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RESUMO

A Brucelose € uma Zoonose de distribuicdo mundial, responséavel por



Sérios prejuizos econdmicos a producdo pecuaria, causando abortamento em
bovinos, ocasionalmente em ovinos e caprinos, esterilidade e baixa producdo de
leite. Pode infectar o homem prejudicando a saude publica; o que justifica seu
controle e erradicagdo, promovido nos ultimos anos pelos 6rgdos publicos com a
criacdo pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) em 2001
do Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e da Tuberculose-
PNCEBT. A implantacdo do PNCEBT busca baixar a prevaléncia a niveis aceitaveis
gue permitam passar a fase de erradicacdo, possivel quando ao menos 80% da
populacdo de fémeas adultas tenham sido vacinadas entre 3 e 8 meses de idade. A
vacinacdo contra a brucelose, principal acdo do programa, utiliza a cepa Brucella
abortus B19 e B. abortus RB51. A vacina B19 é uma amostra atenuada, indutora de
anticorpos que podem interferir no diagnostico soroldgico da brucelose, seu principal
inconveniente; enquanto a vacina RB51 induz protecdo semelhante, sem induzir a
formacgéo de anticorpos que interfiram no diagnostico sorologico da doenca. Este
trabalho tem como objetivo revisar a utilizacdo da Brucelina amostra RB 51, como
ferramenta de controle para brucelose bovina.

Palavra-chave: Brucella abortus RB51, vacinacgéo, bovinos



ABSTRACT

Brucellosis is a zoonosis of world distribution, responsible by serious
damages to the cattle raising production, causing abortion in bovines and
occasionally in sheep and goat, sterility and low milk production. It can easily infect
the man prejudicing the public health; because of this justify its control and
eradication, promoted in the last years by the public organs with the creation by the
Ministry of Agriculture, Cattle raising and Provision (MACP) in 2001 of the National
Program of Control and Eradication of Brucellosis ant Tuberculosis — NPCEBT. The
implantation of the NPCEBT tries to reduce the prevalence to acceptable levels that
allow passing to the phase of eradication; it is possible when at least 80% of adult
female population had been vaccinated in the period of 3 and 8 months. The
vaccination against brucellosis, main action of the program, uses Brucella abortus
strain B19 e B. abortus RB51. The vaccine B19 is an attenuated sample, inductor of
antibodies that can interfere in the serologic diagnosis of brucellosis, its main
obstacle. The Vaccine RB51 promote similar protection without induce, however, the
formation of antibodies that interfere in the serologic diagnosis of the disease. This
work has as purpose review the use of Brucelina sample RB51, as a tool of control to
bovine brucellosis

Keywords: Brucella abortus RB51, vaccination, bovine
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1. INTRODUCAO

A Brucelose € uma antropozoonose bacteriana, causada por
cocobacilos Gram-negativos, pertencentes ao género Brucella que infectam tanto
humanos, como bovinos, caprinos, suinos, entre outras espécies (ACHA, 2003;
POESTER, 2009; SMITH, 1993). Em vérios paises, a Brucelose é uma das
principais enfermidades que provocam abortos em bovinos, retengéo de placenta e
infeccBes intrauterinas. Causada por bactérias intracelulares facultativas que se
replicam em fagdcitos do sistema mononuclear do hospedeiro (PACHECO, 2007).

A Brucelose tem sido alvo de combate em programas de controle e
erradicacdo de varios paises, devido a seu risco de ocorréncia em humanos
prejudicando a saude publica, como também sua disseminacdo em populacdes
animais. O Brasil, a partir de 2001 com o lancamento do Programa Nacional de
Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Bovina (PNCEBT) organizou as
medidas para combaté-la, objetivando reduzir a prevaléncia e a incidéncia de novos
focos e criar um namero significativo de propriedades certificadas ou monitoradas, e
gue oferecam ao consumidor produtos de baixo risco sanitario (BRASIL, 2006).

A bovinocultura nacional € um dos principais destaques do agronegdcio
no cendrio mundial com segundo maior rebanho efetivo do mundo, com cerca de
200 milhdes de cabecas, liderando as exportagbes com um quinto da carne
comercializada internacionalmente e vendas em mais de 180 paises (BRASIL,
2006).

Dados de notificacbes oficiais indicam que a prevaléncia de animais
soropositivos se manteve entre 4% e 5% no periodo de 1988 a 1998, sendo
imperativo programas de controle ja que estima-se cause de 20-25% de percas na
producéo de leite e de carne devido a abortos e problemas de fertilidade e 15% na
producdo de bezerros além de restricbes comerciais (POESTER, 2002; BRASIL,
2006).

Os programas de combate a brucelose bovina se apoiam em medidas
higiénicas, preventivas e na utilizacgdo de meétodos de diagnosticos diretos e
indiretos. O PNCEBT tem como estratégia, um conjunto de medidas sanitarias

compulsorias. A principal delas € a vacinacdo de fémeas jovens de 3 a 8 meses de
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idade, seguida do controle de transito de animais destinados a reproducéo; além da
certificacdo de propriedade livres ou propriedade monitoradas, em que o produtor
adere voluntariamente (BRASIL, 2006) .

As vacinas elaboradas com amostras vivas sao mais efetivas, possuem
menor custo e apresentam imunidade mais duradoura que vacinas inativadas, sendo
por isso mais empregada na imunizacdo macica de bovinos e bubalinos. O mercado
disponibiliza boas vacinas para prevencdo, entre elas a vacina B19 e, mais
recentemente a RB51 tém sido usadas em programas de controle (POESTER,
2006).

Em testes soroldgicos ocorrem reacfes falso-negativas em cerca de 15%
das vacas infectadas, imediatamente antes ou ap0s o parto. Reacdes falso-positivas
também sdo um problema em animais vacinados. Reacgdes cruzadas de
soroaglutinacdo, tem sido observadas em casos de célera, tularemia (ou por
vacinacao contra estas enfermidades) e em infeccbes por Yersinia enterocolitica
0:9 , Escherichia coli O: 157, entre outras. Nao podendo ser aplicado os testes de
rotina para brucellas rugosas pois as mesmas nao possuem a cadeia O no
lipopolissacarideo de parede celular (ACHA, 2003; POESTER, 2009; SMITH,1993).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Breve histoérico

Em 1859 o médico da marinha britanica Dr. Martson, descreveu na ilha de
Malta, uma doenca responsavel por causar reumatismo em militares britanicos,
como “febre do mediterréneo”, atrelada inicialmente ao quiasma de matéria organica
decomposta e ao clima frio. Em 1884 tem inicio outra pesquisa de outro grupo de
trabalho comandado pelo capitdo também da marinha britdnica David Bruce, que
descreve em 1887 o microrganismo Micrococus melitensis como agente da “febre de
Malta, e em 1905 Zammit e colaboradores atribuem a infeccdo humana ao consume
de leite cru de cabras contaminadas, suspendendo seu consumo como medida de
controle. Anteriormente, em 1887, os dinamarqueses Bang e Stribolt associaram
esta bactéria a aborto em bovinos e deram o nome de Brucella abortus ficando
conhecida como doenca de Bang. Somente em 1918 Alice Evans relacionou
Brucella abortus e Micrococus melitensis a “Febre de Malta” e passou a chamar-se

Brucelose (SILVA, 2007; POESTER, 2009).

2.2. Definicéo e etiologia

A Brucelose é uma enfermidade infecto-contagiosa crénica, zoonoética,
gue afeta principalmente bovinos, suinos, ovinos, caprinos e caes, causada por
bactérias pertencentes ao género Brucella, composto por nove espécies, sendo B.
abortus, B. Suis, B. melitenses, lisas e altamente patogénicas, B. canis e a B. ovis
naturalmente rugosas, B. neotomae e B. microti isoladas em roedores silvestres e
gue ndo sdo consideradas zoonoticas, B. ceti B. pinnipedialis patogénicas para

mamiferos marinhos. A classificacdo em lisa ou rugosa deve-se a morfologia colonial



11

em funcdo da presenca ou auséncia da cadeia O do polissacarideo. As lisas
possuem residuos de um homopolimero linear de 4,6-dideoxi-4-formamido-alfa-D-
manopiranosil, conhecida como perosamina, uma fracdo larga denominada cadeia
O correspondente ao antigeno imonodominante que provoca a formacdo de
anticorpos. Colonias lisas de B. abortus podem se diferenciar das rugosas pela
incapacidade de aglutinarem numa solucéo de acriflavina a 0,1%. Todas as espécies
sdo do género cocobactérias Gram negativas, medem 0,6 a 1,5 um por 0,5 a 0,7 um
de dimenséo, aerObias ou microaerodfilas, iméveis e aflageladas, ndo formam
esporos nem capsulas verdadeiras (CORREA, 1983; HIRSH, 2003; QUINN, 1994,
POESTER, 2006).

As bactérias género Brucella resistem bem em condicdes ambientais
favoraveis, sobrevive a congelamento e descongelamento. Entretanto, diminuem a
resisténcia com aumento da temperatura e a incidéncia direta da luz solar ou
diminuicdo da umidade. A sobrevivéncia de Brucella sp em esterco liquido é
inversamente proporcional a temperatura dele, pois pode sobreviver nesse material
por 8 meses a 15°C, enquanto que sO resiste por 4 horas se a temperatura do
material for de 45° — 50°C (BRASIL, 2006; HIRSH, 2003).

A Brucelose, causada por B. abortus, é caracterizada pelo aborto em
fémeas e, em menor grau, orquite e infeccdo das glandulas sexuais acessorias em
machos e infertilidade em ambos os sexos. A doenca é prevalente na maior parte do
mundo. Ocasionalmente, a brucelose acomete equino, nos quais a bactéria localiza-
se geralmente na bursa, tenddes, musculos e articulagdes, bem como, tecidos e o
trato reprodutivo, nos quais o achado clinico classico € o abcesso fistulado,
denominado mal da cernelha ou mal das cruzes (ACHA, 2003; POESTER et al.,
2009).

Os seres humanos geralmente adquirem a doenca através do contato direto
com animais infectados, por comer ou beber produtos de origem animal
contaminados, ou pela inalagdo do agente. O periodo de incubacdo em geral dura
de uma a trés semanas, porem as vezes pode prolongar-se por varios meses. O
consumo de leite cru e queijo feito de leite cru (queijo fresco) é a principal fonte de
infeccdo para o homem. A doenca causa na sua forma aguda, calafrios, sudorese
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com elevacdo de temperatura, fraqueza, mal-estar e perda de peso. Os sintomas
comuns sdo insonia, impoténcia sexual, constipacdo, anorexia, dor de cabeca,
artralgia e dores pelo corpo. Abordagem mais racional para a prevencdo da
brucelose humana é o controle e eliminacdo da infec¢cdo em animais. Pasteurizacao
do leite € outro mecanismo de protecdo. A vacinagcdo do gado é recomendada para o
controle da brucelose bovina em areas enzodticas com altas taxas de prevaléncia A
erradicacdo é preconizada em regifes com baixa prevaléncia, através de teste e
abate dos animais positivos; caminho para a eliminagdo da brucelose (OIE, 2011;
ACHA, 2003).

2.3 Sinais clinicos e patogenia

As brucelas podem penetrar superficies das mucosas intactas ou
solucbes de continuidade. Ap6s podem ser fagocitadas por células de defesa
(neutrdéfilos/macrofagos). Os receptores especificos dos macrofagos parecem
mediar a fixacdo e captacao das brucelas, que empregam varios mecanismos para
sobreviver e multiplicar-se nas células fagociticas. O principal mecanismo para
sobrevivéncia intracelular € a inibicdo da funcdo fagossomo-lisossomo além de ser
importante determinante da viruléncia bacteriana ( SMITH, 1993; HIRSH, 2003).

A replicacao inicial das brucelas ocorre em linfonodos regionais. A bacteremia
€ seguida pela colonizacdo dos linfonodos supra-mamarios, glandula mamaéaria e
Utero gravidico. A infeccdo uterina ocorre durante o segundo trimestre. Na placenta,
as bactérias surgem primeiramente nos fagossomos de trofoblastos
eritrofagocitarios. A replicagdo preferencial nos trofoblastos corioalantoicos foi
atribuida ao seu conteudo de eritritol. O microrganismo podera ocorrer também nas
células endoteliais placentarias fetais e lumens capilares, associado a vasculite e a
destruicdo das vilosidades coridnicas. A inflamacdo placentaria se dissemina ao
longo do alantocorio, cotilédones, com ulceragdo corioalantdica, necrose dos
trofoblastos e endometrite ulcerativa. A morte fetal provavelmente resulta da ruptura
placentaria e endotoxemia ou do estresse do feto resultante da resposta
inflamatoéria. Frequentemente ha retencdo fetal durante 1 a 3 dias no utero.
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Numerosas bactérias sdo eliminadas pelo trato genital por ocasido do parto, mas tal
eliminacdo comumente € interrompida por volta da 3 semanas ap0s o abortamento
(ACHA, 2003; HIRSH, 2003; SMITH, 1993).

O abortamento é o principal sinal clinico da brucelose bovina, em
rebanhos onde a doenca € endémica, geralmente ocorre ap0s o quinto més de
gestacdo, mas nas gestacdes subsequentes tonar-se normal, possivelmente por
causa da imunidade adquirida. Os ovinos e caprinos infectados abortam comumente
no quarto més de gestacdo. Porcas infectadas pelo macho durante a cobertura
sofrem aborto em média aos 35 dias de gestacdo. Muitas vezes a infeccdo ndo é
aparente. Nesse caso 0 Unico sinal de brucelose no rebanho é o grande nimero de
porcas voltando ao cio entre 5 a 8 semanas apds a cobertura. A bactéria € eliminada
no leite e nas descargas uterinas e a vaca pode estar temporariamente estéril. A
infeccdo com B. abortus ocorre naturalmente por ingestdo. Os materiais
contaminados séo infecciosos para pessoas, devendo ser manipulados com cuidado
(ACHA, 2003; HIRSH, 2003; ; SOBESTIANSKY et al. 1993).

2.4 Epidemiologia

Estudos mostram que a brucelose bovina parece estar disseminada por
todo o territério brasileiro, com maior ou menor prevaléncia dependendo da regido
estudada (POESTER, 2006; VALENTE, 2009).

Dias et al. (2009) realizou um estudo para caracterizar a situacao
epidemioldgica da brucelose bovina no Estado do Parana no periodo de dezembro
de 2001 a julho de 2002, a fim de estimar a prevaléncia e identificar os fatores de
risco para a brucelose bovina no estado, alem fornecer subsidios para a melhor
implantacdo e gestdo do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo de
Brucelose e Tuberculose (PNCEBT). Este trabalho encontrou uma prevaléncia para
focos de brucelose em propriedades do Estado do Parana, que variou de 0,34 a
17,72% e para animais soropositivos, segundo o circuito produtor, a prevaléncia
variou de 0,09 a 2,82% dados estes explicados por diferentes sistemas produtivos
formados pela contribuicdo de diferentes condi¢cbes geograficas, sociais e
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econdmicas. Neste trabalho o Estado do Parana foi dividido em sete circuitos
produtores de bovinos (1-noroeste, 2-centro-oeste-norte, 3-norte-pioneiro, 4-centro-
sul, 5-oeste, 6-leste-sul, 7- sudoeste) com o0 objetivo de destacar as diferencas
regionais nos parametros epidemioldgicos da brucelose diferenciando-se préticas de
manejo, finalidades de exploracdo, tamanho médios de rebanhos e sistemas de
comercializacdo. Cada circuito estimou a prevaléncia de propriedades infectadas e
de animais soropositivos, pois segundo Valente et al. (2009), o carater infeccioso da
brucelose faz com que rebanhos infectados sejam capazes de contaminar outros
gue estejam ao seu redor e trazer prejuizos. Esses efeitos chamados de
externalidades negativas mostram que rebanhos com prevencao eficiente correm
risco em relagdo aqueles vizinhos que n&do possuem controle adequado. Devendo
as estratégias dos programas de controle e erradicacdo em relacdo a esse tipo de
doenca englobar todos os estabelecimentos produtivos a fazerem parte de um
planejamento em ambito nacional. Pois, um controle eficaz isolado de um Estado,
estabelecimento produtivo ou circuito produtivo, tem sua eficacia sujeita a eficiéncia
do vizinho reduzindo positivamente para o0 mesmo o risco de contaminacgéao, efeitos
esses chamados de externalidade positiva.

No Rio Grande do Sul, a prevaléncia decresceu de 2%, em 1975, para
0,3%, em 1986. Em Santa Catarina, passou de 0,2%, em 1975, para 0,6%, em
1996. No Mato Grosso do Sul, a prevaléncia estimada em 1998 foi de 6,3%,
semelhante a de 1975 no antigo Estado do Mato Grosso. Em Minas Gerais, passou
de 7,6%, em 1975, para 6,7%, em 1980. No Parana, a prevaléncia estimada em
1975 foi de 9,6%, passando para 4,6% em 1989 (BRASIL, 2006).

De acordo com levantamento recente, planejado por técnicos do
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, da Universidade de Sao Paulo
e da Universidade de Brasilia, em colaboragdo com os técnicos dos Servigcos
Veterinérios Oficiais dos Estados realizado em 15 unidades federativas brasileiras, a
saber: Bahia, Santa Catarina, Espirito Santo, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul,
Rondbnia, Sado Paulo, Sergipe e Tocantins que representam segundo dados do
IBGE em 2007, 82,12% do efetivo bovino nacional; a prevaléncia de animais
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soropositivos para brucelose bovina foi de 0,3 a 10,2 % e prevaléncia de focos de
0,3 a41,6% (FERREIRA NETO, 2009).

2.5 Diagnéstico

2.5.1 Métodos Diretos

Pode ser feito diagndstico pelo isolamento e identificagdo do agente
a partir de material de aborto (feto, conteddo estomacal de feto, placenta) ou de
secrecdes, porém devido ao risco de contaminacdo humana durante a manipulacéo
da amostra, poucos laboratérios realizam o exame (BRASIL, 2006). O isolamento é
feito através do crescimento da brucela agar sangue 5 a 10%, contudo, contetdo do
abomaso fetal ou colostro podem ter contaminacdo por muitas bactérias e fungos,
sendo necessarios meios seletivos. Os meios contém uma base nutritiva de agar

sangue com 5% soro bovino ou equino estéril e um suplemento de antibiético. O
cultivo é incubado a 37° C em uma atmosfera de 5 a 10% de CO?, por até 15 dias

(QUINN et al. 1994). Outro método muito sensivel é a inoculagdo em cobaias que na
terceira e na sexta semana apos inoculacdo, seu soro é examinado quanto a
presenca de anticorpos e os tecidos sao cultivados para observacéo dos organismos
depois do sacrificio (HIRSH, 2003). A identificacdo pode ser feita pela morfologia
das colonias ap6s 3 a 5 dias de incubagdo, aspectos microscopicos, testes
bioquimicos, biotipagem da brucela e ainda, teste de anticorpo fluorescente para
identificagcdo rapida. A cepa B19 de B. abortus pode ser distinta de cepas de campo
por ndo exigir CO2 para o seu crescimento e por ser inibida por 5 mg/ml de
penicilina ou i mg/ml de eritritol, enquanto a cepa RB51 pode ser distinguida da cepa
de campo ou B19 por sua resisténcia a rifampicina, corar-se em cristal violeta e
aglutinar-se com acriflavina (QUINN, et al. 1994; HIRSH, 2003).

Também pode ser realizado através da imunohistoquimica, em material
abortivo previamente fixado em formol, possibilitando a visualizacdo de aspectos
macroscopicos do tecido e identificacdo do agente (BRASIL, 2006) .

Pode também ser feito o diagndstico através de métodos de deteccao
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de acidos nucléicos, principalmente a reacdo da polimerase em cadeia (PCR) que
detecta um seguimento do DNA especifico da Brucella abortus em tecidos, os quais:
material de aborto, secre¢cdes e excrecdes. Porém requer equipamento sofisticado e
pessoal treinado, mas € uma técnica bastante sensivel e especifica (QUINN, 2005;
BRASIL, 2006).

Miyashiro (2004) utilizando a técnica de PCR detectou a presenca de
Brucella sp. em 19,27% das amostras de queijo analisadas. Posteriormente, pela
reacdo de PCR para diferenciacdo das amostras analisadas revelou que 100% das
amostras positivas eram da espécie Brucella abortus, outra etapa revelou a
presenca de B19 em 81,08 % das amostras positivas, e 18,92% de cepa de campo.

Pacheco (2007) utilizando PCR-multiplex diferenciou amostras de cepa
vacinal B19 em leite e urina de animais vacinados da Brucella sp. Foi feito cultivo
microbiolégico para isolamento de Brucella sp. , onde as amostras de leite e urina
foram semeadas em &gar Brucella acrescido de 5% de sangue desfibrinado de
carneiro com e sem adicdo de mistura de antibiético (Polimixina B, Bacitracina,
Novobiocina e Cicloheximida). As placas foram inoculadas em microaerofilia e
aerobiose, a 37°C por até 10 dias. Procede-se a extracdo do DNA das amostras de
leite e urina. Utilizou-se a técnica de PCR para detectar Brucella sp. em amostras de
leite e urina empregado-se o par de “primers” género-especifico B4 (TGG CTC GGT
TGC CAA TAT CAA) e B5 (GTC TGG ACT TTC CGT TCG CGC). Como controle
positivo da reacdo para brucelose, foi empregado uma suspensédo bacteriana em
cultura da estirpe padrdo de B. abortus ATCC 544. Como controle negativo da PCR
foi utilizada a mistura da reacdo da PCR sem DNA, contendo agua ultrapura. A
técnica de PCR para diferenciacdo da origem da estirpe foi realizada a partir do
DNA extraido das amostras positivas na PCR para Brucella spp.,empregando-se 0s
oligonucleotideos iniciadores ery 1( GCG CCG CGA AGA ACT TAT CAA) e ery 2
(CGC CAT GTT AGC GGC GGT GA) que diferenciam a origem da estirpe de

Brucella abortus de campo ou vacinal.
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2.5.2 Métodos Indiretos ou Soroldgicos

Existem varios testes que visam demonstrar a presenca de anticorpos
contra Brucella sp. em varios fluidos corporais, como soro sanguineo, leite, muco
vaginal e ocasionalmente em sémen. Os testes de imunodiagndsticos para bovinos
detectam diferentes classes e tipos de anticorpos com sensibilidade e especificidade
variadas. Amostras de sangue podem ser testadas por aglutinagcdo em tubo,
aglutinacdo em placa, placa rosa-bengala ou provas de cartdo. Outros incluem
aglutinacdo em placa tamponada, aglutinacdo em rivanol, fixacdo de complemento e
ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA). Frequentemente, testes muito
sensiveis e pouco especificos sdo usados para investigacdo e acompanhados por
testes mais especificos para confirmacéo diagnéstica. A presenca de anticorpos nao
especificos devido a infeccdo por outras bactérias como a Yersinia enterocolitica
0:9, Salmonella sp, Escherichia coli O:157, ou Pseudomonas sp podem levar a
reacdes falso-positivas ou podem ser resultado da vacinacdo com B19 apéds a idade
recomendada (BRASIL, 2006; HIRSH, 2003).

Os testes classificam-se geralmente em funcdo do antigeno usado na
reacdo. Células inteiras de B. abortus, sdo utilizadas nos testes de aglutinacéo
(lenta, com antigeno acidificado, do anel em leite, de Coombs), de fixacdo do
complemento ou imunofluorescéncia indireta. Nos testes de imunodifusdao em gel
(dupla ou radial), ELISA (indireto e competitivo), hemdlise indireta e Western blot, o
antigeno é representado pelo lipopolissacarideo da parede celular da B. abortus
semipurificado (BRASIL, 2006).

No Brasil, o PNCEBT definiu como oficiais os seguintes testes: Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT), Anel em Leite (TAL), 2-Mercaptoetanol (2-ME) e
Fixacdo de Complemento (FC). Os dois primeiros como testes de triagem; os dois
ultimos como confirmatorios. Células inteiras da amostra de B. abortus 1119-3 séo
utilizadas na preparacao dos antigenos (BRASIL, 2006). Os teste do AAT e Anel do
Leite podem ser realizados por médicos veterinarios habilitados e os testes do 2-ME

e FC, por laboratérios oficiais e credenciados pelo MAPA.
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2.6 Respostas imunes

2.6.1 Mecanismos inespecificos

Os fatores inespecificos da resposta imune sdo constituidos por
mecanismos superficiais e mecanismos profundos que existem antes da infeccdo e
sdo capazes de rapidas respostas; dificultam a penetracdo, a implantacdo e/ou a
multiplicagcdo dos agentes infecciosos, tais como: microbiota e integridade de pele e
mucosas; secrecdes e excrecdes; peristaltismo intestinal; acidez gastrica e urinaria;
alcalinidade do suco pancreatico; acdo mucolitica e bactericida da bile; acdo da
lisozima presente na lagrima, saliva e secrecdes nasais; fatores séricos e teciduais
(betalisina, complemento, interferon, fibronectina, lactoferrina, tuftisina, espermina e
protamina); inflamacdo e fagocitose (ABBAS, 2003; BRASIL, 2001; PARSLOW,
2004).

Esta resposta imune inata, desempenha papel relevante na infeccao por B.
abortus, pois atua na reducédo do numero inicial de bactérias através principalmente
das células fagociticas: neutréfilos e especialmente macréfagos, como também
prepara um ambiente adequado para geracdo da resposta imune adquirida. Porém
para ativacao destes fagdcitos é necessario o reconhecimento da B. abortus pelos
receptores da superficie celular semelhantes a Toll (TLR do inglés Toll like receptor).
Os TLRs sdo homologos de uma proteina chamada Toll da Drosoéfila melanogaster
nas quais tem funcdo de defesa antimicrobiana. Como componentes da resposta
imune inata, os TLRs sao ativados em resposta a componentes conservados de
microrganismos como: lipoproteinas bacterianas, flagelinas e LPS (CARVALHO
NETA, 2007; PAIXAO, 2009).

A resposta imune inata na infec¢ao por B. abortus também € composta pela
atividade citotoxica das células “natural killer” (NK), podendo em bovinos se
apresentar como células de defesa direta ou secretoras de citocina que estimulam a
atividade bactericida dos macréfagos, opsonizacao através do sistema complemento
para eliminagcdo imediata ou sua interacdo com a neutralizagdo por anticorpos
(CARVALHO NETAS, 2007).
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2.6.2 Mecanismos especificos

A evolucdo biolégica levou ao aprimoramento da resposta imune nos
organismos superiores possibilitando uma resposta especifica e duradoura contra 0s
patogenos pelos quais foram estimulados, tais como componentes estruturais de um
complexo proteico, de um polissacarideo ou de outras macromoléculas (ABBAS,
2003; BRASIL, 2001).

O antigeno através da pele e/ou de mucosas atinge a circulacao
sanguinea e linfatica e alcanca o6rgaos linfoides secundarios (ganglios linfaticos,
baco e nodulos linfoides). A qual pode ser dividido em trés fases: reconhecimento do
antigeno, ativacao dos linfocitos e fase efetora da resposta imune, que requer Varios
mecanismos de defesa incluindo o sistema do complemento e os fagocitos, que
também atuam na imunidade inata (ABBAS, 2003; BRASIL, 2001).

Os linfécitos sofrem nos o6rgdos linfoides primarios, processos de
diferenciacdo celular resultando no aparecimento de linfécitos B que sdo capazes
de sintetizar proteinas denominadas imunoglobulinas que se ligam especificamente
e com alta afinidade a antigenos, e T, que detectam a presenca de substancias
estranhas através de proteinas de superficies, cujas atividades sao distintas e
complementares. As linhagens de linfocitos T e de linfécitos B constituem os clones,
gue diferem, na sua especificidade para os antigenos. A grande variedade de clones
existentes € que garante a ampla diversidade da resposta imune (ABBAS, 2003;
BRASI, 2001; PARSLOW, 2004).

Os linfocitos T reconhecem especificamente a B. abortus através de seus
receptores a/f3 ou y/d, em associagdo com uma molécula co-receptora CD4+, em
linfocitos T auxiliares ou CD8+, em linfocitos T citotoxicos. Os mesmos podem
contribuir para o controle da infec¢céo por Brucella no homem devido a combinacao
de mecanismos incluindo lise de macréfagos infectados via efeitos citotoxicos e
reducdo da carga bacteriana pela secrecéo de peptideos e citocinas antimicrobianas
(CARVALHO NETA, 2007; PAIXAO, 2009).
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2.6.3 Imunidade celular

A imunidade celular, d4-se como resultado da ativacao de linfécitos T,
com o aparecimento de diversas subpopulacfes dessas células. A imunidade celular
€ responsavel predominantemente pela protecdo especifica contra infeccdes
intracelulares, causadas por virus, bactérias, fungos e protozoarios, que sobrevivem
e proliferam dentro dos fagécitos e de outras células do hospedeiro, onde ficam
inacessiveis aos anticorpos circulantes (ABBAS, 2003; BRASIL, 2001).

A imunidade adaptativa mediada por linfocitos B e T que reconhecem
patdgenos por meio de receptores de alta afinidade, enquanto a imunidade inata
com mecanismos de defesa mais rapidos, reconhecem patégenos invasores por
meio de receptores especificos, localizados na superficie das células
apresentadoras de antigenos, tal ligacdo patdgeno/receptor, induz a producédo de
reativos intermediarios de oxigénio e nitrogénio, citocinas pro-inflamatérias com
regulacdo de moléculas co-estimuladoras que desencadeiam a imunidade
adaptativa, caracterizada pela especificidade e memoria (ABBAS, 2003; BRASIL,
2001; POESTER, 2006).

2.6.4 Imunidade humoral

Mediada por linfocitos e pelos produtos por eles secretados, 0s
anticorpos, atuam na defesa contra microrganismos extracelulares. Séo
responsaveis pela producdo de substancias com alto peso molecular, as
imunoglobulinas que séo capazes de reagir com o antigeno responsavel pelo seu
aparecimento . As respostas de imunidade humoral sdo mais duradouras quando ha
participacdo de linfocitos T-auxiliares na ativagdo de linfécitos B (ABBAS, 2003;
BRASIL, 2001).

Trés classes de imunoglobulinas séricas (IgM, 1gG e IgA) e as IgA-
secretoras, atuam na imunidade contra os agentes infecciosos. Na resposta da
imunidade humoral que se segue ao primeiro contato com o antigeno (resposta

priméria) h4 um periodo de laténcia de alguns dias ou algumas semanas entre o
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estimulo e o aparecimento de anticorpos seéricos: de inicio aparecem 0s anticorpos
da classe IgM (cujo desaparecimento geralmente se da no fim de algumas semanas
ou meses), seguidos pelos anticorpos das classes IgA e IgG. Os anticorpos da
classe IgG sao detectados no sangue durante tempo prolongado, constituindo a sua
presenca indicacdo de imunidade ou contato prévio com o0 antigeno em questao.
Apesar de demonstrarem atividade opsonizante na brucelose bovina, a atuacdo da
lgG durante a infeccdo ativa é controversa, pois ndo permite a lise bacteriana
extracelular pela via alternativa do complemento, promovendo maior fagocitose e
infeccdo de macrofagos, o que determina o aumento do numero de bactérias
intracelulares e consequente persisténcia da infeccdo. Embora a resposta imune
humoral seja pouco eficaz como atividade efetora, seus anticorpos produzidos
durante a infeccdo sdo essenciais para diagnéstico e identificacdo da doenca no
rebanho e estabelecimento das estratégias de controle (ABBAS, 2003; CARVALHO
NETA,, 2009; BRASIL, 2001).

Apos a infeccdo por bactérias Gram-negativas, as células do sistema
imunolégico do hospedeiro estdo expostas a diversos antigenos bacterianos e, por
estar mais expostas, a cadeia O do lipopolissacarideo da parede celular é a fracédo
mais imunogénica. Apesar de ser um carboidrato, a cadeia O das bactérias Gram-
negativas € capaz de provocar uma resposta consistente de anticorpos pela
ativacao direta dos linfocitos B, sem necessidade da ativacdo direta dos linfécitos T.
A resisténcia a patdégenos intracelulares como Brucella é altamente dependente da
habilidade do hospedeiro de desenvolver uma resposta imune celular, mediadas por
citocinas como IFNy, IL-12, IL-2, TNFa (PAIXAO, 2009; POESTER, 2006).

2.7 Vacinas

A vacinagdo contra a brucelose bovina tem sido uma ferramenta
importante nos programas de controle e erradicacdo desta enfermidade em varios
paises mostrando-se eficaz. Embora, nenhuma vacina usada, proteja 100% dos
animais, necessitando esta pratica de medidas complementares de higiene
associada a retirada e substituicdo dos animais infectados (POESTER, 2006).
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Varios pesquisadores tém procurado desenvolver vacinas que sejam
protetoras e que néo interfiram no diagndstico da doenca. Um grande numero de
vacinas vivas atenuadas, mortas, de subunidade, recombinantes e de DNA vem
sendo desenvolvidas. Porém as vacinas atenuadas foram e ainda s&o utilizadas
efetivamente nos programas de controle de brucelose. As mais empregadas sao a
B19 e a nao indutora de anticorpos aglutinantes (amostra RB 51). Ambas boas
indutoras de imunidade celular e recomendadas pela Organizacdo Mundial de
Saude Animal (BRASIL, 2006).

2.7.1 Vacina B19

A vacina B19 foi avaliada pela primeira vez em 1930. John M. Buck,
pesquisador norte-americano, isolou em 1923 uma bactéria com caracteristicas de
B. abortus do leite de uma vaca estéril. A cultura originalmente virulenta, ficou
esquecida no ambiente por mais de um ano. Testada em cobaios, revelou-se
atenuada e altamente imunogénica. Suas principais caracteristicas: baixa
patogenicidade e estabilidade, alta imunogenicidade e antigenicidade levou a seu
sucesso como vacina. A B19 é uma amostra de Brucella abortus lisa, indutora de
formacdo de anticorpos especificos contra o LPS liso, podendo interferir no
diagndstico sorologico para brucelose, conferindo imunidade de 65 a 75% em
animais vacinados. A B19 € uma vacina atenuada para fémeas jovens, administrada
dos 3 aos 8 meses de idade, por recomendacédo do PNCEBT. Pode causar orquite e
provocar aborto, ndo sendo recomendada para animais prenhes ou machos. Ha
risco de contaminacdo humana e desenvolvimento da doenca. Ha na literatura
discricdo de casos entre veterinario ou ajudante que tenham picado o dedo ou a
mao com a agulha da seringa de vacinacdo ou recebido aerosol nos olhos. O curso
da enfermidade geralmente € mais benigno do que com cepas de B. abortus de
campo, porém em casos severos requerem hospitalizacdo. Deve-se adotar
equipamento de protecdo individual (6culos de protecdo, luvas, etc.) e destino
correto para descarte de seringas e frascos de vacina (ACHA, 2003; BRASIL, 2006;
POESTER, 2006 ).
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Uma derivacdo da cepa B19 é empregada também, para imunizacao de
grupos ocupacionais,de alto risco como magarefes, na antiga Unido Soviética,

aplicada na pela escarificada, aparentemente com bons resultados (ACHA, 2003).

2.7.2 Vacina RB51

Pesquisas realizadas no passado, comprovaram gue amostras rugosas
eram capazes de induzir protecdo contra B. abortus, sem apresentarem 0s
problemas de diagndstico inerentes as amostras lisas. Buscou-se encontrar uma
amostra mutante rugosa, estavel e de tal forma atenuada que permitisse a
colonizacdo no hospedeiro. Chegando a selecdo da amostra de B. abortus chamada
RB51 (POESTER, 2006).

A vacina RB51 é uma amostra ndo aglutinogénica, derivada da amostra
2308 de B. abortus, que por passagens em meio contendo concentracbes sub-
inibitérias de rifampicina e penicilina sofreu mutacdes em genes que sintetizam a
cadeia O. Quando aplicada em animais jovens, a vacina a RB51 localiza-se nos
tecidos do sistema reticulo-endotelial, sendo eliminada dos linfonodos que drenam o
local da inoculacdo por periodos que vao desde 6 semanas até 12 a 14 semanas
pos-vacinacdo (BRASIL, 2006; POESTER, 2006).

Pesquisas indicaram que a idade ideal para a vacinacao de fémeas jovens
€ entre 5 e 12 meses de idade, com revacinacdo aos 4 — 5 anos para manter bons
niveis de protecdo imunitaria. Deve-se adotar equipamento de protecao individual, e
tomar os cuidados de manipulagéo que se emprega para a vacina B19 (POESTER,
2006).

Em estudo conduzido por Kreeger et al. sobre a eficacia e seguranca da
vacina da Brucella abortus amostra RB51 aplicada em alces prenhes em cativeiro,
afim de determinar se a RB51 induziria aborto e se protegeria de aborto provocado
por B. abortus 2308 administrada 40 dia apo0s vacinagdo; a vacina RB51 foi capaz
de prevenir 28% de diminuicdo das taxas de aborto entre os alces vacinado quando
para o grupo controle o aborto foi de 100%. As razdes para baixa protecéo pode ter

sido: dose da vacina insuficiente (mesma usada em bovinos jovens), dose excessiva



24

no desafio, insuficiente tempo entre a vacinacdo e o desafio para desenvolver a
imunidade celular, ou falta de eficacia da estirpe RB51 no alce.

Caporale (2010) et al. investigando a vacinacdo de bufalos na Italia com
Brucella abortus RB51, com amostra experimental estabelecida pela OIE para
avaliacdo de vacinas em camundongos (cinco animais por grupo), utilizou o triplo da
dose vacinal preconizada para bovinos no grupo vacinado para RB51 seguido de um
reforco apdés um més de sua inoculacdo primaria. Relata que pareceu ser capaz de
oferecer protecdo contra infeccdo de diferentes tipos de Brucella de organismos
selvagens. Mesmo considerando as limitacbes pelo baixo numero de animais
inoculados, os resultados sorolégicos obtidos apds o desafio, parecem confirmar
gue a inoculagdo do agente ndo induziu a infeccdo, pois nenhum animal
desenvolveu anticorpos anti-lisos de fixagdo de complemento. O protocolo mostrou-
se seguro em animais jovens, enquanto sua aplicacdo em bufalas adultas gravidas
causou aborto.

Poester (2006) et al. estudando a eficacia da vacina RB51 em novilhas,
concluiu como resultado do trabalho, que a indicacdo da vacinagcdo com a RB51,
utilizando-se dose completa (1,0-3,4 x 10 UFC), induz imunidade protetora contra o
desafio com amostra virulenta de B. abortus; que a mesma nao causou aborto ou
infeccdo quando aplicada em fémeas no inicio da gestacdo e nao interferiu com os
testes soroldgicos convencionais. Embora destaque que estudos em populacdes a
campo devem ser implementados sempre que possiveis, pois dardo uma resposta
mais condizente com a realidade.

Peniche (2009) et al. avaliou a vacinagdo com Brucella abortus amostra
RB51 em rebanhos bovinos de duplo propoésito, naturalmente infectados com
brucelose em sistemas produtivos a campo encontrado em clima tropical. Entre
vacinados e néo vacinados o grupo foi formado por 88 fémeas cada. Durante os 18
meses do experimento, trés novos casos de infecgcdo ocorreram no grupo néo
vacinado, enquanto que no grupo vacinado com a mostra RB51 a taxa de infeccéo
foi de 0%, com eficacia de 100% de protecao atribuida a vacina. A amostra RB51 foi
utilizada na dose de 5 x 101° unidades formadoras de colénias (UFC) em fémeas de

6 a 12 meses de idade e animais com mais de 12 meses, incluindo fémeas
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gestantes 3 x 10% e 3 x 10® UFC. No momento da criacdo do grupo experimental,
32 fémeas gestantes foram integradas ao grupo vacinado e 36 gestantes ao grupo
nao vacinado. Salientou que nenhuma das 32 fémeas abortou em funcédo da
aplicacdo da vacina RB51. Casos de soropositivos ndo foram eliminados nem
segregados da populacdo. Sua conclusdo dos resultados € que para rebanhos de
producdo extensiva a campo, infectados naturalmente, com prevaléncia 6%, a
amostra RB51 € um produto eficaz para controle da brucelose bovina.

A maioria dos estudos sobre a protecdo conferida pela RB51 tem sido
realizada sob condi¢cGes rigorosamente controladas seja com camundongos ou em
bovinos. Pasquali et al. (2001) estudando a resposta imune de camundongos
vacinados com Brucella abortus RB51 infectados com B. abortus 2308 indicou que
os mesmos foram protegidos de reinfeccdo depois da vacinagdo, demonstrando
resposta celular consistente, em razéo da presenca de Thl e Th2.

No Chile, Villarroel et al. procedeu isolamento e identificacdo Brucella
abortus RB51 proveniente de humanos. Uma linhagem de Brucella foi isolada em
uma hemocultura de um médico veterinario com sintomatologia clinica, baseado
principalmente em caracteristicas como: resisténcia a rifampicina, crescimento
aerobio e producdo de colonias apenas rugosas. A cepa RB51 foi confirmada por
analise de PCR. O paciente apresentava principalmente febre recorrente (a 39° C),
abatimento, anorexia, osteo mialgias, sudorese noturna e dor de cabeca.

A Instrucdo Normativa N° 33, de 24 de agosto de 2007, do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, estabelece duas condigbes em que se
permite a utilizagdo da vacina n&o indutora de anticorpos aglutinantes, amostra
RB 51, a saber: idade superior a 8 (oito) meses e que nao foram vacinadas com a
amostra B19 entre 3 e 8 meses de idade; ou adultas, ndo reagentes aos testes
diagndsticos, em estabelecimentos de criacdo com focos de brucelose. Atualmente
a vacina RB51 é utilizada nos programas oficiais de controle em paises como EUA,
México e Chile entre outros (BRASIL, 2006; BRASIL, 2007; FUNDEPECPR, 2011).

3 CONCLUSAO E RECOMENDACOES
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A vacinacdo contra contra Brucelose Bovina é obrigatéria no Brasil. O
Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e da Tuberculose
Animal — PNCEBT preconiza a utilizagdo da amostra B19 para vacinacdo de
fémeas bovinas jovens 3 a 8 meses de idade e a amostra RB51 sera empregada
como estratégia para fémeas adultas.

Vérios sdo os motivos que levam a uma baixo indice de vacinacéo nesta
faixa etaria, sujeitando os produtores a multas e restricdo de transito, controlados
pelos orgao oficiais dos estados através da Guia de Transito Animal (GTA). Porém,
estes rebanhos nao vacinados com a B19, podem interferir no sucesso de planos de
erradicacdo, por estarem susceptiveis a infeccdo, por isso a opcao por utilizar a
vacina RB51nestas fémeas acima de oito meses, é imperativo.

Os produtores dos estados do Parand e Rio Grande do Sul, realizam
intenso comeércio de animais oriundos de Santa Catarina, Unico estado da
Federacéo a ter erradicado a Brucelose Bovina, ndo adotando mais programas de
vacinagao. Seria de grande valor o uso da vacina RB51, nestas situacdes ; pois
permite a vacinagao de fémeas bovinas acima de 8 meses.

A vacina RB51 mostrou-se uma ferramenta eficaz para promover o
controle imunoldgico dos rebanhos, com seguranca semelhante a vacina B19, sem
o inconveniente de interferir no diagnéstico sorolégico de rotina e podendo ser
usada em animais adultos, aumentando seus niveis de protecdo. Tem a
desvantagem, de em infeccdo acidental de humanos, ser mais dificil o tratamento
em razéo de sua resisténcia a rifampicina e penicilina e seu diagnéstico dificultado
por ndo ser detectado em testes imunoaglutinantes como o AAT. O Pais carece de
estudos sobre a vacinacdo com a RB51 em rebanhos a campo em suas variadas
categorias (animais jovens, adultos) e sua persisténcia, pois a maioria dos estudos
estao sob condi¢Bes controladas; o impacto de sua excre¢ao por animais vacinados
no ambiente, com a possibilidade de transmissdo a susceptiveis, inclusive ao
homem; o efeito da dose de vacinagao sob efetiva resposta imune, como seu efeito
em outras espécies, dentre outras demandas que se iniciam a partir da pesquisa.
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