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RESUMO

Titulo: Desempenho da fixacdo do complemento para diagnéstico do mormo utilizando
antigeno de cepas brasileiras de Burkholderia mallei

Autor: Paulo Castelo Branco de Gouveia Filho

Orientador: Prof. Dr. Roberto Soares Castro

O mormo é uma zoonose frequentemente fatal que afeta equinos, asininos e muares, causada
pela Burkholderia mallei. A Fixacdo do Complemento (FC) é o teste prescrito pela
Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) para seu o diagndéstico. Este trabalho foi
conduzido com o objetivo de avaliar o desempenho da FC empregando antigeno (Biovetech,
Recife Brasil), produzido com cepas brasileiras de B. mallei para diagnéstico do mormo
comparativamente ao antigeno c.c.pro (GmbH, Oberdorla, Alemanha), que emprega cepas da
luguslavia, India e Indonésia. Os testes foram realizados em paralelo utilizando o protocolo de
incubacdo a frio (4°C, 12 horas) da mistura soro, complemento e antigeno. Dos 259 soros
avaliados, 102 e 133 apresentaram resultado positivo e negativo, respectivamente, em ambos
os testes. Vinte e quatro soros negativos no teste com antigeno c.c.pro apresentaram resultado
positivo no teste com antigeno Biovetech. O indice de concordancia ajustada kappa calculado

foi 0,81, considerado quase perfeito.

Palavras chave: Burkholderia mallei, equino, diagnostico
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ABSTRACT

Title: Complement Fixation Performance for the diagnosis of glanders using antigen from
Brazilian strains of Burkholderia mallei.

Author: Paulo Castelo Branco de Gouveia Filho

Advisor: Prof. Dr. Roberto Soares Castro

Glanders is an often fatal zoonosis that affects horses, donkeys and mules, caused by
Burkholderia mallei. Complement Fixation (CF) is the test prescribed by the World
Organization for Animal Health (OIE) for its diagnosis. This work was conducted with the
objective of evaluating the performance of CF using antigen produced with Brazilian strains
of B. mallei (Biovetech, Recife Brazil) for the diagnosis of glanders compared to the antigen
c.c.pro (GmbH, Oberdorla, Germany), which employs strains from Yugoslavia, India and
Indonesia. The tests were performed in parallel using the protocol of cold incubation (4 ° C,
12 hours) of the serum, complement and antigen mixture. Of the 259 sera evaluated, 102 and
133 presented positive and negative results, respectively, in both tests. Twenty-four negative
sera in the c.c.pro antigen test showed a positive result in the Biovetech antigen test. The

calculated concordance index kappa was 0.81, considered almost perfect.

Keywords: Burkholderia mallei, horse, diagnostic
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1- INTRODUCAO

O mormo é uma bacteriose frequentemente fatal que afeta principalmente equinos,
asininos e muares, causada pela Burkholderia mallei, bactéria gram-negativa, imdvel, parasita
intracelular (KHAN et al.,, 2013). Os animais acometidos apresentam febre alta, sinais
respiratorios e lesdes cutaneas. A doenca geralmente é de evolugdo aguda em asininos e
muares, porém crbnica em equinos, com evolucdo em dias a anos (KHAN et al., 2013). Os
métodos de diagnostico bacterioldgicos classicos, bem como as modernas técnicas
moleculares, tém se mostrado insuficientes para detec¢do do organismo durante a infeccdo
assintomatica. Portanto, a identificacdo desses animais portadores é o maior desafio para o
controle do mormo (MALIK, 2016; ELSCHNER et al., 2017).

O mormo é uma doenca de notificacdo obrigatdria, segundo a Organizagdo Mundial de
Satde Animal - OIE (SAID et al., 2016; OIE, 2017a). Apesar de ter a prevaléncia global
consideravelmente reduzida, com erradicacdo na Europa, América do Norte e Austrélia, o
mormo é endémico na Africa, Asia, Oriente Médio e América do Sul, inclusive no Brasil, e
vem reemergindo com relatos de focos em numero crescente de paises (OIE, 2017b),
inclusive na Alemanha, ap6s 60 anos de erradicacdo (ELSCHNER et al., 2017).

O Mormo foi descrito pela primeira vez no Brasil em 1811, introduzido por animais
infectados importados da Europa (PIMENTEL, 1938), e foi considerado erradicado em 1968,
com o ultimo foco registrado no estado do Rio de Janeiro (LANGENEGGER et al., 1960).
Desde 1999, ap6s os relatos nos estados de Pernambuco e Alagoas (MOTA et al., 2000), a
doenca vem sendo notificada de forma progressiva em quase todas unidades federativas
brasileiras (Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento - MAPA, 2015).

A prevencdo e o controle do mormo dependem de programas sanitarios especificos,
com deteccdo precoce dos animais infectados, eliminacdo dos positivos, rigoroso controle de
movimentacdo e de aglomeracfes de animais susceptiveis, interdicdo e higienizacdo das
instalagdes e utensilios, bem como monitoramento soroldgico dos animais ap6s saneamento
dos focos (ELSCHNER et al., 2017). No Brasil as acdes de vigilancia e defesa sanitaria dos
equideos sdo coordenadas pelo MAPA, por meio do Programa Nacional de Sanidade dos
Equideos - PNSE (MAPA, 2008), cujas principais medidas sanitarias sdo o controle de
transito e de eventos de aglomeracdo de equideos, bem como o saneamento dos focos
detectados (MAPA, 2004).

A Fixacdo do Complemento (FC) é o teste prescrito pela Organizacdo Mundial de

Satde Animal (OIE) para o diagnéstico do mormo visando a certificacdo para transito



internacional (OIE, 2015). No Brasil, a FC é o teste de triagem realizado em laboratorio
oficial ou da rede de laboratdrios privados credenciados pelo MAPA (BRASIL, 2004). Apesar
do amplo emprego da FC para diagndstico do mormo, sdo poucos 0s estudos sobre a
avaliacdo do seu desempenho. Os resultados dos trabalhos demonstram que hé variacdo do
desempenho do teste dependendo do antigeno utilizado (KHAN et al., 2011; LAROUCAU et
al., 2016) e da situacdo epidemioldgica da populacdo alvo endémica versus livre (KHAN et
al., 2012).

Considerando que, no Brasil, o teste de FC é realizado com antigenos importados
(c.c.pro - Alemanha e USDA - USA) e que recentemente foi desenvolvido um antigeno
nacional (Biovetech, Recife) este trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar o

desempenho do antigeno brasileiro para diagnéstico do mormo.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1. Mormo

O mormo é uma zoonose altamente contagiosa geralmente fatal provocada pela
Burkholderia mallei que afeta principalmente solipedes, particularmente cavalos, burros e
asininos. E uma doenca antiga que se acredita ter acompanhado a domesticagdo precoce de
cavalos. Foi descrita pela primeira vez por Aristoteles na Grécia em meados do século Ill,
mencionado em “A Megera Domada” (1623) no Ato II Cena II de Shakespeare para descrever
o estado risivel do cavalo de Petruchio. A doenca também faz uma aparicdo no capitulo 28 de
Alexandre Dumas "Os Trés Mosqueteiros” (1844-1845), como uma enfermidade comum de

cavalos.

2.1.1. Etiologia

O agente causador do mormo é a bactéria Burkholderia mallei, gram-negativa, sem
motilidade, ndo esporulada e facultativamente intracelular. Inicialmente classificada como
Bacillus mallei (FLUGGE, 1967), Malleomiyces mallei (MERCHANT e PACKER, 1967) e
Pseudomonas mallei (WETMORE e GOCHENOR, 1956; SMITH e CHERY, 1957; ROGUL
et al., 1970), a Burkholderia mallei foi finalmente classificada no género Burkholderia,
baseado nas sequéncias 16s de rRNA e na homologia DNA-DNA de B. mallei e B.
Pseudomallei (YABUUCHI et al., 1992).

A Burkholderia mallei foi isolada pela primeira vez em 1882 a partir de amostras de
figado e baco. Seu isolamento pode ser realizado em Agar batata glicerinado a 1% e sob
aerobiose a 37 °C. Ap0s 48 horas de cultura, foram observadas colénias Umidas, vigosas, lisas
e confluentes, que tomam aspecto achocolatado decorridos 72 horas (SCHADEWALDT,
1975; MEGID et al., 2016).

Sensivel a desinfetantes comuns como iodo, cloreto mercurio em alcool, permanganato
de potassio, cloreto de benzalcénio (1/2000), hipoclorito de sodio (500 ppm de cloro
disponivel), etanol a 70%, glutaraldeido a 2% e menos suscetiveis a desinfetantes fendlicos.
Em éareas contaminadas, a Burkholderia mallei pode sobreviver por mais de seis semanas a
varios meses (OIE, 2015).

2.1.2. Epidemiologia
O Mormo foi descrito pela primeira vez no Brasil em 1811, pela introducdo de animais

infectados na ilha de Marajo, importados da Europa regido do Porto em Portugal



(PIMENTEL, 1938). Em 1896, um novo surto foi descoberto na Companhia Paulista de
Viacdo, que utilizava equideos de tragdo para os bondes. Entre 1908 e 1909, o0 mormo
acometeu grande numero de animais do Exército Brasileiro. Em virtude dessa epidemia, foi
fundada a primeira escola de veterinaria do pais em 1910, pelo tenente coronel Jodo Muniz
Barreto de Aragdo Patrono da Medicina Veterinaria no Brasil.

O Mormo foi erradicado com éxito da Europa, América do Norte e Australia durante a
primeira metade do século 20, através de teste soroldgico rigoroso e abate macigo de animais
infectados (MAREK e MANNINGER, 1945; DERBYSHIRE, 2002).

Novos casos de mormo foram registrados no Brasil em 1960 e 1967 no Rio de Janeiro, e
em seguida em 1968 em Sédo Lourengo da Mata, Pernambuco (LANGENEGGER et al., 1960;
MEGID et al., 2016). A doenca foi considerada erradicada em 1968, reemergindo nos estados
de Pernambuco e Alagoas em 1999 (MOTA et al., 2000). Desde entdo a doenga vem sendo
notificada de forma progressiva em quase todas unidades federativas (MAPA, 2015).

A prevaléncia atual do mormo em todo o mundo é considerada reduzida, embora a
doenca ainda seja endémica na Africa, Asia, Oriente Médio e América Latina, incluindo o
Brasil (seria em areas restritas). Um fato preocupante foi a doenca ter recuperado o status de
uma doenca reemergente nas ultimas duas décadas, como o ressurgimento de focos em um

numero crescente de paises, conforme demonstrado na tabela 1.

Tabela 1. Incidéncia de Focos de Mormo no mundo entre 2004-2016 de acordo com a OIE

Ano Pais

2004 Emirados Arabes Unidos

2005 Brasil; Mongolia

2006 Brasil; india;Filipinas

2007 Brasil; Filipinas; india; Ir4; Mongolia; Russia; Turquia

2008 Brasil; india;Ird;Mongoélia; Turquia

2009 Afeganistdo; Brasil; India; Ird; Kuwait; Mongdlia; Myanmar; Siria; Turquia
2010 Brasil; india;Ird; Iraque; Kuwait; Mongolia; Myanmar; Paquistio; Siria; Turquia
2011 Afeganistdo; india;Libano

2012 Brasil

2013 Brasil

2016 Alemanha




(AL-ANI et al., 1998; ARUN et al., 1999; BAZARGAN! et al., 1996; ODONTSETSEG et al.,
2005; SCHOLZ et al., 2006; ELSCHNER et al., 2009; HORNSTRA et al., 2009; MALIK et
al., 2009; NAUREEN et al., 2007; MOTA et al., 2010; WAHID, 2010; WERNERY et al.,
2011).

2.1.3. Patogenia e Transmissao

Burkholderia mallei infecta o organismo animal por contato com a pele lesionada, com
as mucosas ou pela inspiracdo de particulas secas contendo a bactéria. Este contato com o
animal ocorre, principalmente, por via oral, mediante o consumo de &gua e alimentos
contaminados. A bactéria chega aos linfonodo da regido da cabeca, mesentéricos e dissemina-
se pelo organismo por via linfo-hermaética, localizando-se nos pulmdes, rins, bago, figado e
articulagdes (KHAN et al., 2013; MEGID et al., 2016).

A doenca do mormo é aguda e caracterizada por febre e sinais respiratorios em asininos
e muares,causando inchaco das narinas, dispneia e pneumonia. Os animais vdo a Obito em
poucos dias. Por outro lado, em cavalos, a doenca tem um curso mais cronico e 0s animais
podem sobreviver por varios anos. Os cavalos doentes apresentam descarga nasal purulenta,
pela presenca de pustulas inflamatorias, Ulceras na concha e no septo nasal e inchago nos
linfonodos submaxilares. Nos pulmdes, ocorre formacéo de abcessos avermelhados com uma
zona central necrética. Estas lesdes causam debilidade progressiva nos animais, com
episodios de febre, tosse e dispneia. Diarréia e polilria podem estar presentes. Podem ocorrer
abcessos ou Ulceras secas na pele (OIE, 2015).

A secrecdo nasal ou da pele de animais com mormo contém grande quantidade de
bactérias viaveis podendo contaminar o ambiente e equipamentos, inclusive as ferramentas de
casgueamento ou de adestramento que somado ao contato intimo entre os animais contribui
para a propagacdo da doenca (KHAN et al., 2013). Moscas domesticas também podem
transmitir a doenca de um animal a outro, como vetor mecanico (LOPEZ et al., 2006).

O fluxo de portadores assintoméaticos para comercializacdo, reproducdo e praticas
esportivas € a mais importante forma de disseminagdo da doenca entre as criacdes (KHAN et
al., 2013). Por isso, acdes de vigilancia epidemiologica baseadas no resultado de testes
diagnostico sejam fundamentais para evitar sua propagacdo ou 0 reaparecimento em areas

livres.



Cavalos com mormo na forma cronica e aqueles com a infec¢do subclinica atuam como
fonte de infeccdo para equideos saudaveis, pois a bactéria é eliminada de forma continua ou

intermitente nesses animais (WITTIG et al., 2006).

2.1.4. Prevencao

A prevencdo e o controle do mormo dependem de programas sanitarios especificos,
com deteccdo precoce dos animais infectados, eliminacdo humanitéria dos positivos, rigoroso
controle de transito animal, isolamento e higienizacdo das instalaces e utensilios da criacdo
afetada (OIE, 2015).

Uma etapa necessaria para o controle e erradicacdo da doenca é a identificacdo dos
animais verdadeiramente infectados dentro de uma populagéo, fato que exigem um teste de
diagnéstico com sensibilidade alta. Além disso, € importante que os testes de diagndstico
também tenham elevada especificidade, para evitar diagnosticos falso-positivos, que podem
levar a eliminacdo de animais saudaveis e ao questionamento de laudos de diagndstico,

prejudicando programas de controle e erradicacéo.

2.1.5. Controle e Legislacdo

O Brasil possui o terceiro maior rebanho de equinos do mundo e o maior da América
Latina, sendo exportador tanto de cavalos vivos, quanto de carne equina. Como boa parte dos
paises importadores de cavalos do Brasil é livre da doenca, o aparecimento de casos de
mormo tem afetado este mercado (LIMA e CINTRA, 2016).

No Brasil as a¢des de vigilancia e defesa sanitaria dos equideos sdo coordenadas pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, por meio do Programa Nacional de
Sanidade dos Equideos — PNSE, instituido pela INSTRUCAO NORMATIVA N° 17, DE 8
DE MAIO DE 2008. O PNSE visa ao fortalecimento do complexo agropecuério dos equideos,
por meio de acBes de vigilancia e defesa sanitaria animal, através das seguintes atividades: | -
educacdo sanitéria; 1l - estudos epidemiolégicos; Il - controle do transito; IV -
cadastramento, fiscalizacdo e certificacdo sanitaria; e V - intervencdo imediata quando da
suspeita ou ocorréncia de doenca de notificacdo obrigatéria. As acdes previstas no PNSE em
cada unidade da federagdo sdo de responsabilidade das respectivas Secretarias de Agricultura
ou agéncias de defesa agropecuaria (MAPA, 2008).

De acordo com a INSTRUCAO NORMATIVA N° 24, DE 05 DE ABRIL DE 2004, que
estabelece as normas para controle e erradicacdo do Mormo no Brasil, como também institui a

técnica de fixacdo do complemento como teste diagnostico de triagem e trénsito no Brasil,



descrevendo a técnica detalhadamente, outras medidas s&o o controle de trénsito e de eventos
de aglomeracdo de equideos, bem como o saneamento dos focos detectados. Todas as
medidas sdo baseadas nos resultados de testes soroldgicos realizados por laboratérios
privados credenciados pelo MAPA ou por laboratorios oficiais do MAPA (MAPA, 2004).

2.1.6. Tratamento

O tratamento é contraindicado, mesmo existindo farmacos antimicrobianos como
sulfonamidas/trimetoprima, imipeném, cloranfenicol, cefotaxima, doxiciclina, rifampicina e
eritromicina. S&o de baixa eficacia em virtude da viabilidade intracelular do microorganismo
em fagocitos e da dificuldade de atingirem concentracdes satisfatorias no interior dos focos
piogranulomatosos, e ainda os riscos de transmissdo ao homem e outros animais (MEGID et
al., 2016).

2.1.7. Diagnostico

A técnica de FC é bastante laboriosa envolvendo varios fatores como descrito seguindo
as IN 24 de 2004. O teste de FC é um método soroldgico usado para determinar a presenca ou
semi-quantificar anticorpos (Ac) ou antigenos (Ag) inibicdo da Fixacdo do complemento em
uma amostra, utilizando a acdo do sistema do complemento. (MAPA, 2004; 2016). O sistema
complemento é um conjunto de proteinas séricas que tem por funcédo ajudar na eliminacdo de
microorganismo invasor. Este sistema funciona em cascata e possui trés vias. O teste de
fixacdo do complemento tem como base a via classica, onde o complemento liga-se ao sitio
ativo formado pelo complexo antigeno- anticorpo. O complexo Ag-Ac quando moléculas de
anticorpos se ligam ao antigeno, os sitios ativos da regido Fc tornam-se disponiveis para a
ligacdo do complemento. A ativacdo do sistema complemento por anticorpos ligados
antigenos resulta na formacdo de complexos de ataque a membrana que podem romper a
membrana celular. Se o anticorpo é ligado a antigenos adsorvidos nas hemécias, estas sdo
destruidas e ocorre hemdlise (TIZARD e YAWEI, 1998; VAZ et al., 2007).

A FC é o teste prescrito pela Organizacdo Mundial de Sadde Animal (OIE) para o
diagndstico do mormo visando a certificacdo para transito internacional (OIE, 2015). No
Brasil a prova sorolégica de FC é o teste oficial prescrito pelo MAPA (Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento) para o diagndstico do mormo e deve ser realizada em
laboratorio oficial ou credenciado (BRASIL, 2004).

A OIE considera crucial a aplicacdo rigorosa do controle de qualidade na formulacdo

dos antigenos da FC do complemento e do sistema hemolitico utilizado no teste, uma vez que



a sensibilidade e a especificidade do teste de FC sdo criticamente dependentes do antigeno
empregado (OIE, 2015).

Apesar do amplo emprego da FC para diagnostico do mormo, poucos relatos avaliaram
seu desempenho. Elschner et al. (2011) avaliaram o teste de FC usando o antigeno c.c.pro
(GmbH, Oberdorla, Alemanha) e encontraram sensibilidade alta, pois apresentou 205
positivos na FC de 205 considerados verdadeiros positivos) e especificidade a partir de 1.212
negativos na FC de 1.282 considerados verdadeiros negativos, portanto 70 falsos positivos.
Khan et al. (2011) compararam a sensibilidade e a especificidade de trés antigenos comerciais
usados na FC para diagnostico do mormo: antigeno c.c.pro (Alemanha), antigeno CIDC
(Central Veterinary Institute of Wageningen UR, Holanda) e antigeno USDA (United States
Department of Agriculture, Estados Unidos) (Tabela 2).

Khan et al. (2012) avaliaram os antigenos c.c.pro e CIDC para o diagnéstico do mormo
em regides endémicas e livres, onde foram utilizados 1.678 soros do Paquistdo e 200 soros da
Alemanha, respectivamente. Ambos antigenos apresentaram alta sensibilidade (Tabela 3). A
especificidade foi semelhante para os testes com soro da area endémica e variou para 0S SOros
da éarea livre. Assim, os resultados demonstram diferentes desempenhos do mesmo teste de
FC em diferentes situac6es epidemioldgicas (Tabela 3).

No Brasil, Silva (2014) comparou o desempenho da FC empregando os antigenos
c.c.pro e USDA ao teste usando o western blotting (WB). Foram utilizadas 456 amostras
séricas de animais provenientes de propriedades dos Estados de Pernambuco, Ceard, Distrito
Federal, Sdo Paulo, Espirito Santo e Parana com histérico de mormo e/ou submetidas a
vigilancia através da abertura de foco pelas Secretarias de Defesa Animal (SDA). A
sensibilidade observada foi de 14,5% utilizando o antigeno USDA e 28,3% com o antigeno
c.c.pro. Ja especificidade da FC com o antigeno c.c.pro foi de 93,1% e a do antigeno USDA
de 94,1%.

Tabela 2. Sensibilidade e especificidade dos antigenos para diagndstico de Mormo.

Antigeno Sensibilidade Especificidade
(Pais) (%) (%)
C.C.PRO (Alemanha) 100,0 97,5
I I I 1
CIDC (Holanda) 99,39 96,5

I
USDA (Estados Unidos) 62,19 100,0




Tabela 3. Avaliacdo dos antigenos c.c.pro e CIDC para o diagnéstico do mormo em regides

endémicas e livres

Classificacao i e o
q Antigeno Sensibilidade Especificidade
e

. Pais % %
Area de Risco ( ) e) )
c.c.PRO 100,00 75,71

Endémica : . .
CIDC 100,00 77,45

I I I I 1
c.c.PRO 100,00 94,79

Livre . : .
CIDC 100,00 93,75

Globalmente, os resultados dos trabalhos apresentados demonstram que ha variacdo do
desempenho da FC para diagnostico do mormo, dependendo do antigeno utilizado (c.c.pro,
USDA e CIDC), a situacdo epidemiolégica da populagdo onde os soros foram colhidos para o
teste (endémica x livre). Além disso, os protocolos empregaram método de FC preconizado
pela OIE desde 2008.

Além da FC, outros testes podem ser empregados para diagnostico do mormo. No
Brasil, o teste de inoculacdo intradérmica de PPD-maleina é usado como teste confirmatorio.
Mais recentemente, o0 WB passou também a ser adotado como prova confirmatéria (MAPA,
2016). Entretanto, a prova de inoculacdo intradérmica de PPD-maleina possui as maiores
limitacbes para uso. De acordo com as recomendacdes da OIE (2015), o teste ndo é
recomendado por poder comprometer o bem-estar dos animais, embora possa ser Util em areas
remotas endémicas, onde o transporte de amostras ou condicionamento sejam dificeis. Este
exame causa desconforto no animal, principalmente no caso de reacdo positiva e depende de
uma interpretacdo também relativamente subjetiva.

O teste de WB foi desenvolvido na Alemanha (ELSCHNER et al., 2011) e o laboratério
que o desenvolveu forneceu antigeno para laboratérios oficiais do governo brasileiro
(LANAGRO) para a realizacdo do teste. Apesar de ser considerado sensivel e especifico, a
interpretacdo do resultado possui carater subjetivo e o ensaio é de dificil repetibilidade e
reprodutibilidade.

A reacdo de polimerase em cadeia (PCR) para deteccdo de DNA de B. mallei pode ser

usada para confirmacdo da presenca do agente causal do mormo, principalmente em lesdes
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post mortem. Porém, o teste tem pouca utilidade em animais vivos, pois o principal material
coletado € sangue, que costuma ndo apresentar a bactéria causadora do mormo. Conforme a
OIE (2015), a sensibilidade da PCR em amostras clinicas é desconhecida. Um resultado
negativo, portanto, ndo é a prova de auséncia de B. mallei na amostra e, portanto, outros
meios de diagnostico devem ser aplicados para a confirmacéo.

Os ensaios imunoenzimaticos, principalmente o ensaio de imunoadsor¢do enzimatica
(ELISA), séo considerados mais adequados para diagndstico de inquéritos epidemioldgicos,
por serem de fécil execucdo, permitirem a automatizacdo e tem carater de leitura objetivo
(OIE, 2015).
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4 - EXPERIMENTO

Desempenho da fixacdo do complemento para diagnostico do mormo
utilizando antigeno de cepas brasileiras de Burkholderia mallei
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Desempenho da fixa¢do do complemento para diagnostico do mormo utilizando
antigeno de cepas brasileiras de Burkholderia mallei

Complement Fixation Performance for the diagnostic of glanders using antigen from
Brazilian strains of Burkholderia mallei

Paulo Castelo Branco de Gouveia Filho & Roberto Soares Castro

Departamento de Medicina Veterinéria, Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Recife-PE,
Brasil.

Resumo

0 mormo é uma zoonose frequentemente fatal que afeta equinos, asininos e muares,
causada pela Burkholderia mallei. A Fixacao do Complemento (FC) é o teste prescrito
pela Organizacdo Mundial de Satide Animal (OIE) para seu o diagndstico. Este trabalho
foi conduzido com o objetivo de avaliar o desempenho da FC empregando antigeno
(Biovetech, Recife Brasil), produzido com cepas brasileiras de B. mallei para diagnéstico
do mormo comparativamente ao antigeno c.c.pro (GmbH, Oberdorla, Alemanha), que
emprega cepas da luguslavia, India e Indonésia. Os testes foram realizados em paralelo
utilizando o protocolo de incubacao a frio (4°C, 12 horas) da mistura soro, complemento
e antigeno. Dos 259 soros avaliados, 102 e 133 apresentaram resultado positivo e
negativo, respectivamente, em ambos os testes. Vinte e quatro soros negativos no teste
com antigeno c.c.pro apresentaram resultado positivo no teste com antigeno Biovetech.

O indice de concordancia ajustada kappa calculado foi 0,81, considerado quase perfeito.

Palavras chave: Burkholderia mallei, equino, diagnostico

Abstract

Glanders is an often fatal zoonosis that affects horses, donkeys and mules, caused by
Burkholderia mallei. Complement Fixation (CF) is the test prescribed by the World
Organization for Animal Health (OIE) for its diagnosis. This work was conducted with
the objective of evaluating the performance of CF using antigen produced with Brazilian
strains of B. mallei (Biovetech, Recife Brazil) for the diagnosis of glanders compared to
the antigen c.cpro (GmbH, Oberdorla, Germany), which employs strains from
Yugoslavia, India and Indonesia. The tests were performed in parallel using the protocol
of cold incubation (4 ° C, 12 hours) of the serum, complement and antigen mixture. Of

the 259 sera evaluated, 102 and 133 presented positive and negative results,
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respectively, in both tests. Twenty-four negative sera in the c.c.pro antigen test showed a
positive result in the Biovetech antigen test. The calculated concordance index kappa

was 0.81, considered almost perfect.

Keywords: Burkholderia mallei, horse, diagnostic

INTRODUCAO

O mormo é uma zoonose frequentemente fatal que afeta equinos, asininos e muares,
causada pela Burkholderia mallei, bactéria gram-negativa, imovel, parasita intracelular (Khan
et al., 2013). Os animais acometidos apresentam febre alta, sinais respiratorios e lesbes
cutaneas. A doenca geralmente é de evolugdo aguda em asininos e muares, porém cronica em
equinos, com evolucdo em dias a anos (KHAN et al., 2013).

O mormo é uma doenca de notificacdo obrigatoria, segundo a Organizacdo Mundial
de Saude Animal — OIE (OIE, 2017a). Apesar de ter a prevaléncia global consideravelmente
reduzida, com erradicacdo na Europa, América do Norte e Australia, 0 mormo é endémico na
Africa, Asia, Oriente Médio e América do Sul, inclusive no Brasil, e vem reemergindo com
relatos de focos em nimero crescente de paises (OIE, 2017b), inclusive na Alemanha, ap6s 60
anos de erradicacdo (ELSCHNER et al., 2016).

No Brasil o foi registrado pela primeira vez em 1811, introduzido por animais
infectados importados da Europa (PIMENTEL, 1938), e foi considerado erradicado em 1968,
com o ultimo foco diagnosticado no estado do Rio de Janeiro (LANGENEGGER et al.,
1960). Desde 1999, apds os relatos nos estados de Pernambuco e Alagoas (MOTA et al.,
2000), a doenca foi notificada de forma progressiva em 25 das 27 unidades federativas
brasileiras (OIE, 2017b).

A prevencédo e o controle do mormo dependem de programas sanitarios especificos,
com deteccdo precoce dos animais infectados, eliminacdo dos positivos, rigoroso controle de
movimentacdo e de aglomeragdes de animais susceptiveis, interdicdo e higienizacdo das
instalacGes e utensilios, bem como monitoramento soroldgico dos animais apds saneamento
dos focos (ELSCHNER et al., 2017). No Brasil as acfes de vigilancia e defesa sanitaria dos
equideos sao coordenadas pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento - MAPA,
por meio do Programa Nacional de Sanidade dos Equideos — PNSE (MAPA, 2008), cujas
principais medidas sanitarias sdo o controle de transito e de eventos de aglomeracdo de

equideos, bem como o saneamento dos focos detectados (MAPA, 2004).
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Os métodos de diagndstico bacterioldgicos classicos, bem como as modernas técnicas
moleculares, ttm se mostrado insuficientes para deteccdo do organismo durante a infeccdo
assintomatica. Portanto, a identificacdo desses animais portadores € o maior desafio para o
controle do mormo (MALIK, 2016; ELSCHNER et al., 2017). A Fixacdo do Complemento
(FC) é o teste prescrito pela OIE para o diagnéstico do mormo visando a certificacdo para
transito internacional (OIE, 2015). No Brasil, a FC é o teste de triagem realizado em
laboratorio oficial ou na rede de laboratérios privados credenciados pelo MAPA. Apesar do
amplo emprego da FC para diagnostico do mormo, sdo poucos o0s estudos sobre sua avaliacao.
Os resultados dos trabalhos demonstram que ha variacdo do desempenho do teste dependendo
do antigeno utilizado (KHAN e al., 2011; LAROUCAU et al., 2016) e da situacdo
epidemioldgica da populagédo alvo (endémica ou livre) (KHAN et al., 2012).

Considerando que, no Brasil, o teste de FC tem sido realizado com antigenos
importados (c.c.pro - Alemanha e USDA - USA) e que recentemente foi desenvolvido um
antigeno produzido com cepas brasileiras de B. mallei (Biovetech, Recife) este trabalho foi

conduzido com o objetivo de avaliar seu desempenho para diagnéstico do mormo.

MATERIAL E METODOS
Local dos testes

Os testes foram realizados no Laboratdrio da Sociedade Nordestina dos Criadores
(LSNC), credenciado pelo MAPA para diagnostico do Mormo e da Anemia Infecciosa
Equina, sob a portaria n® 87 DE 27/06/2014.

Fixagdo do complemento

Antigenos

1) c. c. pro (GmbH, Oberdorla, Alemanha).

Extrato de B. mallei (cepas Zargreb, luguslavia; Mukteshwar, india; e Bogor, Indonésia) em
PBS com 0,5% de fenol.

2) Biovetech (Recife, Brasil)

Extrato semi-purificado de B. mallei (cepas brasileiras) em PBS com 0,5% de fenol.

Teste
Os testes de fixagdo do complemento foram realizados em paralelo empregando
antigenos c.c.pro e Biovetech, sob as mesmas condicGes. O protocolo utilizado foi de

incubacdo a frio (4°C, 12 horas) da mistura soro, complemento e antigeno, realizado
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conforme a instrugdo normativa n° 12 de 29 de Janeiro de 2004 (MAPA, 2004).
Desenho e andlise estatistica

O experimento foi delineado para verificar a similaridade do teste FC realizado com
dois antigenos, empregando 0s mesmos constituintes do teste (diluentes, complemento,
hemécias e hemolisina). Como ndo existe um padrdo para ser usado como referéncia, a
comparacéo foi feita pelo nivel de concordancia entre os testes, empregando o teste Kappa,
que mede o nivel de concordancia além da concordéncia que pode ser obtida por acaso
(McGINN et al., 2004).

O numero minimo de amostras para a comparacdo dos resultados da FC com dois
antigenos foi determinado conforme a formula n > z2.p.(1-p)/e2 (TDR Diagnostics Evaluation
Expert Panel, 2010). Onde: z = 1,96 para 95% de intervalo de confianca; p = 0,99 (para 99%
de sensibilidade - Se) ou 0,88 (para 88% de especificidade - Sp); e = 0,05 (5% de erro) / e =
0,05 (5% de erro) respectivamente. A sensibilidade e a especificidade esperadas foram
estimadas com base nas médias das publicacbes disponiveis (KHAN et al., 2011/2012).
Assim, 0 nimero minimo calculado de amostras positivas foi 15 e 0 nimero minimo de
amostras negativas, 138.

Para analise foram consideradas apenas as amostras que apresentaram resultado
conclusivo (positivo ou negativo) nos testes. A concordancia entre os resultados obtidos com
os dois antigenos foi estimada com base no indice de concordancia ajustada — kappa,

calculado e interpretado conforme McGINN et al. (2004).

Tabela 1 - Classificacdo qualitativa dos valores kappa como grau de concordancia além da
chance

Valor de Kappa Grau de concordancia além da chance
0 Nenhum
0-0,2 Fraco
0,2-0,4 Razoavel
0,4-0,6 Moderado
0,6-0,8 Substancial
0,8-1,0 Quase perfeito

Fonte: McGINN et al. (2004).
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Amostras
Para comparacdo dos testes foram utilizadas 259 amostras de soro equino, distribuidos

em cinco grupos (Tabela 1).

Tabela 2 - Distribuicdo das 259 amostras séricas de equinos utilizadas para comparagdo do
teste de fixacdo do complemento para diagndstico do mormo empregando

antigenos c.c.pro e Biovetech.

Grupo n Origem Histdrico

Gl 31 PE Animais de um rebanho endémico positivos no WB e
sacrificados pelo Servigo Veterinario Oficial
Gl 66 PE Animais originarios de um rebanho endémico monitorado com

ELISA para o mormo durante um ano

G Il 34 Diversas Amostras submetidas a teste de rotina no LSCN
G IV 79 Diversas Amostras submetidas a teste de rotina para mormo
GV 51 Diversas Painel de amostras Lanagro PE

c.c.pro (GmbH, Oberdorla, Alemanha), Biovetech (Recife, Brasil).

RESULTADOS

Os resultados dos testes das 259 amostras estdo apresentados na tabela 2, onde observa-
se 102 (39,4%) resultados positivos e 157 (60,6%) negativos no teste de FC empregando o
antigeno c.c.pro; o teste realizado com o antigeno Biovetech mostrou 126 (48,6%) amostras
positivas e 133 (51,4%) negativas.

Dos 259 soros avaliados, 102 e 133 apresentaram resultado positivo e negativo,
respectivamente, em ambos os testes. Vinte e quatro soros negativos no teste com antigeno
c.c.pro apresentaram resultado positivo no teste com antigeno Biovetech. O indice de
concordancia ajustada kappa calculado foi 0,81 (Tabela 3), considerado quase perfeito
(McGinn et al., 2004). Os 24 soros com resultados divergentes, negativos no teste com
antigeno c.c.pro e positivos no Biovetech, estdo distribuidos entre 0s grupos da seguinte
forma: G |, 2/31 (6,46%) soros; G 11, 3/64 (4,69%); G Il1, 1/34 (2,94%); G IV, 17 (21,52%); e

G 5, 1/51 (1,96%). Informacdes de testes anteriores foram rastreadas de cinco desses 24
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animais. Dois animais divergentes do G | foram sacrificados por serem positivos no WB,
realizado conforme Elschner et al. (2011); dos 3 divergentes do G Il, 2 apresentavam

resultado positivo no ELISA e 1 negativo.

Tabela 3 - Distribuicdo dos resultados de soros equinos testados pela fixagdo do complemento

com antigenos c.c.pro e Biovetech para diagnostico do mormo.

c.c.pro Biovetech

Grupo n Positivo (%) Negativo (%) Positivo (%) Negativo (%)

| 31 23 (74,2) 8 (25,8) 25 (80,6) 6 (19,4)
I 64 2(3,1) 62 (96,9) 5 (7,8) 59 (92,2)
1 34 1(2,9) 33 (97,1) 2 (5,9) 32 (94,1)
\Y, 79 28 (35,4) 51 (64,6) 45 (57,0) 34 (43,0)
Y 51 48 (94,1) 3(5,9) 49 (96,1) 2 (3,9)
Total 259 102 (39,4) 157 (60,6) 126 (48,6) 133 (51,4)

Tabela 4 - Andlise da concordancia ajustada (Kappa) dos resultados de soros equinos testados

pela fixacdo do complemento com antigenos c.c.pro e Biovetech para diagndstico

do mormo.
c.C. pro
Antigeno - -
Positivo Negativo Total
Positivo 102 24 126
Biovetech
Negativo 0 133 133
Total 102 157 259

Kappa = 0,81 (concordéncia quase perfeita; MCGINN et al., 2004).

DISCUSSAO

Desde 2000 o mormo tem sido progressivamente relatado em diversos estados
brasileiros, onde as medidas sanitarias envolvem, basicamente, o controle de transito e o
saneamento dos focos. Essas medidas sdo apoiadas em testes sorolégicos, sendo a FC o teste
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de triagem, conforme preconizado pela OIE (2015). Os testes tém sido realizados com
antigenos importados — USDA, o mais empregado, e c.c. pro.

Até 0 momento ndo havia descricdo de um teste de FC com cepas de B. malei de origem
brasileira para diagnostico do mormo. A OIE considera crucial o controle de qualidade na
formulacdo dos antigenos, uma vez que a sensibilidade e a especificidade da FC séo
criticamente dependentes do antigeno utilizado (OIE, 2015).

Na auséncia de material de referéncia, foi escolhido o antigeno c.c.pro para efeito
comparativo, pois 0 mesmo tem mostrado sensibilidade superior ao antigeno USDA (KHAN
e al., 2011; LAROUCAU et al., 2016). O protocolo de incubacédo adotado foi a frio, pois
resulta em incremento na sensibilidade da FC comparativamente a incubagéo a quente (37°C,
1 hora) (KHAN et al, 2014).

Globalmente os antigenos c.c.pro e Biovetech tiveram desempenho equivalente, com
grau de concordancia além do acaso, Kappa, quase perfeito. Deve-se notar que o valor Kappa
ndo da nenhuma indicacdo qual dos testes é melhor. Um bom acordo pode indicar que ambos
os testes séo igualmente bons ou igualmente ruins (VIERA and GARRET, 2005).

Para avancar na avaliacdo dos testes, as amostras divergentes foram analisadas com base
no histérico dos animais, quando disponivel. Quatro dos cinco animais rastreados
apresentavam resultado positivo ou no ELISA ou no WB. Esses resultados indicam que o
teste com o antigeno Biovetech é mais sensivel.

A diferenca na sensibilidade entre os antigenos pode estar relacionada a variabilidade
genotipica e fenotipica das cepas empregadas na elaboragdo dos antigenos. Ao evoluir a partir
de B. pseudomallei, um organismo de solo metabolicamente versatil, para um patégeno de
mamifero obrigatorio altamente especializado, B. mallei desenvolveu importante capacidade
adaptativa do seu genoma que permitiu infectar multiplos hospedeiros com extraordinaria
capacidade para evadir das respostas imunes adaptativas (NIERMAN et al., 2004; GALYOV
et al., 2010). Diferencas fenotipicas entre cepas de B. mallei que possam interferir no
diagndstico soroldgico do mormo nédo sdo estudadas extensamente. Foi demonstrado que uma
simples inser¢do no genoma de duas cepas de B. mallei interrompeu a expressao da porcéo O-
PS do lipopolissacarideo (LPS) de B. mallei, importante constituinte antigénico. Essas
variantes antigénicas nao reagiram com soro policlonal anti-LPS de B. mallei (BURTNICK et
al., 2002). Tem sido relatado maior sensibilidade da FC realizada com antigenos elaborados
com mistura de cepas (Zargreb, Mukteshwar e Bogor), como o c.c.pro, do que com uma Unica
cepa, como € o caso do antigeno USDA (KHAN et al., 2011; LAROUCAU et al., 2016). A

maior sensibilidade da FC empregando o antigeno Biovetech, elaborado com cepas
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brasileiras, pode ser, em parte, explicada devido & sua maior possibilidade de similaridade
antigénica com as cepas circulantes na populacao testada.

Adicionalmente deve-se considerar variacbes na composicdo dos antigenos. A
estrutura antigénica de B. mallei é formada por uma fracdo proteica, de composi¢cdo muito
variada, e outra de LPS (BURTNICK et al., 2002). Ambos antigenos utilizados sdo descritos
genericamente como extratos de culturas de B. mallei, sem detalhamento da composic¢do ou
do processo de obtencdo, que é determinante para a composi¢cdo final do antigeno, sua
imunoreatividade e, consequentemente, o desempenho do teste. E necesséario, ainda,
considerar a concentracdo dos antigenos c.c.pro e Biovetech. O ensaio de limite de deteccdo
dos soros controles revelou que o antigeno c.c.pro reagiu com ambos os soros até a diluicdo
de 1:640, enquanto que o antigeno Biovetech reagiu até a diluicdo de 1:1.280 (dados néo
apresentados). Ambos antigenos foram titulados frente a soros produzidos in-house, sem a
prévia calibragdo com um soro de referéncia, o que pode afetar a sensibilidade analitica do
teste. Diferentes limites de detecgdo foram observados em teste de proficiéncia realizado entre
24 laboratdrios europeus de diagndstico do mormo (LAROUCAU et al., 2016).

O diagnostico laboratorial preciso € um ponto crucial para o sucesso de programas
sanitarios para prevencgdo e controle do mormo, inclusive para realizar inquéritos soroldgicos
com a finalidade de conhecer sua prevaléncia. Passo fundamental é a deteccdo e eliminagéo
de animais infectados, o que se consegue com testes de diagnostico com sensibilidade
elevada. Além disso, é importante que os testes de diagnostico também tenham elevada
especificidade, para evitar diagnésticos falso-positivos, que podem levar a indesejavel
eliminacdo de animais saudaveis.

O Brasil possui 0 terceiro maior rebanho equino do mundo e o maior da América
Latina, exporta tanto animais vivos quanto carne. Além do trabalho diario nas atividades
agropecuarias, 0s equinos progressivamente vém sendo utilizados para o lazer, esporte e
terapia. A renda anual gerada pelo Complexo do Agronegécio do Cavalo no Brasil totalizou,
em 2015, R$ 16,15 bilhdes, responsavel, direta e indiretamente, por 3 milhdes de pessoas
ocupadas (LIMA e CINTRA, 2016). Os diversos focos do mormo distribuidos em quase todas
unidades federativas brasileiras (OIE, 2017b) vém impactando as atividades equestres devido

as restricbes a movimentacdo e a aglomeracdo de equideos.

Concluséo
Com a disponibilizacdo de um antigeno brasileiro, com maior sensibilidade da FC,

espera-se contribuir para o controle do mormo e para evitar sua propagagdo no territorio
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nacional, com potencial reducdo das perdas econdmicas diretas e indiretas a equideocultura,
associadas a ocorréncia da doenca.
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