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RESUMO

O mormo é uma enfermidade infectocontagiosa e frequentemente letal, aguda
ou cronica, caracterizada por lesdes respiratérias, linfaticas e cutaneas em
equideos, porém de carater zoondtico. O diagndstico do mormo consiste na
associagcdo dos aspectos clinico-epidemioldgicos, anatomohistopatolégicos,
isolamento bacteriano, inoculacdo em animais de laboratério, reacao
imunoalérgica e testes sorolégicos como FC, ELISA e WB. Estudos inerentes
ao acompanhamento de focos naturais do mormo auxiliam a elucidar lacunas
referentes a patologia e diagndstico da doencga e atualmente existem algumas
lacunas referentes ao padrdo de resposta imunolégica dos equideos em
diferentes fases de infeccdo durante o quadro natural de desenvolvimento da
doenca. Com isso, objetivou-se estudar os aspectos de diagndstico clinico,
imunoldgico, anatomopatolégico e microbiolégico em equideos naturalmente
infectados por Burkholderia mallei, em dois focos para 0 mormo de acordo com
a ADEAL e MAPA, no estado de Alagoas.

Palavras-Chave: mormo. b. mallei. equino. diagndstico



ABSTRACT

Glanders is an infectious and frequently lethal disease, acute or chronic,
characterized by respiratory, lymphatic and cutaneous lesions in equidae, but of
a zoonotic nature. The mormo diagnosis consists of the association of clinical
and epidemiological aspects, anatomohistopathological, bacterial isolation,
inoculation in laboratory animals, immunoallergic reaction and serological tests
such as FC, ELISA and WB. Studies in the monitoring of natural foci of glanders
help to elucidate gaps regarding the pathology and diagnosis of the disease and
there are currently some gaps regarding the pattern of immunological response
of the equines in different phases of infection during the natural development of
the disease. The aim of this study was to study the clinical, immunological,
anatomopathological and microbiological aspects of equidae naturally infected
with Burkholderia mallei in two outbreaks for glanders according to ADEAL and
MAPA, in the state of Alagoas.

Keywords: glanders. b. mallei. equine. diagnosis.
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1. INTRODUGAO

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA,
2016), o Brasil possui o maior rebanho de equinos na América Latina e esta
entre os maiores rebanhos do (FAO, 2014). A equideocultura possui grande
importancia econdémica e social no Brasil e algumas doengas causam prejuizos
consideraveis aos proprietarios, principalmente, aquelas onde € obrigatéria a
eutanasia dos animais positivos, como o mormo (Said et al., 2016).

O mormo ¢é talvez a mais grave ameaga a equideocultura brasileira. A
sua notificagcdo submete o Brasil a uma série de restrigdes referentes a
exportagdo de animais vivos ou de carne. No Brasil, o mormo pertence a lista
de doencgas passivas das ag¢des de defesa sanitaria, de sacrificio obrigatério,
sem indenizacdo e faz parte do Plano Nacional de Sanidade de Equideos
(PNSE) do MAPA (MOTA, 2006; VARGAS et al.,, 2015; MOTA e RIBEIRO,
2016).

A doencga € altamente contagiosa em solipedes, causada pela bactéria
Burkholderia mallei, um bacilo gram-negativo, ndo movel, intracelular facultativo
e aerdbico (NEUBAUER et al., 2005; ROWLAND et al., 2010). A B. mallei é
considerada uma arma biolégica, que ja foi utilizada em tempos de guerra
durante o século XX, devido a seu potencial de disseminagao e habilidade de
causar morbidade e mortalidade em humanos (NAUREEN et al., 2010).

Em equinos, a doenga normalmente tem curso crénico, mas em asininos
e muares geralmente causa morte em 4 a 7 dias. Lesbes tipicas sao:
granulomas e Uulceras no trato respiratério ou na pele, com linfangite e
linfadenite. A bactéria é excretada com o pus e descargas dos abscessos da
pele e aparelho respiratorio. A transmissao ocorre principalmente através de
agua e comida contaminadas e é favorecida por condigdes de superpopulagao.
Apesar do hospedeiro especifico, B. mallei nao possui reservatorio. Mesmo
sendo uma doenca primariamente de solipedes, a maioria dos mamiferos
possui certo grau de suscetibilidade, e a infecgcao foi reportada em cabras,
ovelhas, camelideos, gatos, cdes e varios animais de zooldgico carnivoros
alimentados com carne de cavalos com mormo (SCHOLZ et al., 2006).

De acordo com o Terrestrial Manual (OIE, 2015), a confirmagdo do

diagnoéstico de mormo deve ser baseada no isolamento e identificacdo da B.



mallei em uma amostra do equideo em questdo, ou a identificagdo de um
antigeno ou material genético especifico na amostra. Evidéncias de apoio
podem ser conseguidas através de testes sorologicos positivos, como titulo de
1/5 no teste de FC, confirmado por um segundo teste com sensibilidade e
especificidade igual ou superior ao primeiro, como Western Blot (WB) para
lipopolissacarideo especifico de B. mallei, ELISA indireto baseado em uma
proteina recombinante, ou ainda ELISA competitivo, baseado em anticorpos
monoclonais especificos para a bactéria. Apesar de esses testes ainda néao
terem passado por validacdo formal, o seu amplo uso mundialmente sem
resultados duvidosos os tornam aceitaveis.

Até agora, o desenvolvimento de vacinas ndo obteve sucesso e pouco se
sabe sobre tratamento antibiotico adequado (SCHOLZ et al., 2006). Em todo o
Brasil, a Instrugdo Normativa n° 06/2018, de 16 de janeiro de 2018,
regulamenta a prevengao, controle e erradicagdo do mormo, através da analise
das condicdes epidemioldgicas e da evolugdo dos meios de diagnéstico, para o
controle e erradicagao do mormo (MAPA, 2018). A Portaria n°35 de 17 de abril
de 2018 define que os testes laboratoriais de triagem a serem empregados
para o diagnéstico do mormo s&o o Fixagdo de Complemento (FC) ou ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay ou ensaio de imunoabsorgéo
enzimatica). O ELISA podera ser empregado como teste de triagem nos
laboratérios oficiais. E os demais laboratoérios, publicos ou privados, poderéao
utilizar o teste ELISA como teste de triagem apds credenciamento especifico
emitido pelo Mapa (MAPA, 2018).

Os dados da OIE (2014) sao alarmantes, quanto a emergéncia da
doenga no Brasil. E mesmo com todas as medidas de diagnostico sendo
adotadas, existe a necessidade de melhorar a eficacia das técnicas, para dar
maior fidelidade aos resultados e aplicacdo das medidas preventivas, e estudos
inerentes ao acompanhamento de focos naturais do mormo auxiliam a elucidar

lacunas referentes a patologia e diagndstico da doencga.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. EQUINOCULTURA

A populagcdo mundial de equideos esta estavel nas ultimas décadas e é
estimada atualmente em 113.473.522 cabegas, sendo 58.770.171 equinos,
43.496.677 asininos e 11.206.674 muares. E o Brasil possui o quarto maior
rebanho equino do mundo e o maior da América Latina (ALMEIDA E SILVA,
2010; FAO, 2014).

No Brasil, a densidade é de 0,65 equinos por quildmetro quadrado (OIE,
2016). A estimativa é de que, do total do rebanho equino brasileiro,
aproximadamente 1.100.000 cabegas sejam animais para esporte, lazer e
criacdo, enquanto que em torno de 3.900.000 cabecgas sejam de cavalos para
trabalho (LIMA e CINTRA, 2016).

De acordo com a Pesquisa Pecuaria Municipal (PPM, 2015), Alagoas
possui um efetivo de equinos na ordem de 64.126 cabecas de cavalos, sendo a

cidade de Porto Real do Colégio com maior rebanho (3.000 cabecas).
22. MORMO

O mormo é uma das doengas mais antigas de equideos conhecidas e
era encontrada em toda Europa, Asia e Africa, além de parte do hemisfério
ocidental. Devido a testes, métodos de erradicagdo, vigilancia veterinaria e
diminuicdo do numero de cavalos, a doencga foi eliminada, ou controlada, na
maioria dos paises desenvolvidos. Porém, o mormo ainda é prevalente em
paises em desenvolvimento, como india, China, Turquia, Brasil, Iraque,
Paquistao, Turquia e Norte da Africa (MUHAMMAD et al., 1998; ROWLAND et
al., 2010).

Segundo Mota et al. (2000), no Brasil, a doenca foi descrita pela primeira
vez em 1811, introduzida provavelmente por animais infectados importados da
Europa, desencadeando-se verdadeiras epidemias em varios pontos do
territério nacional, vitimando muares, cavalos e humanos que adoeceram com
sintomatologia de catarro e cancro nasal. Apds varios relatos da ocorréncia da
enfermidade em equideos e humanos, com caracterizacdo dos achados

epidemioldgicos, clinicos, microbiologicos e anatomo e histopatologicos, a



doenca parecia ter sido erradicada no Brasil; a ultima referéncia a um foco de
mormo havia sido feita no Instituto Vital Brasil, no Rio de Janeiro em 1967. De
acordo com Santos et al. (2001), a partir de 1967, por 30 anos, ndo se
registraram mais oficialmente casos de mormo no Brasil, porém, nas
propriedades produtoras de cana-de-agucar da Zona-da-Mata dos Estados de
Alagoas e de Pernambuco, continuou a ocorrer uma doenga que acometia
principalmente os muares, com sintomatologia clinica e epidemiologia
semelhantes aquelas do mormo, embora sem comprovagao laboratorial do
envolvimento da B. mallei, circunstancia essa que veio a ocorrer somente em
1999 no trabalho de Mota et al. (2000)., Said et al. (2016) descrevem que em
2004 foi relatado o primeiro caso em Santa Catarina, seguido pelo Parana em
2007, Sao Paulo em 2008, Minas Gerais e Bahia em 2012, e de 2012 a 2015
varios focos em outros Estados (Amazonas, Para, Rio Grande do Norte, Rio
Grande do Sul, Espirito Santo, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro, Ceara,

Piaui, Distrito Federal e Roraima).
2.3. ETIOLOGIA

Burkholderia mallei € um bacilo Gram-negativo, sem capsula, que
medindo 0,5um de espessura, aerobio, ndo esporulado e imovel, e sua
morfologia depende das condigdes de cultivo. O agente do mormo pode ser
cultivado em meios que contenham glicerol ou sangue. Quando cultivados em
agar sangue, produzem colbnias nao hemoliticas de coloragao ligeiramente
acinzentada, de aspecto mucoide e brilhante, apds 48 horas de incubacéo a
372C. Nao existe meio seletivo comercial especifico para o cultivo do bacilo do
mormo, e alguns meios de cultura, como agar Ashdown e BSCA, ndo permitem
o crescimento do agente (HIRSH e ZEE, 2003; MOTA et al., 2005; ROMERO et
al 2006; GLASS et al. 2009; SILVA et al., 2009; DITTMANN et al., 2015; MOTA
e RIBEIRO, 2016).

As provas bioquimicas sao utilizadas para caracterizar as bactérias. A B.
mallei €& oxidase e catalase-positiva, reduz nitrato, hidrolisa a ureia,
descarboxilisa a lisina e fermenta a glicose, sendo negativa para a produgao de
H2S, indol, ndo utiliza citrato e ndo fermenta maltose, lactose, manose e
manitol, além de n&o reagirem ao VM e VP (AL-ANI et al., 1998; SILVA et al.,
2009).



A B. mallei € uma bactéria intracelular obrigatério, bem adaptado ao seu
hospedeiro, mas nao resiste no ambiente. Sendo sensivel a dessecagéo, luz
solar, irradiagdo ultravioleta, ao calor, sendo destruido em 10 minutos ao
aquecimento a 55°C, a diversos desinfetantes comuns, como desinfetantes a
base de iodo, cloreto de mercurio em alcool, permanganato de potassio,
hipoclorito de sédio na concentragao de 500ppm, etanol a 70% e glutaraldeido
a 2%. Pode permanecer viavel, pelo menos por um més, em agua de
reservatoério, e condicbes de umidade favorecem sua sobrevivéncia (BEER,
1988; SANFORD et al., 1995; OIE, 2009).

2.4. EPIDEMIOLOGIA

O mormo é conhecido desde a antiguidade, havendo relatos de
Hipocrates e de Aristoteles descrevendo quadros da doenga em cavalos
(WILKINSON, 1981). Na idade média, difundiu-se em muitos paises, em
decorréncia das inumeras guerras, continuando a disseminagdo até a 2°
Grande Guerra Mundial. No inicio do século XX, o mormo era largamente
distribuido na Europa, Estados Unidos da América e Canada, diminuindo sua
difusdo apds o advento do transporte motorizado em substituicdo ao transporte
animal (WILKINSON, 1981; NAUREEN et al. 2007).

O mormo foi erradiacado da América do Norte e da maioria dos paises
europeus na década de 50, do século passado (CDC, 2000; SRINIVASAN et al,
2001), sendo enzodtica em alguns paises do continente africano, asiatico, do
oriente médio, da América do Sul e Central (AL-ANI et al., 1998; THIBAULT et
al., 2004; AL-ANI e ROBERSON, 2007; SPRAGUE et al., 2009).

Atualmente, o mormo continua a ser relatado no Brasil, China, india, Ir3,
Iraque, Paquistdo, Turquia e Emirados Arabes Unidos. A doenca é considerada
endémica em varias areas do Oriente Médio, Asia, Africa e América do Sul,
embora a distribuicdo geografica determinada através de pesquisas soroldgicas
para B. mallei seja complicada pelas rea¢des cruzadas com B. peseudomallei
(OIE, 2009).

No Brasil, a doenga foi descrita pela primeira vez em 1811 e sua
introducado provavelmente ocorreu pela importacdo de animais infectados da
Europa (PIMENTEL, 1938). No periodo entre 1968 e 2000 n&o houve registro

oficial da doenca em territério brasileiro, sendo considerada extinta pelo



Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (ITO et al, 2008).
Mota et al. (2000) relata que o diagndstico de mormo em equinos dos estados
de Alagoas e Pernambuco, surgindo polémica se houve um ré emergéncia da
doenca ou se, anteriormente, houve falhas no diagndéstico. Apds o diagndstico
do mormo nos estados de Alagoas e Pernambuco foi observado que a doenca
ocorria em animais utilizados no trabalho da zona da mata dos dois estados, e
em cavalos que participavam de vaquejadas e cavalgadas (MANSO FILHO et
al., 2000). A partir dessa constatagao a ocorréncia de mormo no Brasil foi alta e
continuada em alguns estados, de acordo com as notificagbes a OIE no
periodo de 1999 a 2004 (OIE, 2011c).

Burkolderia mallei pode produzir infecgado natural em diversas espécies
animais, inclusive no homem, sendo atualmente considerada uma importante
zoonose, especialmente pela possibilidade da utilizacdo da bactéria como arma
biolégica (CDC, 2000; SRINIVASAN et al., 2001; ACHA e SZYFRES, 2003;
DeSHAZER e WAAG, 2004; OIE, 2009). Os equinos, asininos, muares sao
considerados o0s principais hospedeiros suscetiveis, podendo a infeccao
ocorrer em camelos, dromedarios, ursos, lobos, felideos, cdes, macacos, ledes
e pequenos ruminantes; sao considerados resistentes bovinos, suinos e aves;
com relagdo aos animais de laboratorio, os hamsters, cobaios, ratos e
camundongos sao suscetiveis a infeccdo, especialmente os cobaios e
hamsters (FRITZ et al., 2000; DeSHAZER e WAAG, 2004; THIBAULT, et al.,
2004; NAUREEN et al., 2007; RIBOT e ULRICH, 2006; MOTA et al. 2008; OIE,
2009).

Entre os solipedes, os muares e asininos sao considerados mais
sensiveis ao aparecimento clinico da doenga, as mulas tém sensibilidade
intermediaria e os cavalos demonstram alguma resisténcia, manifestada pelo
aparecimento de formas crénicas da doenga (FRITZ et al., 2000; DeSHAZER e
WAAG, 2004; OIE, 2009), com base nesse conceito alguns autores consideram
0s equinos reservatorio do agente do mormo por apresentarem nao so6 a forma
cronica da doenga, mas também infecgao clinicamente inaparente que pode
determinar a persisténcia do agente no plantel (ACHA e SZYFRES, 2003;
NEUBAUER et al., 2005; SPRAGUE et al., 2009), especialmente em condigdes
de aglomeragcdo de animais e estresse (MOTA et al.,, 2000; OIE, 2009;
SPRAGUE et al., 2009).



Na epidemiologia do mormo, os animais carreadores subclinicos s&o
frequentemente mais importantes na transmissdo da doenga, que animais com
quadros clinicos, sendo os principais responsaveis pela manutencao da
infeccdo na regido ou no estabelecimento, principalmente em criagcbes em
confinamento, contribuindo para a dispersdo do agente através da
movimentagdo desses animais (ACHA e SZYFRES, 2003; OIE, 2009; LAZAR
ADLER et al., 2011).

A transmissdo da B. mallei, entre os solipedes, pode ocorrer
principalmente através da ingestdo de alimentos e agua contaminada com
descarga do trato respiratério ou exsudato das lesdes cutaneas dos animais
doentes (MOTA, 2006; WHITLOCK et al., 2007; OIE, 2009; SPRAGUE et al.,
2009), sendo possivel também a transmissao através da via aerdgena e por
infeccao de ferida (ACHA e SZYFRES, 2003). Os carnivoros podem infectar-se
através de contato estreito com cavalos doentes (OIE, 2009). O homem pode
contrair a infeccdo através do contato com solipedes doentes, sobretudo em
aglomeragdes (ACHA e SZYFRES, 2003), sendo considerados como grupos
de risco veterinarios, tratadores e magaferes (WHITLOCK et al., 2007). A
principal via de eliminagcdo do agente bacteriano é através das secregdes orais

e nasais, apos a ruptura das lesées pulmonares (RADOSTITS et al., 2002).
2.5. PATOLOGIA

Ao penetrar no organismo a B. mallei pode produzir lesées na porta de
entrada, especialmente na faringe e septos nasais, as quais geralmente
apresentam congestao, lesdo primaria granulomatosa ou formag¢des nodulares
que podem se ulcerar e apresentar exsudato mucopurulento com estria de
sangue (PRITCHARD, 1995; SHARRER, 1995; MOTA et al., 2000; HIRSH e
ZEE, 2003; ITO et al., 2008), em casos crbnicos essas ulceras evoluem
formando cicatrizes irregulares ou estrelas na mucosa nasal, muitas vezes com
destruicao do septo nasal (MOTA et al., 2000; SANTOS et al., 2001; MOTA et
al., 2006).

Com disseminacdo do agente etiolégico e a resposta do organismo
animal, as lesdes s&do observadas em diversos 6rgdos e tecidos. A necropsia,
podem ser observados abcessos cutaneos, com conteudo purulento amarelo

cremoso, aumento de volume e abscedagdo dos linfonodos, aumento de



volume dos vasos linfaticos superficiais e ulceragdes cutaneas, principalmente
nos membros (SANTOS et al., 2001).

Na porcdo posterior do sistema respiratorio e na cavidade toracica
podem ser visualizadas areas de inflamagao proliferativa (SANTOS et al.,
2001), hemorragias petequiais e equimoticas na pleura visceral e abcessos,
que podem ser multiplos (MOTA et al., 2000), pleurite fibrinosa, com aderéncia
entre os folhetos da pleura e espessamento da pleura visceral (SANTOS et al.,
2001). Nos pulmdes podem ocorrer pneumonia lobar e presenca de abcessos
isolados ou confluentes, dando aspecto de caverna, pequenos nodulos
avermelhados, com area central acinzentada (SANTOS et al., 2001) e
piogranulomas nos pulmdes (MOTA et al., 2000), e em casos cronicos areas de
carnificagao pulmonar (SANTOS et al., 2001).

Ao longo dos vasos do sistema linfatico, principalmente nas regides da
cabeca, pescogco e membros, podem ser observados nddulos firmes,
arredondados e elevados, formando rosarios, que podem tonar-se flacidos,
podem fistular, drenando pus branco-amarelado, e os linfonodos podem
apresentar aumento de volume, principalmente os linfonodos mandibulares,
cervicais, precrurais e os relacionados ao trato respiratério, as vezes, presenga
de fistulas, com eliminacdo de material purulento, e em casos crénicos podem
apresentar textura fibrosa e aderéncia a pele (MOTA et al., 2000).

No trato intestinal podem ser encontradas ulceragcbes na mucosa do
ceco. No figado e bago podem ser observados nodulos de aspecto lardaceo,
com tamanhos variados, ou granulomas especificos, Nos testiculos podem
ocorrer lesdes abscedativas (SANTOS et al., 2001).

O exame histopatolégico revela lesbes granulomatosas ou
piogranulomatosas, com necrose de caseificacdo central circundada por
grande quantidade de elementos inflamatorios, especialmente macrofagos,
células epitelidides, células gigantes, linfocitos, plasmadcitos e abundante tecido
conjuntivo, podendo haver areas de calcificagao no tecido necrético (MOTA et
al., 2000; SANTOS et al., 2001). Nas fossas nasais podeOse observar infiltrado
com grande quantidade de polimorfonucleares, destruicdo do epitélio nasal,
gléndulas e cartilagem septal, hemorragias, focos de fibrina, vasculite,

trombose vascular e presencga de tecido de granulagao, junto a infiltrado celular



contendo macrdéfagos, linfécitos, plasmaocitos e células gigantes (MOTA et al.,
2000; SANTOS et al., 2001).

Nos pulmdes podem ser observados moderada a acentuada congestao,
pequenos focos de hemorragia, presenca de edema e fibrina, com localizagao
interlobular e intra-alveolar, presengca de piogranulomas, com area central
necrotica, debris celulares e neutréfilos degenerados, circundados de
macrofagos, células epitelidides e células gigantes, infiltrado no tecido de
granulagao, havendo ainda fibrinoso e estroma conjuntivo e edema periférico
(MOTA et al., 2000; SANTOS et al., 2001; HIRSH e ZEE, 2003).

Nos linfonodos pode ocorrer congestado, hemorragia e necrose, além de
focos de inflamagdo piogranulomatosa, semelhantes aqueles observados nos
pulmbées (MOTA et al.,, 2000; SANTOS et al., 2001). No figado pode-se
observar necrose e infiltragado granulomatosa focal, com presencga de células
gigantes e pericolangite granulomatosa, no bago, areas de necrose fibrindide,
associadas a inflamagao piogranulomatosa e extensas areas de fibrinose, e
nos rins, infiltracado granulomatosa multifocal intersticial com alguns focos de
necrose tubular (MOTA et al., 2000).

2.6. SINTOMATOLOGIA

O periodo de incubacdo do mormo depende da viruléncia da bactéria, do
tipo e da intensidade da infecgdo e da resisténcia do animal, variando de
alguns dias a varios meses (ACHA e SZYFRES, 2003).

Em solipedes, principais hospedeiros suscetiveis da B. mallei, o mormo
pode se manifestar de forma aguda, subaguda ou crénica (GILAD et al., 2007),
raramente ocorrendo a forma superaguda, observada principalmente em
animais desnutridos, depauperados e estressados (ACHA e SHYFRES, 2003).

Na forma aguda do mormo ocorre febre alta, diminuicdo do apetite,
tosse, dispneia progressiva, emaciagdo, ulceragdo do septo nasal,
acompanhada de descarga nasal, inicialmente serosa, tornando-se
mucopurulenta a hemorragica, nddulos nas cavidades nasais e descarga
oculares purulentas (AL-ANI et al., 1998; WHITLOCK et al., 2007; ITO et al.,
2008).

Em equinos, além da febre alta, podem ocorrer sintomas respiratorios

incluindo narinas inchadas, presenca de ulceras necréticas e nédulos nas



passagens nasais, descarga nasal espessa, dispneia inspiratoria, tosse, sinais
de pneumonia, e aumento de volume dos linfonodos das regides do pescogo,
principalmente dos linfonodos submaxilares que comumente estdo
edemaciados e doloridos, e da regidao mediastinica, e espessamento dos vasos
linfaticos da face (SANTOS et al, 2001; ITO et al., 2008; LARSEN e
JOHNSON, 2009). As vezes pode ser observado apenas edema no peito e o
obito ocorrer em poucos dias (SANTOS et al, 2001; ITO et al., 2008; LARSEN e
JOHNSON, 2009).

Infecgbes cutdneas, com presenca de nodulos, ulceras e abcessos
podem ser visualizados e a morte dos animais acometidos pode ocorrer em
poucos dias ou semanas, usualmente devido a septicemia (LARSEN e
JOHNSON, 2009).

Em jumentos e mulas, os mesmos sinais clinicos sdo observados,
podendo ser letal em poucos dias (LARSEN e JONHSON, 2009). Ocorrendo
também Ulceras na cavidade nasal, caquexia, perda de apetite e nédulos nos
vasos linfaticos, com aspecto de rosario, na regido cervical (RABELO et al.,
2006; MOTA et al., 2010).

A forma crénica do mormo € a forma mais comumente verificada em
equinos, podendo apresentar sinais e sintomas variados, dependendo da via
infeccao (WHITLOCK et al., 2007), como as formas nasal, pulmonar e cutanea,
podendo coexistir em um mesmo animal mais de uma forma (SANTOS et al.,
2001; ITO et al., 2008). Podem ser observados sinais de pneumonia com tosse,
respiracao ruidosa, epistaxe, dispneia e estertores pulmonares; lesdes no septo
nasal, que se iniciam com nddulos e evoluem para ulceras, no processo de
cicatrizacdo formam cicatrizes em forma de estrelas; no inicio ha uma secrecéo
nasal serosa que evolui para purulenta com estrias de sangue. Podendo
ocorrer, também, nédulos elevados de consisténcia firme a flacida na pele, que
drenam secregdo purulenta amarelada, e com a evolugdo da doenca,
emagrecimento progressivo (PRITCHARD, 1995; SHARRER, 1995; AL-ANI et
al., 1998; MOTA et al., 2000; MOTA et al., 2006).

No mormo nasal, os animais podem apresentar, inicialmente, uma
descarga nasal serosa, unilateral, que pode evoluir para purulenta de coloragéo
amarelada a purulenta hemorragica, podendo tonar-se bilateral (SANTOS et

al., 2001; ITO et al.,, 2008). Pode ocorrer a perfuragdo nasal, € os nédulos



linfaticos submaxilares podem tornar-se aumentados e endurecidos, muitos
podem supurar e drenar e as Ulceras cicatrizadas adquirem a forma estrelada
(ITO et al., 2008). Além desses sinais e sintomas, cavalos com a forma crénica
do mormo podem apresentar nodulos inflamatdrios e Ulceras nas passagens
nasais, febre intermitente, letargia, perda de peso, dispneia, diarreia, poliuria
(AL-ANI et al., 1998; LARSEN e JOHNSON, 2009); em jumentos e mulas, pode
ocorrer também tosse, letargia, perda de peso, além da concomitédncia de
sinais e sintomas das outras formas (LARSEN e JOHNSON, 2009).

A forma pulmonar caracteriza-se por uma pneumonia lobular, algumas
vezes ha formacéo de abcessos ou de nédulos pulmonares. Algumas infec¢des
sdo inapetentes, outras variam de ligeira dispneia a doenga respiratoria grave,
incluindo, episoddios febris, tosse, dispneia e as descargas dos abcessos
pulmonares podem disseminar a infecgdo para o trato respiratério superior.
Podem ocorrer, diarreia, poliuria e debilidade progressiva (SANTOS et al.,
2001; ITO et al., 2008).

A forma cutanea do mormo é caracterizada pela formacao de abcessos
ou nodulos cutaneos, que podem se romper e liberar exsudato oleoso-
purulento de coloracdo amarela, aumento dos linfonodos e aumento dos vasos
linfaticos que os interligam, dando um aspecto de rosario, vergdes, lapardes.
Podem ocorrer ainda, edema e ulceragdes, principalmente nas articulagbes dos
membros posteriores, € em machos, € relativamente comum aparecimento de
orquite (SANTOS et al., 2001; ITO et al., 2008; LARSEN e JONHSON, 2009).

2.7. DIAGNOSTICO

O diagnéstico do mormo deve estar baseado nas observacbes das
alteragdes clinicas, patolégicas, dados epidemioldgicos, da identificacdo do
agente bacteriano, através de isolamento bacteriano inoculagdo em animais de
laboratério ou caracterizagdo por métodos moleculares, de reacéao
imunoalérgica (maleinizacdo) e testes sorolégicos como a fixacdo de
complemento e ELISA (MOTA, 2006; AL-ANI e ROBERSON, 2007).

O exame clinico raramente possibilita um diagndstico seguro, os sinais
clinicos do mormo podem estar ausentes ou pouco desenvolvidos,
principalmente na evolugéo crénica, frequente em cavalos. Na forma aguda do

mormo deve-se levar em consideragao para o diagndstico clinico ocorréncia de



febre, dispneia, tosse e sinais de pneumonia, ulceracdo do septo nasal,
descarga mucopurulenta a hemorragica, aumento de volume dos linfonodos
das regides do pescogo e do mediastino, espessamento dos vasos linfaticos e
nodulos e abcessos cutaneos (AL-ANI et al., 1998; SANTOS et al., 2001;
WHITLOCK et al., 2007; ITO et al, 2008; LARSEN e JOHSON, 2009).

Presenca de lesdes granulomatosas ou nodulares, ulceras e cicatrizes
irregulares, ou estrelares na mucosa nasal, hemorragias, abcessos e processo
inflamatoério na pleura, pneumonia lobar, com presenca de abcessos e
piogranulomas nos pulmoes, presen¢a de nddulos firmes ou flacidos, fistulados
ou ndo, ao longo dos vasos linfaticos e linfonodos aumentados de volume, as
vezes fistulados, podendo ter textura fibrosa e aderéncia a pele, e nodulos,
abcessos, Ulceras e cicatrizes cutaneas, contribuem para o diagnostico do
mormo (PRITCHARD, 1995; SHARRER, 1995; MOTA et al., 2000; SANTOS et
al., 2001; HIRSH e ZEE, 2003; MOTA, 2006; ITO et al., 2008).

2.7.1 Diagnéstico Microbiolégico
2.7.1.1 Prova de Strauss

A prova de Strauss é realizada pela inoculagao da secregéo nasal ou o
conteudo dos abscessos subcutdneos na cavidade peritoneal de cobaias,
observando-os por até duas semanas apos a inoculagdo. As cobaias poderao
apresentar aumento do volume testicular e sinais de septicemia 24 a 48 horas
apos a aplicagao ou abscessos no ponto de inoculagéo aproximadamente trés
a cinco dias apds. A necropsia observam-se lesdes abscedativas em diferentes
orgaos de onde coleta-se material para isolamento e identificagdo bacteriana
(SILVA et al., 2005; MOTA, 2006). A prova de Strauss é um teste bastante
sensivel e que pode ser empregado no diagnéstico do mormo (BIER, 1984;
MOTA et al., 2000; SILVA et al., 2005; GLASS et al., 2009).

2.7.2 Diagnéstico Molecular

Segundo Tyler et al. (1995), a aplicagdo de métodos baseados em
biologia molecular apresenta um impacto significante no diagndstico,

especialmente na caracterizagao molecular de amostras.



2.7.21 Reacao em Cadeia de Polimerase (PCR)

A Reacdo em cadeia de Polimerase (PCR) é um método de amplificagédo
de acidos nucleicos (DNA ou RNA), utilizando métodos de replicagdo in vitro. A
utilizacdo de ferramentas de investigagcdo molecular na identificagdo da
bactéria, apds isolamento em meio de cultura ou em material clinico, tem sido
investigada nas ultimas décadas. Variagdes na metodologia da PCR tém sido
utilizadas na identificacdo da Burkholderia mallei em materiais biolégicos e em
culturas da bactéria (TOMASO et al., 2006; ULRICH et al., 2006a; ULRICH et
al., 2006b).

A PCR, atualmente, € uma alternativa para o diagnostico do mormo.
Diversos estudos tém sido objetivaram utilizar esta técnica para identificagcado
de microorganismos do género Burkholderia spp. Segundo Suppiah et al.
(2010), a deteccao de patogenos por métodos moleculares vem sendo usada
devido a rapida identificacdo do agente e conclusdo do diagnédstico, sendo
importante, principalmente, em casos de doencga clinica. Lee et al. (2005)
utilizaram a PCR para diferenciar a B. mallei da B. pseudomallei, pois em
paises onde a B. pseudomallei € endémica a diferenciagdo das duas espécies
de Burkholderia deve ser usual, além disso, a identificagdo € importante pois as
duas bactérias sao consideradas como agentes potenciais para o
bioterrorismo.

Silva et al. (2009) realizaram a caracterizagao fenotipica e molecular de
amostras de B. mallei isoladas nos Estados de Pernambuco e Alagoas,
utilizando as técnicas de ribotipagem-PCR e RAPD-PCR.

2.7.3 Diagnéstico Sorolégico

O diagnodstico do mormo pode ser realizado através da investigagao
sorolégica, utilizando diversas metodologias, como o teste de fixacdo do
complemento (FC), hemaglutinacdo indireta (HAI), contraimunoeletroforese
(CIEF), ELISA (ensaio de imunoabsor¢cdo enzimatica), western blot (WB),
immunoblotting (I1B), aglutinagdo, reagao de aglutinacdo com antigeno corado
por rosa bengala (RB) e outras técnicas ou modificacbes das técnicas
conhecidas (NAUREEN et al., 2007; SPRAGUE et al., 2009; ELSCHNER et al.,

2011). Na atualidade todos os teste soroldgicos utilizados no diagndstico do



mormo apresentam problema devido a inadequada sensibilidade e
especificidade dos antigenos utilizados nos testes, geralmente representados
por preparagdes produzidas com células bacterianas inteiras, ocasionando
reacao falso positivas ou falso negativas (NEUBAUER et al., 2005; SPRAGUE
et al., 2009).

Oficialmente, para fins de diagnostico e controle da enfermidade, o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento recomenda somente a
realizacao dos testes de FC, ELISA e WB (MAPA, 2018)

2.7.3.1 Fixacao de Complemento (FC)

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), através
da Instrucdo Normativa n°24 da Secretaria de Defesa Agropecuaria (MAPA,
2004), determina que o diagndstico sorolégico do mormo devera ser realizado
pela prova de fixacdo do complemento (FC), ou outra prova aprovada
previamente pelo Departamento de Defesa Animal (DDA). O teste de FC
também é recomendado para o diagnodstico do mormo pela OIE (OIE, 2011d).
A coleta e remessa de material para diagnostico devem ser realizadas por
médico veterinario oficial ou cadastrado, enviando o material para o Laboratério
Nacional Agropecuario em Pernambuco (LANAGRO - PE) ou laboratorio
credenciado pelo MAPA (SOUZA, 2012).

O teste de FC é confiavel em populagcdes equinas com baixa prevaléncia
de mormo, sendo o teste de eleicdo para testar cavalos para auséncia de
infeccao por B. mallei (SPRAGUE et al., 2009). A sensibilidade do teste de FC
€ pelo menos 97%, com resultados inespecificos, falsos positivos, devido a
reacdes cruzadas que podem ocorrer em cavalos com garrotilho, influenza
equina e febre petequial, ndo sendo possivel sua realizagdo em soros com
atividade anticomplementar e em soros hemolisados, resultados falso
negativos podem ocorrer em animais emaciados e cronicamente debilitados
(ELSCHNER et al., 2011).

Com o objetivo de evitar falsos resultados observados com a utilizagao
de antigeno com célula bacteriana inteira, foi elaborado um antigeno com
lipopolissacarideos de B. mallei utilizado no teste de WB, que demonstrou
especificidade maior que o teste de FC, porém com menor sensibilidade, tendo

ocorrido ainda reagdo cruzada com anticorpos anti — B. pseudomallei, com o



indicativo de ser utilizado como teste confirmatério para o diagndstico de
mormo (ELSCHNER et al., 2011).

2.7.3.2 Ensaio de Imunoabsorcao Enzimatica - ELISA

Desde sua introducdo por Engvall e Perlamann (1972), o método de
ELISA tem se mostrado extremamente versatil, permitindo pesquisar a
presenca de anticorpos para uma ampla variedade de antigenos, com
especificidade e sensibilidade superiores a muitos dos outros métodos em uso
rotineiro (THEAKSTON et al.,, 1977; COSTA, 1986; DAHOO et al., 1986;
CHAVEZ-OLORTEGUI et al., 1989; ARAJ e KAUFAMAN, 1989; YOUNG,
1991).

O Elisa-i (ELISA indireto) € usado para a detecgéo e/ou quantificagdo de
anticorpos em amostras de soro, com destaque em estudos
soroepidemioldgicos. A especificidade dessa prova é garantida principalmente

pela qualidade do antigeno adsorvido a placa (Madruga et al., 2001).
2.7.3.3 Teste Imuno Alérgico Cutaneo — Maleina

O derivado proteico purificado (PPD) maleina € uma solugdo aquosa,
contendo fracbes proteicas de B. mallei tratada pelo calor (OIE, 2008), nao
téxica para animais sadios, que aplicada em cavalos infectados determina
reacao de hipersensibilidade local e sistémica (HAGEBOCK et al., 1993), mas
que pode produzir resultados inconclusivos em casos clinicos avangados em
cavalos e casos agudos em jumentos e mulas (OIE, 2008).

O teste deve ser realizado através da aplicacdo de PPD maleina, na
dose de 0,1mL por via intradérmica, na palpebra inferior de um dos olhos do
animal, e o procedimento de leitura devera ser realizado 48 horas apos
aplicagao intradérmica, por médico veterinario do servigo oficial (MAPA, 2004).
A reacdo positiva caracterizada por marcante edema de palpebra,
lacrimejamento, fotossensibilidade, podendo ocorrer descarga ocular purulenta,
usualmente acompanhada de aumento na temperatura corporal. Animais
negativos nao apresentam reagdo ou ocorre apenas discreto edema de
palpebra inferior (HAGEBOCK et al., 1993; OIE, 2008).



Por este método o animal maleinizado apresenta converséo sorologica,
podendo ser detectado pelos testes de FC e ELISA, por 17 a 24 dias apés a
aplicagdo. A resposta soroldgica geralmente desaparece em algumas
semanas, mas pode persistir em alguns animais, sendo mais persistente na
segunda aplicagao de maleina (HAGEBOCK et al., 1993).

2.7.3.4 Western Blotting (WB)

Western blotting (WB) também conhecido como protein blotting ou
immunoblotting, € um poderoso e importante método em biologia molecular
utilizado para imunodeteccdo de proteinas apdés a separagdao destas por
eletroforese em gel e transferéncia para membrana adsorvente. Esta técnica
permite detectar, caracterizar e quantificar multiplas proteinas principalmente
aquelas que estdo em baixas quantidades em determinada amostra (KURIEN
& SCOLFIELD, 2003). O método é baseado na constru¢ao de um complexo
anticorpo-proteina através da ligagcao de anticorpos especificos em proteinas
imobilizadas sobre uma membrana e a detecgdo de anticorpo ligado a partir de
varios métodos de deteccao (GE Handbook, 2011).

Em estudos relacionados a detecgcdo de anticorpos e proteinas de
agentes infecciosos, este método € considerado altamente sensivel e
especifico, sendo o método de eleicdo para diagndstico de inumeras doencgas
dos animais (COOLEY et al., 2001; TALMI-FRANK et al., 2006). A técnica de IB
foi usada como padrao ouro por Elschner, et al. 2011. O teste detecta animais
com clinica inaparente e aqueles infectados na fase cronica. Os beneficios do
WB em soros anticomplementares ja foi destacado por Katz et al., 1999 e
Elschner, et al. 2011.

2.8 TRATAMENTO

O tratamento de animais acometidos pelo mormo n&o € indicado pela
OIE (2008), pois se tornam portadores subclinicos, tornando-se fonte de
infeccdo para outros animais e para o homem. Em areas ou paises que
apresentam baixa prevaléncia devem ser adotadas medidas de controle e
erradicagao do mormo (SOUZA, 2012).



Desde que o bacilo do mormo foi colocado na lista de agentes biolégicos
possiveis de serem utilizados em atentados terroristas (GILAD et al., 2007,
GREGORY e WAAG, 2007), houve aumento de interesse no estudo da
sensibilidade da B. mallei a antibidticos e quimioterapicos visando a
possibilidade de tratamento de humanos (SOUZA, 2012).

2.9 PREVENGAO E CONTROLE

O controle e a prevencdo de epizootias de mormo dependem da
existéncia e eficiéncia de programa de deteccdo precoce e eliminagao de
animais positivos, cujas carcagas devem ser incineradas e enterradas, controle
estrito de movimentagdo animal, procedimentos efetivos de quarentena e
limpeza e desinfecgdo das areas afetadas, alimentos e camas devem ser
incinerados e enterrados, e veiculos e equipamentos cuidadosamente
desinfetados (OIE, 2000).

No Brasil, a vigilancia e o controle do mormo em equideos estdo
normatizados pelo MAPA, através da IN 24 (MAPA, 2004), da Secretaria de
Defesa agropecuaria, que determina a eliminagao de animais com diagndstico
laboratorial positivo para mormo; controle rigoroso de transito interestadual,
com prova de fixacdo de complemento negativa, com validade de 60 dias;
quarentena e interdicio da fazenda com casos diagnosticados
sorologicamente. A interdicdo da propriedade somente sera suspensa pelo
servigo veterinario oficial, apds eutanasia dos animais positivos e realizagao de
dois exames sucessivos de FC de todo plantel, com intervalos de 45 a 90 dias,
com resultados negativos. Carcagas de animais contaminados, alimentos e
camas das baias, além de todos os materiais descartaveis devem ser
queimados e enterrados. Devem ser realizada limpeza e desinfeccao das areas
de focos, com desinfetantes comuns; veiculos e equipamentos, como
cabrestos, arreios e outros, também devem ser cuidadosamente lavados e
desinfetados, devendo-se evitar baias e cochos coletivos. A aquisicdo de
animais devem ser de areas livres e com diagnaostico laboratorial negativo para
mormo (SOUZA, 2012).

N&o ha vacina comercializada contra o mormo (GILAD et al., 2007;
SARKAR-TYSON et al., 2009). A protecédo contra o desafio da infecgao pelo

bacilo do mormo através da vacinacao deve levar em consideragao a resposta



imune celular, em adi¢cdo a resposta humoral (BONDI e GOLDBERG, 2008),
producéo de IFN-y (WHITLOCK et al., 2007; WHITLOCK et al., 2009) e TNF-a
(WHITLOCK, 2009).

2.10 IMPORTANCIA EM SAUDE PUBLICA E BIOSSEGURANGA

O mormo é uma zoonose e a importancia da B. mallei aumentou para a
Saude Publica apés sua inclusédo na lista B de agentes bioldgicos possiveis de
serem utilizados em atividades terroristas, como arma biolégica (CDC, 2000;
SRINIVASAN et al, 2001; ACHA e SZYFRES, 2003; DeSHAZER e WAAG,
2004; GILAD et al., 2007, OIE, 2009). Apesar do baixo numero de casos de
ocorréncia de mormo em humanos, a doenca determina alta mortalidade,
sendo letal em quase todos os casos de infeccdo humana (SHARRER, 1995;
DeSHAZER e WAAG, 2004; GREGORY e WAAG, 2007; BONDI e
GOLDBERG, 2008). No Brasil, o Ministérios da Saude classifica a B. mallei
como risco nivel 3 (BRASIL, 2006).



2.11 OBJETIVOS
2.11.1 Objetivo geral

Estudar os aspectos de diagnostico clinico, imunoldgico,
anatomopatoldgico e microbiolégico em equideos naturalmente infectados por

Burkholderia mallei.
2.11.2 Objetivos especificos

e Acompanhar o desenvolvimento dos sinais clinicos de animais
infectados naturalmente por B. mallei;

e |Isolar e caracterizar fenotipicamente e estudar genotipicamente a
bactéria B. mallei;

e Avaliar a resposta imunologica em equideos naturalmente infectados por
B. mallei em uma propriedade foco no estado de Alagoas por ELISA;

e Realizar infeccdo experimental por B. mallei em cobaios (Cavia
porcellus);

e Realizar estudo anatomapatolégico em equideos naturalmente

infectados.
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3 ARTIGOS CIENTIFICOS

3.7 Artigo 1

Infecgao natural por Burkholderia mallei no estado de Alagoas, estudo

clinico, anatomohistopatoldgico, microbiolégico e molecular.

Resumo: O mormo é uma enfermidade infectocontagiosa e frequentemente
letal, aguda ou crbnica, caracterizada por lesdes respiratorias, linfaticas e
cutdneas em equideos, porém de carater zoonético. O diagnéstico do mormo
consiste na associagao dos aspectos clinico-epidemioldgicos,
anatomohistopatoldgicos, isolamento bacteriano, inoculagdo em animais de
laboratério, reagcdo imunoalérgica e testes soroldgicos. Estudos inerentes ao
acompanhamento de focos naturais do mormo auxiliam a elucidar lacunas
referentes a patologia e diagndstico da doenca. Com isso, objetivou-se
acompanhar os sinais clinicos de animais infectados naturalmente por B. mallei
em diferentes propriedades de criacdo de equideos, e isolar e caracterizar a
bactéria causadora da doencga. Foram estudados dois focos para o mormo de
acordo com a ADEAL e MAPA, no estado de Alagoas. Foi feito o
acompanhamento do foco e dos animais, eutanasia e necropsia dos animais
positivos e coletado material para diagnostico através de técnicas de
isolamento e biologia molecular.

Palavras chave: mormo, Burkholderia mallei, sinais clinicos, diagnostico.



3.7.1 Introducgao

O mormo é uma enfermidade infectocontagiosa e frequentemente letal,
aguda ou crénica, caracterizada por lesdes respiratérias, linfaticas e cutaneas
em equideos, porém de carater zoondtico. Tem como agente etiolégico a
bactéria Burkholderia mallei (LEOPOLDINO et al, 2009; MOTA e RIBEIRO
2016).

Devido a sua alta taxa de mortalidade em equideos e aumento do
numero de surtos nos ultimos pode ser considerada uma doenca re-mergentes
(KHAN et al., 2013).

A disseminagdo da bactéria ocorre principalmente por meio da
contaminagao de forragem, cochos e bebedouros por secregdo oral e nasal.
Essa disseminacao ocorre de maneira esporadica, através da forma cutanea
da doenca, onde pode haver contato direto com ferimentos ou por utensilios
usados na monta dos animais, ou através de lesdes pulmonares cronicas, que
se rompem nos brénquios e infectam as vias aéreas superiores e secregdes
orais e nasais, que representam a mais importantes vias de excrecdo da B.
mallei (MOTA, 2006; RADOSTITS et al., 2010).

O diagnodstico do mormo consiste na associagao dos aspectos clinico-
epidemioldgicos, anatomohistopatologicos, isolamento bacteriano, inoculagéo
em animais de laboratério (prova de Strauss), reagcdo imunoalérgica
(maleinizagao), e testes sorolégicos (NAUREEN et al, 2007; DITTMAN et al.,
2015). E para testes oficiais s&o aceito o Teste de Fixagdo de Complemento
(FC) ou ELISA (ensaio de imunoabsorgao enzimatica), como teste de triagem e
o Western Blotting (WB) como confirmatério (MAPA, 2018).

Estudos inerentes ao acompanhamento de focos naturais do mormo
auxiliam a elucidar lacunas referentes a patologia e diagnéstico da doenga.
Com isso, objetivou-se acompanhar os sinais clinicos de animais infectados
naturalmente por B. mallei em diferentes propriedades de criagdo de equideos,

e isolar e caracterizar a bactéria causadora da doenga.



3.7.2 Material e Métodos
3.7.2.1 Comité de Etica da Pesquisa

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais da

Universidade Federal de Alagoas sob a licenga n°® 92/2016.
3.7.2.2 Local do estudo

Foram estudados dois focos para o mormo de acordo com a Agéncia de
Defesa e Inspegdo Agropecuaria de Alagoas (ADEAL) e Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), no estado de Alagoas, o
primeiro localizado no Leste Alagoano, e o segundo localizado na regiao

metropolitana de Maceio.
3.7.2.3 Acompanhamento do Foco e Animais Estudados

No primeiro foco (FA), foram realizadas visitas semanais durante quatro
meses para acompanhamento da evolugdo dos sinais clinicos e colheita de
material. Dentre os animais da propriedade oito eram equinos, dois asininos e
um muar. Os animais eram utilizados para tragao e transporte em propriedade
canavieira (usina), havendo livre acesso a propriedade por outros criadores e
animais.

No segundo foco (FB), foram estudados cinco animais, todos equinos,
utilizados para lazer e esporte. Devido aos resultados dos testes oficiais e
sintomatologia dos animais, o acompanhamento dos animais foi de apenas um
més, onde foram realizadas duas visitas.

3.7.2.4 Eutanasia e Necropsia dos Animais para Estudo
Anatomopatolégico

A eutanasia dos animais foi realizada pelos agentes da ADEAL, através
da indugao do animal a morte, utilizando método que ocasione a perda rapida e
irreversivel da consciéncia e promova analgesia total do animal, sem
representar risco ou causar angustia ao operador, como preconiza a Instrugcao
Normativa n°® 6 do PNSE (MAPA, 2018). A eutanasia e destruicao dos casos

confirmados de mormo foram realizadas no estabelecimento onde os animais



se encontravam, de acordo com os procedimentos e métodos aprovados pelo
Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV).

3.7.2.5 Colheita e Transporte de Amostras

Para o isolamento bacteriano, foram colhidas amostras da regido nasal
dos equideos positivos, na colheita foram utilizados swabs esterilizados. Ao
término de cada colheita, os swabs foram identificados com o nimero/nome do
animal, local de colheita e data. Dos animais necropsiados, foram colhidas
amostras dos abcessos e fragmentos dos 6rgaos.

Em seguida, as amostras foram encaminhadas ao Laboratério de
Doencas Infecciosas e Patologia Veterinaria da Universidade Federal de

Alagoas (UFAL) sob refrigeragao.
3.7.2.6 Processamento das Amostras para Estudo Microbiolégico

No Laboratério de Doencas Infecciosas (UFAL) os swabs foram
semeados em placas de Petri, contendo Blood Agar Base, enriquecido com 5%
de sangue de ovino desfibrinado. As placas foram encubadas em estufa
bacterioldgica por 72 horas, na temperatura constante de 37 °C em aerobiose.
As leituras ocorreram em 24, 48 e 72 horas apoés incubagao.

No Laboratério de Patologia Veterinaria (UFAL), os fragmentos de 6rgao
foram processados por meio de técnicas histologicas, visando a preparagao

dos tecidos destinados ao estudo.
3.7.2.7 Caracterizagao Fenotipica e Molecular

Posteriormente realizou-se a leitura das placas de Petri para
caracterizagdo macroscopica, observando se havia presenca de hemodlise,
pigmentacao, tamanho, forma, elevacdo e consisténcia das colénias. Ja as
caracteristicas microscépicas foram observadas através do método de
coloracao de Gram que classifica as bactérias através da cor, tamanho, forma
e agrupamento.

As provas fenotipicas foram realizadas no Laboratério de Doencgas
Infecciosas (UFAL), onde as amostras foram submetidas as provas de

Catalase, Oxidase, Indol, Produgcdo de H2S, Vermelho de Metila—VM, Voges



Proskauer—VP, Motilidade, Produgcao de Pigmento, Lisina Descarboxilase, Gas
de Dglucose, Citrato, Urease e Fermentacédo de Carboidratos (glicose, maltose,
galactose, lactose, frutose, manose, sacarose e manitol) (AL-ANI et al, 1998).
Ja a técnica utilizada para caracterizacdo molecular foi a Reagdo em Cadeia
Polimerase (PCR), realizada no Laboratério de Bacterioses da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) (amostra UFAL1).

3.7.2.8 Prova de Strauss

De acordo com Silva (2003), a secregdo nasal ou conteudo dos
abcessos subcutaneos deve ser inoculado na cavidade peritoneal de cobaias
(Prova de Strauss), observando-os por até duas semanas apds inoculagao.

Apds a identificagao fenotipica e molecular as amostras foram testadas
na prova bioldgica de Strauss, onde foi inoculado em Cavia porcellus 0,1 mL de
B. mallei, por via intraperitoneal. Os cobaios foram observados durante sete
dias para desenvolvimento de orquite purulenta. Para cada amostra de B.
mallei testada, foram utilizados grupos infectados e controle (inoculado 0,1 mL
solugao fisioldgica), contendo cinco individuos por grupo, no total de dez

animais.

3.7.2.9 Necropsia dos Cobaios e Reisolamento

Ap6s sete dias de observagado, os animais foram eutanasiados e
necropsiados, por meétodos recomendados, de acordo com a legislagdo do
CONCEA e CFMV. Onde foi utilizado 0,5 mL de Tiopental 1g, como droga
indutora da morte dos animais.

As amostras colhidas de esfregacos e exsudatos purulentos adquiridas
na necropsia dos cobaios foram inoculadas em placas de Petri contendo Blood
Agar Base, enriquecido com 5% de sangue de ovino desfibrinado. As placas
foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37° C por 48 horas, apos esse
periodo foi realizada a leitura mascroscoépica e microscopica. O isolamento de
B. mallei foi confirmado por provas fenotipicas e moleculares realizadas na
UFRPE (amostra UFAL2).



3.7.3 Resultados

3.7.3.1 Avaliagao Clinica dos Equideos
No FA, trés animais foram inicialmente positivos e confirmados nos
testes oficiais para mormo (dois equinos e um asinino), sendo isolados dos
demais para posterior eutanasia. Esses animais inicialmente apresentaram
discreta secrecdo nasal bilateral, de onde foi possivel isolar e identificar a
primeira amostra de B. mallei (Figura 1). Mas esses sintomas ndo eram
constantes durante o periodo de observagdo, em alguns momentos sem

evidéncia clinica de mormo (Figura 2).

Figura 1 — Coleta de secrecao nasal equino
positivo para mormo.

B Tl ey i ‘\:_ S
Figura 2 — Animal positivo nos testes oficiais sem
sintomatologia
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Durante o saneamento da propriedade, um quarto animal, que foi
assintomatico durante trés meses, desenvolveu sintomas como, expectoracao
de secrecdo mucopurulenta e edemas de membro posterior, vindo a dbito apds
sete dias do inicio dos sintomas, permanecendo neste periodo até o dbito

negativo na FC, e detectado como positivo no ELISA indireto.



Apos quatro meses de acompanhamento da propriedade, um quinto

animal foi positivo nos testes oficiais (FC e WB), porém nao apresentou

sintomatologia do mormo durante todo o estudo até a eutanasia (Figura 3).
T g 1

ur‘3 Equin, psitivo, assintomatico. Foco A (FA).

Nesta propriedade observou-se que animais do mesmo foco natural
infectado pela mesma cepa de B. mallei, podem apresentar distintos quadros
clinicos, até mesmo permanecer assintomatico durante semanas e até meses.
Além disso, a técnica oficial FC, apresentou nesse estudo uma janela
imunoldgica de pouca sensibilidade para animais em inicio de infecgao.

No FB, onde havia cinco equinos, dois foram positivos nos testes oficiais
iniciais e os outros trés um més apds. No FBa01 observou-se edema de
membro posterior esquerdo, com presenca de lesbdes ulceradas, linfangite
disseminada, expectoragdo de secrecdo nasal serosanguinolenta bilateral
(hemoptise), dispneia severa (Figura 4). O FBa02 apresentava apatia, dispnéia
estertorosa, nodulos linfaticos infartados (aumentados), expectoragdo nasal
mucopurulenta bilateral (Figura 5). Esses animais haviam sido tratado com
antibidtico e anti-inflamatério pelo proprietario antes da realizacdo do
diagnéstico e identificagcdo do foco. Os animais foram eutanasiados sem a
permissdo para necropsia, no entanto da secreg¢ao nasal colhida foi isolada e
identificada B. mallei (02).

Flgui”a 4 - Présenga de lesdes ulceradas e linfangite
disseminada em membro posterior esquerdo,



expectoragdo de secregdo nasal serosanguinolenta
bilateral (hemoptise), dispneia severa. Foco B
(FBa01)

Figura 5 — Aial com apatia, dispnéia stertoroa,

noédulos linfaticos infartados (aumentados),
expectoragdo nasal mucopurulenta bilateral. Foco B

(FBa02)

Dos outros trés animais, foram colhidos amostras de sangue pelos
agentes da ADEAL para diagndstico. Apés um més, esses animais, dois
equinos adultos assintomaticos, foram eutanasiados e ndo necropsiados, e um
potro (cinco meses) (FBa03), apresentava secregao purulenta bilateral e
dispneia, esse foi eutanasiado e necropsiado.

3.7.3.2. Eutanasia e Necropsia dos Animais
Durante a necropsia no FA, dos trés animais inicialmente positivos nos
testes oficiais, foram observados piogranulomas no pulmao (Figura 6), em
linfonodos de cabega e pescogo de apenas um dos animais, de onde foi
possivel isolado e caracterizado a primeira amostra de B. malle (01), além da
histopatologia caracterizando os piogranulomas. Os outros dois animais n&o

apresentaram achados de necropsia.
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Figura 6 — Seta evidenciando presenca de
piogranuloma em pulmao.



No FB, so foi possivel realizar necropsia em um dos animais (FBa03),
este apresentava secrecao purulenta bilateral e dispneia, durante a necropsia
observou-se piogranulomas no pulmao (Figura 7), linfonodos submandibulares

e figado. Destas les6es foram isolados e identificados B. mallei (03).
- }% 1‘.‘ —

Figura 7 — Necropsia animal FBa03, presenca
de piogranuloma no pulmao

3.7.3.3 Caracterizagao Fenotipica e Molecular

No isolamento bacteriano foi possivel observar macroscopicamente
colénias diminutas, planas, mucoides, brilhantes, transparentes e n&o
hemoliticas (Figura 8). Na microscopia foram observados bacilos gram-
negativos, imoveis e com 0,5 mm de espessura, sugestivos de B. mallei.

Ja as duas amostras encaminhadas para o laboratério da UFRPE, para
caracterizagcao molecular por PCR e sequenciamento, foram nomeadas de
UFAL1 e UFAL2. Onde a amostra UFAL1 foi positiva apenas na PCR para
género e nao foi possivel realizar o sequenciamento. Na amostra UFAL2, foi
positiva na PCR de género e espécie, e obtivemos uma similaridade de 100%

com Burkholderia mallei cepa Turkey 10 no sequenciamento.



Figura 8 - Analise Macroscopica da Bactéria B.
mallei. Presenga de colbnia puntiforme,
translucida, ndo hemolitica, sem pigmentagéo.

3.7.3.4 Prova de Strauss
As amostras de B. mallei (01 e 02), foram positivas na Prova de Strauss.
Os sinais clinicos observados nos cobaios foram edema testicular, hiperemia
testicular, dispneia, diminuigdo testicular e consisténcia firme dos testiculos
(Figura 9). E os achados de necropsia foram orquite purulenta bilateral,
abcesso testicular, enterite hemorragica, eplenomegalia, corddo espermatico

hemorragico, edema testicular e pulmdes congestos (Figura 10). E foi possivel

reisolar a bactéria dos achados de necropsia de todos os cobaios.

Figura 9 — Prova de Strauss positiva: Orquite
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Figura 10 — Necropsia dos cobais: plresen(;a
de congestdo em pulmao.

3.7.4 Discussao

De acordo com Dittimann et al. (2015), a maioria dos equinos positivos
para B. mallei ndo apresentam sinais clinicos no momento do diagndstico.
Porém, naqueles em que a evolugdo da doenga nao foi interrompida pela
eutanasia, os sinais clinicos caracteristicos da forma crénica da enfermidade
puderam ser observadas. Esses sinais principalmente incluem febre, anorexia,
dispneia inspiratéria, tosse e secrecao nasal catarro purulenta, podendo ter
presenca de sangue, ulceras nos cornetos e no septo nasal, aumento de
tamanho dos linfonodos e linfagite granulomatosa que confere a pele um
aspecto de rosario. Os sinais clinicos e achados macroscopicos observados
nesse caso corroboram com o descrito na literatura veterinaria por Mota et al.
(2006) que relata que em suas leituras macroscopicas e microscopicas
observou bactérias com as mesmas caracteristicas, posteriormente
confirmadas como B. mallei.

Os sintomas respiratorios como secrecédo nasal purulenta acompanhada
ou ndo de estrias de sangue, dispneia e ulceras na mucosa nasal, e os
sintomas linfaticos como hipertrofia dos linfonodos submadibulares e nédulos
fechados ou fistulados na trajeto dos vasos linfaticos em equideos adultos
procedentes de regides endémicas para mormo, associados a alta letalidade
em animais previamente tratados com antibiéticos sem sucesso terapéutico,
sdo indicativos para a suspeita de mormo (MOTA et al. 2000)

De acordo com MAPA (2018), Potros com idade inferior a 6 (seis) meses
de idade, filhos de éguas positivas para mormo deverdo ser examinados

clinicamente e, caso nao apresentem sintomas de mormo, devem ser mantidos



isolados e submetidos a testes soroldgicos ao completarem 6 (seis) meses de
vida.

Segundo Tyler et al. (1995), a aplicagdo de métodos baseados em
biologia molecular apresenta significante impacto no diagnéstico,
especialmente na caracterizagdo molecular de amostras de B. mallei, utilizando
métodos de tipagem.

De acordo com Silva (2003), os cobaios inoculados poderdo apresentar
aumento do volume testicular e sinais de septicemia 24 a 48 horas apds a
inoculagcao ou abcesso no ponto de inoculagao aproximadamente trés a cinco
dia apos. A necropsia observam-se lesdes abscedativas em diferentes 6rgéos

de onde coleta-se material para isolamento e identificagdo bacteriana.

3.7.5 Conclusao

O mormo é uma doenga infectocontagiosa de grande importancia para
saude animal e humana, devido o seu carater zoonadtico. Naturalmente néo
existe um padrao clinico para o diagnostico do mormo, animais infectados com
a mesma cepa de B. mallei, podem desenvolver um quadro infeccioso distinto,
apenas detectando a infecgao precocemente por meio de teste imunoldgico de
elevada sensibilidade. Nos casos de animais assintomaticos e positivos nos
testes oficiais, € fundamental a realizacdo de diagndstico anatomopatologico,

microbiolégico e molecular confirmatdrio, dando suporte aos testes oficiais.
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Glanders is an infectious and often lethal disease that mainly affects equidae, but can also affect
humans and other animal species. The diagnosis of the disease consists of the association of clinical-
epidemiological, anatomical-histopathological aspects, bacterial isolation, biological test and
immunological tests such as complement fixation (FC), ELISA and WB. CF is based on the detection of
specific antibodies against B. mallei, in which they can be observed one week post infection. The ELISA
has higher results than the FC in which it is not influenced by the complement activity. There are
currently some gaps regarding the pattern of immunological response of the equines in different phases
of infection during the natural development of the disease. The objective of this study was to evaluate
the immunological response in equine animals naturally infected with B. mallei in a farm in the state of
Alagoas. Eleven samples of equids naturally infected with B. mallei were collected. Of these, 54.54%
were positive in the two ELISAI tests, in different periods of infection. And 45.46% were negative. ELISAI
is a test used to detect glanders in equines at different stages of infection, since it is a new technique
with more purified antigens, obtaining reliable results

INDEX TERMS: Equine, glanders, ELISA, diagnosis
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RESUMO. - O mormo é uma enfermidade infectocontagiosa e frequentemente letal que acomete
principalmente os equideos, mas também pode acometer os humanos e outras espécies animais. O
diagndstico da doencga consiste na associacdo dos aspectos clinico-epidemioldgicos, anatomo-
histopatolégicos, isolamento bacteriano, prova bioldgica e testes imunolégicos como a Fixagdo de
Complemento (FC), ELISA e WB. O FC se baseia na detecgdo de anticorpos especificos contra B. mallei,
no qual podem ser observados uma semana pds infecgdo. O ELISA apresenta resultados superiores aos
da FC no qual ndo sofre influéncia da atividade do complemento. Atualmente existem algumas lacunas
referentes ao padrdo de resposta imunoldgica dos equideos em diferentes fases de infec¢do durante o
quadro natural de desenvolvimento da doenga. Objetivou-se avaliar a resposta imunolégica em
equideos naturalmente infectados por B. mallei em uma propriedade foco no estado de Alagoas. Foram
colhidas 11 amostras de equideos naturalmente infectados por B. mallei. Destes, 54,54% foram
positivos nos dois testes ELISAI, em diferentes periodos de infecgdo. E 45,46% foram negativos. O ELISAI
é um teste indicado para detectar mormo em equideos em diferentes fases de infec¢do, por ser uma
técnica nova com antigenos mais purificados, obtendo resultados fidedignos.

TERMOS DE INDEXACAO: Equideos, mormo, ELISA, diagnhdstico
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INTRODUGAO
O mormo é uma enfermidade infectocontagiosa e frequentemente letal que acomete
principalmente os equideos, mas também pode acometer os humanos e outras espécies animais. Tem
como agente etioldgico a bactéria Burkholderia mallei, que é um bacilo gram-negativo nao esporulado,
imével e aerdbio. (MOTA, 2006; MEGID et al., 2016). E transmitida principalmente pelos solipedes
infectados com descarga nasal purulenta, pelos alimentos e 4gua contaminados (SILVA, 2014).

Nos ultimos anos, foi evidenciado no Brasil, um aumento no numero de casos de mormo em
equinos. Atualmente, a doenga que antes era restrita mais a regido norte e nordeste do pais, é
identificada também nas regides sul, sudeste e centro-oeste, abrangendo grande parte do pais (WAHIS,
2016). O mormo é considerado uma das mais graves ameacgas a equideocultura brasileira, pois sua
notificagdo submete o Brasil a uma série de restricGes referentes a exportagdo de animais vivos ou de
carne. No pais, a doencga pertence a lista de enfermidades passivas das acdes de defesa sanitéria, de
sacrificio obrigatdrio, sem indenizacdo e faz parte do Plano Nacional de Sanidade de Eqideos (PNSE) do
Ministério da Agricultuta, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (MOTA, 2006; VARGAS et al., 2015; MEGID
et al., 2016)

Segundo Moraes (2011), o diagndstico da doenga consiste na associagdo dos aspectos clinico-
epidemioldgicos, anatomo-histopatolodgicos, isolamento bacteriano, prova bioldgica (inoculagdo em
animais de laboratério) e testes imunoldgicos como a Fixacdo de Complemento (FC), Western Blotting
(WB) e Ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA), sendo os oficiais pelo MAPA, o FC ou ELISA, como
teste de triagem, e WB, como confirmatoério.

Segundo Mota (2006), o FC se baseia na detecgdo de anticorpos especificos contra B. mallei, no
qual podem ser observados uma semana pos infecg¢do, entretanto, de acordo com alguns estudos, entre
4 e 12 semanas seria o melhor periodo para realizagdo do exame. Eventualmente, resultados falso-
negativos podem aparecer em soro de animais jovens, gestantes e idosos mesmo o FC apresentando
uma sensibilidade de 90% a 95%. Ja os resultados falso-positivos, sdo observados em aproximadamente
1% dos soros testados onde atribui-se ao uso de antigeno composto por células inteiras (TELES, 2012).

O ELISA tem sido largamente empregado no diagndstico de diferentes patologias, apresentando
alta sensibilidade e especificidade, além de boa reprodutibilidade. Por detectar anticorpos nos estagios
iniciais da doenga, ele também pode ser utilizado para o diagndstico. Ele apresenta resultados
superiores aos da Fixacdo de Complemento no qual ndo sofre influéncia da atividade do complemento
(MOTA, 2006).

Atualmente existem algumas lacunas referentes ao padrdo de resposta imunoldgica dos equideos
em diferentes fases de infeccdo durante o quadro natural de desenvolvimento da doenga. Havendo a
necessidade de esclarecer essas duvidas que por vezes podem comprometer a confiabilidade das
técnicas de diagndstico, além de avaliar técnicas de maior sensibilidade e especificidade para aplicagdo
do diagndstico oficial do mormo, objetivou-se avaliar a resposta imunoldgica em equideos naturalmente
infectados por B. mallei em uma propriedade foco no estado de Alagoas.

MATERIAL E METODOS
Local da realizacao do experimento. A coleta das amostras foi realizada em uma propriedade localizada
na cidade de S3o Luiz do Quitunde, Regido Leste do Estado de Alagoas. A pesquisa foi realizada no
Laboratério de Doencas Infecciosas da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) em parceria com o
Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) durante um
periodo de um ano.

Amostras. As amostras foram colhidas de 11 equideos naturalmente infectados por B. mallei,
proveniente de uma propriedade considerada foco para mormo pela Agéncia de Defesa Agropecuaria e
Inspecdo Agropecudria de Estado (ADEAL) e MAPA. Foram colhidas 99 amostras sanguineas, em
diferentes etapas com intervalo de aproximadamente 10 dias entre cada coleta, no total de nove
coletas, apds a confirmagdo dos primeiros animais positivos nos testes oficiais realizados pela ADEAL.
Estas amostras foram obtidas através da venopungao asséptica da jugular utilizando tubos de plasticos e
agulhas individuais do tipo Vacutainer®, de cada animal foi colhido 4 ml.

Processamento das Amostras. Apds a coleta, as amostras foram encaminhadas para o laboratério de
Doengas Infecciosas da UFAL para extracdo do soro. O soro foi extraido por centrifugacdo, em centrifuga
de angulo fixo para tubos de 15 ml, durante 10 minutos. . Em seguida, o soro obtido foi passado para
tubos do tipo eppendorf, por meio do uso de micropipeta de volume varidvel Peguepet®, identificados



devidamente e congelados a -202C e, em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel, enviados para
processamento ao Laboratério de Virologia da UFRPE. As amostras foram utilizadas para detecgdo de
anticorpos anti-B. mallei, utilizando-se os testes de diagndstico ELISA indireto (ELISAI).

ELISA. A pesquisa foi desenvolvida em parceria com o Laboratério de Virologia da UFRPE. A avaliagdo da
curva de resposta imunoldgica contra a infecgdao por B. mallei foi realizada em dois testes de ELISA
indireto, com dois antigenos diferentes, antigeno um (A1), apresentando 99% de sensibilidade e 98,5%
de especificidade, com ponto de corte de 35 partes de positividade (pp), e antigeno dois (A2), com 99%
de sensibilidade e 99,9% de especificidade e com ponto de corte de 15pp. Todos os animais foram
confirmados como positivos ou negativos no WB, teste de referéncia confirmatério para o diagndstico
do mormo.

RESULTADOS

Dos 11 animais estudados, seis (6/11) foram positivos nos testes, onde no teste Al, a titulagdo teve
variacdo de 42 a 99pp (grafico 1), e no teste A2, variou de 15 a 91 pp (grafico 2). Demonstrando que em
diferentes periodos de infec¢do, os animais apresentaram-se sempre positivos, mesmo variando de
titulacdo. Os cinco animais negativos (5/11), obtiveram uma variagdo minima de titulagdo durante todo
periodo de coleta, no Al a titulagdo variou de 11 a 34pp, e no A2 a variacdo foi de 7 a 12pp.

Dos seis animais positivos no ELISAI, desde a primeira coleta, apenas trés ja eram conhecidos por
serem positivos nos testes oficiais, FC e WB, e foram isolados dos demais para acompanhamento
experimental e posterior eutanasia, permanecendo durante todo periodo de experimentagdo reagentes
em ambos os testes de ELISAI (E1, E2 e E3).

No entanto, os outros trés animais que foram negativos no teste oficial de triagem, FC, mas
reagentes desde a primeira colheita experimental nos dois testes de ELISAi. Dos trés animais, dois
passaram a serem reagentes no teste de triagem FC (E4 e E5), 90 dias apds a primeira colheita do
experimento, apresentando titulagGes de 42 a 74pp (A1) e de 18 a 40pp (A2), e o terceiro animal (E6),
apods sete meses do fim do estudo, foi inconclusivo no FC, tendo titulagao no ELISAi de 45 a 70pp (Al) e
no 15 a 18pp (A2).

Os testes de ELISAi foram de maior sensibilidade para detectar animais verdadeiramente positivos
no inicio da infeccdo. Esses animais permaneceram sem sintomatologia de mormo durante o
experimento (E1, E2, E3, E4, E6), entretanto um foi a dbito subitamente (E5). Os cinco animais negativos
no ELISAI, durante o experimento, permaneceram também negativos nos testes oficiais, sendo o ELISAi
um teste eficiente também na detecgdo de animais verdadeiros negativos.

DISCUSSAO

O teste de FC é confidvel em populagdes com baixa prevaléncia de mormo, sendo o mesmo
considerado o teste de eleicdo para confirmar os verdadeiros negativos, ou seja, a auséncia de infecgdo
por B. mallei (SPRAGUE et al. 2009). No entanto, de acordo com as resultados encontrados no estudo,
onde mais de 50% dos animais da propriedade foram positivos no ELISAi, demonstra que a regido
estudada tem uma alta prevaléncia para a doenga, demonstrando o ELISA como teste de elei¢do para
triagem, possibilitando detectar precocemente os animais no inicio da infecgéo.

Por ser uma técnica desafiadora, o teste da FC necessita de um intenso controle de suas variaveis,
como o complemento, o antigeno e seus diluentes, além de possuir um custo elevado e a necessidade
de pessoal capacitado e treinamento para realiza-lo. (POESTER et al, 2010; SILVA et al., 2013). Devido a
estas variaveis, havia uma preocupac¢do com a metodologia utilizada para diagnosticar a doenga, além
do retorno do resultado dos exames e documento obrigatério para o transito de animais. Essa
inseguranga trouxe uma problemdtica a cerca da confiabilidade dos resultados, gerando
guestionamentos por parte dos criadores, ja que resultados positivos obrigam a eutandsia dos animais e
interdicdo da propriedade, gerando grandes prejuizos financeiros. Para fazer frente a este problema do
diagndstico, foi publicada uma portaria (Portaria n235) pelo MAPA que valida e adota a utilizagdo da
técnica Elisa como teste oficial para o diagndstico do Mormo Equino no pais (MAPA, 2018).

Segundo Tizard (2002), o ELISA trata-se de um teste que mede a interagdo entre antigeno e o
anticorpo, ndo dependendo de um segundo fendmeno como precipitacdo, aglutinacdo ou fixacdo do
complemento. O ELISAi é bastante utilizado com a finalidade de identificar, inclusive quantificar
anticorpos em amostras de soro, recebendo destaque especial quando se trata de estudos
soroepidemiolégicos (MADRUGA et al., 2001).



Existe uma boa similaridade dos resultados da aplicacao do ELISA comparada ao FC, ainda que esse
possua alta sensibilidade e boa especificidade, baseado na detec¢do de anticorpos especificos contra B.
mallei, os quais podem ser observados uma semana apos a infecgdo. Estudos comprovam que o melhor
periodo para realizar os exames é de quatro a 12 semanas apos infecgdo, podendo o FC apresentar
reagdes falso-negativas ocasionalmente observadas em animais jovens, gestantes ou idosos, além de
reagOes falso-positivas em soros testados ao utilizar antigeno de células inteiras (CRAVITZ e MILLER,
1950; VERMA et al. 1990; MOTA et al., 2006; RADOSTITS et al., 2010; MORAES, 2011; FALCAO et al.,
2013). Ja o ELISA possui a capacidade de detectar quantidades extremamente pequenas de antigenos ou
anticorpos, tendo uma elevada precisdo (TELES, 2012).

Todos os equideos, independente da idade, sdo susceptiveis a doenca, porém os mais acometidos
sdo animais idosos, debilitados e submetidos a estresse, em virtude de trabalho excessivo, ma
alimentacdo e habitacdo em ambiente com condi¢Ges sanitarias inadequadas (MOTA, 2000; RADOSTITS
et al., 2010). Essa analise corrobora com a situacdo da propriedade estudada, onde os animais eram
utilizados para tracdo e transporte, viviam em condi¢des sanitarias inapropriadas, onde ndo havia
separagdo dos fémites utilizados nos animais infectados confirmados e os negativos, e alimentacdo
precaria, favorecendo o desenvolvimento da doenca.

CONCLUSAO
Os animais infectados, independente da fase da doenca, ndo apresentaram variacdo de titulacdo
que comprometa a identificacdo dos verdadeiros positivos. Sendo o ELISAi um teste indicado para
detectar mormo em equideos em diferentes fases de infecgdo, como prova de triagem de diagndstico,
por ser uma técnica nova com antigenos mais purificados, obtendo resultados fidedignos, uma vez que
ndo existe atualmente nenhum tratamento eficaz para a doenga e a eutanasia e controle dos focos
dependem dos testes de diagndstico oficiais.
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Legendas das Figuras

Fig.1. Grafico demonstrando a resposta imunoldgica dos animais positivos no ELISAi A1 (35pp)
Fig.2. Grafico demonstrando a resposta imunoldgica dos animais positivos no ELISAi A2 (15pp)
Fig.3. Grafico demonstrando a resposta imunoldgica dos animais negativos no ELISAi Al (35pp).
Fig.4. Grafico demonstrando a resposta imunoldgica dos animais negativos no ELISAi A2 (15pp).
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Fig.1. Grafico demonstrando a resposta imunoldgica dos animais positivos no ELISAI A1 (35pp).
*C: Coletas; "E: equinos
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Fig.2. Gréfico demonstrando a resposta imunoldgica dos animais positivos no ELISAI A2 (ponto de corte: 15pp). *
C: Coletas; "E: equinos.
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Fig.3. Grafico demonstrando a resposta imunoldgica dos animais negativos no ELISAI Al (ponto de corte: 35pp).
*C: Coletas; *E: equinos.
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Fig.4. Grafico demonstrando a imunoldgica dos animais negativos no ELISAI A2 (ponto de corte: 15pp).
*C: Coletas; *E: equinos



4. CONCLUSAO

O mormo é uma doencga infectocontagiosa de grande importancia para
saude animal e humana, devido o seu carater zoondtico. Sendo de
fundamental importancia a vigilancia ativa dos animais, controle das barreiras
sanitarias e epidemiologia constante por meio dos érgaos de defesa animal
oficiais, para que seja feito um monitoramento e identificacdo das areas foco,

eutanasia dos animais infectados e interdigdo das propriedades.

Naturalmente néo existe um padréo clinico para o diagndstico do mormo,
animais infectados com a mesma cepa de B. mallei, podem desenvolver um
quadro infeccioso distinto, apenas detectando a infeccdo precocemente por
meio de teste imunoldgico de elevada sensibilidade. Nos casos de animais
assintomaticos e positivos nos testes oficiais, € fundamental a realizagdo de
diagnéstico anatomopatoldgico, microbiolégico e molecular confirmatério,
dando suporte aos testes oficiais. E cabe aos profissionais da area (Médicos
Veterinarios), juntamente com os 6rgaos oficiais, conscientizar a populagao e
criadores de equinos para a biosseguranga da equideocultura, visando

minimizar os impactos na saude animal e humana.



5. COMITE DE ETICA
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