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PREFÁCIO 
 

 
 
 A brucelose é doença bacteriana zoonótica difundida em todo o mundo. Afeta 

grande variedade de espécies de mamíferos, inclusive animais silvestres. Diversos 

países já adotaram programas de controle e erradicação da doença, devido aos 

sérios prejuízos econômicos e à saúde pública. Além disso, a Brucella é considerada 

potencial agente de bioterrorismo. Várias técnicas já foram empregadas para a 

análise da variabilidade de tais microrganismos. Entre as técnicas moleculares, tem 

sido empregada a análise em multilocus de repetições em tandem de número 

variável - MLVA (multiple locus variable number tandem repeat analysis). Esta 

técnica é sensível, rápida e específica, podendo ser utilizada para análise de 

variabilidade genética de microrganismos em determinado local, inclusive das 

linhagens vacinais. O presente estudo avaliou a variabilidade e estabilidade genética 

de linhagens vacinais de Brucella abortus presentes nas vacinas B19 e RB51, 

visando propor a utilização do método MLVA como teste adicional no controle de 

vacinas comerciais contra brucelose. 
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RESUMO 

 

 

O atual estudo objetivou analisar a variabilidade genética de linhagens 

vacinais de Brucella, avaliando ainda os efeitos de repiques sucessivos sobre as 

mesmas. Trata-se de doença zoonótica de alcance mundial e que causa prejuízos 

econômicos na produção animal e danos à saúde pública. Visando controlar a 

doença, foi instituído o Programa Nacional de Controle e Erradicação da Brucelose e 

Tuberculose Animal em 2001, que inclui a vacinação de fêmeas. Quanto à avaliação 

genética de linhagens vacinais, a técnica de análise em multilocus das repetições 

em tandem de número variável - MLVA permite identificar a variabilidade genética 

microbiana de forma acurada, identificando-se genogrupos de isolados. O atual 

estudo analisou 63 amostras de linhagens vacinais B19 (n=53) e RB51 (n=10), 

provenientes de sete laboratórios brasileiros. Também foi avaliado o efeito de 

sucessivos repiques sobre a o genoma microbiano. Desta forma, foram identificados 

quatro genogrupos distintos. No genogrupo I foram agrupadas as 10 amostras de 

B19 do laboratório G e seus 10 repiques. Quarenta e três amostras de B19 dos 

laboratórios A, B, D, E, F, H, bem como os 10 repiques das amostras E e da cepa de 

referência S (USDA) foram agrupadas no genogrupo II. O genogrupo III foi composto 

pelas amostras vacinais de RB51 do laboratório Y e pelos 10 repiques da linhagem 

Y1. Finalmente, o genogrupo IV incluiu oito amostras vacinais de RB51 e os 10 

repiques das amostras X1 e da cepa de referência Schurig. As linhagens vacinais 

B19 e RB51 derivaram de ramificações genéticas distintas que formaram, cada qual, 

dois genogrupos, com divergência apenas nos loci Bruce07 e Bruce43. Concluindo, 

a técnica de MLVA mostrou adequada capacidade discriminatória, podendo ser 

utilizada para análises de qualidade na produção de vacinas comerciais em nosso 

País. Foi observado, ainda, que 10 passagens sucessivas não afetam os loci 

avaliados.  

 

 

Palavras-chave: Brucelose, Brucella abortus, vacinas, tandem repeats, 

MLVA. 
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ABSTRACT 

 

 

The present study was aimed to analyze the genetic variability among Brucella 

abortus lineages present in commercial vaccines from Brazilian laboratories. The 

brucellosis is a worldwide distributed zoonotic disease. The disease may affect the 

livestock production as well as the human health. To control the spread of Brucellosis 

in Brazil, our country established the National Program for Controlling and 

Eradication of Animal Brucellosis and Tuberculosis – PNCEBT which included the 

vaccination of female bovines. The multiple locus variable number of tandem repeat 

analysis (MLVA) is a rapid and accurate method used to access the genetic 

variability among microbial isolates and to discriminate groups of genetically-related 

isolates. We used a previously described 16 loci MLVA method to analyze a sample 

composed by B19 vaccines (n=53) and RB51 vaccines (n=10) from seven Brazilian 

laboratories.  The genetic variability after 10 successive cultures was also accessed. 

We identified four distinct genogroups of isolates. The genogroup I contained ten B19 

samples from the laboratory G and their respective successive cultures. Forty-three 

B19 samples of the laboratories A, B, D, E, F, and H as well as the successive 

cultures of the reference S (USDA) strain and  the commercial strain E, were all 

clustered into the genogroup II. The genogroup III included the RB51 laboratory Y’s 

samples and the Y1’s successive cultures. Finally, eight RB51 samples, the 

successive X1’s cultures, and the reference Schurig strain, were clustered into the 

genogroup IV. Our results revealed that the B19 and RB51 lineages derived from two 

distinct genetic branches that diverged in the locus Bruce07 and Bruce43.  In 

conclusion, the MLVA showed accurate discriminatory results and would be used in 

future evaluations of the commercial vaccines of Brucellosis. The results of our study 

also showed that ten successive cultures were not able to generate genetic variability 

into the loci studied.      

 

Keywords: Brucellosis, Brucella abortus, vaccines, tandem repeats, MLVA. 
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CAPÍTULO I  

 

 

INTRODUÇÃO 

 

 

Brucelose é doença de natureza zoonótica, identificada em várias regiões do 

mundo e que pode afetar diversas espécies de mamíferos. A doença é provocada 

por microrganismos do gênero Brucella, que compreende onze espécies, B. abortus, 

B. melitensis, B. ovis, B. suis, B. canis, B. neotomae, B. ceti, B. pinnipedialis e B. 

microti (ICSP, 2009, Maquart et al., 2009). Duas novas espécies foram isoladas de 

humano. Uma foi isolada a partir de um implante de seio de uma idosa de 71 anos, a 

B01T, sendo proposto o nome de Brucella inopinata (Scholz et al., 2009). A segunda 

foi isolada em uma biópsia de pulmão de um homem de 52 anos, a BO2 (Tiller et al., 

2010). 

Quanto à questão zoonótica, humanos podem se infectar com a bactéria por 

ingestão de leite e derivados não pasteurizados, inalação de aerossóis 

contaminados, por manipulação do microrganismo em laboratórios ou lesões de 

continuidade. Os sinais clínicos são inespecíficos, incluindo febre recorrente e 

bacteremia, além de infecções de tecidos linforeticulares (Stoffregen et al., 2007).  

No plano econômico, a brucelose é responsável por sérios prejuízos na 

produção animal. A doença pode causar o nascimento de bezerros fracos, perdas 

reprodutivas (aborto, repetição de cio), esterilidade, lesões piogranulomatosas em 

tecidos (articulações, tendões) e diminuição na produção de carne e leite (Stoffregen 

et al., 2007).  

Levando-se em conta a importância econômica e sanitária da doença, 

diversos países adotaram programas de controle e erradicação da brucelose bovina 

(Nishi et al., 2002, Rivera et al., 2002, Portugal, 2009). Mesmo em países onde a 

erradicação já ocorreu, deve-se manter a vigilância epidemiológica, evitando a 

reintrodução da doença. Assim, uma das principais medidas a serem implementadas 

nestes programas é a vacinação em massa de animais (Miranda, 2009). Dessa 

forma, o Programa Nacional de Erradicação e Controle da Brucelose e da 
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Tuberculose Animal (PNCEBT) determina a vacinação obrigatória das fêmeas entre 

três e oito meses de idade com a vacina atenuada da linhagem B19. Esse programa 

cita ainda a possibilidade de uso da vacina atenuada da linhagem RB51 em 

determinadas ocasiões, de acordo com a Instrução Normativa nº 33, de 24 de 

agosto de 2007 (Brasil, 2007). 

O controle de qualidade na produção das vacinas deve ser realizado 

periodicamente, conforme determina o PNCEBT. No entanto, não são realizadas 

rotineiramente análises de variabilidade genética dos lotes vacinais. Tal 

caracterização genética das linhagens vacinais poderia ser realizada por análise em 

multilocus das repetições em tandem de número variável (MLVA) (García-Yoldi et 

al., 2007). 

Com base no exposto, pode-se considerar de grande importância a realização 

de estudos para avaliar eventuais mudanças no genoma de linhagens vacinais de 

Brucella spp. Portanto, a avaliação da estabilidade genética de vacinas comercias 

de Brucella abortus produzidas com as amostras B19 e RB5 no Brasil e a 

investigação da potencialidade da MLVA-16 como ferramenta no controle de 

qualidade de vacinas atenuadas contra a brucelose são aspectos relevantes a 

serem estudados. 

 

 

REFERENCIAL TEÓRICO   

 

1. Zoonose 

A brucelose é doença zoonótica amplamente distribuída pelo mundo, sendo 

considerada um problema de saúde pública (Corbel, 2006). Os relatos em nível 

mundial são da ordem de 500.000 casos anuais de infecção humana. Apenas nos 

Estados Unidos da América (EUA) são relatados de 50 a 100 casos por ano (Pappas 

et al., 2006). Além disso, a brucelose causa prejuízos econômicos devido a perdas 

relacionadas à reprodução e à contaminação dos produtos de origem animal. 

Também podem ocorrer restrições ao comércio internacional. Estudos anteriores 

mostram que as perdas relacionadas à brucelose bovina no Brasil podem atingir 32 

milhões de dólares anuais (Brasil, 1977).  
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2. O microrganismo 

A bactéria Brucella é microrganismo Gram-negativo, imóvel e aeróbica. 

Apresenta dimensão reduzida (0,6 a 1,5 µm), sendo intracelular facultativo, 

multiplicando-se em macrófagos. O pH ideal para seu crescimento varia de 6,6 a 7,4. 

As colônias podem ser rugosas (B. ovis e B. canis) ou lisas (B. melitensis, B. 

abortus, B. suis, B. neotomae, B. ceti, B. pinnipedialis e B. microti, B01T - B. 

inopinata e BO2). Quanto à morfologia das colônias lisas, estas são circulares, 

convexas, opacas, brancas e brilhosas. Já as rugosas têm aparência seca granular e 

cor branco-amarelada; as colônias mucóides podem ser transparentes ou cinzas, e 

são mais opacas e granulares em relação às lisas. As colônias raramente são 

pleomórficas. A bactéria pode sobreviver em ambiente úmido, ao abrigo da luz solar 

direta, pH neutro e que contenha matéria orgânica (Quinn et al., 2005). 

O microrganismo é considerado pertencente ao grupo de risco 3, já que é 

potencialmente transmitido por aerossóis e em alguns casos pode levar à infecção 

letal. Portanto, qualquer manipulação laboratorial deve ser realizada em laboratório 

nível 3 de biossegurança (Lecároz et al., 2006). 

A taxonomia do gênero Brucella é controversa, particularmente quanto à 

questão de ser um gênero formado por uma única espécie com vários biovares 

(bvs.) ou, ao contrário, ser composto por várias espécies biológicas diferentes. 

Inicialmente, o gênero foi dividido em seis espécies: B. melitensis, B. abortus, B. 

ovis, B. suis, B. canis e B. neotomae, com base nas diferenças de patogenicidade, 

preferência de hospedeiro e características bioquímicas e de crescimento (Osterman 

e Moriyón, 2006). Posteriormente, estudos genéticos de taxonomia demonstraram 

haver alta similaridade genética entre as espécies, acima de 90% de homologia do 

DNA. Assim, foi proposto que o gênero seria composto de uma única espécie, B. 

melitensis, sendo esta dividida em biovares correspondentes às espécies 

anteriormente descritas (Verger et al., 1985). No entanto, essa proposta ainda não 

foi aceita pelo Taxonomy Subcommittee do International Committee on Systematic 

Bacteriology (OIE, 2004). Comumente utiliza-se a taxonomia que divide o gênero 

nas várias espécies.  

Os microrganismos causadores da doença em mamíferos terrestres e 

respectivos hospedeiros preferenciais são Brucella abortus (bovinos), B. suis 

(suídeos), B. canis (canídeos), B. ovis (ovinos), B. melitensis (caprinos) e B. 

neotomae (ratos do deserto de Utah, EUA). Existem ainda espécies isoladas de 
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mamíferos marinhos, como a B. ceti, a B. pinnipedialis e ainda a B. microti, isolada 

da espécie de roedor Microtus arvalis (Maquart et al., 2009, Scholz et al., 2008). 

Duas novas espécies foram isoladas de humano, a B01T, sendo proposto o nome 

de Brucella inopinata e a BO2 (Scholz et al., 2009, Tiller et al., 2010). 

 

3. Brucelose humana 

 A brucelose é endêmica em várias regiões do mundo, principalmente no 

Mediterrâneo, Oeste Asiático, América do Sul e partes da África (Corbel 1997, 

Memish e Balkhy, 2004). No entanto, no Brasil foram descritas apenas B. abortus, B. 

suis, B. canis e B. ovis (Poester et al., 2002).  

A brucelose humana também está amplamente difundida, apresentando 

letalidade em 1 a 6 % dos casos não tratados (Couto apud Mello, 2007). Em 

humanos, os principais causadores da doença são: B. abortus, B. canis, B. suis e, 

principalmente, B. melitensis. As formas de contaminação incluem a ingestão de leite 

e derivados não pasteurizados, a inalação de aerossóis contaminados, a 

manipulação do microrganismo em laboratórios e lesões de continuidade 

contaminadas pelo manuseio de carnes contaminadas (Godfroid et al., 2005). Em 

países onde a doença foi erradicada, a infecção pode ocorrer pela exposição 

acidental em laboratórios, pelo contato com animais silvestres infectados ou, ainda, 

em decorrência de viagens para áreas endêmicas (Kattar et al., 2007). A doença em 

humanos ocorre mediante a infecção crônica debilitante, apresentando quadro 

clínico com febre recorrente, infecção de tecidos linforeticulares, bacteremia, lesões 

purulentas e piogranulomatosas em múltiplos órgãos, artrite, espondilite, 

endocardite, meningite e abscessos hepato-esplênicos  levando à baixa mortalidade 

(Plommet et al., 1998, Xavier et al., 2009). O tratamento antimicrobiano é feito via 

associação de doxiciclina a um segundo antibiótico, como gentamicina, tetraciclina, 

estreptomicina ou rifampicina (Maas et al., 2007).  A prevenção depende do controle 

da doença nos rebanhos (Corbel, 1997). 

 

4. Brucelose nos animais 

No que se refere aos animais, a forma de disseminação mais comum da 

brucelose é a oral, por meio do contato com feto abortado e outros tecidos 

contaminados, podendo também ocorrer a infecção via coito, principalmente em 

suínos. A sintomatologia consiste em perdas reprodutivas, aborto, nascimento de 
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crias fracas, esterilidade, lesões piogranulomatosas em tecidos e diminuição na 

produção de carne e leite (Stoffregen et al., 2007). Após a fase aguda, a bactéria 

pode ser encontrada em linfonodos supramamários (Gupta et al., 2006; Ilhan et al., 

2008) e glândula mamária em 80% dos animais infectados, sendo que estes 

continuam secretando o microrganismo pelos fluidos corporais, como o leite (Ilhan et 

al., 2008). No caso da doença em bovinos e bubalinos, o abate sanitário deve ser 

realizado conforme estabelece o Programa Nacional de Controle e Erradicação de 

Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT) do Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento - MAPA (Brasil, 2006).  

 

4.1. Brucelose bovina 

O principal agente etiológico da brucelose bovina é a B. abortus biovariedade 

(bv.) 1. No estudo de Minharro (2009), realizado no Brasil, essa bv. foi encontrada 

em 67,1% das 137 amostras estudadas. No entanto podem ainda ser encontradas 

as biovariedades 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 9, sendo que as duas últimas e a 5 ainda não 

foram identificadas no Brasil.  

Algumas espécies de Brucella são classificadas como armas biológicas, sendo 

consideradas potenciais agentes de bioterrorismo desde 1954 (ASM, 2004). A 

instituição americana “Centers for Disease Control and Prevention (CDC)” considera 

o gênero Brucella como pertencente à lista B de biodefesa, que corresponde ao 

grupo de segunda ordem de prioridade como agente de bioterrorismo (CDC, 2007).  

 

4.1.1. Métodos de diagnóstico 

Considerando-se a importância sanitária e econômica das bruceloses, vários 

métodos de diagnóstico foram desenvolvidos. Os três métodos de diagnóstico 

frequentemente utilizados são: 1. o isolamento do microrganismo em leite ou em 

órgãos de animais que apresentaram a doença; 2. detecção de anticorpos de 

Brucella em soro sangüíneo ou leite e; 3. detecção da bactéria por técnicas de 

biologia molecular. 

O isolamento ainda é considerado o padrão-ouro, apesar de ser um método 

demorado, levando-se cerca de 14 dias para conclusão do diagnóstico laboratorial. 

A detecção de anticorpos é o método mais rápido, no entanto pode apresentar 

reações cruzadas com outros microrganismos. Já os testes por biologia molecular 

são altamente específicos e sensíveis. Foram descritos vários protocolos de PCR 
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(Reação de Polimerização em Cadeia - PCR) que detectam o microrganismo em 

secreções, em órgãos de interesse e até mesmo em vacinas (Bricker e Halling, 

1994, Bricker e Halling, 1995, Romero e Lopez-Goñi, 1999, Bricker et al., 2003, 

Gupta et al., 2006, O´Leary et al., 2006, López-Goñi et al., 2008).  

 

4.1.2. Programas de controle 

A maioria dos países, incluindo o Brasil, considera a brucelose doença de 

notificação obrigatória. Grande parte dos países já possui um programa de 

erradicação da doença. Para tanto, é necessária a identificação individual de cada 

animal, controle do movimento dos animais, vacinação compulsória e o 

monitoramento do rebanho pela sorologia (Brasil, 2006). Mesmo em países onde 

ocorreu a erradicação da brucelose, é importante manter-se a vigilância 

epidemiológica, evitando a reintrodução da doença. No Brasil, o Programa Nacional 

de Controle e Erradicação da Brucelose e da Tuberculose Animal (PNCEBT) foi 

instituído em 2001, pelo MAPA.  

Este programa adota medidas preventivas, de fiscalização e de controle do 

trânsito de animais. O controle da doença inclui diagnóstico, abate e vacinação 

(Brasil, 2006). Essa última é considerada a parte mais importante em um programa 

de controle da brucelose. O PNCEBT tornou obrigatória a vacinação de fêmeas 

entre 3 e 8 meses de idade com a vacina B19. Além disso, determinou a 

possibilidade de vacinação de fêmeas adultas com a vacina RB51 em situações 

específicas. 

 

4.1.2.1. A vacinação 

A vacinação dos animais deve respeitar as normas existentes no PNCEBT. O 

controle de qualidade das vacinas deve ser feito de forma cuidadosa, observando-se 

os padrões estabelecidos. Assim, o sucesso do programa depende da qualidade da 

vacina utilizada e sabe-se que o Brasil é capaz de produzir vacinas com padrão 

internacional e em quantidade suficiente para combater a doença no País (Miranda, 

2009, Poester et al., 2002). 

As amostras vacinais B19 e RB51 podem infectar humanos, já que são 

vacinas atenuadas. A colônia de Brucella da vacina RB51 é rugosa, apesar de ser 

derivada de uma cepa lisa, a Brucella abortus 2308, resistente à rifampicina (Schurig 

et al., 2002). Já a colônia da vacina B19 é lisa, e deve ser preparada a partir de 
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amostra oriunda de laboratórios de referência como o do USDA, devendo possuir as 

características da cepa B19 original, que é uma Brucella abortus bv. 1 (OIE, 2004). A 

vacina B19 tem sido utilizada como prevenção em diversos países devido à baixa e 

estável patogenicidade e à alta antigenicidade e imunogenicidade (Poester, 2006). 

Deve-se checar a pureza (ausência de microrganismos estranhos), viabilidade 

(bactérias vivas por dose) e determinação da fase dissociativa da vacina B19. Além 

disso, a produção da vacina deve ser regularmente testada para virulência residual, 

avaliação da estabilidade térmica, imunogenicidade em ratos, característica 

lisa/rugosa, ausência de contaminação, pH e umidade (Brasil, 2004, OIE 2004). Para 

a produção da vacina, deve ser utilizada uma cepa de referência de B. abortus B19 

reconhecida pelo MAPA, com eficácia comprovada (Brasil, 2004). 

 

4.1.2.1.2. Avaliação genética das linhagens vacinais 

A avaliação da estabilidade genética também pode ser realizada para 

avaliação da homogeneidade dos lotes vacinais (García-Yoldi, 2007). Uma das 

formas de caracterizar as linhagens vacinais pode ser obtida mediante a análise de 

regiões de mini e microsatélites, em particular para amostras isoladas de lotes 

vacinais de B19 e RB51. Minisatélites ou SSR (short sequence repeats) são 

sequências genômicas que contém de 6 a 100 pares de bases (Vergnaud e 

Denoeud, 2000). Microsatélites são também denominados STR (short tandem 

repeats) e consistem de sequências de 1 a 25 nucleotídeos (Titze-de-Almeida, 

2004).  

O polimorfismo dessas regiões é denominado variable number of tandem 

repeats (VNTRs). Repetições em tandem são cópias de uma unidade elementar, 

sendo que vários alelos podem ser observados em diferentes cepas bacterianas (Al 

Dahouk et al., 2007). Devido ao seu polimorfismo, os VNTRs têm sido utilizados 

como marcadores moleculares para genotipagem de diversas espécies (Chang et 

al., 2006). Regiões de repetição em tandem estão relacionadas a funções 

reguladoras em eucariotos, embora a grande maioria ainda permaneça com funções 

desconhecidas (Belkum et al., 1998, Cesar, 2008). Há evidências de que as regiões 

de SSR são mais suscetíveis a eventos mutagênicos e podem estar relacionados a 

doenças (Belkum et al., 1998). 

Com o sequenciamento de genomas bacterianos, ficou evidente que 

microrganismos contêm um número considerável de regiões de repetição. Tais 
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repetições podem ser alvos de eventos genômicos como recombinação do DNA ou 

erro na sua duplicação (“slippage”). A técnica de análise dessas regiões de 

repetição, denominada MLVA (Multiple locus variable number tandem repeats 

analysis), permite caracterizar a variabilidade genética, sendo de especial utilidade 

em espécies altamente monomórficas, como Bacillus anthracis, Yersinia pestis e 

Brucella spp. (Lindstedt, 2005, Le Flèche et al. 2006, Whatmore et al., 2006). A 

MLVA não necessita de manipulação do microrganismo vivo, não apresenta alto 

custo, permite a genotipagem, é relativamente simples, rápida e permite comparar 

resultados digitais entre os laboratórios (Vergnaud e Pourcel, 2006, Whatmore et al., 

2006). Além disto, o uso de múltiplos loci aumenta a capacidade discriminatória, 

comparada à capacidade obtida quando utilizado apenas um alvo genético 

(Whatmore et al., 2006).  

 Recentemente, foi proposto o ensaio denominado MLVA-16 para análise de 

variabilidade genética de Brucella abortus, compreendendo 16 (dezesseis) 

marcadores moleculares. Oito destes são minisatélites capazes de diferenciar as 

espécies de Brucella spp. Os demais, denominados microsatélites, apresentam 

maior grau de variabilidade das seqüências repetitivas, permitindo discriminação 

intra-específica (Le Flèche et al., 2006, Al Dahouk et al., 2007). García-Yoldi e 

colaboradores (2007) sugerem o uso deste método de MLVA para garantir a 

qualidade e estabilidade de vacinas vivas bacterianas e também sugerem o uso da 

MLVA para o controle in vitro na análise de vacinas. 

Neste sentido, a técnica MLVA-16 pode ser empregada em programas de 

controle e vigilância epidemiológica, assim como na análise genética de linhagens 

vacinais. 

 

OBJETIVOS 

 

● Avaliar a estabilidade genética das vacinas comerciais anti-Brucella abortus 

produzidas no Brasil e que utilizam cepas de referência B19 e RB51; 

● Avaliar a identidade das linhagens vacinais em relação à semente original 

(“original seed”); 

● Investigar o potencial da MLVA-16 como ferramenta no controle de 

qualidade de vacinas atenuadas contra a brucelose bovina. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

 Bactérias do gênero Brucella são responsáveis por infecções zoonóticas de 

importância mundial. A brucelose é transmitida ao homem por diversas formas, 

sendo a principal a ingestão de leite e produtos lácteos não pasteurizados. A 

infecção por Brucella spp pode afetar diversos tecidos, causando febre recorrente, 

bacteremia, baixa mortalidade, entre outros (Stoffregen et al., 2007). 

 A doença nos animais resulta em aborto, queda na produção de leite e de 

carne, esterilidade, perdas reprodutivas e lesões piogranulomatosas, causando 

assim, prejuízos à economia e à saúde pública (Stoffregen et al., 2007). 

Mesmo em países onde a doença foi erradicada, programas de vigilância são 

necessários para evitar a reintrodução da doença. A vacinação é fundamental em 

programas de controle. Assim, o Programa Nacional de Controle e Erradicação da 

Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT) tornou obrigatória a vacinação de 
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fêmeas entre três e oito meses de idade com a vacina B19 (Brasil, 2006). Dessa 

forma, o sucesso desses programas depende de um adequado controle de 

qualidade na produção das vacinas utilizadas. No Brasil, o Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA) determina normas a serem verificadas na 

fabricação das vacinas B19, como a pureza e viabilidade da vacina (Brasil, 2004).  

 Para caracterização genética de linhagens vacinais, pode ser utilizada a 

técnica da análise em multilocus das repetições em tandem de número variável 

(MLVA), que permite avaliar a variabilidade genética de microrganismos. Algumas 

vantagens dessa técnica incluem o custo razoável, a não necessidade de 

manipulação do microrganismo vivo e a possibilidade de realização de genotipagem 

(Vergnaud e Pourcel, 2006). 

Os objetivos desse estudo foram avaliar a estabilidade genética das vacinas 

comerciais para Brucella abortus produzidas no Brasil em relação às cepas de 

referência B19 e RB51, além de investigar o potencial do MLVA-16 como ferramenta 

no controle de qualidade de vacinas atenuadas contra a brucelose bovina. 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

Linhagens vacinais e condições de cultivo 

 

O presente estudo analisou 53 amostras da vacina B19 e 10 amostras da 

vacina RB51, além de amostras controle de B19 (“original seed”) e RB51. Também 

foi utilizada a amostra 16M, como marcador molecular. A amostra B19 foi obtida do 

Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, Ames, Iowa, USA) e a 

RB51 foi fornecida pelo Prof. Gerhardt G. Schurig (Virginia Tech University, 

Blacksburg, VA, USA). Já a amostra 16 M foi isolada na América do Sul, proveniente 

do LANAGRO (Laboratório Nacional Agropecuário – MAPA, Pedro Leopoldo, MG, 

Brasil).  

As amostras vacinais analisadas (n=63) foram fornecidas pelo Laboratório 

Nacional Agropecuário (LANAGRO) de Pedro Leopoldo, Minas Gerais. O 

fornecimento das vacinas ocorreu após análise, no próprio LANAGRO, de pureza, 

dissociação, contagem de microrganismos viáveis, pH e umidade das linhagens 
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vacinais e diluente e pressão negativa do frasco (Brasil, 2004). Os lotes vacinais 

foram produzidos entre 2006 e 2008, por sete laboratórios, sendo que dois desses 

também produziam RB51. Os laboratórios foram denominados A, B, D, E, F, G e H 

para vacinas B19, de acordo com Miranda (2009), e para as vacinas RB51, X e Y. O 

número de partidas variou de acordo com o laboratório: A (n = 9), B (n = 2), D (n = 

10), E (n = 10), F (n = 4), G (n = 10), H (n = 8), X (n = 8) e Y (n = 2). 

O primeiro passo após a chegada das vacinas foi realizado no laboratório de 

nível 3 (três) de biossegurança da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). 

As vacinas liofilizadas foram diluídas com o diluente recomendado pelo fabricante. 

As vacinas foram inoculadas em ágar triptose (Difco, USA) e então incubadas em 

estufa a 37ºC com 5% de gás carbônico por 48 h. Após o crescimento, as colônias 

das amostras vacinais foram colocadas em microtubos com PBS 1X e, em seguida, 

centrifugadas a 22.000 xG por 5 min. O passo seguinte consistiu em descartar o 

sobrenadante e ressuspender o sedimento em 100 µL de tampão TE (Tris-ácido 

etilenodiamino tetra-acético – EDTA, Tris-HCl 10 mM, pH 8,0; EDTA 1mM). 

Posteriormente essa solução foi inativada a 85ºC por 2 h.  

Após a inativação, já em laboratório nível 2 (dois) de biossegurança, foi 

realizada a extração de DNA pelo método do isotiocianato de guanidina (Pitcher et 

al., 1989). Em seguida foi realizada leitura em espectrofotômetro e a padronização 

da dosagem de DNA para 50 ng/µL em cada amostra vacinal.  

Os DNAs extraídos foram utilizados na reação de MLVA, de acordo com Le 

Flèche et al., (2006), para definição do perfil genotípico.  

Além do estudo da variabilidade e estabilidade genética dos lotes vacinais, 

foram também realizados 10 sucessivos repiques para análise de eventuais 

mutações relativas à multiplicação microbiana em duas amostras vacinais de B19 e 

duas amostras vacinais de RB51, de quatro laboratórios distintos. Repiques 

sucessivos também foram realizados nas amostras de referência B19 - USDA (S) e 

RB51 - Schurig (R). 

 

Variabilidade genética e genotipagem das amostras vacinais 

 

A caracterização da variabilidade genética das linhagens vacinais foi realizada 

pela técnica MLVA-16, descrita por Le Flèche et al. (2006). Os iniciadores (primers) 

utilizados foram classificados em dois painéis, 1 e 2. No painel 1 encontram-se 8 
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(oito) minisatélites correspondentes aos loci Bruce06, Bruce08, Bruce11, Bruce12, 

Bruce42, Bruce43, Bruce45 e Bruce55.  O painel 2 corresponde a 8 microsatélites, 

dividido em dois grupos: 2A (Bruce18, Bruce19  Bruce21) e 2B (Bruce04, Bruce07, 

Bruce09, Bruce16 e Bruce30) (Tabela 1). 

 As reações de PCR foram realizadas em um volume de 12 µL contendo 

tampão 1X (50 mM Tris, 1,5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 50 mM (NH4)2SO4, pH 8,3) 

(Phoneutria; Belo Horizonte, MG, Brasil); 0,2 mM de cada dNTP (Invitrogen; 

Carlsbad, CA, USDA); 1 µM de cada iniciador (Invitrogen; Carlsbad, CA, USA); 1 

unidade de Taq DNA polimerase (Phoneutria; Belo Horizonte, MG, Brasil) e 1 µL de 

DNA na concentração de 50 ng/µL. As amplificações foram realizadas (Thermo 

Scientific Hybaid Thermal Cycler) usando desnaturação inicial a 96º C por 5 minutos, 

seguidos de 30 ciclos de desnaturação a 96ºC por 30 segundos, anelamento a 60ºC 

por 30 segundos e extensão a 72ºC por 1 minuto. A extensão final foi realizada a 

72ºC por 5 minutos.  

Os produtos amplificados foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 

a 2% ou a 3%, para mini e microsatélites, respectivamente, corado com brometo de 

etídeo a 0,5 mg/mL. A eletroforese foi realizada em tampão Tris-borato-EDTA 1X 

(TBE – pH 8,3), sendo o resultado visualizado e fotografado (ImageMaster VDS, 

Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) no transiluminador de luz ultravioleta. Foram 

utilizados dois marcadores de peso molecular, um de 100 bp (100 bp DNA Ladder, 

New England Biolabs, USA) e um de 25 bp (25 bp DNA Step Ladder, Promega, 

USA). 
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Tabela 1- Iniciadores utilizados nos painéis 1 e 2 (2A e 2B) do MLVA 16 (Le Flèche 
et al., 2006; Al Dahouk et al., 2007) 
 

VNTR nome Iniciador Senso Iniciador Consenso 
Painel 1 

1 

bruce06-BU1322_134bp_408bp_3u 5'-ATGGGATGTGGTAGGGTAATCG 3' 5'-GCGTGACAATCGACTTTTTGTC-3' 

bruce08-RU1134_18bp_348bp_4u 5'- ATTATTCGCAGGCTCGTGATTC- 3' 5'-ACAGAAGGTTTTCCAGCTCGTC-3' 

bruce11-BRU211_63bp_257bp_2u 5'-CTGTTGATCTGACCTTGCAACC-3' 5'-CCAGACAACAACCTACGTCCTG-3' 

bruce12-BRU73_15bp_392bp_13u 5'-CGGTAAATCAATTGTCCCATGA-3' 5'-GCCCAAGTTCAACAGGAGTTTC-3' 

bruce42-BU424_125bp_539bp_4u 5'-CATCGCCTCAACTATACCGTCA-3' 5'-ACCGCAAAATTTACGCATCG-3' 

bruce43-BRU379_12bp_182bp_2u 5'- CATCGCCTCAACTATACCGTCA-3' 5'-ACCGCAAAATTTACGCATCG-3' 

bruce45-BRU233_18bp_151bp_3u 5'-ATCCTTGCCTCTCCCTACCAG-3' 5'-CGGGTAAATATCAATGGCTTGG-3' 

bruce55-BU2066_40bp_273bp_3u 5'-TCAGGCTGTTTCGTCAGTCTT'-3 5'-AATCTGGCGTTCGAGTTGTTCT-3' 

Painel 2 

2ª 
bruce18-BRU339_8bp_146bp_5u 5'-TATGTTAGGGCAATAGGGCAGT-3' 5'-GATGGTTGAGAGCATTGTGAAG-3' 

bruce19-BRU324_6bp_163bp_18u 5'-GACGACCCGGACCATGCTT-3' 5'- ACTTCAACCGTAACGTCGTGGAT-3' 

bruce 21BRU329_8bp_148bp_6u 5'-CTCATGCGCAACCAAAACA-3' 5'-ATCTCGTGGTCGATAATCTCATT-3' 

2B 

bruce04-BRU1543_8bp_152bp_2u 5'-TGACGAAGGGAAGGCAATAAG-3' 5'-CGATCTGGAGATTATCGGGAAG-3' 

bruce07-BRU1250_8bp_158bp_5u 5'-GCTGACGGGGAAGAACATCTAT-3' 5'-ACCCTTTTTCAGTCAAGGCAAA-3' 

bruce09-BRU588_8bp_156bp_7u 5'-GCGGATTCGTTCTTCAGTTATC-3' 5'-GGAGTATGTTTTGGTTGTACATAG-3' 

bruce16-BRU548_8bp_152bp_3u 5'-ACGGGAGTTTTTGTTGCTCAAT-3' 5'-GGCCATGTTTCCGTTGATTTAT-3' 

bruce30-BRU1505_8bp_151bp_6u 5'-TGACCGCAAAACCATATCCTTC-3' 5'-TATGTGCAGAGCTTCATGTTCG-3' 

Fonte: Adaptado de Le Flèche et al., (2006). 
 

 

Análise dos genotipos 

  

 O tamanho estimado da banda foi convertido em números de repetição de 

cada locus de acordo com Le Flèche et al. (2006), com a ajuda do software 

Bionumerics 5.1 (Applied-Maths, Bélgica). O tamanho da banda foi convertido em 

números de repetições por este aplicativo. Desta forma, as linhagens vacinais que 

continham números de repetição idênticos para os 16 alvos foram agrupadas em um 

único genogrupo.  

 

 

RESULTADOS 

 

O presente estudo avaliou a estabilidade e variabilidade genética de 

linhagens vacinais de Brucella abortus produzidas por sete laboratórios brasileiros, 

bem como a estabilidade genética de isolados vacinais e cepas de referência após 

10 repiques sucessivos, utilizando a técnica de MLVA.  
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Inicialmente, foram determinadas as eventuais diferenças na variabilidade 

genética entre os 16 loci selecionados para o MLVA-16. Assim, os loci Bruce04, 

Bruce06, Bruce08, Bruce09, Bruce11, Bruce12, Bruce16, Bruce18, Bruce19, 

Bruce21, Bruce30, Bruce42, Bruce45 e Bruce55 não apresentaram diferenças no 

número de repetições. As linhagens vacinais B19 apresentaram diferença em 

relação às RB51 no locus Bruce43. Aquelas apresentaram duas repetições e esse, 

três. Entre as B19 observou-se variabilidade no locus Bruce07, sendo que um 

laboratório e seus repiques apresentaram seis repetições e o restante das amostras, 

cinco repetições. Esse mesmo locus também apresentou variabilidade nas linhagens 

vacinais de RB51.  Um laboratório e seus repiques apresentaram seis repetições e o 

restante das amostras, cinco. 

Com base nessas diferenças de variabilidade genética, foi possível identificar 

quatro genogrupos distintos, conforme dendrograma (Fig. 1), obtido a partir dos 

resultados de MLVA (Fig. 2 – 9). No genogrupo I foram agrupadas as 10 amostras 

de B19 do laboratório G (G1 - G10) e seus 10 repiques (G1/1 - G1/11). No 

genogrupo II, 43 amostras de B19 dos laboratórios A (1 - 9), B (1 - 2), D (1 - 10), E (1 

- 10), F (1 - 4) e H (1 - 8) e os 10 repiques das amostras de referência de B19 (S1/1 - 

S1/11) e do laboratório E (E1/1 - E1/11). O 3º genogrupo agrupou as amostras 

vacinais de RB51 do laboratório Y (Y1 e Y2) e os 10 repiques da amostra Y1 (Y1/1 - 

Y1/11). O genogrupo IV ficou composto pelas 8 amostras vacinais de RB51 (X1 - X8) 

e os 10 repiques das amostras X1 (X1/1 - X1/11) e da cepa de referência de RB51 

(R1/1 - R1/11). 

 Em síntese, os loci de divergência para identificação dos quatro genogrupos 

de Brucella foram os loci Bruce07 e Bruce43. Os genogrupos I e II apresentaram 

duas repetições no locus Bruce43 e os grupos III e IV, três repetições. Em relação 

ao locus Bruce07, os genogrupos I e III apresentaram seis repetições, o grupo II 

apresentou cinco e o grupo IV, sete. 
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Fig. 1. Dendrograma das linhagens vacinais, amostras de referência e repiques a 

partir de resultados de MLVA-16. 
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Fig. 2 – Eletroforese em gel de agarose representativa dos resultados de MLVA dos loci 
Bruce06 e Bruce11. M, marcador de peso molecular; locus Bruce06: 1, S1/7; 2, S1/8; 3, S1/9;  
4, S1/11; 5, R1/2; 6, R1/3; 7, R1/4; 8, R1/5. Locus Bruce11: 9, S1/7; 10, S1/8; 11, S1/9; 12, 
S1/11; 13, R1/2; 14, R1/3; 15, R1/4; 16, R1/5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3 – Eletroforese em gel de agarose representativa dos resultados de MLVA dos loci 
Bruce08 e Bruce12. M, marcador de peso molecular; locus Bruce08: 1, S1/7; 2, S1/8; 3, S1/9; 
4, S1/11; 5, R1/2; 6, R1/3; 7, R1/4; 8, R1/5. Locus Bruce12: 9, S1/7; 10, S1/8; 11, S1/9; 12, 
S1/11; 13, R1/2; 14, R1/3; 15, R1/4; 16, R1/5. 
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Fig. 4 – Eletroforese em gel de agarose representativa dos resultados de MLVA dos loci 
Bruce42 e Bruce55. M, marcador de peso molecular; locus Bruce42: 1, S1/7; 2, S1/8; 3, S1/9; 
4, S1/11; 5, R1/2; 6, R1/3; 7, R1/4; 8, R1/5. Locus Bruce55: 9, S1/7; 10, S1/8; 11, S1/9; 12, 
S1/11; 13, R1/2; 14, R1/3; 15, R1/4; 16, R1/5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5 – Eletroforese em gel de agarose representativa dos resultados de MLVA dos loci 
Bruce43 e Bruce45. M, marcador de peso molecular; locus Bruce43: 1, R1/2; 2, S1/7; 3, S1/8; 
4, R1/3; 5, S1/9; 6, R1/4; 7, S1/10; 8, S1/11. Locus Bruce45: 9, S1/7; 10, S1/8; 11, S1/9; 12, 
S1/11; 13, R1/2; 14, R1/3; 15, R1/4; 16, R1/5. 
 
 

M    1     2     3     4      5     6      7     8     M    9     10   11   12   13    14    15   16    M 

M    1     2     3     4      5     6      7     8     M    9     10   11   12   13    14    15   16    M 



 32

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6 – Eletroforese em gel de agarose representativa dos resultados de MLVA dos loci 
Bruce04 e Bruce07. M, marcador de peso molecular; locus Bruce04: 1, S1/7; 2, S1/8; 3, S1/9; 
4, S1/11; 5, R1/2; 6, R1/3; 7, R1/4; 8, R1/5. Nas posições 9 e 18, 16M. Locus Bruce07: 10, 
R1/1; 11, S1/7; 12, S1/8; 13, R1/2; 14, S1/9 15, R1/3; 16, S1/10; 17, S1/11. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7 – Eletroforese em gel de agarose representativa dos resultados de MLVA dos loci 
Bruce09 e Bruce16. M, marcador de peso molecular; locus Bruce09: 1, S1/7; 2, S1/8; 3, S1/9; 
4, S1/11; 5, R1/2; 6, R1/3; 7, R1/4; 8, R1/5. Nas posições 9 e 18, 16M. Locus Bruce16: 10, 
S1/7; 11, S1/8; 12, S1/9; 13, S1/11; 14, R1/2; 15, R1/3; 16, R1/4; 17, R1/5.  
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Fig. 8 – Eletroforese em gel de agarose representativa dos resultados de MLVA dos loci 
Bruce19 e Bruce21. M, marcador de peso molecular; locus Bruce19: 1, S1/7; 2, S1/8; 3, S1/9; 
4, S1/11; 5, R1/2; 6, R1/3; 7, R1/4; 8, R1/5. Nas posições 9 e 18, 16M. Locus Bruce21: 10, 
S1/7; 11, S1/8; 12, S1/9; 13, S1/11; 14, R1/2; 15, R1/3; 16, R1/4; 17, R1/5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 9 – Eletroforese em gel de agarose representativa dos resultados de MLVA dos loci 
Bruce30 e Bruce18. M, marcador de peso molecular; locus Bruce30: 1, S1/7; 2, S1/8; 3, S1/9; 
4, S1/11; 5, R1/2; 6, R1/3; 7, R1/4; 8, R1/5. Nas posições 9 e 18, 16M. Locus Bruce18: 10, 
S1/7; 11, S1/8; 12, S1/9; 13, S1/11; 14, R1/2; 15, R1/3; 16, R1/4; 17, R1/5. 
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DISCUSSÃO 

 

 

 A análise da qualidade de amostras vacinais de Brucella abortus é aspecto 

relevante para a sanidade animal, no sentido de garantir a proteção adequada dos 

animais submetidos à vacinação (Brasil, 2006). Assim, a avaliação de eventuais 

mudanças no genoma dessas linhagens microbianas pode indicar a necessidade de 

um controle mais rigoroso no processo de produção dessas vacinas. O presente 

estudo identificou variabilidade genética nas linhagens de Brucella abortus presentes 

em vacinas B19 e RB51 produzidas por sete laboratórios brasileiros, utilizando a 

técnica de MLVA-16 (Le Flèche, 2006). 

Estudos anteriores utilizaram a técnica de MLVA para análise de variabilidade 

genética voltada a outros microrganismos, como Shigella flexneri, Escherichia coli e 

Enterococcus faecalis, verificando que essa técnica permite alta capacidade 

discriminatória e rapidez na obtenção de resultados a partir de um número grande de 

amostras (Titze-de-Almeida, 2004, Wang et al., 2009, Miko et al., 2010). Essa 

técnica já foi utilizada para análise de estabilidade genética em linhagens vacinais 

de Brucella, neste caso, da espécie B. melitensis (García-Yoldi et al., 2007). A 

técnica foi também utilizada para comparações entre amostras de Brucella spp de 

diferentes espécies isoladas no campo (Le Flèche et al., 2006, García-Yoldi et al., 

2007, Maquart et al., 2009, Minharro, 2009).  

No que se refere às amostras vacinais de Brucella abortus, espécie em 

estudo no atual projeto, a técnica de MLVA já foi empregada para análise de 

variabilidade de linhagens das vacinas B19 (Miranda, 2009). No entanto, ainda não 

foi descrito estudo de variabilidade genética por essa técnica de MLVA para 

linhagens da vacina RB51.  

Deve-se observar que o locus Bruce07, que apresentou variação nas 

linhagens vacinais estudadas, faz parte do painel 2 do MLVA-16, painel 

especialmente desenhado para marcadores moleculares de maior variabilidade 

genética e, desta forma, maior capacidade discriminatória. Apesar de todas as 

regiões em estudo serem classificadas como regiões de repetição do DNA 

microbiano, as mesmas podem apresentar diferenças na variabilidade genética. Isto 

já foi observado anteriormente para B19, onde houve variação no locus Bruce07 

(Miranda, 2009). García-Youldi et al. (2007) também realizou estudos de estabilidade 

genética em amostras vacinais, no entanto com a B. melitensis Rev1. Essa vacina, 
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Rev1, é mais suscetível a mutações que a B19, pois foram encontrados sete 

genótipos diferentes em 36 lotes vacinais. Para outras espécies microbianas 

também foram identificadas diferenças na variabilidade genética de regiões de 

repetição, o que indica a necessidade de um número satisfatório de locus para 

obtenção de adequada capacidade discriminatória (Titze-de-Almeida, 2004).  

 Em estudo realizado em 2009 por Miranda, foi utilizada a técnica MLVA-16 

para análise de sete laboratórios produtores de vacina B19. Apenas o laboratório G 

apresentou diferença no locus Bruce07, com seis repetições, enquanto as vacinas 

dos demais laboratórios apresentaram cinco repetições. Tais resultados corroboram 

os achados do atual estudo, pois ambos agruparam amostras vacinais de B19 em 

apenas dois grupos distintos, divergindo apenas no locus Bruce07. Deve-se 

destacar que as alterações genéticas encontradas não causaram efeitos sobre a 

proteção, conforme resultados de testes de imunogeinicidade, indicando que a 

vacina permaneceu com a característica protetora. Dessa forma, os dados de 

variabilidade genética devem ser interpretados com muita cautela quanto às 

conseqüências sobre a qualidade das vacinas produzidas comercialmente. 

Um segundo aspecto abordado no presente estudo foi o possível efeito dos 

repiques sobre a estabilidade genética das linhagens vacinais. Neste sentido, não foi 

observada nenhuma alteração no número de repetições após 10 repiques 

sucessivos de vacinas B19, RB51 e cepas de referência. Isso indica estabilidade 

genética das amostras de Brucella abortus após repiques sucessivos, o que afasta 

este procedimento como causador das alterações genéticas observadas no atual 

estudo. Assim, estudos posteriores poderão elucidar qual teria sido o fator 

desencadeante da variabilidade genética observada no presente trabalho.  

 

 

CONCLUSÕES 

 

 

A presença de variabilidade entre linhagens vacinais avaliadas mostra a 

importância de se realizar o monitoramento da estabilidade genética das mesmas, 

visando assegurar a sua conformidade com as cepas de referência.  

O presente estudo identificou dois genogrupos distintos de linhagens vacinais 

de Brucella abortus B19 e dois genogrupos de RB51. 



 36

A técnica MLVA-16 mostrou-se satisfatória para a análise de variabilidade 

genética de amostras vacinais, na medida em que apresentou capacidade 

discriminatória para distinguir os genogrupos entre as amostras em estudo.  
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CAPÍTULO III 

 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
 

O atual estudo identificou variabilidade genética em linhagens de Brucella 

abortus de vacinas comerciais B19 e RB51. Destacou, assim, a importância de 

realização de técnicas de genotipagem para o acompanhamento e controle de cepas 

vacinais utilizadas no Brasil, em particular o MLVA-16. O Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA) poderá, mediante o uso dessa técnica, identificar 

se as linhagens comerciais produzidas pelos laboratórios estão em conformidade 

com as cepas de referência, e, além disso, informar sobre o número de repiques que 

não provoca alterações no genoma microbiano. A técnica poderá, portanto, ser 

empregada em programas oficiais de monitoramento da qualidade dos lotes 

vacinais.  
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