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ABSTRACT.- Elisei C., Pellegrin A., Tomas W.M., Soares C.O., Araujo F.R., Funes-
Huacca M.E. & Rosinha G.M.S. 2010. [Molecular evidence of Brucella sp. in deer
(Ozotoceros bezoarticus) of the southern Pantanal.] Evidéncia molecular de Brucel-
la sp. em Cervideos (Ozotoceros bezoarticus) do Pantanal Sul-Mato-Grossense. Pes-
quisa Veterinaria Brasileira 30(6):503-509. Sanidade Animal, Embrapa Gado de Corte,
BR 262 Km 4, Caixa Postal 154, Campo Grande, MS 79002-970, Brazil. E-mail:
rosinha @ cnpgc.embrapa.br

The presence of Brucella spp. in wild animals can influence their reproduction rate and may
be a source of infection for domestic animals and humans. The objective of this study was to
identify the presence of Brucellaspp. in 44 blood samples from the deer Ozotoceros bezoarticus
in the southern Pantanal of Sul-Mato-Grossense, using the PCR technique. It was seen that
20.4% (9/44) of the samples were positive. The consensus sequence was obtained by
sequencing these samples, which then showed 514 pb and 95% of identity with gene virB5 of
B. abortus (best hits accession nr AF226278, e-value 0.0). The phylogenetic analysis of the
sample isolated from deer revealed the Brucellato be very close to B. suis. The high percentage
of positive samples suggests that brucellosis may be a concern in deer within the studied

area, and that these animals may poses a risk for other domestic and wild ones.
INDEX TERMS: Brucellosis, deer, PCR, Pantanal.

RESUMO.- A presenca de Brucella spp. entre animais sil-
vestres pode influenciar a taxa de reproducao destes hos-
pedeiros, além de atuarem como fonte de infecgéo natural
para os animais domésticos e humanos. O objetivo deste
estudo foi identificar a presenca de Brucella spp. em 44
amostras de sangue de veado campeiro (Ozotoceros
bezoarticus) do Pantanal do Sul-Mato-Grossense, utilizando
a técnica de PCR. Observou-se que 20,4% (9/44) das
amostras foram positivas. A sequéncia consenso de nu-
cleotideo obtida no sequenciamento do isolado de veado
campeiro apresentou 514 pb e 95% de identidade com virB5
de B. abortus (best hits acesso nr AF226278, e-value 0.0),
ja na analise filogenética a amostra de Brucellaisolada de
veado campeiro apresentou-se muito proximo de B. suis.
A alta porcentagem de amostras positivas sugere que a
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brucelose pode ser um problema entre os veados campeiros
na area estudada e que estes animais podem representar
riscos para outros animais domésticos e silvestres.

TERMOS DE INDEXAQAO: Brucelose, cervideos, PCR, Pan-
tanal.

INTRODUCAO

Ozotoceros bezoarticus Linnaeus 1758, (veado campeiro)
pertence a Ordem Artiodactyla, familia Cervidae; original-
mente esta espécie apresentava uma ampla distribuicao
geogréfica na América do Sul, abrangendo todos os ambi-
entes abertos, como savanas, campos e 0s pampas. Atual-
mente esta espécie esta restrita a populagdes isoladas na
Argentina, Uruguai, Bolivia, Paraguai e Brasil (Tomas et al.
2001), devido a expansao da agricultura e urbanizagéo
(Gonzaéles et al. 2010). No Pantanal Sul-Mato-Grossense
as populagdes de O. bezoarticus estao localizadas princi-
palmente na regido central do Pantanal, na regidao da
Nhecolandia e Paiaguas, com maior nimero de animais em
areas de campos e vazantes (Mourao et al. 2000, Tomas et
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al. 2001). Esta regiao constitui um sistema ecoldgico, onde
coabitam diversas espécies de cervideos, de taiassuideos,
bovideos e outros animais domésticos e silvestres (Nasci-
mento et al. 2000).

As espécies de bactérias do género Brucella sao Gram-
negativas, intracelulares facultativa, responsavel por uma das
doencas infecciosas de maior impacto econdmico na medici-
na veterinaria, devido aos prejuizos causados em consequén-
cia aos disturbios reprodutivos que ocorrem nos animais do-
meésticos e silvestres. A brucelose é ainda uma das mais im-
portantes e disseminadas zoonoses no mundo, sendo respon-
savel por problemas sanitarios e econdmicos, particularmente
nos trépicos e em paises com pouco investimento nas areas
de produgao de leite e carne, onde a sua incidéncia é alta
(Poester et al. 2002). Trata-se de uma enfermidade caracte-
rizada por ocasionar infec¢oes nas articulagoes, epididimo
e abortos que podem ocorrem durante as primeiras gesta-
¢cbes, permanecendo uma infecg¢ao crénica.

Esta doenca é similar em cervideos (Thorne et al. 1997,
Conner et al 2008, Rhyan et al. 2009), porém pouco se
sabe sobre este agente infectando os animais silvestres

no Pantanal Sul-Mato-Grossense. A primeira forma signifi-
cativa de transmissao para os ruminantes é a ingestéao de
tecido fetal e secrecéo, que contaminam as pastagens,
eliminados durante o aborto ou parto (Rhyan et al. 2009,
Olsen & Tatum 2010).

A infeccao por Brucella spp. em animais silvestres
vem sendo relatada mundialmente. Pesquisas nas Amé-
ricas do Norte e do Sul e em outros paises tém detectado
espécies de Brucellaem animais silvestres, sendo que a
maioria destes estudos é realizada por meio do diagnds-
tico sorolégico ou por isolamento e cultura (Quadro 1).

A presenca deste patdgeno entre os animais silvestres
pode influenciar a taxa de reproducao destes hospedeiros,
além de atuarem como fonte de infeccao natural para os
animais domésticos e humanos (Mathias et al. 1999).

No Brasil sdo raros estudos epidemiolégicos utilizando
técnicas sorolégicas e a reacao em cadeia da polimerase
(PCR) envolvendo animais silvestres. O objetivo deste
estudo foi identificar a presenca de Brucella sp. em cervi-
deos O. bezoarticus do Pantanal de Mato Grosso do Sul
utilizando a técnica de PCR.

Quadro 1. Pesquisa de anticorpos anti-Brucella abortus compilado de varios autores

Hospedeiros Numero  Soropositivo Local Autor
amostral
Cervideos 113 46 Utah Merrell & Wright
(Odocoileus hemionus) (EUA) (1978)
(Cervus canadensis)
Cervideos 37 Ausente Texas Boeer et al.
(Odocoileus virginianus) (EUA) (1980)
Cervideos 713 1 Missouri Jones et al.
(Odocoileus virginianus) (EUA) (1983)
Cervideos 628 Ausente Minnesota Ingebrigtsen et al.
(Odocoileus virginianus) (EUA) (1986)
Cervideos 10 Ausente Kentucky Davidson et al.
(Darna dama) (EUA) (1985)
(Odocolleus virginianus)
Cervideos 5 Ausente México Aguirre et al.
(Odocoileus virginianus) (1992)
Cervideos 355 1 Califérnia Drew et al.
(Odocoileus hemioncus californicus) (EUA) (1992)
Cervideos 1.613 1 Califérnia Drew et al.
(Odocoileus hemioncus columbianus) (EUA) (1992)
Alce(Alces alces) 208 Ausente Quebec Bourque & Higgins
(Canada) (1984)
Capivara 201 8 Venezuela Lord & Flores
(Hydrochaeris hydrochaeris) (1983)
Cervideos 17 Ausente Mato Grosso do Sul Mathias et al.
(Ozotoceros bezoarticus) Pantanal(Brasil) (1999)
Cervideos 24 Ausente Goias Mathias et al.
(Ozotoceros bezoarticus) (Brasil) (1999)
Cervideos 14 Ausente Argentina Uhart et al.
(Ozotoceros bezoarticus celer) (2003)
Cervideos (Cervus elaphus) 366 117 Idaho Etter & Drew
e Bisao (Bison bison) (EUA) (2006)
Cervideos 15 Ausente Gran Chaco Deem et al.
(Mazama gouazoubira) (Bolivia) (2004)
Bisao (Bison bison) 145 27 Idaho Rhyan et al.
(EUA) (2009)
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MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 44 amostras de sangue de Ozotoceros
bezoarticus das Fazendas Nhumirim (Campo experimen-
tal da Embrapa Pantanal), Porto Alegre, Dom Valdir e Ale-
gria, localizadas na regido central do Pantanal brasileiro,
conhecida como Subregiao Nhecolandia (18° 59’ 15” Sul,
56° 37’ 03” Oeste).

A captura dos veados campeiros foi realizada por meio
de dardo anestésico, lancados a distancia através de pisto-
las de CO2 com pressao regulavel (modelo 35, Distinject®,
Basel, Suica) ou uma zarabatana de 2m x 11mm de didmetro
(Zootech®, Curitiba/PR, Brasil). A contengcéao quimica foi feita
através da associagdo dos anestésicos Tiletamina e Zolaze-
pam (Zoletil® Virbrac, Sédo Paulo/SP, Brasil), na dosagem de
10mg/kg e também com associacéo de xilazina (Anasedan®
Vetbrands, Paulinia/SP, Brasil) na propor¢cédo de 2:1 (3mg/
kg:1mg/kg). Todos os procedimentos seguiram as recomen-
dacdes do guia de captura, manuseio e cuidados com ani-
mais, aprovados pela sociedade de Mastozodlogos America-
nos, com a autorizagao do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
e de Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), com as licencas
ambientais de numero (16010-1) 6425591/33454426, (003/
2006) 0214.000540/2005-82, (005/2007) 02014.000382/2007-
22, (015/2007) 02014.000 419/07-97, (003/2006) 0214.000540/
2005-82.

O sangue coletado por meio de puncéo da jugular foi es-
tocado no Banco de Colegao Bioldgicas da Embrapa Panta-
nal e enviado ao Laboratério de Biologia Molecular Animal da
Embrapa Gado de Corte para as analises moleculares.

Realizou-se extracédo do DNA gendmico a partir de 350iL
de sangue total, utilizando 50mL de proteinase K (20mg/
mL); 500mL de (Dodecil Sulfato de Sédio) - SDS 10%; 800mL
de cloroférmio e 400mL da solucao de precipitagdo protéica
(8M C,H,;KO,, 2M CH,COOH). A amostra foi centrifugada por
14000xg/10min, o sobrenadante coletado e tratado com 1mL
de etanol absoluto, homogeneizou-se e centrifugou-se a
14000xg/5min. Descartou-se o sobrenadante e adicionou-
se 1mL de etanol 70% ao sedimento formado. Logo apds, a
amostra foi centrifugada por 14000xg/3min e o sobrenadan-
te descartado. O sedimento foi seco em temperatura ambi-
ente e ressuspendido em 50uL de tris-EDTA (10mM Tris
HCI pH 7,4, 1mM EDTA pH 8.0) e estocado a -20°C.

Para a amplificacao do gene virB5 de Brucella abortus
pela técnica de PCR foram utilizados oligonucleotideos inici-
adores, citados em Hartigh et al. (2004), para uma regido
conservada do gene, que amplifica um produto de aproxima-
damente 550 pares de bases (pb) correspondente a posicao
5063 a 5549 no genoma de B. abortus, n® de acesso
AF226278, no GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov). A am-
plificacdo foi realizada em termociclador com o seguinte pro-
tocolo: 35 ciclos de 95°C/1min, 60°C/1min, 72°C/2min e um
ciclo final de 72°C/3min. As reacdes de PCR foram realiza-
das em termociclador com gradiente (Eppendorf Mastercycler
gradient), com um volume final de 50uL contendo 5uL de
tampéo de PCR 10X, 1,5mM de MgCl,, 250uM de cada dNTP,
1,5 U de Tag DNA polimerase (VRJ) 5 pmoles de cada
oligonucleotideo iniciador e 1uL de DNA molde. Os produtos
da amplificagdo foram submetidos a eletroforese a 100V por
1 hora em gel de agarose a 1%, o qual foi corado com brometo
de etidio e visualizado com transluminador sob luz ultravioleta.
Como controle positivo da reagdo de PCR foi utilizado DNA
gendmico de B. abortus S2308.

Para as reagdes de seqlienciamento, foram escolhidas duas
das nove amostras que apresentaram o fragmento de aproxi-
madamente 550pb. Estes fragmentos foram recortados do gel
de agarose, purificados com Quiaex Il gel extraction kit (Qiagen)
e quantificados com padréao Low mass (Invitrogen).

A reacéo de sequenciamento consistiu em 2uL de BigDye
3 (Applied Byosystems™), 2uL de tampao Save Money 5°,
2pmol do oligonucleotideos iniciadores montante e 8 ng do
produto de PCR purificado, para uma reagdo de 10uL. A
amplificagdo foi realizada em termociclador de gradiente
(Eppendorf Mastercycler gradient), com desnaturacao pré-
via de 94°C/2min e 25 ciclos de 96°C/20s, 60°C/15s e 60°C/
4min. Estas reacbes também foram realizadas com os oligo-
nucleotideos iniciadores jusante. A seguir o produto desta
reacao foi tratado com 40pL de isopropanol a 75% por 15min,
centrifugado a 14000xg/25min e o sobrenadante descarta-
do. Posteriormente, foi adicionado 200uL de etanol a 60%,
centrifugou-se a 14000xg/5min. O sedimento foi diluido com
formamida e desnaturado a 95°C/5 min e depois incubado a
4°C/3min. Finalmente, as amostras foram sequenciadas no
sequenciador automatico ABI 3100 (Applied Biosystems™),
analises gentilmente realizadas pelo laboratério de Biotec-
nologia Animal da Embrapa Pecuaria Sudeste.

As sequéncias obtidas foram analisadas pelos progra-
mas PHRED, PHRAP e BioEdit 5.0.9. (Hall 1999), para avali-
ar a qualidade das seqUéncias e realizar o consenso e ali-
nhamento das mesmas. Os resultados das seqléncias anali-
sadas foram realizadas pelo programa BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool - NCBI), que procurou as seqiiéncias
homdlogas no GenBank.

O gene virB5 de B. abortus isolado de veado campeiro e
da cepa S28083, cuja sequéncia de nucleotideos foi determi-
nada neste estudo, foram alinhadas as seqiiéncias desse
mesmo gene de outras espécies de Brucella e a uma se-
qgliéncia de Agrobacterim tumefaciens (acesso NC002377),
que foi utilizado como grupo externo. O alinhamento foi inici-
almente realizado com o auxilio do programa CLUSTAL W e
posteriormente corrigido a mao com o auxilio do programa
BioEdit 5.0.9. O tamanho das sequéncias utilizadas na anali-
se filogenética variou entre 408 a 436pb, perfazendo um total
de dois sitios variaveis em 436 posi¢des alinhadas utilizando
apenas os membros do género Brucella.

A arvore filogenética foi construida pelo método de Evo-
lugdo Minima (EM) implementado no programa MEGA 4.1
(Tamura et al. 2007), com 1.000 replicagbes de Bootstrap.

RESULTADOS

Das 44 amostras processadas, nove (20,4%) apresenta-
ram um fragmento de aproximadamente 550pb.

A seqliéncia consenso obtida no sequenciamento dos iso-
lados de cervideo apresentou 514pb e 95% de identidade
com virB5 de Brucella abortus (best hits acesso nr AF226278,
e-value 0,0); a seqliéncia consenso do controle positivo B.
abortus 2308 apresentou 503pb e 97% de identidade com
virB5de B. abortus (acesso nr AF226278, e-value 0,0) (Fig.1).

A arvore de EM construida com oito seqiiéncias de Bru-
cellabaseada no gene virB5 esta representada na Figura 2.
Os valores representados nos nds internos da arvore
correspondem a frequéncia de replicacdo que recuperaram
cada um deles nas 1.000 replicacdes geradas durante a
analise de Bootstrap.
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CTGGCHGCGECTGCCCABACGOC CAACCTCTT AL GCAAMAGCC AGGTAT ALGA-TCCGTE 259
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TGCCTCCATCT CCGACABAGATC ~AGCGCATC GC ATGT GAGGCTAAAGT ~GCTGAMFCCG 152
TGCCTCCATCTCCGACAAMAGATCCAGCGCATCGCATGT GAGGCTALAGT CGGTGAMFCCG 156
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Fig.1. Alinhamento mudltiplo de sequencias de virB 5 de Brucella abortus. Controle positivo (B.
abortus S 2308), Brucella sp. (isolado de Ozotoceros bezoarticus) e Brucella abortus

(AF226278).
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Fig.2. Filogenia de Brucella spp. utilizando-se o gene virB 5, pelo método

de ME. Bootstrap.

A Figura 2 mostra que, apds a separagao de Agrobacte-
rim tumefaciens, as demais bactérias Gram-negativas divi-
dem-se em dois grupos. A primeira divisdo basal forma um
grupo definido, e reuine todas as espécies de Brucella e no
outro grupo temos B. melitensis, logo apds esta subdivisao
temos uma nova diviséo (aparece 70% das topologias gera-
das pela andlise Bootstrap) em um ramo B. abortus (acesso
AF226270) e no outro as outras espécies. Depois desta sub-
divisao, ocorre uma segunda segmentacao (Bootstrap = 70%)
que deixa para um lado, B. abortus S2308 (seqiiéncia obtida
neste trabalho) e para outro lado as espécies de Brucella.
Finalmente, a ultima grande subdiviséo (Bootstrap = 75%)
contendo as espécies de B. canis, B. ovis, B. suis e o isola-
do de veado campeiro (sequéncia obtida neste trabalho).

DISCUSSAO

Poucas informagdes tém sido estudas e reportadas sobre as
doencas infecciosas que acometem cervideos (Uhart et al.
2003). No trabalho realizado com cervideos do Pantanal Mato-
Grossense-Sul por Mathias et al. 1999, todas as amostras
de soros foram negativas no teste soroldgico para B. abortus.
Desta forma, estes autores consideraram que a brucelose
nao representaria um problema entre os cervideos nas areas
estudadas e que estes animais ndo implicariam riscos para
outros animais domésticos e silvestres, mesmo ponderando-
se que a brucelose bovina € comum em algumas areas no
Brasil, e que o estudo foi conduzido em animais silvestres de
areas co-habitadas por bovinos.

Entretanto, no presente estudo, utilizando-se nimero amostral
maior e uma técnica mais sensivel, a PCR, foi possivel verificar
uma prevaléncia amostral de 20,4%,; sugerindo que a brucelose
pode ser um problema entre os veados campeiros na area estu-
dada e que estes animais podem representam riscos para ou-
tros animais domeésticos e silvestres.

Para o diagndstico da maioria das doencas infecciosas,
o fator mais importante € o isolamento por meio do cultivo,
com posterior identificacao do patégeno. Assim, é possivel
dizer que uma enfermidade infecciosa é diagnosticada com
seguranca depois do isolamento e identificacao do agente.
Porém, no caso da brucelose, este processo € lento e one-
roso, principalmente pela necessidade de investigar muitos
animais nos programas de vigilancia, e de elevado risco por
se tratar de importante zoonose (Molnar et al. 1997).

A PCR é uma técnica molecular, cuja escolha do DNA
alvo e definicao dos primers dentro da sequéncia do DNA
sao fatores determinantes na sua acuidade. Esta técnica
vem sendo utilizada como alternativa para o diagndstico

rapido de doencas infecciosas. Pelo ‘Manual Técnico do
PNCEBT’ (Brasil 2006), a PCR permite a identificacao de
Brucella spp. em material de aborto e nas secrec¢des de
bovinos apds o parto ou aborto, sendo uma prova de diag-
néstico direto considerada de grande confiabilidade devido
a sua alta especificidade e sensibilidade.

A arvore filogenética construida, pelo método de EM ba-
seia-se nas distancias entre as seqliéncias, sobre a substi-
tuicdo de nucleotideos. Um dos fatos que mais chama aten-
¢a0 na arvore, mostrada na Figura 2, é a monofila das espé-
cies B. canis, B. ovis e B. suis e Brucella sp. (isolada do
veado campeiro). Vale ressaltar também a proximidade de
Brucella sp. isolada de veado campeiro com B. suis (Suino).

Duas hipéteses alternativas podem ser invocadas para ex-
plicar a arvore filogenética construida com o gene virB5: 1) A
primeira hipétese seria que as espécies de Brucella constituem
uma Unica espécie; corroborando com a filogenia para outros
genes (Vergeretal. 1985, Moreno et al. 1990). Entretanto, esta
visao é conflitante com a hipétese classica evolutiva que deno-
mina as espécies de acordo com os hospedeiros preferenciais
€ acomum associacao entre patdgenos-hospedeiros possibilita
a classificacdo das espécies, e 2) A segunda hipdtese estaria
relacionada com co-habitagao de porcos ferais com cervideos
levando em consideracéo a abundancia destes animais na re-
gido do Pantanal (Alho & Lacher 1991, Piovezan & Avellar 2008)
e que, em recente trabalho, a brucelose foi diagnosticada em
5% (8/162) de porcos ferais (Sus scrofa) investigados na mes-
maregiao (Paes et al. 2008). Um teste para confirmar a segun-
da hipétese é a construgao de uma arvore filogenética da amos-
traisolada de veado campeiro utilizando outros genes que per-
mitam a mensuracao do sinal filogenético.

Forbes & Tessaro (1993) confirmaram que renas (Rangifer
tarandus) podem transmitir B. suis biovar 4 para bovinos, en-
tretanto estes autores concluiram que os animais silvestres
apresentam pouca significncia na transmisséo de Brucella
spp. para bovinos nos Estados Unidos da América (EUA). Por
outro lado, alguns autores consideram a brucelose um proble-
ma significativo em alces (Cervus elhapus) e em bisao (Bison
bison) no Park Nacional Yellowstone (Ryan et al. 1997, Etter &
Drew 2006, Conner et al. 2008, Maichak et al. 2009, Olsen &
Tatum 2010, Olsen 2010). Diagndsticos soroldgicos de Brucella
spp. em alces tem revelado baixa prevaléncia de soros reativos,
isto pode ser devido a severidade da doenca que acaba sendo
fatal, ou uma inerente resisténcia a doenca e ou uma baixa a
exposicao a doenca (Honour 1993, Maichak et al. 2009). Po-
rém, em infeccdes experimentais foi possivel verificar que a
brucelose foi fatal em alces (Honour 1993).
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A gentipagem da regido de 10 nimeros variaveis de
repeticoes em tandem (VNTR) no locus 56 do DNA de B.
abortus isoladas de bisdo, alces e bovinos (Bos taurus)
para verificar as espécies mais provavel responsavel por
surtos recentes de brucelose em bovinos na grande area
de Yellowstone; sugeriu que os alces foram as espécies
reservatorios da origem deste surto (Beja-Pereira, 2009).

Estudos recentes, propdem que a brucelose em animais
silvestres podem ter sido adquirida no passado de animais
domeésticos, o que permitiu a persisténcia do agente causa-
dor desta doenca (Olsen, 2005). Especialistas acreditam que
a brucelose dos reservatorios silvestres é originada de bovi-
nos. Numerosos estudos tém documentado que a brucelose
em animais silvestres nao é manifestada e nem transmitida
e que estes animais seriam os hospedeiros finais (dead-and,
béco-sem-saida). Porém, problemas recorrentes sao repor-
tados, nos EUA nestes animais nos quais a doencga € mani-
festada e a transmissao pode ocorrer (hospedeiros remanes-
centes) (Olsen & Tatum 2010).

Estudos de inquéritos epidemiolégicos para a identifi-
cacao de fatores que afetam a saude das populac¢des de
cervideos sao essenciais para o desenvolvimento de es-
tratégias como, por exemplo, criacao em cativeiro, progra-
mas de reintrodugéo, repopulacéo e harmonizagéo entre
animais domésticos e silvestres.
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