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RESUMO

Objetivou-se com esta pesquisa realizar um estudo epidemiolégico da infecgéo
por Burkholderia mallei em equideos procedentes de propriedades nos estados
de Pernambuco e Alagoas. Para o estudo epidemiolégico foram aplicados
questionérios investigativos em 6 propriedades focos (2017-2021) e 11 nao
focos e realizada andlise estatistica dos fatores associados a ocorréncia do
Mormo. No estudo epidemioldgico, observou-se associacao significativa para
as seguintes variaveis: objetivo da criacdo (comércio, esporte e trabalho nas
fazendas) (p=0,023); auséncia de informagdo a respeito das formas de
transmissdo da bactéria (p=0,034); ndo realizacado de exames periédicos para o
diagnéstico do Mormo (p=0,029); exigéncia de exame negativo na compra de
equinos (p=0,06); utilizacdo do sistema de criagcdo extensivo (p=0,027) e, por
fim, a menor frequéncia de higienizacdo das baias (p=001). Os resultados
obtidos auxiliam na implementagcdo de medidas de manejo que minimizam o

risco de transmissao da bactéria, reduzindo os casos da doenca na regiao.

Palavras-chave: epidemiologia, fator de risco, equideos.



ABSTRACT

The aim of this research was to carry out an epidemiological study
of Burkholderia mallei infection in equines from properties in Pernambuco and
Alagoas States. For the epidemiological study, investigative questionnaires
were applied to 6 outbreak properties (2017-2021) and 11 non-focus properties,
and statistical analysis of the factors associated with Glanders's occurrence was
performed. In the study, a significant association was observed for the following
variables: purpose of breeding (trade, sport and work on farms) (p=0.023); lack
of information about the forms of transmission of the bacteria (p=0.034); failure
to perform periodic examinations for the diagnosis of Glanders (p=0.029);
requirement of a negative test in the purchase of horses (p=0.06); use of the
extensive rearing system (p=0.027) and, finally, the lower frequency of cleaning
the stalls (p=001). The results obtained can help in the implementation of
management measures that minimize the risk of transmission of the bacteria,

reducing the cases of the disease in the region.
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1. INTRODUCAO

O mormo € uma doenca infectocontagiosa, zoonética, que acomete
principalmente os equideos, entretanto também pode acometer o homem,

carnivoros e, eventualmente, os pequenos ruminantes (MOTA, 2006).

E causado por uma bactéria denominada Burkholderia (B.) mallei.
Clinicamente, a doenca caracteriza-se principalmente por febre, linfangite,
nddulos cutaneos, tosse e corrimento nasal purulento. Primariamente, as
lesBes nodulares evoluem para Ulceras, que apdés a cicatrizacdo formam lesdes
em forma de estrela, ocorrendo com maior frequéncia na forma crbnica da
doenca, caracterizada pela forma cuténea, linfatica e respiratoria (MOTA,
2006).

No Brasil, esta zoonose foi descrita pela primeira vez em 1811, sendo
introduzida, possivelmente, por animais infectados importados da Europa
(PIMENTEL, 1938). Apos erradicagdo no pais em 1968, relatou-se, apds 30
anos, a ocorréncia em equideos nos estados de Pernambuco e Alagoas,
Nordeste do Brasil. De janeiro de 2005 até dezembro de 2016, 697 focos de
mormo foram registrados no pais, sendo que a regido Nordeste detém 61,4%
(428/697) do total de focos, suspeitando-se que esta zoonose nunca tenha sido
erradicada no territorio nacional (FONSECA-RODRIGUEZ; PINHEIRO
JUNIOR; MOTA, 2019).

Na Alemanha, em 2006, ocorreu um caso de mormo com equino
assintomatico importado do Brasil e com teste sorolégico negativo,
demonstrando os riscos de disseminacdo da bactéria no transito de animais
com a necessidade de conhecimento da epidemiologia e diagndéstico da
doenca (Elschner et al., 2009; OIE, 2018). Exceto este caso, esta zoonose é
considerada erradicada no continente europeu e mundialmente persiste em

alguns paises da Asia, Africa, Oriente Médio e América do Sul (OIE, 2020).

O Brasil possui 0 maior rebanho de equinos (Equus caballus) da
América Latina e o terceiro do mundo, com aproximadamente 6 milhdes de
animais e quando somados aos asininos (Equus asininus) e muares (Equus
asinus x Equus caballus), totalizam cerca de 8 milhdes de cabecas,

movimentando em média 7,3 bilhdes de reais por ano (IBGE, 2017). O mormo
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ocasiona grandes prejuizos aos proprietarios de animais, pois segundo a
Instrucdo Normativa n°6 de 16 de janeiro de 2018, a medida obrigatoria para o0s
casos positivos é a eutanasia dos animais positivos (BRASIL, 2018a).

No cenério que esta doenca se encontra, a andlise dos fatores
associados ao mormo no pais € importante para compreensdo epidemiologica
da enfermidade no territério nacional e para orientacdo na implementacdo de
medidas de controle e erradicacdo desta zoonose, visto que, até o presente
momento, nenhum estudo foi realizado no Brasil no intuito de pontuar e

associar os fatores de risco com focos da enfermidade.
2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Historico

No século Il e IV a.C., mais especificamente no ano de 425 a.C,
Hipocrates descreveu sintomas em equinos que sugeriam estar relacionados
ao mormo e em 350 a.C, Aristoteles o denominou de “malleu” (HOWE et al.,
1971). O mormo é considerado uma das mais antigas enfermidades de
equideos, sendo a bactéria (Burkholderia mallei) isolada pela primeira vez por
Friedrich Loeffler e Wilhelm Schutz em 1882 do figado e baco de um equino
(SCHADEWALDT, 1975). No Brasil, esta zoonose foi descrita pela primeira vez
em 1811, sendo introduzida, possivelmente, por animais infectados importados
da Europa (PIMENTEL, 1938).

Utilizada como material para bioterrorismo, essa bactéria é listada na
categoria B pelo Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC), nos
Estados Unidos (ROTZ et al., 2002). O agente atualmente é identificado pelo
cbdigo NCBI: txid 13373 pelo National Center for Biological Information (NCBI)
(NCBI, 2019). Foi utilizada pela Alemanha e Japdo na Primeira e Segunda
Guerra Mundial, respectivamente (WHEELIS, 1998; DARLING e WOODS,
2004). Além disso, na Guerra Afegd, os soviéticos foram acusados de terem
utilizado B. mallei para infectar Mujaheddin e matar seus cavalos (ALIBEK,
1999).

No século XX, paises como Estados Unidos da América, Canada e

Reino Unido implementaram programas de controle do mormo com base nas
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novas descobertas cientificas em patologia e bacteriologia, resultando na

erradicacdo do mormo nestes paises (SRINIVASAN et al., 2001).

Oficialmente, o ultimo foco de mormo tinha ocorrido no Brasil no
municipio de Sao Lourenco da Mata, Pernambuco em 1968. Apds esse
periodo, o mormo foi considerado erradicado no pais pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Entretanto, apés aproximadamente 30
anos, relatou-se sua ocorréncia em equideos nos estados de Pernambuco
(municipio de Cortés e Serinhaém) e Alagoas (municipio de Sédo José da Laje),
Nordeste do Brasil, suspeitando-se que a doenc¢a nunca tenha sido erradicada
do pais (MOTA et al., 2000).

2.2 Etiologia

O agente etiologico do mormo é Burkholderia mallei, bactéria que
morfologicamente se apresenta como cocobacilo Gram-negativo pleomofico,
isolado ou em pequenas cadeias, sem capsula, medindo de 2 a 5um de
comprimento por 0,5um de espessura, imovel e ndo formadora de esporos
(MOTA, 2006). Esta bactéria possui um nucleo, particulas citoplasmaticas e
trés camadas do componente de membrana da unidade exterior da parede
celular e uma capsula de lipopolissacarideo (AL-ANI et al.,1992). A capsula é
constituida por hidratos de carbono neutros e auxilia na protecdo a fatores
ambientais desfavoraveis (POPOV et al., 1995; FRITZ et al., 2000). E
considerada uma proteobactéria do grupo betaproteobactéria, ordem
Burkholderiales, familia Burkholderiaceae, género Burkholderia, espécie
Burkholderia mallei (NCBI, 2019).

Ao longo dos anos esta bactéria foi reclassificada conforme novas
descobertas eram feitas. Sendo asssim, em 1980, foi incluida na “Approved
Lists of Bacterial Names” com a nomeclatura de Pseudomonas mallei.
Entretanto, em 1992 foi reclassificada no género Burkholderia sp. devido a sua
composicédo celular, lipidica e acidos graxos, sua homologia ao RNA 16S que
esta relacionada as caracteristicas fenotipicas, bem como a semelhanca com
as espécies B. pseudomallei e B. tailandensis (BRETT et al., 1997; YABUUCHI
et al., 1992). Por fim, foi denominada Burkholderia mallei (ZOPF, 1885;
YABUUCHI et al., 1993). Anteriormente a esta classificagao, cronologicamente

a bactéria recebeu diversas outras nomenclaturas como "Bacillus mallei"
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(ZOPF, 1885), "Pfeifferella mallei" (ZOPF, 1885) (BUCHANAN, 1918),
"Actinobacillus mallei” (ZOPF, 1885) (THOMPSON, 1933), "Malleomyces
mallei" (ZOPF, 1885) (PRIBRAM, 1933), "Loefferella mallei" (ZOPF, 1885)
(HOLDEN, 1935), "Acinetobacter mallei" (ZOPF, 1885) (STEEL e COWAN,
1964), “Pseudomonas mallei” (ZOPF, 1885) (REDFEARN et al., 1966).
Popularmente, esta doenca € conhecida como catarro de burro, catarro de
mormo, lamparao, garrotilho atipico e cancro nasal (MOTA, 2006).

A bactéria é sensivel a acdo da luz solar, calor, desinfetantes comuns e
dificilmente sobrevive em ambientes contaminados por mais de seis semanas
(PUMPUANG et al.,, 2011), diferentemente da B. pseudomallei que pode
sobreviver no ambiente por até 16 anos (RADOSTITS et al., 2002). Devido ao
risco de ser utilizada como arma biolégica, estas espécies sdo de grande
interesse mundial (MOTA, 2006).

Estudos genéticos demonstraram que existem cerca de 650 genes
relacionados a viruléncia do agente se destacando os genes: CAP, sistema de
secrecao tipo Il (TTSS) e sistema T6S (SCHELL; LIPSCOMB; DESHAZER,
2008). Além disto, outro fator importante na viruléncia da bactéria é a capsula
polissacaridea (LPS), bem como o gene wcbF importante na producdo do
polissacarideo capsular (WHITLOCK; MARK ESTES; TORRES, 2007).

Diversas bactérias Gram negativos codificam secrecdo especializada
Tipo lll, sistema TTSS, que atuam na disponibilizacdo de proteinas bacterianas
(moléculas efetoras) na membrana plasmatica e no cistoplasma das células
eucariontes (HUECK, 1998). Pesquisas realizadas identificaram a presenca
desse gene em cepas de B. pseudomallei (RAINBOW et al., 2002;
WINSTANLEY et al., 2000). A analise do genoma da cepa ATCC 23344 de B.
mallei, revelou a presenca de um gene TTSS geneticamente semelhante ao
identificado em cepas de B. Pseudomallei (STEVENS et al., 2002),
demonstrando mais uma fator de viruléncia da bactéria e similaridade com B.
pseudomallei (ULRICH; DESHAZER, 2003).

Os genes que codificam o sistema TTSS estdo associados as ilhas de
patogenicidade (Pls) e, portanto, estdo associados a maior viruléncia de
determinadas bactérias (HUECK, 1998). Por meio de estudo foi possivel

estabelecer uma correlacdo entre a presenca de genes do sistema TTSS e o
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fenotipo de maior viruléncia de B. pseudomallei. Este trabalho demonstra
evidéncias da ligacdo do gene TTS1 e o biotipo de maior viruléncia de B.
pseudomallei, bem como a presenc¢a de um segundo gene TTS2 presente em
B. pseudomallei e B. mallei (WINSTANLEY et al., 2000).

2.3 Epidemiologia

Apesar da erradicagdo do Mormo em muitos paises, diversos surtos
ainda foram diagnosticados na Asia, Oriente Médio, Africa e América do Sul
(ELSCHNER; NEUBAUER; SPRAGUE, 2017).

A doenca apresenta uma maior prevaléncia quando grandes
concentracbes de equinos eram utilizadas pelo exército (ACHA; SZYFRES,
1986). De janeiro de 2005 até dezembro de 2016, 697 focos de mormo foram
registrados no pais, sendo que a regido Nordeste detém de 61,4% (428/697)
do total de focos registrados, com destaque para o estado de Pernambuco com
a maior ocorréncia neste periodo (Figura 1) (FONSECA-RODRIGUEZ;
PINHEIRO JUNIOR; MOTA, 2019). O mormo ocorre em diversas partes do
mundo e é responsavel por alta morbidade e letalidade (DUNGWORTH 1993).

Figura 1: Incidéncia de Mormo nas propriedades por estados no periodo de 2005 e 2017.
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Fonte: Fonseca-Rodriguez et al. (2019).

Apesar de erradicado na Europa, em 2006 um cavalo exportado do
Brasil para Alemanha foi confirmado com Mormo apo6s apresentar sinais
clinicos e ser testado em territétio europeu, alertando sobre os riscos do
transito de animais na disseminacdo do patdogeno (ELSCHNER et al., 2009).
No norte do continente americano, muares foram testados positivos na fronteira

mexicana, demonstrando locais endémicos nesta regido (ANONYMUS, 2015).

De 2005 a 2014, diversos casos da doenca foram diagnosticados no
Brasil, Iran, India, Mongolia, Paquistdo, Iraque, dentre outros paises
(ELSCHNER et al., 2017). De acordo com a OIE (2021), de 2005 a 2019, no
Brasil, 1.774 mil casos de mormo foram diagnosticados (Grafico 1), sendo que
52,37% (929/1.774) foram no intervalo de 2011 a 2015, ocorrendo nos
proximos anos uma reducdo (397/1774). Neste intervalo de tempo néo
ocorreram casos nos estados de Roraima, Amapa, Ceara, Tocantins, Espirito

Santo, Rio de Janeiro, Parana, Santa Catarina, Acre e Rondonia (OIE, 2021).

Gréfico 1. Distribuicdo dos casos suspeitos, confirmados, sacrificados e mortos de Mormo no
Brasil de 2005 a 2019.
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Fonte: OIE (2021).

Um estudo realizado no estado de Pernambuco entre 0os anos de 2005 e

2011 demonstrou uma variagcao dos casos de mormo nas diferentes regiées do
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Estado (Gréfico 1). A superioridade de focos na Zona da Mata e Agreste se deu
respectivamente ao fato dos proprietarios de engenhos possuirem cavalos que
transitam para participar de eventos hipicos e sdo criados em coabitagdo com
os animais de trabalho (SILVEIRA et al., 2013). No Agreste, onde ocorre 0
maior nimero de eventos agropecuarios relacionados a industria do cavalo e
eventos hipicos, resulta em aglomeracdo dos animais 0 que proporciona um
aumento do risco de transmissdo da bactéria ( HOWE e MILLER, 1947;
GANGULEE et al.,1966; SILVEIRA et al., 2013).

Grafico 2: Distribuicdo anual dos casos de Mormo nas Zonas da Mata, Agreste e Sertdo do

estado de Pernambuco no periodo de 2005 a 2011.
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Fonte: Silveira et al. (2013).

Considerando a superioridade de casos de Mormo na regido Nordeste
do Brasil (FONSECA-RODRIGUEZ; PINHEIRO JUNIOR; MOTA, 2019), no
estado de Alagoas, no periodo de 2005 a 2019 foram notificados 535 casos

suspeitos e 53 confirmados (OIE, 2021).
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Grafico 3: Distribuicdo dos casos de Mormo em Alagoas, Nordeste do Brasil, no periodo de
2005 a 2019.

Casos confirmados de Mormo em Alagoas, Brasil.
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Fonte: OIE, 2021.

O mormo pode acometer equideos (equinos, muares e asininos), ovinos,
caprinos, caes e gatos, sendo o primeiro grupo 0 mais suscetivel. Bovinos,
suinos e aves sao considerados resistentes. Além destes, também pode
acometer camelideos, ledes e animais de laboratério (hamsters, cobaios, ratos
e camundongos) (FRITZ et al., 2000; MOTA; RIBEIRO, 2016).

Dentre os equideos, 0os equinos apresentam maior positividade para o
mormo, pois estes animais cronificam a doenca mais facilmente, demonstrando
alguma resisténcia; os muares e asininos sao considerados 0s mais sensiveis
(FRITZ et al., 2000). Por desenvolverem a forma crénica da doenca, esses
animais permanecem um maior tempo eliminando o microrganismo, resultando
em maior contaminacdo ambiental (KHAN et al., 2013). Desta forma, animais
infectados e portadores assintomaticos sao importantes fontes de infeccdo no
plantel (MOTA, 2006).

De forma geral, a principal via de infeccdo é a digestiva, porém também
pode ocorrer pelas vias respiratéria, cutanea e genital (RADOSTITS et al.,

2002; MOTA, 2006). As principais vias de excrecdo da bactéria sdo orais e
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nasais, subsequente a ruptura das lesdes pulmonares cronicas nos bréonquios e
lesbes da pele, sendo assim, a disseminagéo da bactéria ocorre principalmente
pela contaminacdo de forragens, cochos e bebedouros por secrecdo oral e
nasal (RADOSTITS et al.,, 2010). Moscas domésticas (Musca domestica)
podem ser importantes vetores na transmissdo da bactéria, uma vez que
podem carrear o agente das lesfes da pele para os demais animais da
propriedade (HENNING, 1956).

Os principais fatores de riscos associados ao mormo sdo a
movimentacdo de equideos que participam de eventos esportivos, manejo
higiénico-sanitario, introducdo de animais infectados em propriedades livres da
doenca (AL-ANI e ROBERSON, 2007), proximidade entre domicilios e grande
guantidade de animais (GHORIA et al., 2017), compartilhamento de fonte de
comida, agua, pastagens e materiais de uso comum entre 0S animais
(LANGENEGGER et al., 1960).

A ocorréncia da doenca em humanos esta diretamente relacionada a
ocupacédo profissional, sendo mais comum em profissionais que apresentam
contato frequente com animais infectados, como médicos veterinarios,
tratadores e fazendeiros, ou aqueles que apresentam exposicao laboratorial ao
agente, como microbiologistas; tais infec¢cdes tendem a ocorrer através de
feridas ou inalacdo da bactéria (VAN ZANDT et al., 2013).

2.4 Patogenia e sinais clinicos

Apos ingestao de alimento ou agua contaminada, a bactéria atravessa a
mucosa intestinal e atinge os linfonodos, onde se multiplica e dissemina-se
para orgaos de eleicdo por meio da corrente sanguinea; inicialmente ocorre
uma septicemia seguida de bacteremia (MOTA et al., 2000). Apés a infeccéo, o
organismo busca debelar a bactéria no sitio da lesdo, caracterizada pela
presenca de infiltrado neutrofilico e formacéo de fibrina, mas mesmo com essa
reacdo inflamatéria, o organismo ndo consegue eliminar a bactéria, e assim
ocorre a degeneracdao dos neutréfilos e formacdo de uma area central de
necrose, circundada por células epitelidides, gigantes e linfocitos, originando
lesdes piogranulomatosas caracteristicas do mormo (SHARRER, 1995; HIRSH
e ZEE, 2003). A bactéria penetra nos macrofagos alveolares, intermediado pelo

receptor Fc do complemento onde permanece livre da agdo dos mecanismos
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imunes inatos, o que contribui para a sua disseminacdo por meio da

penetracdo no leito capilar do intersticio pulmonar (WHITLOCK et al., 2009).

B. mallei coloniza os pulmdes, pele e mucosas, sendo que a localizacao
pulmonar pode ocorrer pela via hematdogena ou da penetracdo pelas vias
aéreas superiores. Na faringe, formam-se lesdes primarias, estendendo-se
para o sistema linfatico onde produz lesdes nodulares; no septo nasal podem
ocorrer erosdes e Ulceras (MOTA et al.,, 2000). Lesdes semelhantes
piogranulomatosas também sdo encontradas nos pulmdes, baco, figado e na
pele (MOTA, 2006).

Dentre os sinais clinicos, destacam-se a hipertermia, corrimento nasal
purulento, tosse, podendo ocorrer rapida evolucdo das lesdes, resultando em
Ulceras disseminadas na cavidade nasal, bem como nodula¢cdées no abdomen e
extremidade dos membros (MOTA et al., 1999).

A fase crbnica da doenca se desenvolve ap0s semanas ou meses, € é
caracterizada por trés manifestacdes clinicas: nasal, pulmonar e cutanea que
nao sado distintas e 0 mesmo animal pode apresentar simultaneamente todas
as formas, sendo a pulmonar e cutadnea as mais comuns em surtos da doenca.
De forma ampla, nesta fase é possivel observar pneumonia com tosse,
epistaxe e dispneia, bem como lesdes no septo nasal que evoluem para
Ulceras, que apds o processo de cicatrizacdo formam cicatrizes em forma de
estrela, além disso, também observam-se nddulos de firme a flacidos na pele,
gue drenam secrecdo purulenta amarelada (MOTA et al., 1999; MOTA;
RIBEIRO, 2016).

Na forma aguda, observa-se febre alta, diminuicdo do apetite, tosse,
dispneia progressiva, emaciacao, ulceracdo do septo nasal, acompanhada de
descarga nasal, inicialmente serosa, tornando-se mucopurulenta a
hemorragica, nddulos nas cavidades nasais e descargas oculares purulentas,
cuja morte por septicemia ocorre em poucos dias (MOTA et al.,, 2000),
ocorrendo principalmente em asininos, que sdo mais susceptiveis (DVORAK et
al., 2008). Em outros animais, na fase inicial da doenca pode ocorrer apenas
semiflexdo e abducdo do membro posterior (LARSEN; JOHNSON, 2009). Além
disso, também pode ocorrer raramente a forma hiperaguda, observada

principalmente em animais desnutridos, imunossuprimidos e estressados
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(ACHA; SZYFRES, 2003). Os equideos também podem sofrer infec¢éo latente
na maior parte do tempo e ocasionalmente apresentar descarga nasal,
respiracdo laboriosa e lesdes pulmonares (ITO et al., 2008; LARSEN;
JOHNSON, 2009).

2.5 Diagnostico

O diagnostico do mormo é realizado por meio do exame clinico, dados
epidemioldgicos e identificacdo da bactéria por isolamento ou caracterizacao
molecular, rea¢do imunoalérgica, testes sorolégicos e histopatolégicos (MOTA,
2006). De acordo com a Portaria n°® 35, de 17 de abril de 2018, os testes de
triagem para o diagnostico laboratorial do mormo sdo: Fixagdo de
Complemento (FC) e Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimética (ELISA). A amostra
com resultado diferente de negativo em qualquer teste de triagem devera ser
testada no metodo complementar que neste caso é o Western blotting —
imunoblotting (BRASIL, 2018b).

Considera-se, segundo a Instrucdo Normativa N°6 de 16 de janeiro de
2018, caso positivo de mormo, o equideo que apresentar pelo menos uma das
seguintes condic¢des: resultado positivo nos testes de triagem e complementar
de diagnostico ou somente no teste complementar; resultado positivo no teste
de triagem, estando o animal em uma unidade epidemioldgica onde haja foco
de mormo e apresentando quadro clinico compativel com mormo; ou deteccdo
da bactéria Burkholderia mallei por meio de método microbiolégico ou
molecular, porém a auséncia de deteccdo da bactéria por estas duas técnicas,
nao anula o disposto de identificar como animal positivo pelos testes
sorologicos (BRASIL, 2018a).

O diagndéstico precoce da infeccao deve ser realizado por meio de testes
imunologicos de elevada sensibilidade e especificidade. Nos casos
assintomaticos e positivos nos testes oficiais € importante a realizacdo do

exame anatomopatoldgico, microbioldgico e molecular (ROCHA et al., 2021).
2.5.1 Métodos diretos

O isolamento bacteriano € um método padrédo ouro para diagnéstico de

B. mallei. Geralmente esta bactéria tem um crescimento lento na maioria dos
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meios de cultura, quando comparado com outras bactérias, sendo sua curva de
crescimento entre 48 - 72 horas. Esta caracteristica dificulta o isolamento em
amostras clinicas, pois outros microrganismos com curva de crescimento
inferior se sobrepdem no meio, principalmente em amostras coletadas de locais
ndo estéreis (WERNERY, et al., 2011).

A bactéria se desenvolve bem em meios que contém glicerol ou sangue,
portanto, pode ser isolado em agar sangue ovino (5%) desfibrinado, apds
incubacao a 48 a 72 horas em aerobiose a 37°C, mostrando colonias de 1mm
de diametro, irregulares, mucoides, brilhantes, nao hemoliticas e de tonalidade
branco acinzentada (Figura 4). Em agar batata glicerinada produz pigmento
amarelado, adquirindo coloracdo achocolatada ap6s 48 horas de incubacao a
37°C; no agar PC que contém cristal violeta, sais biliares, ticarcilina e
polimixina B, permite crescimento de B. mallei que modifica a coloragdo do
meio para rosa, produzindo colonias circulares, lisas, brancas ou translucidas,
menores de 1mm (MOTA et al.,, 2000; SILVA et al., 2009; SAID; JUNIOR;
DOMINGUES, 2016).

Figura 2: Cultivo microbiol6gico de Burkholderia mallei em &gar base acrescido de 5% de

sangue ovino. Colbnias pequenas, mucéides, acinzentadas e ndo hemoliticas

Fonte: Falcdo; Silva; Mota (2019).

Este microrganismo se cora fracamente pela coloracdo de Gram, logo se
recomenda utilizar corantes contendo hidréxido de potassio ou acido fénico,

como o azul de metileno de Loeffler e a fucsina fenicada (DITTMANN et al.,



21

2015; MOTA et al., 2005). Na presenca de nitrogénio, 0 microorganismo pode

crescer como anaerobio aerébio e facultativo (PITT, 1998;0I1E, 2008).

Nas provas bioquimicas utilizadas para caracterizar a bactéria, observa-
se 0 seguinte padrdo: oxidase e catalase positivas, reducéo do nitrato, hidrdlise
da ureia, descarboxilisagdo da lisina e fermentagdo da glicose, sendo negativa
para a producdo de H»S, indol, ndo utiliza citrato e ndo fermenta maltose,
lactose, manose e manitol, além de ndo reagirem ao Vermelho de Metila (VM)
e Voges Proskauer (VP) (AL-ANI et al., 2007; SILVA et al., 2009).

Além disso, para o diagndstico microbiol6gico pode ser usado um novo
agar, denominado BM, que apds experimentos, verificou-se que quase todas
as cepas de B. mallei testadas tiveram crescimento em até 72 horas e que
conjuntamente ocorreu a inibicdo do crescimento de fungos e outras bactérias
em nivel superior a outros agares, PC e Xie, comumente utilizados no
isolamento de Burkholderia. Desta forma, o novo meio de cultura favorece o
isolamento do microrganismo alvo. Em equivaléncia, este novo meio teve uma
taxa de crescimento para B. mallei similar ao agar com sangue equino a 5%
(KINOSHITA et al., 2019).

No Brasil, existe uma grande variabilidade intra e interespécies de B.
mallei e B. pseudomallei e tal heterogeneidade do perfil ribotipico foi
confirmada no polimorfismo de DNA observado, sendo assim estas diferencas
sdo uteis na diferenciacdo molecular da bactéria frente a identificacdo

molecular das cepas de B. mallei (SILVA et al., 2009).

Através da realizacdo de PCR-HRM de seis isolados obtidos de
equideos dos estados de Pernambuco e Alagoas, no periodo de 2014 a 2017,
obteve-se quatro cepas agrupadas em L3B2 (grupo que inclui uma cepa
brasileira e um isolado indiano) e duas cepas no L3B3sB3 (grupo que inclui
isolados antigos de origem Europeia e do Oriente Médio). Por fim, o
sequenciamento completo de duas destas cepas de ramos distintos revelou um
gendtipo nunca relatado para cepas contemporaneas, demonstrando diferentes
formas de introdu¢cdo do mormo no Brasil, incluindo uma estreita relacdo com

cepas de origem europeia (FALCAO, 2021).

Diversas técnicas foram desenvolvidas ao longo dos anos para detecgéo
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molecular e diferenciacdo de B. mallei de B. pseudomallei, utilizando genes
16S rRNA, 23S rRNA (KUNAKORN e MARKHAM, 1995; BAUERNFEIND et al.,
1998), 16-23S (TYLER et al., 1995) e fliC (ALTUKHOVA et al., 20070. Contudo,
os ensaios gPCR visando o gene B. pseudomallei 16S rRNA, fliC e o genes da
proteina S21 da subunidade ribossémica (rpsU) ndo puderam diferenciar B.
mallei de B. pseudomallei (TOMASO et al.,, 2005). Especificamente no
penultimo gene (fliC) foi observado grande heterogeneidade entre os isolados
de B. pseudomallei, o que impede a sua diferenciacdo de B. mallei (SRAGUER
et al., 2002).

Também foi testada a gPCR para identificar os genes de secrec¢dao tipo 3
(TTS1) e os genes open reading frame (orfll e orfl3), ndo sendo adequado
para a diferenciacdo mencionada no paragrafo anterior (THI-BAULT et al.,
2004). O gene BimA (gene de motilidade intracelular A) mostrou ser muito util
para a identificacdo de B. mallei e diferenciacdo das espéceis B. pseudomallei
e B. thailandensis, porém este ensaio ndo foi avaliado para mormo em equinos
(ULRICH et al., 2006).

O método de PCR visando a flagelina P (fliP) — IS407A é um método
rapido, simples e sensivel que teve bons resultados no diagnostico de B.
mallei. Para esta técnica foram desenvolvidos primers especificos utilizados no
diagnostico em amostras clinicas e de cultivo microbiolégico (SCHOLZ et al.,
2006). Apesar da alta sensibilidade com o emprego do gene fliP, em trabalho
realizado por Laroucau et al. (2020), esta técnica apresentou resultado falso
negativo em amostras de tecido de equinos infectados por B. mallei e tal
confirmacéo foi realizada através da realizacdo de uma gPCR e genotipagem
com meétodos baseados em MLST e SNP, que detectaram um genotipo
relacionado a cepas de B. mallei isoladas no Oriente Médio. Logo, locais cujas
cepas circulantes de B. mallei ainda ndo foram totalmente caracterizadas

geneticamente, esta Ultima técnica apresenta superioridade no diagndstico.

No intuito de realizar a tipificacdo e subtificacdo dos isolados de B.
mallei, algumas técnicas genéticas apresentam elevado potencial, auxiliando
em propositos epidemioldgicos. Na ribotipagem, a analise do rRNA 16S-23S
pode ser utilizada para identificar novas espécies de microorganismos e

verificar a relagcdo entre estes, pois esses genes sao altamente conservados
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dentro de uma espécie (GRATTARD et al.,1996; MATTAR et al., 1996). Além
desta, O polimorfismo de DNA por amplificacio aleatdria (RAPD) também tem
sido empregado para estudos genéticos de isolados de B. mallei
(LEELAYUWAT et al., 2000).

A utilizacdo de métodos moleculares para genotipagem de cepas de B.
mallei resulta em contribuicdes diretas na epidemiologia da enfermidade, uma
vez que é possivel identificar as cepas circulantes e auxiliar na compreensao
de como o transito de animais em determinadas regides contribui para
disseminacdo da bactéria (ELSCHNER et al., 2009; FONSECA-RODRIGUEZ
et al., 2019; OIE, 2018). Por meio desta técnica foi possivel diagnosticar a cepa
Turkey 10 em equinos do Nordeste do Brasil, mais especificamente nos
estados de Pernambuco e Alagoas, demonstrando o forte impacto do comércio
de animais entre os dois estados e a participacdo de animais em feiras e

eventos agropecuarios (FALCAO et al., 2019).

Por meio do exame histopatologico € possivel identificar lesdes
granulomatosas ou piogranulomatosas, caracterizada por uma necrose de
caseificacdo central circundada por grande quantidade de elementos
inflamatorios, com destaque para células epitelidides, macrofagos, células
gigantes, linfocitos, plasmocitos e tecido conjuntivo e areas de calcificacao.
Ocorre destruicao do epitélio nasal, glandular e da cartilagem septal, e também
€ encontrada hemorragia, vasculite e trombose de vasos subepiteliais, tudo isto
devido a grave inflamacéo purulenta (MOTA et al., 2000). No pulmé&o é possivel
visualizar moderada a acentuada congestdo e pequenos focos de hemorragia,
presenca de edema e fibrina interlobular e intra-alveolar e inflamacéo
granulomatosa focal. Nos linfonodos observa-se necrose, congestdo e
hemorragia, com numerosos focos de inflamacao piogranulomatosa. No figado
também visualiza-se necrose e infiltracdo granulomatosa focais com presenca
de células gigantes e pericolangite granulomatosa. No baco, sdo vistas areas
de necrose fibrindide, associadas a inflamacéo piogranulomatosa e a extensas
areas de fibrose. No rim tem-se infiltracdo granulomatosa multifocal intersticial

com alguns focos de necrose tubular (MOTA et al., 2000).
2.5.2 Métodos Indiretos

Segundo a Portaria n° 35, de 17 de abril de 2018, os testes de triagem
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para o diagnostico laboratorial do mormo sdo a Fixacdo de Complemento (para
transito internacional de equideos) e Ensaio de Imunoabsor¢cdo Enzimatica
(ELISA). A amostra com resultado diferente de negativo em qualquer teste de
triagem devera ser testada no método complementar que neste caso é o
Western blotting — imunoblotting (WB) (BRASIL, 2018b).

Segundo a OIE, a Fixacdo de Complemento consiste em um método de
diagnéstico sorologico de eleicdo para 0 mormo, por se tratar de um teste com
alta sensibilidade e especificidade. Esta Instrucdo Normativa redige que esta
técnica detecta quase que exclusivamente anticorpos IgG classe 1, que sao

especificos da infeccéo (OIE, 2018).

A sensibilidade do teste de FC é de pelo menos 97%, entretanto pode
variar conforme o antigeno utilizado (ELSCHNER, 2011). Khan et al. (2011),
utilizando antigenos CIDC e c.c.pro produzidos na Alemanha, obtiveram 100%
e 99,39% de sensibilidade, 97,5% e 96,5% de especificidade, valor preditivo
positivo de 97,04% e 100%, bem como valor preditivo negativo de 99,48% e
100%. Utilizando antigeno produzido nos Estados Unidos, a sensibilidade
encontrada foi de 62,19%, especificidade de 100%, valor preditivo positivo de
95,88% e valor preditivo negativo de 76,33%.

Considerando a complexidade, reacdes anti-complementares e baixa
padronizacéo, diversos testes soroldgicos foram desenvolvidos para superar as
desvantagens da FC (RAGHAVAN et al., 2016). O ELISA quando comparado a
Fixacdo de Complemento, possui algumas vantagens como: auséncia de
influéncia anticomplementar, identificacdo de animais com até quatro dias pés
infeccdo e maior deteccdo de casos clinicos da enfermidade (AL-ANI et al.,
1998).

Dentre os ELISA’s desenvolvidos para o diagnostico de mormo,
destacam-se o ELISA competitivo que tem alta sensibilidade e especificidade e
possui a vantagem de ser utilizado para varios hospedeiros (SPRAGUE et al.,
2009) e o ELISA indireto baseado em fracdo semi-purificada de B. mallei
(LAROUCAU et al., 2017). No Brasil, o laboratério Biovetech desenvolveu um
ELISA indireto para o diagndstico de B. mallei em soro equideo (BIOVETCH,
2020). A sensibilidade e especificidade da técnica sao estimadas entre 93-96%

e 99,5%, respectivamente, sendo essa variacdo justificada pelo antigeno
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utilizado (Elschner et al., 2019).

Existe a obrigatoriedade de realizacdo de teste complementar de
Western blotting quando a amostra tenha resultado diferente de negativo nos
testes de triagem. Dentre os Western blotting desenvolvidos, tem-se o
denominado “WB: Mormo” cujo fabricante € o Centro Pan-Americano de Febre
Aftosa (PANAFTOSA). O kit é composto pelo conjunto de reagentes
necessarios para a realizacdo de um ensaio imunoenzimatico que permite a
deteccdo in vitro de anticorpos contra a proteina TssB da bactéria Burkholderia
mallei. Este teste é recomendado na vigilancia ativa e passiva da doenca,
sendo validado para utilizacdo com soros de equinos, muares e asininos
(PANAFTOSA, 2018).

Segundo a Portaria n°35, de 17 de abril de 2018, a maleinizacao
intrapalpebral com o uso de Maleina PPD podera ser empregada como teste
complementar exclusivamente em equideos com menos de 6 (seis) meses de
idade e que apresentem sintomatologia clinica compativel com o mormo,
mediante autorizacdo do DSA/SDA/MAPA (BRASIL, 2018a).

2.6 Controle e Prevencéo

O mormo é uma doenca de notificacdo obrigatoria ao Servigco Veterinario
Oficial, composto pelas unidades do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento e pelos Orgéos Estaduais de Defesa Sanitaria Animal e segue a
Instrucdo Normativa (IN) n°6 de 16 de janeiro de 2018 e IN n°50 de 24 de
setembro de 2013, no intuito de preservar a saude animal no Brasil (BRASIL,
2018b). Devido ao seu impacto sobre o comércio internacional de animais e
seus subprodutos, € uma das doencas animais de declaracédo obrigatoria para
a Organizacao Mundial de Saude Animal (OIE, 2018).

De acordo com a Instru¢do Normativa n°6, as normas para erradicacao e
controle do mormo se baseiam na interdicdo e regime de saneamento em
propriedades com um ou mais animais diagnosticados com mormo, cuja
suspensao da interdi¢cdo sé ocorrerd apos o sacrificio dos animais positivos e a
realizacdo de dois exames de FC sucessivos de todo plantel, com intervalos de
21 a 30 dias, com resultados negativos no teste de diagndstico; sacrificio de

animais positivos, em seguida incineracdo ou enterro dos cadaveres no proprio
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local (assim como de todos os materiais utilizados nas instalacdes);
desinfeccdo das instalacbes e fomites; desinfeccdo de veiculos e
equipamentos (cabrestos, arreios e outros), abolicdo de cochos coletivos,
aquisicdo de animais de éareas livres; uso de equipamentos de protecdo
individual (EPI) pelas pessoas que manipulam esses animais; controle de
transito interestadual com exame negativo de mormo dentro do prazo de
validade de 60 dias; e notificacdo da suspeita de foco (BRASIL, 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

- Realizar um estudo epidemioldgico da infec¢do por Burkholderia mallei em
equideos procedentes de propriedades no Nordeste do Brasil.

3.2 Especifico

- ldentificar os fatores de manejo associados a ocorréncia do mormo em

equideos nos estados de Pernambuco e Alagoas.
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5. ARTIGO

Identificacdo dos fatores de manejo associados a ocorréncia do Mormo
em equideos no Nordeste do Brasil

RESUMO

O mormo é uma doenca infectocontagiosa, zoonGética, de carater agudo ou
cronico, que acomete principalmente os equideos, causado por Burkholderia
(B.) mallei. De janeiro de 2005 até dezembro de 2017, 697 focos da doenca
foram registrados no Brasil, sendo que a regido Nordeste detém 61,4%
(428/697) do total de focos. Objetivou-se realizar um estudo epidemiolégico da
infecgdo por Burkholderia mallei em propriedades nos estados de Pernambuco
e Alagoas. Para tal foi aplicado questionario investigativo em 6 propriedades
focos (2017 -2021) e 11 n&o focos e realizada analise estatistica dos fatores de
manejo associados a ocorréncia do Mormo no Nordeste do Brasil. Observou-se
associacao significativa para as seguintes variaveis: objetivo da criacédo
(comércio, esporte e trabalho nas fazendas) (p=0,023); auséncia de informacéo
sobre as formas de transmissdo da bactéria (p=0,034); ndo realizacdo de
exames periddicos para o diagnostico do mormo (p=0,029); exigéncia de
exame negativo na compra de equinos (p=0,06); utilizacdo do sistema de
criacdo extensivo (p=0,027) e deficiéncia de higienizacdo das baias (p=001).
Os resultados obtidos devem ser utilizados na implementacdo de medidas de
manejo que minimizem o risco de transmissao da bactéria, reduzindo os casos

da doenca na regido e as perdas econbémicas com 0 mormo.

Palavras chave: epidemiologia; Burkholderia mallei; equideos
ABSTRACT

Glanders is a contagious zoonotic infectious disease characterized by an acute
or chronic condition that mainly affects equines and is caused by Burkholderia
(B.) mallei. From January 2005 to December 2017, 697 cases of this disease
were registered in Brazil, with the Northeast region accounting for 61.4%
(428/697) of the total number of cases. The objective of this study was to
conduct an epidemiological study of B. mallei infections that occurred in

properties in the states of Pernambuco and Alagoas. For this purpose,
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investigative questionnaires were administered to 6 focus properties and 11
non-focus properties between 2017 and 2021, and statistical analysis of the
factors associated with the occurrence of glanders in Northeastern Brazil was
performed. Factors such as the purpose of rearing (p=0,023), lack of
information on disease transmission modes (p=0,034), failure to carry out
periodic tests for glanders diagnosis (p=0,029), not requiring a negative test for
glanders in the acquisition of animals (p=0,06), use of extensive breeding
systems (p=0,027), and poor stall hygiene were associated with disease
occurrence (p=001). The results obtained should be used in the implementation
of management measures that minimize the risk of transmission of the bacteria,

reducing cases of the disease in the region and economic losses with glanders.

Key words: epidemiology; Burkholderia mallei; horses.

INTRODUCAO

O mormo é uma doenca infectocontagiosa, zoonotica, causada pela
bactéria Burkholderia mallei, que acomete principalmente o0s equideos,
entretanto também pode acometer o homem, carnivoros e, eventualmente, os

peqguenos ruminantes. (MOTA, 2006).

A enfermidade persiste em varios paises da Asia, Africa, América do Sul
e Oriente médio (OIE, 2020). Devido a programa de controle, foi erradicada nos
Estados Unidos, Europa Ocidental, Canada e Australia (VARGAS et al., 2015).
De janeiro de 2005 até dezembro de 2016, 697 focos de mormo foram
registrados no pais, sendo que a regidao Nordeste detém 61,4% (428/697) do
total de focos, com destaque para Pernambuco que apresenta a maior
ocorréncia no nordeste, suspeitando-se que esta zoonose nunca tenha sido
erradicada no territorio nacional (FONSECA-RODRIGUEZ; PINHEIRO
JUNIOR; MOTA, 2019).

O Brasil possui 0 maior rebanho de equinos (Equus caballus) da
América Latina e o terceiro do mundo, com aproximadamente 6 milhdes de
animais e quando somados aos asininos (Equus asininus) e muares (Equus
asinus x Equus caballus), totalizam cerca de 8 milhdes de cabecas,

movimentando em média 7,3 bilhdes de reais (IBGE, 2017). A notificacdo
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obrigatoria desta enfermidade, sujeita o Brasil a restrices de exportacdo, tanto
de animal vivo como de carne. E uma doenca incluida na lista de doengas
passivas das acdes de defesa sanitéria, de sacrificio obrigatério, sem
indenizacdo e faz parte do Plano Nacional de Sanidade de Equideos (PNSE)
do MAPA (VARGAS et al., 2015; MOTA, 2006; MOTA; RIBEIRO, 2016).

A analise dos fatores associados ao mormo é importante para
compreensdo epidemiolégica da enfermidade no territdério nacional e para
orientacdo na implementacdo de medidas de controle e erradicacdo desta
zoonose, visto que, até o presente momento, nenhum estudo foi realizado no
Brasil no intuito de identificar e associar os fatores de risco com focos da
enfermidade. Sendo assim, objetivou-se realizar um estudo epidemioldgico da
infeccdo pela bactéria Burkholderia mallei em propriedades nos estados de
Pernambuco e Alagoas, no intuito de identificar os fatores de manejo
associados a ocorréncia de casos de mormo em equideos na regido Nordeste

do Brasil.

METODOLOGIA
Delineamento do estudo

Foi utilizado um delineamento caso e controle. As propriedades
selecionadas foram definidas por meio de triagem das propriedades focos
durante um periodo de tempo de no maximo 5 anos (2017 — 2021). As
propriedades controle foram selecionadas por meio de uma amostra nao
probabilistica por conveniéncia das propriedades sem foco, pertencentes a
mesma area geografica das propriedades denominadas como foco. Foram
aplicados questionarios em 17 propriedades do estado de Pernambuco (6
focos e 11 ndo focos). Considerou-se como propriedade positiva aguela
registrada como foco pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) (Tabela 1).

Tabela 1: Propriedades controle positivo (foco) e controle negativo (ndo foco) para Mormo, no
periodo de 2017 a 2021 no Nordeste do Brasil.

Localizagéo Positiva ou Negativa N° de Animais

1. Unido dos Palmares-AL Negativa 45
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2. Angelim — PE Negativa 200
3. Rio Largo — AL Negativa 52
4. Vigosa — AL Negativa 41
5. Mata Norte - Itambé PE Negativa 44
6. Gravata — PE Negativa 134
7. Jodo Pessoa — PB Negativa 4
8. S&o Bento do Uma — PE Negativa 20
9. Recife — PE Negativa 4
10. Recife — PE Negativa 13
11. Recife — PE Negativa 9
12. Porto Cavo — AL Positiva 11
13. S&o Luiz do Quintude — AL Positiva 12
14. Palmeira dos indios — AL Positiva
15. Camocim — CE Positiva 7
16. Limoeiro — PE Positiva 40
17. PE Positiva 20

AL (Alagoas); PE (Pernambuco); PB (Paraiba); CE (Ceard).

Aplicacéo de questionario investigativo

Nas visitas técnicas as propriedades foco e ndo foco de mormo foram
aplicados questionarios investigativos com o objetivo de coletar informacdes
sobre 0 manejo sanitario, realizacédo peridédica de exames, presenca de sinais
clinicos de mormo, percepc¢ao da doenca, assisténcia técnica, grau tecnolégico
de criacdo, bem como a aplicacdo de um termo de consentimento de utilizacédo
e divulgacdo dos dados. O questionario baseou-se com variaveis ligadas a
epidemiologia do mormo, considerando estudos ja publicados sobre a doenca
em outros paises, além de dados tecnolégicos da propriedade fornecidos pelo

Departamento de Defesa Animal de Pernambuco.

Andlise de fatores associados a ocorréncia de Mormo

Para a analise dos fatores associados a ocorréncia de Mormo foi
utilizado um modelo linear generalizado misto. A variavel dependente consistiiu
na ocorréncia (1) ou nao (0) de casos de mormo. As variaveis independentes
foram: objetivo da criagéo; conhecimento sobre a enfermidade; realizacéo de

exames periddicos para diagnostico do mormo; disposicdo de assisténcia
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técnica; manejo dos animais; compartilhamento de utensilios; aquisicdo de
animais com ou sem GTA; realizacdo de quarentena; sistema de criacao;
higienizacdo dos ambientes; participagdo em eventos e tamanho da

propriedade.

Para identificar os fatores associados ao mormo foi realizada uma
analise univariada das variaveis de interesse através do teste Qui-quadrado de
Pearson ou Exato de Fisher, adotando-se um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram aplicados questionarios em 6 (seis) propriedades focos de mormo
e 11 (onze) nao focos, utilizadas como controle negativo, no periodo de 2017 a
2021, nos estados de Pernambuco e Alagoas. As propriedades foram obtidas
junto ao Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) que
ofereceram os dados dos estabelecimentos foco da doenca nos respectivos
Estados e o contato dos proprietarios. E importante destacar que considerando
0s desdobramentos nos casos positivos para mormo como o sacrificio e
interdicdo das propriedades foco, houve uma grande resisténcia por parte dos
proprietarios que se opuseram a participar dessa pesquisa, dificultando a coleta
das informacbes o que determinou um namero mais reduzido de propriedades

foco.

A analise univariada dos fatores estudados demonstrou que 0 objetivo
das criacbes destinadas ao comércio, esporte e trabalho nas fazendas; a
auséncia de informacédo sobre as formas de transmissdo da bactéria; a ndo
realizacdo de exames periédicos para o diagnéstico do Mormo, a ndo exigéncia
de exames negativos para aquisicdo de animais; a utilizacdo do sistema de
criacdo extensivo e a pouca frequéncia de higienizacdo das baias sdo fatores

associados a ocorréncia de Mormo nas propriedades (Tabela 2).



42

Tabela 2: Andlise de associacao entre as variaveis epidemiologicas e a ocorréncia de
Mormo em equideos na regido Nordeste do Brasil, no periodo de 2017 a 2021.

Propriedades Propriedades Valor-p
FATORES Positivas Negativas
F.A. F.R. (%) F.A. F.R. (%)

1. Objetivo da Criagéo

Reproducgéo - - 100,00
Competicdo - - 100,00 0,023
42,86 57,14

100,00 - -

w
A B O

Comeércio, Esporte e

w

Trabalho na fazenda

2. Conhecimendo sobre as formas de
transmissao da bactéria

Sim 1 10 9 90

Nao 5 71,43 2 28,57 0,034
3. Realizacéo de exames para

diagnéstico de Mormo

Sim 3 21,43 11 78,57

Nao 3 100 - - 0,029
4. Exigéncia de exame negativo na

compra de equinos

Sim 2 15,38 11 84,62

Nao 4 100 - - 0,006
5. Uilizac&o de sistema de criacao

intensivo

Sim 2 16,67 10 83,33

Nao 4 80 1 20 0,027
6. Frequéncia de limpeza das

instalacdes

Semanalmente 2 100 - -

1 vez ao dia - - 3 100 0,001

Mais de uma vez ao dia - - 8 100

F.A. (Frequéncia Absoluta); F.R. (Frequéncia Relativa).

O transporte mundial de equinos aumenta anualmente, diretamente
associado ao comércio de animais vivos, eventos esportivos e exposicao
(BRASIL, 2028), logo, os periodos de gquarentena e a realizacdo de testes de
diagndstico sdo de suma importancia para evitar a propagacédo de Burkholderia
mallei (SAID et al., 2016). O transito de animais assintomaticos é um fator de
risco relevante na disseminacéo do agente etioldgico do mormo, principalmente

considerando o cenario brasileiro onde é frequente o comércio de equideos e
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sua utilizacdo em eventos esportivos e exposicoes (KHAN et al., 2013).
Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) é
obrigatéria & adocdo do Guia de Tréansito Animal (GTA) para o transito
interestadual e intra-estadual de equideos, com resultado negativo para Mormo
dentro da validade (BRASIL, 2014), contudo ainda se verifica, em alguns locais,
o transito de animais para participar, principalmente de feiras ou cavalgadas
sem a guia de transito. Isso também é facilitado pela dificuldade do sistema em
fiscalizar toda a movimentacéo de equideos.

A acreditacdo de testes com alta sensibilidade e especificidade que
conferem veracidade aos resultados positivos é de fundamental importancia
para evitar o deslocamento de animais falsos negativos, o que poderia resultar
na disseminacdo do agente por todo o territorio e ao nivel das fronteiras
internacionais, que pode causar danos a cadeia produtiva equina (ELSCHNER
et al., 2019), evitando entraves econdmicos gerados por falsos diagnosticos de

mormo.

Desta forma, a associacdo direta dos casos positivos observada no
nosso estudo ao objetivo da criacdo e a exigéncia do exame negativo para
mormo, que € uma forma de monitorar o transito de equideos, se enquadram
na perspectiva de que a falta de controle no transito destes animais interfere

diretamente na disseminacéo da bactéria entre as propriedades.

O intenso transito de animais resulta em uma frequéncia considerada de
casos de mormo na regido nordeste do Brasil, que por meio de analises
moleculares como a Ribotipagem- PCR e RAPD, verificou-se alta
heterogeneidade entre as cepas de B. mallei, indicando a infec¢cdo por
diferentes cepas, demonstrando a diversidade genética do microorganismo e a
dispersdo desse patdgeno nessa regido (SILVA et al., 2009). Falcdo et al.
(2019), por meio de técnicas moleculares de genotipagem, diagnosticaram a
cepa Turkey 10 em equinos no Nordeste do Brasil, mais especificamente nos
estados de Pernambuco e Alagoas, demonstrando o forte impacto do comércio
de animais entre os dois estados e a participacdo de animais em feiras e
eventos agropecuarios como fator para a disseminacao de cepas de B. mallei,

considerando que a mesma cepa foi encontrada em locais distintos.

Um estudo realizado para avaliar os fatores de risco para o Mormo na
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provincia de Punjab no Paquistdo, Asia, regido endémica para doenca, relatou
gue o aumento da soropositividade dos animais estava diretamente relacionado
com locais onde B. mallei foi detectada no solo, incluindo a contaminagéo
ambiental como um fator de risco para enfermidade. Equideos positivos criados
em sistema extensivo que circulam por longas areas de pasto podem eliminar
B. mallei no ambiente, resultando em soroconverséo de animais saudaveis que
pastam conjuntamente (MUHAMMAD et al., 2017). Logo, o sistema de criacéo
extensivo, como observado no nosso estudo tem interferéncia direta na
epidemiologia da doenca, determinando aumento no numero de focos da

doenca no pais.

Outro fator que teve relagdo com a ocorréncia de Mormo foi a deficiéncia
de higienizacdo das baias, pois esta pratica diaria nos estabelecimentos atua
diretamente como um fator de protecédo para reducéo dos casos (KHAN et al.,
2012; MALIK et al.,, 2015). Ambientes umidos e com presenca de moscas
domésticas, vetores da bactéria sdo propicios para multiplicacdo de B. mallei
(LOPEZ et al., 2003). Este microrganismo é sensivel a agédo da luz solar, calor
e desinfetantes comuns e dificilmente sobrevive em ambientes contaminados
por mais de 2 semanas (NEUBAUER et al., 1997), porém em ambientes
favoraveis, pode sobreviver por alguns meses (NEUBAUER et al., 1997; OIE,
2018). Sendo assim, os bebedouros sdo uma fonte potencial de infeccao,
considerando que esta bactéria pode viver por até 100 dias na agua, logo os
animais se infectam por meio da ingestao de agua contaminada com secrecdes
nasais de animais infectados (KINSLEY, 1911; MALIK et at.,, 2015). Estas
secrecOes, além dos exsudatos cutaneos de animais positivos para mormo
contém um numero consideravel de bactérias ativas que podem facilmente
contaminar, além dos bebedouros e comedouros, escovas, arreios, chicotes,
esporas, entre outros, disseminando a bactéria (GREGORY E WAAG, 2007).

As medidas de controle e prevencao regidas pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) estdo direcionadas
principalmente para o diagnostico da enfermidade e saneamento das
propriedades focos, entretanto carecem de infomac¢cBes de manejo baseadas
em estudos cientificos que contribuam para reducdo da ocorréncia do Mormo,
bem como existe um déficit na divulgagéo de orienta¢des aos produtores sobre

estas medidas de manejo que auxiliam diretamente na prevencao.
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CONCLUSAO

A identificacdo e compreensao dos fatores associados a ocorréncia de
Mormo na regido Nordeste do Brasil facilita o estabelecimento de medidas de
manejo que minimizam a transmissdo da bactéria, reduzindo os casos da
doenca. Dessa forma, acdes de maior esclarecimento dos criadores de
equideos sobre o objetivo e o tipo da criacdo, informacbes sobre a
enfermidade, realizacdo de exames periddicos, além de higienizacdo das
instalac6es devem ser divulgadas para reduzir os casos de mormo, além de

medidas de diagnoéstico e transito de animais jé utilizadas pelo MAPA .
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nesse estudo contribuem diretamente no
entendimento da epidemiologia da doenca, mas é importante destacar a
dificuldade para a obtencdo de dados dessa natureza. Houve uma grande
resisténcia por parte dos criadores para a obtencdo de informacdes
epidemioldgicas para esse estudo que pode interferir diretamente nas analises.
Logo € de suma importancia a orientacdo da populacédo envolvida diretamente
no circulo de criacdo e movimentacdo de equideos, que podem gerar uma

maior confianca para a realizacdo desses estudos epidemiol6gicos.

Os resultados apresentados norteiam o desenvolvimento de medidas de
manejo que contribuam para a reducao da ocorréncia de Mormo, uma vez que
as medidas de controle e prevencéo regidas pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) estdo especificamente direcionadas para o
diagnostico da enfermidade e saneamento das propriedades focos e carecem
de divulgacdo de medidas de manejo para reduzir os riscos da infeccdo por
Burkholderia mallei. Sendo assim, tais resultados tem um impacto direto na

cadeia produtiva de equideos, no controle e prevencédo do Mormo no Brasil.
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Table 1: Positive control (focus) and negative control (non-focus) properties for glanders from 2017 to

2021 in Northeastern Brazil
Localization Result No. of animals

1. Unido dos Palmares-AL Negative 45
2. Angelim — PE Negative 200
3. Rio Largo — AL Negative 52
4. Vigosa — AL Negative 41
5. Mata Norte - Itambé PE Negative 44
6. Gravata — PE Negative 134
7. Jodo Pessoa — PB Negative 4
8. S&o Bento do Uma — PE Negative 20

9. Recife — PE Negative 4
10. Recife — PE Negative 13
11. Recife — PE Negative 9
12. Porto Cavo — AL Positive 11
13. Séo Luiz do Quintude — AL Positive 12
14. Palmeira dos Indios — AL Positive 1
15. Camocim — AL Positive 7
16. Limoeiro — PE Positive 40
17. PE Positive 20
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Table 2: Analysis of the association between epidemiological variables and the occurrence of

glanders in equines in the Northeast Region of Brazil from 2017 to 2021

Positive properties  Negative properties P-value

FACTORS F.A. F.R. (%) F.A. F.R. (%)

1. Purpose of Creation

Reproduction - - 6 100

Competition - - 1 100 0.023
Commerce, sport, and 3 42,86 4 57,14

farm work 3 100,00 - -

2. Knowledge about methods of bacterium

transmission

Yes 1 10 9 90

No 5 71,43 2 28,57 0.034
3. Tests conducted for glanders diagnosis

Yes 3 21,43 11 78,57

No 3 100 - - 0.029
4. Requirement of negative examination

in the purchase of horses

Yes 2 15,38 1 84,62

No 4 100 - - 0.06
5. Use of intensive breeding system

Yes 2 16,67 10 83,33

No 4 80 1 20 0.027
6. Frequency of facility cleaning

Weekly 2 100 - -

Once a day - - 3 100 0.001

More than once a day - - 8 100




