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ABSTRACT

BIOTYPES OF BRUCELLA ABORTUS ISOLATED FROM CATTLE IN BRAZIL
Brucellosis is a worldwide zoonotic disease that causes significant economic losses due to
abortions and culling of infected animals. In Brazil, only a few studies discuss identification
of Brucella spp. species and biotypes, which is necessary for the development of brucellosis
control and eradication programs. Therefore, this study assesses B. abortus strains isolated
from 137 animals in Minas Gerais, Para, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, S&o Paulo, and
Tocantins from 1977 to 2008. B. abortus biovars 1, 2 and 3 were observed and biovars 4 and
6 were identified. All B. abortus biovar 3 strains were classified as sub-group 3b by AMOS-
ERY PCR. A further enhanced procedure revealed three biovar 3 positive samples in Para,

which may be considered an epidemiological marker for isolates from that region.
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INTRODUCAO
No Brasil existem poucos estudos realizados com relacdo a identificagdo das
biovariedades de Brucella spp., porém ja foram identificadas B. abortus biovariedade 1, 2 e 3
(GARCIA-CARRILO, 1972). O objetivo deste trabalho foi biotipar as amostras de B. abortus
isoladas de bovinos de varios estados do Brasil e observar possiveis padrdes de agrupamentos
e distribuicdo das biovariedades de B. abortus no pais visando apoiar o Programa Nacional de
Controle e Erradicagdo de Brucelose e Tuberculose (PNCEBT).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 137 amostras de B. abortus, isoladas de bovinos entre 1977 a 2008 no
Brasil. Dessas amostras, 38 amostras foram isoladas de bovinos oriundos do Estado de Minas
Gerais, 31 de animais do Pard, 31 isolados de animais do Rio Grande do Sul, 15 de animais de
Sao Paulo, 8 de animais de Santa Catarina e 14 de animais do Tocantins.

As amostras foram submetidas aos testes bioquimicos de catalase, oxidase, urease,
citrato e reducdo de nitrato (ALTON et al., 1988). A confirmacdo das espécies e das
biovariedades de Brucella spp. foram determinadas pelas provas de crescimento em atmosfera
de CO; e O,, teste de aglutinacdo com acriflavina, producdo de H,S, crescimento na presenca
de tionina (20 pg/mL e 40 ug/mL) e fucsina bésica (20ug/mL) e aglutinagdo frente a soros
anti-A, anti-M e anti-R (Cepanzo - Argentina) (ALTON et al., 1988). Além das provas
bioguimicas, os DNA de todas as amostras foram testados por PCR para a amplificacdo do
gene bcsp3l (BAILY et al., 1992) e pela PCR AMOS enhanced (BRICKER, 2002). Em
decorréncia das amostras identificadas como B. abortus biovariedade 3 serem negativas na
PCR AMOS enhanced, estas foram analisadas também pela PCR AMOS ERY (OCAMPO-
SOSA et al., 2005) para a classificacdo nos subgrupos 3a e 3b. A B. abortus biovariedade 4
foi confrimada por PCR-RFLP para o gene omp 2b com restrigdo por Tagl (CLOECKAERT,
etal., 1995).

RESULTADOS
Todas as 137 amostras isoladas foram confirmadas como Brucella spp. pelo PCR para o
gene bcsp3l, e aos testes bioguimicos e pelas PCR AMOS enhanced e AMOS ERY foram

identificadas como B. abortus.
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As biovariedades de B. abortus encontradas neste estudo pelas provas biogquimicas
foram 1, 2, 3, 4 e 6. A biovariedade de B. abortus mais frequente foi a biovariedade 1 (52,5%)
sequida pela biovariedade 3 (20,4%), biovariedade 6 (14,6%), biovariedade 2 (11,7%) e, a
menos frequente, a biovariedade 4 (0,7%). Todas as amostras classificadas no teste
bioguimico como B. abortus biovariedade 3 foram confirmadas como sendo do subgrupo 3b.

Pela PCR AMOS enhanced noventa e duas (67,1%) das 137 amostras foram identificadas
como B. abortus biovariedade 1, B. abortus biovariedade 2 ou B. abortus biovariedade 4.
Estas biovariedades foram encontradas em todos os Estados estudados, sendo mais frequentes
nos Estados de Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e S&o Paulo totalizando
61,3%. As amostras negativas a PCR AMOS enhanced foram isoladas com maior frequéncia
nos Estados do Para e Tocantins (22,62%) e s6 ndo foram identificadas no Estado de Santa
Catarina.

Uma amostra de B. abortus isolada do Rio Grande Sul foi biotipada como biovariedade 4
e apresentou padréo de restricdo idéntico ao da amostra de referéncia B. abortus biovariedade
4292,

Na comparacdo entre os resultados dos testes bioquimicos e da PCR AMOS enhanced
houve concordancia em 97,8% (134/137) das amostras. Trés amostras classificadas
bioquimicamente como B. abortus biovariedade 3, no entanto, foram positivas a PCR AMOS

enhanced.

DISCUSSAO

Das biovariedades de B. abortus encontradas neste trabalho a B. abortus biovariedade 1
foi a mais frequente entre as amostras isoladas de bovinos no pais, concordando com o0s
achados anteriores descritos no Brasil (POESTER et al., 2002) e da maioria das regides no
mundo (CORBEL et al., 2006).

Interessantemente, as amostras de B. abortus biovariedade 2 isoladas no presente
estudo, ndo necessitaram da adicdo de soro ao meio de cultivo para seu isolamento como
regularmente descrito (ALTON et al., 1988).

Das duas biovariedades até entdo ndo relatados no Brasil que foram observadas no
presente estudo, a B. abortus biovariedade 4 s6 foi isolada de um bovino oriundo do Rio
Grande do Sul, e sua origem provavelmente tenha sido dos paises fronteiricos a este Estado,
como a Argentina onde esta biovariedade de B. abortus ja foi encontrada (LUCERO et al.,
2008). B. abortus biovariedade 6, que foi encontrada em todos os estados estudados com

excecdo de Santa Catarina, teve maior fregéncia no Estado do Pard, e ndo havia sido descrita
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até o presente momento na América do Sul. A origem da infecgdo por esta biovariedade no
Brasil ndo é muito clara, mas B. abortus biovariedade 6 é uma das biovariedades mais
frequentes descritas na India, pais de origem das racas zebuinas cuja populagio predomina no
Estado do Paré e na maior parte das areas de producao de bovinos de corte do Brasil.

Todos os isolados de B. abortus biovariedade 3 identificados no presente estudo foram
classificados com sendo do subgrupo 3b o que demonstra que estas amostras estdo mais
relacionadas com as amostras de B. abortus biovariedade 3 de origem européia do que com as
amostras de origem africana (OCAMPO-SOSA et al., 2005).

Curiosamente, trés amostras de B. abortus biovariedade 3, isoladas do municipio de
Conceigdo do Araguaia no Estado do Pard em intervalo diferenciados, reagiram positivamente
na PCR AMOS enhanced, técnica descrita com possibilidade de somente detectar B. abortus
das biovariedades 1, 2 e 4. Estas amostras sdo atipicas e ndo se enquadram nas tabelas e
chaves de identificacdo, pois em funcdo do pequeno numero de diferencas entre as espécies e
as biovariedades de Brucella spp., a menor mutacdo pode resultar em dados conflitantes,
dificultando a interpretacdo da caracterizacdo dos isolados (BRICKER, 2002), podendo tratar-
se essa caracteristica de um marcador de amostras da regido.

A biotipificagdo de amostras de B. abortus realizado neste estudo pode contribuir para a
compreensdo da epidemiologia e controle da brucelose bovina no pais.
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