalar que depois do desafio, os animais
naquela pesquisa, foram mantidos
individualmente em baias com nivel 3 de
biosseguranga, diferentemente do presente
estudo, onde os animais foram mantidos
juntos em cada grupo experimental, logo
sujeitos a um desafio maior, e isto poderia
ter influenciado nas diferencas de protecao
observadas entre os dois trabalhos.

Alguns autores consideram que na
avaliacao de vacinas, a situagao ideal
ocorre quando acima de 99% dos animais
do grupo controle se infectam apods o
desafio (Moriyon et al., 2004). Na pratica,
tem-se observado que nem sempre isto é
possivel de ser alcangado e segundo alguns
autores, pode resultar em  “over-
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challenging”, tornando muito dificil a andlise
dos resultados (Manthei, 1959).

Nao existem critérios rigorosamente
padronizados para a avaliagao de vacinas,
uma vez que © numero de animais
avaliados, a dose e amostra usadas para
desafio, sinais clinicos dos animais e a
resposta do sistema imune sao apenas
algumas das variaveis que podem
influenciar o resultado final, tornando assim
dificil a comparagcdo de resultados entre
diferentes pesquisas (Nicoletti, 1990). No
entanto, a maioria dos autores concorda
que testes de protecdo de vacinas contra a
brucelose devem ser analisados levando-se
em consideracdo resultados contra desafios
moderadaos entre grupos pareados de
animais vacinados e nao vacinados e que
as taxas de aborto ou infecgao podem
aumentar ou diminuir dependendo de varios
fatores conhecidos ou desconhecidos
(Olsen e Stoffregen, 2005).

De um modo geral, o efeito da vacinacao é
medido por indices indiretos de protecao.
No presente estudo, as fragoes de protecao
no grupo nao vacinado e o risco relativo de
contrair a doenga foram usados para a
avaliacao da protecdo. As fragbes de
protecdo para abortos, infec¢do das vacas e
infeccdo dos fetos (Tabela 5), sé&o
consistentes com os resultados de outros
autores e demonstraram um impacto
significativo da vacinacao sobre os trés
parametros. Elzer et al. (1998), relataram
que entre dez animais vacinados com RB51,
dois se infectaram e trés abortaram,
enguanto que no grupo controle (n=10), oito
se infectaram e sete abortaram. Assim
sendo, este experimento revelou uma fragcao
de protecdao de 57% contra o aborto,
enquanto que Olsen (2000a), encontrou
31% contra a infeccao e 54% contra o
aborto.

Como outras amostras de B. abortus, a
RB51 também tem tropismo pelas células
trofoblasticas da  placenta, podendo
eventualmente provocar placentite (Palmer
et al, 1996) e mesmo persistir em animais
vacinados (Olsen et al.,1999). Por outro
lado, alguns trabalhos demonstraram que a
vacina RB51 quando aplicada na dose total,




mostrou ser suficientemente segura em
fémeas bovinas prenhes (Edmonds et al,
1999), ou mesmo quando aplicada “in utero”
em cabras prenhes (Roop et al., 1991).
Embora a amostra RB51 tenha sido isolada
do leite de vacas até 69 dias depois da
vacinacao, a eliminacao da bactéria em
poucos animais por um curto periodo apds o
parto, nao deve ser considerado um
problema sério de saude publica, uma vez
que fato semelhante também ocorre com a
B19 (Uzal et al., 2000). No presente estudo,
nenhuma fémea vacinada com 60 dias de
gestacdo revelou a presenga da RB51 em
nenhum 6rgao avaliado ou no leite.

A decisao sobre que tipo de vacina deve ser
usada em um programa de vacinagdo em
bovinos esta influenciada por diversos
fatores. Entre eles estdo a prevaléncia da
enfermidade na populagdo animal, a
intensidade do monitoramento soroldgico
desta populagao, a legislagao vigente e a
disponibilidade financeira para a execugao
do programa.

Na auséncia de vigilancia sorologica
intensa, os titulos soroldgicos residuais
decorrentes do uso da vacina B19 terdo
menor importancia epidemiolégica do que
quando esta vigilancia € intensificada na
detecgao de focos. No final dos anos 80,
nos Estados Unidos da Ameérica, foi
verificado, apés estudos epidemioldgicos,
gue a maioria dos animais eliminados em
funcdo da sorologia positiva eram animais
reagentes devidos a vacinagcao com B19.
Esta foi a principal razao da substituicdo da
vacina B19 pela RB51 naquele pais desde
1996 (Ragan, 2002). Em areas de baixa
prevaléncia, logo proximas a fase de
erradicacao e com intensa atividade de
monitoramento sorologico, a RB51 poderia
ser também uma boa alternativa. Por outro
lado, nao se conhece com profundidade a
duragao da imunidade conferida em bovinos
vacinados quando bezerras com RB51.
Trabalhos preliminares sugerem que uma
vacinacao de reforco aos 4-5 anos de idade
pode ajudar a manter altos os niveis de
protecao (Olsen e Stoffregen, 2005).

Em contraste, em paises ou regides ainda
em fase de controle, logo com prevaléncia
alta da enfermidade e sem monitoramento
sorologico intenso, somado ao fato de nao
produzirem comercialmente a RB51,
pareceria ser mais economico adotar a
pratica da vacinagao com B19. Entretanto,
no Brasil, a vacina RB51 poderia ser util
para ser usada no contexto do PNCEBT em
determinadas  situagbes. Poderia ser
interessante usa-la, -por exemplo, para
vacinar fémeas com idade superior a 8
meses que ndo foram vacinadas com B19
na idade recomendada, ou em
estabelecimentos com focos de brucelose,
visando a protecao das fémeas adultas nao
reagentes nos testes soroldgicos, assim
como em areas perifocais para prevenir a
disseminacgao da doenca.

Alguns temas que dizem respeito a
aplicabilidade da vacina RB51 ainda
merecem ser melhor avaliados. Ainda nao
existe uma opinidao unanime sobre qual a
melhor forma de uso desta vacina: se em
dose Unica em bezerras, se uma ou mais
doses de reforco em animais adultos, se a
dose em adultos deve ser reduzida em
relacao a dose aplicada em bezerras,
utilidade da revacinacdo de adultas que
foram vacinadas com B19 quando bezerras
entre outros. Por outro lado, os estudos
sobre a eficacia desta vacina realizados em
animais experimentais, apresentam a
vantagem de se trabalhar em condigoes
controladas. Paralelamente, estudos em
populagcbes a campo devem  ser
implementados sempre que possiveis, pois
darao uma resposta mais condizente com a
realidade. Por outro lado, é de fundamental
importancia que se avalie a duragdo da
imunidade a campo conferida pela RB51,
onde os animais vacinados s@o colocados
em rebanhos infectados e deste modo
submetidos a um desafio natural. Os poucos
dados disponiveis na literatura em trabalhos
desta natureza apresentam resultados
discrepantes.
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7. CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho
indicaram que a vacinac¢ao de novilhas com
RB1§1 utilizando a dose completa (1,0-3,4 x
107):

1. induziu imunidade protetora contra o
desafio com amostra virulenta de B.
abortus,

2. nao provocou aborto ou infecgao
guando usada em fémeas no inicio da
gestacgao;

3. néao interferiu com os testes sorolégicos
convencionais.
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