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Resumo

SUNIGA, P.A.P. Mormo na equideocultura brasileira: identificacdo e caracterizacdo de
Burkholderia mallei em equideos com e sem manifestacdes clinicas. 2024. 64 f. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, MS, 2024.

O mormo, uma doenca infectocontagiosa que afeta predominantemente equideos (equinos,
muares e asininos), é provocado pela bactéria Burkholderia mallei, um cocobacilo Gram-negativo, ndo
fermentador e imovel. Esta zoonose, que foi declarada erradicada no Brasil em 1960, reemergiu nos
anos 2000 com a deteccdo de equideos soropositivos, sobretudo na regido nordeste do pais. Os
equideos, que totalizam 116 milhdes globalmente e 6,7 milhdes no Brasil, desempenham um papel
crucial na economia e na sobrevivéncia das pessoas. A manutencdo da salde desses animais por meio
de préticas apropriadas de manejo sanitario, como recomenda o Programa Nacional de Sanidade dos
Equideos, é essencial para a sustentabilidade e rentabilidade do setor agropecuério, além de ser
importante para o bem-estar animal. Com isso, o objetivo do trabalho foi evicendiar a presenca de B.
mallei em equideos sintomaticos e assintomaticos, buscando a caracterizacdo ampla de cepas
brasileiras. Neste estudo, evidenciamos a detec¢do de B. mallei em equideos soropositivos para mormo
em todas as cinco regides geograficas do Brasil por meio de PCR especifica para a espécie,
diretamente de tecidos ou culturas bacterianas, seguida de sequenciamento do amplicon. Este achado
amplia a possibilidade de isolamento de cepas e a realizacdo de caracterizagdes epidemioldgicas
baseadas em informagGes moleculares. Adicionalmente, houve a detecgdo microbioldgica de B. mallei
em culturas de swabs nasais e palatinos o que sugere a eliminacdo do agente para 0 meio ambiente.
Além desses, 0 caso de uma égua assintomatica com titulos de anticorpos positivos para B. mallei foi
investigado por meio de uma abordagem multifacetada que englobou o cultivo microbiologico, a
espectrometria de massa e o sequenciamento total do genoma. A cepa foi identificada como B. mallei
por PCR e confirmada por espectrometria de massa MALDI-TOF. O sequenciamento do genoma
completo revelou um tamanho de genoma de 5,51 Mb com um contetido de GC de 65,8%, 5.871 genes
(incluindo 4 genes de rRNA e 53 genes de tRNA) e 5.583 sequéncias codificantes de DNA (CDSs).
Foram detectados 227 pseudogenes previstos e analise in silico de diferentes loci gendmicos permitiu
a diferenciacdo do isolado de B. mallei da Burkholderia pseudomallei. A cepa BAC 86/19 foi

identificada como linhagem 3, sub-linhagem 2, que inclui outras cepas do Brasil, india e Ird. O



sequenciamento do genoma desta cepa fornece dados relevantes para pesquisas futuras que busquem
aprimorar o diagndéstico e potencial tratamento desta doenca, aléem de estudos voltados para o agente
infeccioso e sua epidemiologia. Em suma, o presente trabalho contribui de maneira significativa para a
compreensdo da epidemiologia do mormo no Brasil, destacando a importancia da deteccdo e
caracterizacdo molecular de B. mallei para o controle e prevencdo da doenca. Ademais, 0s estudos
ressaltam a necessidade de vigilancia continua, mesmo em equideos assintomaticos. Esta pesquisa
reforca a necessidade de uma abordagem integrada para o controle do mormo pois existem

implicacGes econdmicas e zoonoticas significativas.

Palavras-chave: assintomético; B. mallei; genoma; mormo; zoonose



Abstract

SUNIGA, P.A.P. Glanders in brazilian equideoculture: idenfication and characterization of
Burkholderia mallei in equids with or without clinical manifestations. 2024. 64 f. Thesis (Doctorate) -
Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science, Federal University of Mato Grosso do Sul,
Campo Grande, MS, 2024.

Glanders, an infectious disease that predominantly affects equidae (horses, mules and
donkeys), is caused by the bacterium Burkholderia mallei, a Gram-negative, non-fermenting and
immobile coccobacillus. This zoonosis, which was declared eradicated in Brazil in 1960, re-emerged
in the 2000s with the detection of seropositive equids, especially in the northeast region of the country.
Equidae, which number 116 million globally and 6.7 million in Brazil, play a crucial role in the
economy and people's survival. Maintaining the health of these animals through appropriate health
management practices, as recommended by the National Equine Health Program, is essential for the
sustainability and profitability of the agricultural sector, in addition to being important for animal
welfare. Therefore, the objective of the work was to identify the presence of B. mallei in symptomatic
and asymptomatic equids, seeking a broad characterization of Brazilian strains. In this study, we
demonstrated the detection of B. mallei in horses seropositive for glanders in all five geographic
regions of Brazil using species-specific PCR, directly from tissues or bacterial cultures, followed by
amplicon sequencing. This finding expands the possibility of isolating strains and carrying out
epidemiological characterizations based on molecular information. Additionally, there was
microbiological detection of B. mallei in cultures of nasal and palatal swabs, which suggests the
elimination of the agent into the environment. In addition to these, the case of an asymptomatic mare
with positive antibody titers to B. mallei was investigated using a multifaceted approach that
encompassed microbiological cultivation, mass spectrometry and whole genome sequencing. The
strain was identified as B. mallei by PCR and confirmed by MALDI-TOF mass spectrometry. Whole-
genome sequencing revealed a genome size of 5.51 Mb with a GC content of 65.8%, 5,871 genes
(including 4 rRNA genes and 53 tRNA genes), and 5,583 DNA coding sequences (CDSs). 227
predicted pseudogenes were detected and in silico analysis of different genomic loci allowed the
differentiation of the B. mallei isolate from Burkholderia pseudomallei. The BAC 86/19 strain was
identified as lineage 3, sub-lineage 2, which includes other strains from Brazil, India and Iran. Genome

sequencing of this strain provides relevant data for future research that seeks to improve the diagnosis



and potential treatment of this disease , in addition to studies focused on the infectious agent and its
epidemiology. In short, the present work contributes significantly to the understanding of the
epidemiology of glanders in Brazil, highlighting the importance of detection and molecular
characterization of B. mallei for the control and prevention of the disease. Furthermore, the studies
highlight the need for continuous surveillance, even in asymptomatic horses. This research reinforces
the need for an integrated approach to glanders control as there are significant economic and zoonotic
implications.

Keywords: asymptomatic; B. mallei; genome; glanders; zoonosis
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1. INTRODUCAO

O mormo € uma doenca infecciosa, zoondtica, causada pela bactéria Burkholderia
mallei que acomete equideos (cavalos, burros e mulas) de ambos os sexos e de diferentes
faixas etérias. Esta enfermidade causa diversas sindromes dependendo da via de entrada do
agente. Apresenta maior incidéncia em animais submetidos a fatores de risco, como estresse,
desnutricdo e exposicdo a ambientes contaminados. Esses fatores sdo frequentemente
encontrados em propriedades que exploram os equideos para atividades de tracdo, uma fonte
de estresse fisico e mental. A doenca acarreta perdas econdmicas significativas, devido a
mortalidade ou a reducdo da capacidade produtiva dos animais acometidos (MOTA et al.,
2000; MOTA e PINHEIRO JUNIOR, 2022). Atualmente, tem incidéncia em paises da Africa,
Asia, Oriente Médio e América do Sul (WOAH, 2023).

Equideos podem ou ndo manifestar sinais clinicos da doenca (SUNIGA et al., 2023).
Quando presentes, sdo comumente observados nodulos subcuténeos, linfangite, tosse,
corrimento nasal purulento e febre (MOTA, 2006). Enquanto em cavalos o curso da doenca é
principalmente crénico, em burros e mulas pode ser agudo. Para saude publica, as doencas
cronicas representam 80% da carga® de doenca dos paises em desenvolvimento (BRASIL,
2013). Animais assintomaticos sdo portadores e potenciais disseminadores da doenca.
Portanto, a identificacdo e 0 manejo adequado dos casos cronicos sdo fundamentais para o
controle efetivo do mormo, ajudando na prevencdo da disseminacdo da doenca entre animais
e reduzindo o risco de transmissdo para humanos.

N&o ha tratamento eficaz ou vacina para os animais infectados e, por isso, a legislacdo
brasileira vigente determina a eutanasia dos equideos sintomaticos soropositivos. A preven¢do
do mormo consiste na realizacdo de exames soroldgicos em todos 0s animais que apresentam
sintomas da doenca e no sacrificio dos animais reagentes. Além disso, medidas de
biosseguranca devem ser adotadas para evitar o contato direto ou indireto entre animais
doentes (BRASIL, 2023).

Embora surtos de mormo sejam comuns em regides de endemicidade da doenca, o
conhecimento sobre a ecologia e a dindmica natural da populacdo de B. mallei é baseado
principalmente em evidéncias indiretas e opinides de especialistas, com pouco ou nenhum
conhecimento sobre sua diversidade genetica. No Brasil, ha pouca informagdo sobre a
diversidade genética de isolados de B. mallei (SILVA et al., 2009; GIRAULT et al., 2017;
LAROUCAU et al., 2018; FALCAO et al., 2019).

L A carga global de doencas reflete uma metodologia cientifica sistematica que prevé a quantificagdo da magnitude da perda
da saide em fungéo de doencas, lesdes e fatores de risco por idade, sexo e localidades geogréficas.
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Outra importancia do estudo genémico é a diferenciacdo da melioidose, enfermidade
causada pela bactéria Burkholderia pseudomallei, de manifestacdo clinica semelhante ao
mormo, inclusive nos caracteres fenotipicos e genotipicos de seus agentes
(TANPIBOONSAK et al. 2004). Assim, a utilizacdo de técnicas moleculares ou protedmicas
é fundamental para a diferenciacdo do patdgeno em casos clinicos.

Este estudo visa identificar e caracterizar cepas de B. mallei, patdgeno causador do
mormo, obtidas de equideos soropositivos eutanasiados pelo Servi¢o Oficial, provenientes de
todas regides do Brasil. Foram utilizados diversos critérios para a andlise, empregando
técnicas como morfologia da colbnia, testes biquimicos, a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR - do inglés Polymerase Chain Reaction) e a espectrometria de massas. Além disso,
averigou-se a presenca do patdgeno em equideos, sintomaticos e assintomaticos, visando
verificar a possibilidade da disseminacdo do patdégeno de forma silenciosa. Através deste
trabalho, espera-se contribuir para um melhor entendimento da epidemiologia do mormo no

Brasil, auxiliando na implementacéo de medidas de controle mais eficazes

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. HISTORIA E TAXONOMIA

O mormo é conhecido desde que o cavalo foi domesticado. Os primeiros relatos de
uma doenca de equideos cuja sintomatologia e dados epidemiol6gicos eram semelhantes aos
do mormo datam de 200/300 anos a.C. A partir de entdo, foram registrados casos de mormo
em humanos, especialmente nos que tinham contato direto com animais infectados. Ja no
século XVIII estdo presentes os relatos mais marcantes relacionando 0 mormo com animais
de tracéo e trabalhadores (SANTOS et al., 2001).

A bactéria B. mallei, agente etiolégico do mormo, € um cocobacilo Gram-negativo,
aerobio facultativo e imdvel. Trata-se de um patdgeno intracelular obrigatério com alto
tropismo por equideos, sendo que mulas e burros sdo mais sensiveis a infeccdo (NEUBAUER
et al., 2005; OIE, 2018). O género Burkholderia, da familia Burkholderiaceae, é composto
por mais de 40 espécies diferentes, que ocupam uma ampla gama de nichos ecoldgicos.
Algumas espécies sdo predominantemente habitantes do solo e ndo apresentam carater
patogénico (VANDAMME et al., 2007).

Esse patdgeno secreta uma capsula de polissacarideo que impede a fagocitose por
leucdcitos, conferindo-lhe viruléncia e sobrevivéncia no hospedeiro (FERRAREZI et al.,

2020). O organismo tem sua nomenclatura derivada do grego melis, “doenga grave”, ¢ do
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latim, malleus, que significa “doenga maligna”, foi isolado pela primeira vez em 1882 por
Loeffler e Schitz e confirmado em 1886 como a causa do mormo (DVORAK e SPICKLER,
2008).

Ao longo do tempo, B. mallei recebeu varias designacGes como: Loefflerella mallei,
Pfeifferella mallei, Malleomyces mallei, Actinobacillus mallei, Corynebacterium mallei,
Mycobacterium mallei, Pseudomonas mallei e Bacillus mallei. A classificacdo atual como
parte da familia Burkholderiaceae é decorrente de caracteristicas fenotipicas, composicdo
celular de lipidios e acidos graxos, tipagem do gene 16S rRNA e homologia DNA-DNA
(YABUUCHI et al., 1992).

Burkholderia mallei é altamente infecciosa podendo ser transmitido por aerossol,
tornando-se potencial para liberacdo intencional como um agente de ameaca biologica. Ja foi
utilizado como arma bioldgica durante a Guerra Civil Americana, a Primeira e Segunda
Guerra Mundial e h& relatos de uso pela Unido Soviética como arma biolégica no
Afeganistdo (SHARRER, 1995; CHRISTOPHER et al., 1997).

Como resultado dessa ameaca potencial, a pesquisa envolvendo B. mallei esta restrita
a instalacdes de nivel 3 de biosseguranca? nos Estados Unidos e em outros paises do mundo.
E essencial utilizar todas as medidas de biosseguranca e bioprotecdo ao manejar o
microrganismo que € sensivel a fatores ambientais como calor, luz solar e desinfetantes
comuns, como etanol, iodo e hipoclorito, mas pode persistir em ambientes Umidos a
temperatura ambiente (20° a 25°C) por 3 a 5 semanas (DVORAK e SPICKLER, 2008;
FERRAREZI et al., 2020).

2.2. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

Observado sob microscopia oOptica, B. mallei apresenta-se na forma de cocobacilos
Gram-negativos com extremidades arredondadas, medindo aproximadamente de 2 a 5 um de
comprimento e 0,3 a 0,8 um de largura. Na microscopia eletrénica é possivel visualizar a sua
capsula, formada por carboidratos neutros proporcionando protecdo contra fatores ambientais
desfavoraveis. Nao possui flagelos e falta de motilidade que é uma caracteristica fenotipica
crucial para o diagndéstico, importante de ser identificada quando a cultura esta pura (OIE,
2018).

Nos meios de cultura, a morfologia das col6nias varia em funcao do tipo do meio e da

idade do cultivo. Culturas mais antigas, possuem pleomorfismo acentuado. Em agar 5%

2 NB3, ou Nivel de Biosseguranca 3, é um tipo de laboratorio projetado para a manipulagdo segura de agentes patogénicos,
que requer sistemas de engenharia para controle de ar, pressdo, temperatura e umidade, garantindo assim a seguranca dos
usudrios e do meio ambiente.
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sangue de carneiro 2% glicerinado as coldnias crescem, apos 24 a 72 horas a 37°C, redondas,
puntiformes, acinzentadas, com halo translicido e brilhante, e ndo hemoliticas de aspecto
viscoso (OIE, 2018). Além disto, filamentos ramificados se formam na superficie das culturas
em caldo (NEUBAUER et al., 2005).

Pode ser caracterizado, com base em provas bioquimicas, como um microrganismo
imével, sem crescimento a 42°C, ndo fermenta agucares, ndo produz sulfeto de hidrogénio
(H2S), indol negativo, metaboliza a glicose pela via oxidativa, oxidase variavel e catalase
positiva (SUNIGA et al., 2023). Na presenca de nitrogénio 0 organismo pode crescer aerobio
e anaerobio facultativo (OIE, 2018).

2.3. IMPORTANCIA ECONOMICA DOS EQUIDEOS

Estima-se que existam cerca de 116 milhdes de equideos - cavalos, burros e mulas, no
mundo todo, sendo que 36 milhdes localizam-se em 38 paises de rendimento mais baixo.
Esses animais, em sua maioria, passam a vida trabalhando, auxiliando na sobrevivéncia de
pessoas em areas de recursos limitados. A populacdo mundial de equideos manteve-se
praticamente constante desde que os dados foram coletados entre 1961 e 2019 pela
Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentagdo e Agricultura (FAO), com um aumento
de 3% nos Gltimos 20 anos. Do total estimado aproximadamente 50,5 milhdes sdo burros, 57
milhdes de cavalos e 7,9 milhdes de mulas (BROOKE, 2022; FAOQ, 2022).

O Brasil é considerado o pais com maior rebanho de equinos na América Latina e o
terceiro no mundo. Em 2021, o Brasil contava com cerca de 6,7 milhdes de equideos (IBGE,
2022). A equideocultura nacional esta presente no transporte, na agropecuaria (animais de
carga ou manejo do gado), em terapias de desenvolvimento biopsicossocial de pessoas com
deficiéncias e/ou necessidades especiais (equoterapia), nas forcas armadas e estdo cada vez
mais presente nos esportes. O agronegocio dos equinos abrange diversos setores, como a
producdo de insumos, a criacdo e o uso final dos animais, 0 que gera uma movimentacéo de
R$16 bilhdes anuais e cria cerca de 3 milhdes de postos de trabalho diretos e indiretos (LIMA
& CINTRA, 2016).

Sendo assim, qualquer interrupcdo no comércio devido ao mormo pode ter um
impacto significativo na economia. A doenca tem causado transtornos e prejuizos para a
equideocultura nacional, pois os 0rgdos sanitarios oficiais dos paises vizinhos adotam
medidas de controle desta doenca em seus territorios, fechando as fronteiras com o Brasil.
Isso significa que a exportacdo de equideos para esses paises é interrompida, causando ainda

mais prejuizos para o setor (PIOTTO et al., 2021).
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Apesar da presenca de uma populacdo substancial de equideos, observa-se a existéncia
de lacunas significativas nas praticas de manejo sanitario. Essas deficiéncias podem criar um

ambiente propicio para a proliferacdo de varias doencas infecciosas, incluindo o mormo.

2.4. RELEVANCIA DA SANIDADE DE EQUIDEOS NA CADEIA PRODUTIVA

A sanidade dos equideos desempenha um papel de extrema importancia na
estabilidade econdmica. Esses animais tém uma funcdo essencial em vérias esferas,
abrangendo o cenario econdmico, social, politico, bem como no contexto militar e
agropecudrio em nivel global.

Com o intuito de fortalecer o complexo agropecuario de equideos no pais, foi
instituido o Programa Nacional de Sanidade dos Equideos (PNSE). Esse programa tem como
meta principal prevenir, identificar, controlar e eliminar enfermidades que possam prejudicar
a criacdo desses animais, por meio de defesa sanitéria e vigilancia (BRASIL, 2008).

Aprimorar 0 monitoramento sanitario dos rebanhos também pode simplificar os
tramites relacionados a importacdo e exportacdo de equideos vivos, sémen e derivados
provenientes do abate. 1sso poderia acarretar um impacto substancial na economia, visto que a
salde desses animais ¢ fundamental para a sustentabilidade e a rentabilidade desse setor.
Portanto, a preservacdo da saude dos equideos é crucial tanto para a economia quanto para o

bem-estar animal.

2.5. EPIDEMIOLOGIA NO BRASIL

A origem do mormo no Brasil esta ligada a importacdo de equinos da Europa no
século XIX. Como esses animais eram muito empregados em atividades de transporte e
tracdo, a doenca, denominada na época como ‘“‘catarro € cancro nasais”’, se propagou
facilmente e causou muitas mortes (BRAGA, 1940; PIMENTEL, 1938; SANTOS et al.,
2001).

Depois de varios registros da zoonose, com descricdo dos aspectos clinicos,
microbioldgicos, histopatoldgicos e epidemioldgicos, sugeriu-se que a doenca foi erradicada
no Brasil. O dltimo relato de um foco nessa época foi registrado no municipio de Campos,
Rio de Janeiro, por Langenegger e colaboradores (1960).

Mota e colaboradores (2000) identificaram equideos com diagndstico, clinica,
microbiologia e epidemiologia compativeis com mormo nos Estados de Pernambuco e
Alagoas, 30 anos ap6s o ultimo foco notificado, evidenciando a “reemergéncia” da doenga.

Depois desse intervalo, a comunidade cientifica se dedicou a producdo de pesquisas
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cientificas para demonstrar dados relevantes sobre as caracteristicas clinicas, epidemiologicas,
patoldgicas, microbioldgicas, soroldgicas e moleculares da doenca do mormo no Brasil. Em
uma revisdo sistematica realizada abrangendo o periodo de 2000 a 2022 foram obtidos 41
documentos, sendo 12 dissertacdes, cinco teses e 24 artigos cientificos (MOTA e PINHEIRO
JUNIOR, 2022).

No periodo de 2010 a 2019, foram notificados 1.398 casos de mormo no territério
nacional. A anélise da distribuicdo anual dos casos notificados revela um pico em 2015,
possivelmente relacionada a exigéncia do exame negativo para 0 mormo no transito de
equideos em varios estados, seguido de uma queda acentuada a partir de 2016 (RAMOS et al.,
2021).

Ainda sobre esse periodo, a maioria dos casos notificados ocorreram na regido
nordeste brasileira, que apresenta o segundo maior rebanho equino nacional, ficando atras
apenas do rebanho paulista. Ainda assim, apresentou o triplo de casos positivos notificados
(RAMOS et al., 2021). Essa maior incidéncia da regido Nordeste pode ser explicada pelo alto
nimero de equideos que ainda sdo empregados no transporte da cana-de-acucar e que nao
recebem 0 manejo sanitario adequado, além de serem mantidos em ambientes coletivos com
baixa ventilacdo e alta umidade, favorecendo a propagagdo bacteriana (SILVEIRA et al.,
2013).

O mormo é altamente transmissivel entre os equideos, especialmente em condi¢des
estressantes e insalubres. Exsudatos e secre¢fes de animais infectados contém grande nimero
de microrganismos, que podem se espalhar no ambiente e em fémites (OIE, 2018). A
transmissao entre equideos pode ocorrer por meio da ingestdo do patégeno em alimentos,
agua e/ou equipamentos contaminados, além de abrasdes cutdneas e mucosas ou exposicao a
aerossois (GROVES et al., 2019).

Varios trabalhos tém sido realizados no Brasil para o estudo da prevaléncia da doenca
e deteccdo dos casos e surtos (MOTA et al., 2000; MACHADO et al., 2013; CHAVES et al.,
2015; RAMOS et al., 2021; FALCAO et al., 2022; RESENDE et al., 2022; SUNIGA et al.,
2023). Devido a gravidade da afeccdo para a saude humana e animal, medidas preventivas

efetivas devem ser adotadas para conter o avanco da doenga no Brasil.

2.6. PATOGENIA
O mormo pode se desenvolver em equideos de forma aguda ou cronica e pode
apresentar diferentes perfis de susceptibilidade de acordo com a espécie. Os muares sdo 0S

mais suscetiveis a forma aguda da doenca, que pode ser fatal em poucos dias ou semanas. No
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entanto, assim como os demais equideos, também podem desenvolver a doenga cronica, que é
mais prolongada, pode ser subclinica inicialmente, com sinais minimos de doenca ou
assintomatica, dificultando assim um diagnostico preciso (MOTA et al., 2000). Sabe-se que
cavalos cronicamente infectados atuam como reservatério primario de B. mallei
(NEUBAUER et al., 2005).

A porta de entrada para B. mallei sdo as membranas dos tegumentos e mucosas do
hospedeiro, principalmente a mucosa intestinal. Ap6s sua penetracdo pelas mucosas, as
bactérias se espalham através de vasos linfaticos até alcancarem os linfonodos sentinelas. Ao
se alojarem, multiplicam-se e, logo apds, seguem para a corrente sanguinea. Assim,
disseminam-se por todo o organismo, alcancando os 6rgdos por via hematogénica. Desse
modo, os sistemas circulatérios sanguineo e linfatico sdo imprescindiveis na disseminacéo do
agente nos tecidos (PITT & DANCE, 2005).

O grau de viruléncia determina o curso da doenca - crénica e aguda. A patogenicidade
é influenciada tanto pela susceptibilidade do hospedeiro quanto pela manifestacdo dos fatores
de viruléncia pelo agente infeccioso. Diversos fatores de viruléncia para B. mallei ja foram
identificados (SCHELL et al. 2007; WIKRAIPHAT et al. 2009; MEMISEVIC et al., 2013).
Um trabalho recente ressaltou a viruléncia detectavel da cepa brasileira B. mallei BAC 86/19
em camundongos, hospedeiros relativamente resistentes, e reiterou a importancia da
investigacdo continua dos mecanismos de viruléncia, em especial isolados brasileiros, e
potenciais contramedidas associadas as infec¢des por B. mallei (GASPAR et al., 2023).
Ressalta-se que a diversidade genética e a patogenicidade de cepa regionais podem estar
relacionadas as mutagdes genéticas decorrentes de fatores ambientais locais.

O periodo de incubacdo pode durar apenas alguns dias a meses dependendo da
intensidade da exposicdo ao patdgeno, da via de infeccdo e de fatores intrinsecos do
hospedeiro (CASTRO, 2015). A forma aguda da doenca tem um periodo de incubacdo de 1 a
14 dias, enquanto a forma cronica tem um periodo de incubacdo maior, de até 12 semanas
(DARLING et al., 2004).

Os locais de predilecdo no hospedeiro incluem pulmdes, trato respiratorio superior e
vasos linfaticos, onde formam ndédulos (SHARRER, 1995). A bactéria também pode ser
encontrada nas mucosas nasal, oral, faringea e traqueal, onde ressalta-se a importancia da

facil disseminacao por essas vias (SUNIGA et al., 2023).

2.7. SINAIS CLINICOS

O mormo em equideos pode apresentar em trés diferentes manifestagdes clinicas:



21

pulmonar, nasal e cutanea. No entanto, distingui-las pode ser desafiador, pois frequentemente
apresentam sintomas sobrepostos. A forma pulmonar € identificada em praticamente todos os
casos clinicos, sendo que a manifestacdo pulmonar-cutanea representa a forma mais
prevalente do mormo em surtos. A evolucdo clinica da doenca pode variar entre aguda a
cronica (KHAN et al., 2013).

O mormo agudo é mais frequentemente observado em burros e mulas e é fatal em
poucos dias a semanas (MOTA et al.,, 2010). O mormo em sua forma cronica surge
geralmente em equinos, quando o animal pode permanecer infectado sem sinais aparentes por
meses ou até mesmo anos, podendo ocorrer periodos de agravamento a qualquer momento. O
mormo cronico pode resultar em fatalidade, embora alguns casos possam apresentar
recuperacdo clinica e permanecer como portadores ao longo da vida (KHAN et al., 2013).

A fase aguda se inicia com sinais leves como calafrios, febre alta, depressdo, anorexia
e perda de peso. Clinicamente marcada por tosse e secrecdo nasal aquosa, 0s ndédulos e Ulceras
se desenvolvem rapidamente no septo nasal e nos 0ssos das conchas nasais. Com a
progressdo, ocorre uma secrecdo abundante, espessa e mucopurulenta, branca-amarelada ou
hemorragica, o que dificulta a respiracdo. Pode haver linfadenomegalia e enrijecimento dos
linfonodos mandibulares e inchaco da glote em alguns casos. A morte pode ocorrer em dias
ou semanas devido a insuficiéncia respiratdria, como broncopneumonia e septicemia
(SHARRER, 1995; AL-ANI & ROBERSON, 2007; OIE, 2018).

O mormo crénico, que pode durar meses a anos, apresenta episddios de piora e
melhora sucessiva das condi¢Bes corporais. A forma pulmonar € comum embora seja muitas
vezes latente e assintomatica. Os animais afetados podem desenvolver sintomas leves que
podem passar despercebidos, como respiracédo leve e febre intermitente. Com a progressédo da
doenca 0s animais podem apresentar apatia, fraqueza, tosse intermitente, inchaco das
articulacGes traseiras, epistaxe, inchaco testicular e hematuria. Os sinais clinicos na fase
terminal da doenca incluem broncopneumonia com evolugdo para a morte por asfixia
(SHARRER, 1995; MUHAMMAD et al., 1998; OIE, 2018).

Em condigbes de estresse, podem surgir lesdes pulmonares causando
broncopneumonia aguda. As formas nasal e cutdnea do mormo podem se exacerbar,
provocando ao desenvolvimento de nodulos inflamatorios e Glceras nasais, 0 que resulta em
secrecdo nasal amarela pegajosa e linfonodos mandibulares aumentados e firmes. A
perfuracdo do septo é comum em casos cronicos. As Ulceras nasais cicatrizam deixando
pequenas cicatrizes esbranquicadas e endurecidas (AL-ANI & ROBERSON, 2007; OIE,
2018).
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Na forma cutanea, lesbes comuns ocorrem nas coxas, membros, barriga e raramente na
face, pescoco e torax. Os vasos linfaticos superficiais apresentam-se aumentados (linfangite)
e, ocasionalmente, com abscessos nodulares de conteddo purulento que podem ulcerar. As
lesGes, superficiais ou profundas, aparecem ao longo dos vasos linfaticos espessados e podem
se transformar em ulceras que liberam um pus espesso. As Ulceras cicatrizam lentamente,
excretando secrecdo serosa. Lesdes profundas causam inchago nas articulagfes e, as vezes,
edema difuso nos membros posteriores. O animal pode manter boas condi¢bes por um tempo,
mas eventualmente sucumbe a doenca (AL-ANI & ROBERSON, 2007; KHAN et al., 2013).

2.8. DIAGNOSTICO

Para dar suporte a medidas de prevencdo e controle do mormo, o diagnéstico
laboratorial é essencial. Por sua maior praticidade em larga escala, o diagnéstico do mormo é
baseado, principalmente, em testes sorolégicos (CASTRO, 2015).

A sorologia é um método que utiliza a deteccdo de imunoglobulinas especificas para
0s agentes infecciosos, também denominados antigenos. As principais classes de
imunoglobulinas envolvidas na sorologia sdo IgM e IgG, que sdo produzidas pelo sistema
imunolégico em diferentes etapas da resposta imune. Imunoglobulinas da classe IgM séo
sintetizadas logo apds a infeccdo, posteriormente substituida pela 19gG, que confere maior
protecdo e memoria imunolégica (ARMSTRONG, 2008).

De acordo com a Instrucdo Normativa do Ministério da Agricultura e Pecuaria
(BRASIL, 2023), o diagndstico soroldégico do mormo ¢ feito através do Ensaio de
Imunoabsor¢do Enzimética - ELISA (do inglés - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) como
testes de triagem e a confirmacao dos animais reagentes por Western Blotting, que tem maior
especificidade que os testes de triagem.

Animais que forem positivos, de acordo com 0s parametros descritos, e apresentarem
sinais clinicos da doenca serdo submetidos a eutandsia, a propriedade serd interditada e
submetida a regime de saneamento. A liberacdo da propriedade sera realizada ap6s dois testes
negativos consecutivos de todo o plantel com intervalos de 45 a 90 dias. Animais
assintomaticos nao sdo classificados como casos suspeitos e ndo precisam ser testados
obrigatoriamente para a emissdo da Guia de Transito Animal (GTA) para participar de
eventos. (BRASIL, 2018; BRASIL, 2023).

A OIE (2018) tambem prescreve métodos alternativos de ensaios, como a Reag¢do em
Cadeia de Polimerase (PCR), Reacdo em Cadeia de Polimerase em tempo real (QPCR — do

inglés Real Time Quantitative PCR), polimorfismo de comprimento de fragmento de restri¢éo
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de PCR, eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE — do inglés Pulsed-Field Gel
Electrophoresis), ribotipagem, Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD — do
inglés Random Amplified Polymorphic DNA), numero variavel de analise de repeticdo em
tandem (MLVA — do inglés Multiple Locus Variable-number Tandem Repeat Analysis) ou
tipagem de sequéncia multilocus (MLST — do inglés Multilocus sequence typing) apropriados
para uso em laboratorios especializados.

O cultivo bacteriano é o método de referéncia para a identificacdo de microrganismos.
No entanto apresenta algumas desvantagens, tais como a demora na obtencéo dos resultados,
a exigéncia de condigdes especificas de biosseguranca e transporte das amostras e a
dificuldade de isolamento de certos patégenos (PERANTONI & QUEIROZ-FERNANDES,
2019). As colbnias acinzentadas e brilhantes de B. mallei em &gar de sangue de ovelha podem
ser confundidas com outros microrganismos e seu crescimento sobreposto por outras

bactérias, tornando o isolamento para diagnostico de mormo um desafio (OIE, 2018).

2.9. CONTROLE E PREVENCAO

Embora ndo existam tratamentos ou imunizacdo disponiveis para 0 mormo, estudos
estdo em andamento para desenvolver uma vacina eficaz contra essa doenca (MOHLER &
EICHHORN, 1914; TORRES et al., 2015; JOHNSON & AINSLIE, 2017; BIRYUKOV, S. S.
et al., 2022). Com isso, sd0 necessarios programas sanitarios que identifiquem e eliminem os
animais infectados, controlem o transito de equideos, determinem a higienizacéo e isolamento
das areas e instalacbes da criacdo afetada, para poder realizar o controle da doenca e
prevencdo da sua transmissao.

No Brasil, 0 Ministério da Agricultura e Pecuéria coordena o Programa Nacional de
Sanidade dos Equideos — PNSE, que tem como objetivo fortalecer o setor dos equideos com
acOes de vigilancia e defesa sanitaria animal, como educacdo sanitaria, estudos
epidemioldgicos, controle do transito, cadastramento, fiscalizacdo e certificacdo sanitaria e
intervencdo imediata em casos de doencas de notificacdo obrigatéria (BRASIL, 2008).

2.10. GENOMA E EVOLUCAO
O genoma de B. mallei possui um tamanho aproximado de 5,7Mb, distribuido em dois
cromossomos circulares. Seu genoma € menor do que B. pseudomallei, resultando nas
diferengas existentes entre ambas as espécies (Figura 1). Além de ser menor, poucos genes
sdo especificos de B. mallei, 99% de seu genoma se assemelha a B. pseudomallei. No entanto,

a variabilidade genética entre as cepas de B. mallei (33% a 41%) é maior quando comparada a
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B. pseudomallei (11% e 22%) (LOSADA et al., 2010; BRANGSCH et al., 2022).
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Figura 1. Comparacdo da estrutura cromossémica das cepas de B. mallei ATCC 23344

(CP000010, CP 000011) (A) e B. pseudomallei K96243 (NC_006350, NC_006351) (B). Circulos (de
fora para dentro) determinam as sequéncias codificadas nas fitas forward (azul escuro) e reverse (azul
claro), genes preditos codificadores da transponstase (vermelho), contetido de GC e inclinagdo de GC
(BRANGSCH et al., 2022).

A hipdtese é que B. mallei evoluiu de um ancestral Gnico de B. pseudomallei, tornando
dificil diferencia-los devido a semelhanca gendmica. Essa separacdo pode ter comecado com
a introducdo da cepa ancestral em um hospedeiro equino e subsequente adaptacdo. A
evolucéo resultou em uma reducéo significativa do tamanho do genoma por perda de genes
desnecessarios para a sobrevivéncia no hospedeiro. llhas gendmicas que codificam funcGes
em B. pseudomallei, como producdo de antibidticos e vias metabodlicas, foram perdidas
(NIERMAN et al., 2004; LOSADA et al., 2010). Com isso, B. mallei perdeu a versatilidade
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de sobreviver no ambiente, tornando-se um patdgeno obrigatério restrito a poucos
hospedeiros.

O genoma de B. mallei contém 5.535 sequéncias de DNA, chamadas fases de leituras
abertas (ORFs — do inglés Open Reading Frame), regides que podem codificar proteinas. Ndo
é possivel determinar de forma clara e incontestavel o ponto exato onde comeca a replicacéo
dos cromossomos, ou seja, o local onde o DNA comeca a se duplicar, ao contrario do caso
dos cromossomos de B. pseudomallei (NIERMAN et al., 2004). Na figura 2 estdo ilustrados
dois diagramas circulares que mostram os cromossomos 1 e 2 de B. mallei, divididos em sete
com diferentes caracteristicas do genoma.

A primeira posi¢do do cromossomo 1 é definida pela regido entre os genes dnaA
(BMAO0001), dnaN (BMAO0002) e rnpA (BMA3399). Perto da primeira posicdo do
Cromossomo 2, encontramos genes que criam proteinas semelhantes as parA (BMAA2114) e
parB (BMAA2115), e uma possivel proteina de replicacdo (BMAA2117). Isso sugere que a
estrutura desse cromossomo é parecida com a de um plasmideo. Assim como o menor
cromossomo de B. pseudomallei, 0 cromossomo 2 tem genes importantes para o metabolismo,
0 que o torna essencial (NIERMAN et al., 2004; BRANGSCH et al., 2022).

Burkholderia mallei apresenta uma alta clonalidade, que indica que as bactérias sdo
geneticamente muito semelhantes entre si, isto reflete em uma alta identidade média de
nucleotideos (ANI — do inglés Average Nucleotide Identity), que pode ser determinada in
silico com base em sequéncias completas do genoma. A taxa de ANI para B. mallei é maior
que 99%, isso indica uma baixa variabilidade genética (VARGHESE et al., 2015).

Embora B. mallei possua baixa variabilidade genética, uma porcéo significativa de seu
genoma é composto por elementos funcionais extra-cromossdmicos moveis. Sendo que,
5.33% dos seus genes (279 de 5229) sdo formados por esses elementos, em contraste com
apenas 2.07% (131 de 6323) no genoma de B. pseudomallei. Essa diferenca notavel sublinha a
importancia desses elementos como impulsionadores da diversidade funcional. A
transferéncia horizontal génica e a aquisicdo e retencdo de blocos de DNA que codificam
genes proporcionam a evolucdo da espécie (DINIZ et al., 2008).

A elevada homogeneidade das estirpes, bem como a complexidade dos seus genomas
dificultam a identificacdo, diferenciagdo e caracterizacdo das cepas. Com 0 progresso
tecnologico, especialmente no sequenciamento total de genomas, surgem novas

oportunidades.
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Figura 2. Diagramas circulares do cromossomo 1 e cromossomo 2 de B. mallei. As localizagdes de
caracteristicas gendmicas sdo indicadas nas sete camadas de circulos. Da camada mais externa para a
mais interna, temos: 1) Sequéncias de DNA que podem codificar proteinas, coloridas de acordo com
suas funcionalidades; 2) As mesmas sequéncias de DNA, mas na dire¢do oposta; 3) Inclinacéo de GC;
4) Elementos insercdo (IS) que estdo associados a quebras sinténicas no DNA, comparados com B.
pseudomallei; 5) Elementos IS que ndo associados a quebras no DNA,; 6) Sequéncias curtas de DNA
que tém pelo menos uma adenina ou timina; 7) Genes que podem causar doencas. Além disso, 0s
diagramas mostram a localizag&o de varios genes importantes (adaptado de NIERMAN et al., 2004).

Diversos métodos de tipagem foram usados em cepas de B. mallei e, embora varios
desses métodos sejam menos onerosos e simples, eles ndo sdo tdo precisos quanto o MLVA.
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Este método, que inicialmente analisava 32 loci, foi reduzido para 23 loci especificos para B.
mallei pois alguns deles eram conservados demais dentro da espécie para serem Uteis na
diferenciacdo das cepas (HORNSTRA et al., 2009). Este método MLVA-23 foi usado para
investigar surtos de mormo em diferentes paises. Mais recentemente, foi proposto um painel
ainda mais restrito de apenas seis marcadores MLVA (BONDAREVA et al., 2019). Os perfis
MLVA gerados podem ser usados para analise comparativa usando diferentes algoritmos, que
fornecem uma representacédo grafica dos resultados, facilitando a interpretacao.

Apesar da eficiéncia do MLVA de 23 loci, este é tecnicamente exigente e caro. Com a
disponibilidade de sequéncias completas do genoma foram identificados SNPs® (do inglés
Single Nucleotide Polymorphism) especificos para discriminar isolados de B. mallei. A analise
de fuséo de alta resolucdo po6s-PCR (HRM — do inglés High Resolution Melting) permitiu essa
discriminacdo. Um estudo propés um método HRM para triar 15 SNPs informativos,
subdividindo a espécie em 3 linhagens e 12 subgrupos. Os resultados confirmam a utilidade
da genotipagem para a analise epidemioldgica molecular de B. mallei (GIRAULT et al.,
2018).

Outra técnica de tipagem é o estudo do genoma central (do inglés core genome). A
técnica se refere ao conjunto de genes compartilhados por todas, ou quase todas, as cepas de
uma determinada populacdo ou espécie procaridtica. Para B. mallei foi desenvolvido um
ensaio robusto e reprodutivel de digitacdo de sequéncia multilocus baseado em genoma
central (cgMLST). Ele usa 3328 alvos genéticos para tipagem de alta resolucdo. O ensaio
distingue claramente cepas de diferentes regides geogréaficas e é util para investigacdes de
surtos e caracterizagdo molecular de novos isolados de B. mallei (APPELT et al., 2022).

Além das técnicas descritas acima, também é possivel realizar o Sequenciamento
Total do Genoma (WGS — do inglés Whole Genome Sequencing). Esta € uma ferramenta que
permite o0 sequenciamento e a analise total do genoma gerando informacdes de alta
confiabilidade que podem ser utilizadas para determinacdo de relacGes filogenéticas, estudo
de estrutura populacional, aléem de possiveis eventos de transmissdo. No entanto, & mais caro e
complexo do que métodos baseados em PCR (SCHOLZ et al., 2014).

2.10.1. ESTUDOS MOLECULARES DE Burkholderia mallei EM CASQOS
BRASILEIROS

Para a deteccdo molecular de B. mallei em casos de mormo, a diferenciacdo confiavel

3 Substituicdo de um dnico nucleotideo por outro em um determinado local em uma sequéncia de DNA. E a forma mais
comum de polimorfismos observados no genoma.
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e rapida deste organismo é um passo importante. Devido a baixa carga bacteriana geralmente
presente no material infectado (OIE, 2018), a PCR é o método mais utilizado para uma anélise
inicial de amostras. No entanto, existem diversas outras formas de detectar o agente e realizar
estudos genéticos que poderado servir como base para futuras ac6es (Figura 3).

A Organizacdo Mundial de Saude Animal (OMSA) sugere dois ensaios de PCR para
detectar B. mallei, um ensaio de PCR convencional e um de PCR em tempo real (SCHOLZ et
al., 2006; TOMASO et al., 2006), ambos explorando o pseudogene da flagenina (fliP). O gene
fliP é interrompido pelo elemento 1IS407A, que causa a imobilidade de B. mallei (NIERMAN
et al., 2004). Esta interrupcdo foi usada para criar um sistema de PCR especifico para B.
mallei. No entanto, este sistema falhou recentemente em diagnosticar mormo, possivelmente
devido a mutacdes, perda da insercdo IS407A ou nova recombinacdo genémica
(LAUROCAU et al., 2021).

fliP-1IS407A BMA10229_0375

Alvos especificos

B. mallei "BurkDiff"
SorB 23S rDNA

Deteccao SNP, HRM-PCR

15/18alvos

PCR diferencial orf11

f13
lferenga alélica ©

MLST MLVA intergeneric

7 alvos 23 alvos region/ mprA
Sequenmamento de Ieltura curta Sequenciamento de leitura longa
Nanopore, PacBio
Montagem
/ 25200 contigs
Anadlise de SNP \\
Genoma completo PCR in silico

cgMLST

2838/3328 alvos

MLVA MLST

23 alvos 7 alvos

Figura 3. Visdo geral esquematica dos méetodos de deteccéo e tipagem de B. mallei baseados em PCR
relevantes, bem como métodos que empregam sequenciamento do genoma (adaptado de Brangsch et
al., 2022).

Em um estudo subsequente, Abreu et al. (2020) realizaram a detec¢do molecular de B.
mallei utilizando primers modificados a partir dos primers descritos por Scholz et al. (2006) e
Tomaso et al. (2006), produzindo um fragmento de 528 pares de base. Suniga et al. (2023)

usaram 0s mesmos primers para testar a presenca de B. mallei em 19 equideos, a bactéria
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identificada em 18 deles (94%).

Apos a reemergéncia da doenca no Brasil, no inicio do século XXI, trabalhos foram
realizados buscando evidenciar aspectos que envolviam epidemiologia, clinica, transmissao e,
em especial, caracteristicas genéticas das cepas circulantes no pais. No entanto, ainda ha
poucos estudos disponiveis com informacdes genéticas de isolados brasileiros de B. mallei.

Um trabalho realizado por Silva et al. (2009), demonstrou quatro perfis genotipicos
distintos existentes entre oito cepas de B. mallei da regido nordeste, por ribotipagem, o que
revela certa heterogeneidade gendmica. Posteriormente, o genoma da cepa 16-2438-BM,
isolada de uma mula do estado de Pernambuco, foi sequenciado por Girault et al., (2017). O
isolado também foi caracterizado pela andlise de polimorfismos Unicos (SNPs) e agrupado
juntamente com algumas cepas da Hungria, india, Ird, Russia e Estados Unidos da América e
diversas cepas turcas, no agrupamento L3 (LAROUCAU et al., 2018). Ainda na regido
nordeste, Falcdo et al. (2019) identificaram a presenca de B. mallei em seis equideos por meio
do sequenciamento de um fragmento amplificado por PCR.

Nassar et al. (2020), por meio da deteccdo do pseudogene da flagenina (fliP),
relataram pela primeira vez a presenca da bactéria em amostras de leite uma égua
soropositiva, além de identificar o patdgeno também em feto, sugerindo a transmissao
transplacentaria.

A deteccdo molecular é eficaz em animais com ou sem sinais clinicos. Rocha et al.
(2021) acompanharam dois focos de mormo em Alagoas e reiteram a variabilidade dos
sintomas clinicos de animais soropositivos. Nesse mesmo trabalho, foram identificados dois
animais por PCR utilizando quatro pares de primers: dois que amplificam a regido fliP e
outros dois BURK-fD1 e BURK-rD1, que sdo complementares as regiGes conservadas do
rDNA 16S. No Mato Grosso, houve o relato da detec¢do de uma sequéncia compativel com B.
mallei em um cavalo assintoméatico (ROCHA et al., 2023).

Seis isolados de B. mallei de necropsias de cavalos assintomaticos soropositivos para
mormo em Pernambuco e Alagoas foram analisados por PCR-HRM. Quatro cepas
agruparam-se no ramo L3B2, onde ja havia sigo agrupada a cepa brasileira 16-2438 BM#8, e
duas no ramo L3B3sB3, majoritariamente de isolados antigos da Europa e Médio Oriente. O
sequenciamento genémico de duas dessas cepas confirmou a tipagem HRM e revelou um
gendtipo inedito em cepas contemporaneas. Os resultados indicam maultiplas introducGes de

mormo no Brasil, possivelmente ligadas a cepas européias (FALCAO et al., 2022).
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2.11. PROTEOMICA DE Burkholderia mallei

A espectrometria de massa com fonte de ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por
matriz e analisador de massas do tipo tempo-de-voo (MALDI-TOF do inglés Matrix Assisted
Laser Desorption/lonization Time-of-Flight) € uma ferramenta de pesquisa inovadora na
deteccdo e identificagdo de uma ampla gama de isolados bacterianos (SRIRAM et al. 2018).
Esta técnica avancada permite a comparacdo detalhada do espectro de massas de um
microrganismo isolado com os espectros de referéncia de cepas conhecidas, proporcionando
uma classificacao e identificacdo mais rapida e precisa do patdgeno em comparacdo com 0S
métodos convencionais (PATEL, 2015).

Devido a sua velocidade, robustez e aos custos minimos de preparacdo e medicdo de
amostras, a técnica MALDI-TOF € adequada para uso rotineiro e de alto rendimento em
laboratdrios de microbiologia (HUANG et al. 2018). A analise protedmica por MALDI-TOF,
que examina o conjunto completo de proteinas expressas por um organismo, pode permitir a
identificacdo correta dos isolados de B. mallei. Além disso, pode ajudar a distinguir possiveis
contaminacdes de outras bactérias, aumentando a precisdo do diagnostico. No entanto, os
espectros de referéncia para B. mallei e B. pseudomallei ndo estdo disponiveis nos bancos de
sistemas MALDI-TOF comerciais, como os da Bruker Daltonics, devido a preocupacfes de
biosseguranca, pois esses microrganismos sdo considerados armas bioldgicas (RUDRIK et al.,
2017).

Na literatura é possivel encontrar estudos com bactérias do género Burkholderia. No
entanto, poucos abordando especificamente B. mallei. Karger et al. (2012) realizaram um
trabalno com o objetivo de identificar e diferenciar de forma répida e confiavel B.
pseudomallei e B. mallei, além de construir um banco de dados de referéncia confidvel para
ambos 0s organismos. Foi possivel identificar maior homogeneidade em B. mallei e
concluiram que para espécies intimamente relacionadas, o processo de identificacdo com o
software MALDI Biotyper (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemanha) requer a selecao
cuidadosa de espectros de cepas de referéncia.

No Brasil, estudos também foram conduzidos sobre o patégeno. Em um estudo piloto,
a espectrometria de massas MALDI-TOF identificou isolados de B. mallei com 80% de
precisdo. Sinais m/z discriminatorios permitiram a classificacéo correta de 100% dos isolados
clinicos de B. mallei (VERBISCK et al., 2020). Posteriormente 0 mesmo grupo publicou um
segundo trabalho e obtiveram o espectro de referéncia (MSP — do inglés Main Spectra

Profile) da cepa 86/19 de B. mallei, disponivel para cultivo local, o que gerou avangos
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significativos na identificacdo da bactéria via espectrometria de massas MALDI-TOF. A
confirmacéo genotipica e taxondmica foi obtida pelo sequenciamento do genoma e o perfil de
proteinas validado contra outros MSPs de B. mallei e B. pseudomallei. No entanto, a
certificacdo do método depende da analise de mais amostras clinicas de B. mallei e B.
pseudomallei (VERBISCK et al., 2022).
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Resumo

Mormo é uma doenca contagiosa de equideos causada pela bactéria Gram-negativa
Burkholderia mallei. No Brasil, a doenca é considerada reemergente e vem se expandindo, com
registros de equideos com sorologia positiva na maior parte das unidades federativas. No entanto,
existem poucos relatos que descrevem a deteccdo genotipica do agente. Este estudo demonstrou a
deteccdo de B. mallei por PCR espécie-especifica diretamente de tecidos ou de culturas bacterianas,
seguida de sequenciamento do amplicon em equideos (equinos, muares e asininos) com sorologia
positiva para mormo em todas as cinco regifes geograficas do Brasil. A evidéncia molecular de
infeccdo por B. mallei em equideos sorologicamente nesse estudar expande a possibilidade de
isolamento de cepas e realizagdo de caracterizacBes epidemioldgicas baseadas em informacGes
moleculares. A deteccdo microbiolédgica de B. mallei em culturas de swabs nasais e palatinos, mesmo
em equideos sem manifestacOes clinicas, aumenta a possibilidade de ambiental eliminacdo do agente.

Palavras-chave Mormo - PCR - sequenciamento de DNA - Necropsia - Zoonose

Introducéo

O mormo é causado por uma bactéria Gram negativa, ndo fermentadora e ndo movel,
Burkholderia mallei, que afeta principalmente cavalos, mas também infecta mulas e burros [1].
Burkholderia mallei é considerada um agente zoondtico [2] e um potencial agente de bioterrorismo
[3]. No entanto, a sua transmissdo ao homem parece ser incomum, mesmo em casos de contacto
frequente e proximo com animais infectados [4].
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No Brasil, B. mallei foi descrita pela primeira vez em 1811 [5], e o pais foi oficialmente
considerado livre de mormo em 1960. A doenca ressurgiu no pais na década de 2000, com ocorréncia
de casos nos estados de Alagoas e Pernambuco [6]. O mormo representa um importante problema
socioecondmico, uma vez que o programa de controle e erradicacdo de doengas prevé a eutanasia
obrigatdria de equideos soropositivos [7, 8] sem compensacdo para os proprietarios [9]. Todos os
anos, 0 mormo ocorre em diversas zonas do pais [10], causando graves perdas econémicas e restri¢oes
comerciais. A maior frequéncia de fazendas afetadas ocorre na regido Nordeste [11]. De 1999 a 2021,
foram notificados 3.164 casos de mormo no Brasil, segundo o Sistema de Informacdo de Sanidade
Animal do  Ministério da  Agricultura, Pecudria e  Abastecimento  (MAPA)
(https://indicadores.agricultura.gov.br/saudeanimal).

Apesar da evidéncia de uma ampla distribuicdo de mormo no Brasil, definida pela sorologia,
relatos de isolamento de B. mallei ou deteccdo molecular ndo séo frequentes, especialmente fora da
regido Nordeste [6, 12-18].

A Organizacdo Mundial de Saude Animal (WOAH) considera a cultura microbiolégica e a
PCR como padrdo ouro para confirmacdo de casos clinicos de mormo [19]. No entanto, B. mallei
possui caracteristicas de cultura particulares, incluindo a necessidade de um meio de cultura
dependente de glicerol e crescimento lento (até 72 horas de incubagdo) [12]. A sensibilidade dos
ensaios de PCR para amostras clinicas é desconhecida. o resultado negativo, portanto, ndo é prova da
auséncia de B. mallei na amostra. Devido a estas dificuldades relacionadas com a cultura
microbioldgica e PCR, estas técnicas ndo sdo recomendadas para definir a auséncia de infeccdo da
populacdo, a liberdade individual dos animais antes do movimento, politicas de erradicacdo ou
prevaléncia de vigilancia de infeccGes, para as quais os métodos seroldgicos sdo mais adequados [19].

A diferenciagdo das cepas de B. mallei em bases moleculares, a caracteriza¢éo da diversidade
genética e a definicdo dos eventos de transmisséo e, portanto, o rastreamento das fontes de infecgdo
sdo conhecimentos importantes para a definicdo de politicas puablicas [20-22]. Além disso, a
genotipagem também é importante para acompanhar a evolugdo natural do genoma de B. mallei [23,
24], ja que a notavel plasticidade do genoma nesta espécie, causada principalmente por rearranjos
genéticos em grande escala orientados por elementos de inser¢do [20], pode impactar a deteccdo por
PCR [25]. Outro aspecto importante da genotipagem de B. mallei é a possibilidade de diferenciagédo da
infeccdo por Burkholderia pseudomallei, o que determina manifestagdes clinicas semelhantes [13].

Diferentes metodologias de genotipagem podem ser usadas, como tipagem de sequéncia multi-
locus, numeros varidveis de anélise de repeticdo em tandem, reacdo em cadeia da polimerase - fusdo
de alta resolucéo, sequenciamento do genoma completo e anélise de tipagem de sequéncia multi-locus
baseada no genoma central, com varios graus de resolucdo [14, 20-23]. Porém, todas essas
ferramentas dependem do isolamento de B. mallei em cultura microbiolégica.

Este trabalho descreve dados sobre a detecgdo genotipica de B. mallei em equideos
sorologicamente positivos para mormo de todas as regides geograficas do Brasil.

Material e métodos

Amostras

Os casos de mormo incluidos neste estudo foram definidos por teste de triagem sorol6gica por
ELISA e teste confirmatdrio por Western blot (Biovetech), conforme Instrucdo Normativa do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) [8], exceto um cavalo proveniente do
estado da Bahia, que foi positivo no ELISA e negativo no Western blot, mas foi eutanasiado por
decisdo do proprietério. Os animais eram provenientes dos estados do Rio Grande do Sul (n = 3),
Santa Catarina (n = 2), S&o Paulo (n = 1), Mato Grosso (n = 2), Bahia (n = 5), Piaui ( n = 1), Maranh&o
(n = 1), Sergipe (n = 1), Tocantins (n = 1) e Amazonas (n = 1). De acordo com a normativa, todos 0s
animais foram eutanasiados, seguindo recomendacGes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal. O exame clinico e a necropsia dos animais foram realizados pelo Servigo
Veterinario Oficial nas diferentes unidades da Federagdo. Fragmentos de 6rgaos, com ou sem lesdes
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sugestivas de mormo, bem como swabs nasais de cinco animais, swabs traqueais de trés animais e
swabs de palato de um animal, foram coletados durante a necropsia dos animais e encaminhados sob
refrigeracdo ou congelados, para o Nivel de Biosseguranca 3 (NBA-3) da Embrapa Gado de Corte,
Campo Grande, MS, Brasil. Os tecidos do animal paulista foram enviados ao Instituto Biolégico de
S&o Paulo para detec¢do de B. mallei.

Cultivo microbioldgico

Para o processamento das amostras, os tecidos recebidos foram previamente desinfetados com
alcool 70% por cinco minutos e, em seguida, os fragmentos foram excisados em condic¢des estéreis,
delimitando principalmente as lesdes quando presentes. Os fragmentos de tecido foram colocados em
microtubos contendo 500 pl de caldo Brain Heart Infusion (BHI) e macerados em equipamento
TissueLyser (Qiagen, Alemanha) com esfera metalica estéril.

Os macerados foram plagueados em &gar sangue (5% de sangue de ovelha desfibrinado na
base para agar sangue) e 2% de glicerina. Os mesmos macerados foram cultivados em caldo BHI 2%
glicerinado com 100 U/ml de penicilina e em caldo BHI glicerinado sem antibidticos. Todas as
culturas foram realizadas a 37°C. O crescimento bacteriano foi acompanhado as 24 horas, 48 horas e
72 horas. Quando detectada a presenca de crescimento no caldo BHI, o plagueamento foi realizado em
agar sangue glicerinado. Para as placas que apresentaram crescimento bacteriano, as col6nias foram
subcultivadas, e esta nova cultura foi acompanhada nos mesmos intervalos de tempo mencionados
acima. Aqueles que apresentaram crescimento de colnias sugestivas de B. mallei foram utilizados em
processo de triagem para caracterizar a morfologia e 0 metabolismo desses microrganismos em testes
bioguimicos. Os meios de triagem foram agar MacConkey e agar sangue com glicerina a 2%. Além da
avaliagdo morfoldgica do crescimento bacteriano nos meios de cultura, foram realizados testes
bioguimicos preliminares com ferro triplo aglcar (TSI), oxidase, catalase, motilidade sulfeto-indol
(SIM), oxidagdo ou fermentagdo de glicose (OF), além da coloragdo de Gram. O teste de motilidade
especifica foi utilizado para diferenciar B. mallei (ndo movel) e B. pseudomallei (movel).

Para eliminar bactérias contaminantes co-cultivadas com B. mallei, foram utilizados meios
semi-seletivos contendo antibidticos e antiflngicos. As colbnias foram subcultivadas nos seguintes
meios: agar sangue glicerina 2% com penicilina e polimixina B e 4gar BM contendo violeta cristal,
ciclohexamida, ticarcilina dissddica, fosfomicina sodica e polimixina B [26 — adaptado].

Tabelal Descricdo da regido de origem, sexo, idade e alterag@es clinicas de equideos com sorologia positiva para
mormo no Brasil, que foram eutanasiados e necropsiados para deteccdo de Burkholderia mallei

Regido Estado Espécie Sexo Idade (anos) Manifestacdes Clinicas
Sul Rio Grande do Sul Equina Fémea 8 Nenhum
Rio Grande do Sul Equina Macho 7 Nenhum
Rio Grande do Sul Equina Macho 12 Nenhum
Insuficiéncia respiratdria e
Santa Catarina Equina Macho 20 edema no membro
posterior
Santa Catarina Equina Fémea 5 Nenhum
Santa Catarina Equina Macho 11 Nenhum
Sudeste Séao Paulo Equina Fémea 3 Nenhum
Nordeste Bahia Equina Macho 12 Secregdo nasal
Bahia Equina Macho 7 Secre¢éo nasal
Bahia Equina Fémea 6 Nenhum
Bahia Equina Fémea 7 Nenhum
Bahia Equina Foamea 10 Secreg¢do nasal e aumento

dos linfonodos

Piaui Equina Fémea 9 Nenhum
Sergipe Muar Fémea 8 Tosse discreta
Maranh&o Equina Fémea 5 Declinio de score corporal
Norte Tocantins Muar Fémea 16 Nenhum
Amazonas Equina Fémea 5 Nenhum
Centro Oeste Mato Grosso Asinina Fémea 2 Nenhum
Mato Grosso Equina Fémea 9 Declinio de score corporal
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Extracdo de DNA e PCR

O DNA foi extraido de isolados bacterianos com perfil morfolégico e bioquimico compativel
com B. mallei, seguindo protocolo adaptado [27]. A cepa de Escherichia coli TOP10 (Invitrogen) foi
utilizada como controle negativo da extracdo de DNA. A purificacdo do DNA dos tecidos foi realizada
utilizando o kit DNEasy Blood & Tissue (Qiagen, Alemanha). Em seguida, foi realizada reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), como alvo o 1S407-fliP, conforme recomendado pela WOAH [20],
utilizando primers descritos por Abreu e colaboradores [12], com tamanho de amplicon de 528 pares
de bases.

Sequenciamento de amplicons

Os produtos de PCR foram purificados de acordo com Werle et al. [28], utilizando as enzimas
exonuclease | e fosfatase alcalina de camardo. As reacfes de sequenciamento foram realizadas, em
duplicata, pelo método de terminacdo de cadeia utilizando didesoxinucleotideos marcados com
fluorocromo [29]. Foi utilizado o kit BigDye®Terminator v3.1 da Applied Biosystem, seguindo as
condicbes especificadas pelo fabricante. As reacfes foram ainda purificadas antes de serem
sequenciadas usando EDTA e etanol. A eletroforese de sequéncias foi realizada em equipamento ABI
3130XL (Applied Biosystem, EUA). As sequéncias geradas pela eletroforese capilar foram exportadas
no formato ABI e analisadas utilizando o programa SeqScape® Software v2.1 (Applied Biosystems,
EUA), no qual os eletroferogramas foram alinhados a uma sequéncia de referéncia do GenBank
(CP010348.1) e editados. As sequéncias de consenso foram submetidas a busca de homologia
utilizando o programa BLASTN (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Resultados

A caracterizacdo dos animais incluidos no estudo é apresentada na Tabela 1. Neste estudo
foram analisados materiais bioldgicos (fragmentos de 6rgdos e swabs de animais submetidos a
eutanasia) de 10 Unidades da Federacdo Brasileiras, incluindo uma amostra de B. mallei de tecido
equino do estado de Sdo Paulo, que antes estava isolado no Instituto Biolégico. Assim, conforme
indicado na Tabela 1, foram consideradas as cinco regiGes geograficas do pais. Parte das informacoes
referentes aos animais também sdo apresentadas.

Apo6s a identificacdo de colbnias bacterianas com morfologia sugestiva de B. mallei, foram
selecionadas aquelas com perfil tintorial, bioguimico e cultural compativel para esta espécie:
cocobacilos Gram-negativos, imdveis, ndo crescem a 42 °C, ndo fermentadores de agUcares, ndo
produtores de H.S, indol negativo, metabolizam a glicose pela via oxidativa, oxidase variavel e
catalase positiva e na triagem de meios de cultura, mostra pouco ou nenhum crescimento de coldnia
rosa em MacConkey [19].

A Tabela 2 mostra os resultados da analise PCR. Dos 19 equideos incluidos no estudo, 18
(94,7%) foram positivos por PCR diretamente no tecido ou a partir da cultura microbiolégica. O Unico
cavalo negativo apresentou nédulos no pulmao, bago e figado. Dos 18 animais positivos para PCR, a
deteccdo de B. mallei diretamente nos tecidos pela PCR foi possivel em 4 (22,28%) equideos da
concha etmoidal, traqueia, pulméo, figado, rim, linfonodos renais e mesentéricos. A partir da PCR das
culturas microbioldgicas foi possivel identificar B. mallei em 18/18 (100%) equideos, com sitios mais
frequentes no pulmao e baco. Em trés cavalos (Rio Grande do Sul, Piaui e Bahia), sem manifestacdes
clinicas, nos quais foram coletadas amostras de swabs nasais, houve deteccdo genotipica de B. mallei a
partir da cultura microbiolégica, e em um cavalo, B. mallei foi detectado a partir da cultura bacteriana
de um esfregago de palato. A PCR de col6nia detectou B. mallei em um cavalo do estado da Bahia,
que foi positivo no ELISA, mas negativo no Western blot. Os resultados da amplificacdo do 1S407-
fliP s@o mostrados na Figura 1. O tamanho dos amplicons foi consistente com o esperado para B.
mallei (528 pb).
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Tabela 2 Resultados de PCR de tecidos e col6nias para Burkholderia mallei em equideos de diferente regiées de Brasil. *

NA: N&o aplicavel

Estado Espécie Amostra Lesdes macroscopicas PCB qle PCR de
colbnia tecido

Rio Grande do Sul Equine Swab nasal Pequeno foco pneumdnico Positivo NA
Pulméo Nédulos Negativo Negativo
Baco Nédulos Negativo Negativo
Figado N6dulos Negativo Negativo
Linfonodo mesentérico N&o Negativo Negativo
Linfonodo retrofaringeo Nao Negativo Negativo
Linfonodo cervical profundo Linfonodos aumentados Negativo Negativo
Lobo pulmonar acessério N&o Negativo Negativo
Linfonodo mandibular Nao Negativo Negativo
Linfonodo mediastinico Linfonodos aumentados Negativo Negativo
Linfonodo pulmonar N&o Negativo Negativo
Linfonodo traqueobrénquico N&o Negativo Negativo
Linfonodo mandibular Nao Positivo Negativo
Baco Nédulos Positivo Negativo
Figado Nédulos Positivo Negativo
Pulméao No6dulos Negativo Negativo
Linfonodo cervical profundo Nao Negativo Negativo
Linfonodo mediastinico N&o Negativo Negativo
Linfonodo parotideo Nao Negativo Negativo
Linfonodo retrofaringeo Nao Negativo Negativo
Linfonodo mesentérico Néo Negativo Negativo
Lobo pulmonar acessorio Néo Negativo Negativo
Parética Né&o Negativo  Negativo

Swab nasal NA Negativo NA
Concha etmoidal Piogranuloma ou abscesso Positivo Positivo
Santa Catarina Equine Figado Piogranuloma ou abscesso Positivo Negativo
Baco Piogranuloma ou abscesso Positivo Negativo
Pulméo Piogranuloma ou abscesso  Negativo Negativo
Linfonodo pulmonar Néao Negativo Negativo
Pulméo Pequeno foco pneumdnico Positivo Negativo
Figado Superficie Irnirleralizada da Negativo Negativo

esdo

Rim Néao Negativo Negativo
Pulméo No6dulos Negativo Negativo
Linfonodo pulmonar Néao Negativo Negativo
Baco Nédulos Negativo Negativo
Figado No6dulos Negativo Negativo
Sao Paulo Equine Traquéia Traqueite purulenta Negativo Positivo

Swab traqueal NA Positivo NA
Linfonodo cervical profundo N&o Negativo Negativo
Linfonodo mesentérico N&o Negativo Negativo
Pulméo Piogranuloma ou abscesso  Negativo Positivo
Linfonodo esplénico Nao Negativo Negativo
Baco Piogranuloma ou abscesso  Negativo Negativo
Coragéo Nao Negativo Negativo
Figado Piogranuloma ou abscesso  Negativo Positivo
Linfonodo renal N&o Negativo Positivo
Rim N&o Negativo Negativo
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Tabela 2 (continuacéo)
Estado Espécie Amostra Lesbes macroscopicas lz(():lign(ij: F;(;CF: dc(i)e
Bahia Equine Baco Piogranuloma ou abscesso Positivo Negativo
Pulmao Piogranuloma ou abscesso Positivo Negativo
Figado Piogranuloma ou abscesso Negativo Negativo
Figado Piogranuloma ou abscesso Positivo Negativo
Baco Piogranuloma ou abscesso Positivo Negativo
Pulmao Piogranuloma ou abscesso Negativo Negativo
Linfonodo traqueobrénquico Piogranuloma ou abscesso Positivo Negativo
Pulmao Piogranuloma ou abscesso Negativo Negativo
Figado Piogranuloma ou abscesso Negativo Negativo
Figado Piogranuloma ou abscesso Positivo Negativo
Baco Piogranuloma ou abscesso Negativo Negativo
Pulmdo Multiplos focos hemorrdgicos ~ Negativo Negativo
Swab nasal NA Positivo NA
Swab de palato NA Positivo NA
Linfonodo mandibular Piogranuloma ou abscesso Positivo Negativo
Pulmao Pneumonia focal Positivo Negativo
Linfonodo pulmonar Piogranuloma ou abscesso Negativo Negativo
Baco Petéquias Negativo Negativo
Figado Piogranuloma ou abscesso Negativo Negativo
Piaui Equine Pool de Iml;cér;ggt?:igglmonar € Né&o Positivo Negativo
Swab nasal NA Positivo NA
Swab traqueal NA Negativo NA
Sergipe Mule Figado Piogranuloma ou abscesso Positivo Negativo
Pulméo Piogranuloma ou abscesso Negativo Negativo
Fluido hepético NA Negativo Negativo
Linfonodo mesentérico Linfonodos aumentados Negativo Positivo
Fluido pulmonar NA Negativo Negativo
Maranhéo Equine Linfonodo pulmonar Nodulos an:bsrjgsg;sr(;inuloma ou Positivo Negativo
Linfonodo pancreético Né&o Negativo Negativo
Linfonodo Né&o Negativo Negativo
Figado Nédulos an:bscigsgsr(z)inuloma ou Negativo Negativo
Swab traqueal NA Negativo NA
Swab nasal NA Negativo NA
Tocantins Mule Figado Piogranuloma ou abscesso Positivo Negativo
Pulmao N&o Negativo Negativo
Amazonas Equine Pulmao Nodulos Positivo Negativo
Linfonodo pré escapular N&o Negativo Negativo
Figado Nédulos Negativo Negativo
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Tabela 2 (continuagéo)
Estado Espécie Amostra Lesbes macroscopicas Eglg n?: F;(e:g d((i)e
Mato Grosso Asinine Linfonodo parotideo Noédulos Positivo Negativo
Palato Né&o Positivo Negativo
Rim Piogranuloma ou abscesso Positivo Positivo
Pulmao Néao Positivo Negativo
Linfonodo mesentérico Néao Negativo Negativo
Linfonodo sublingual Né&o Negativo Negativo
Bago Piogranuloma ou abscesso Negativo Negativo
Adrenal Né&o Negativo Negativo
Linfonodo pré escapular Noédulos Negativo Negativo
Linfonodo mediastinico Noédulos Negativo Negativo
Linfonodo sub iliaco Nao Negativo Negativo
Cérebro Né&o Negativo Negativo
Figado Né&o Negativo Negativo
Sinus nasal Né&o Negativo Negativo
Mato Grosso Equine Pulméo Piogranuloma ou abscesso Positivo Negativo
Bexiga Néo Positivo Negativo
Figado Piogranuloma ou abscesso Negativo Negativo
Linfonodo mediastinico Né&o Negativo Negativo
Rim Néo Negativo Negativo
Coragdo Néo Negativo Negativo
Linfonodo cervical superficial Néo Negativo Negativo
Bago Néo Negativo Negativo

Apos analise dos amplicons sequenciados, foram obtidas as sequéncias de consenso. Apds
uma busca de homologia, comparando as sequéncias obtidas com o banco de dados do NCBI
utilizando o programa BLASTN, foram obtidos os melhores acertos de cada analise, bem como os
parametros de qualidade da analise, que sdo apresentados na Tabela 3.

Discussao

O mormo é uma importante doenca infecciosa que causa sérios danos a cadeia produtiva
equina em paises onde ocorre de forma endémica. O controle desta doenca requer conhecimento de
aspectos epidemioldgicos, dentre eles, a determinacdo de sua diversidade genética e suas implicacdes
no processo de transmissao. Esta informacgdo depende fundamentalmente do isolamento do seu agente
etiologico nos tecidos dos cavalos infectados. Este trabalho demonstrou a presenca de B. mallei em
equideos com sorologia positiva para mormo, através de PCR diretamente de tecidos ou de cultura
microbioldgica, nas cinco regides do Brasil.
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Figura 1 Amplificacéo por PCR visando 1S407-fliP para isolados de Burkholderia mallei do Brasil. Todas as rea¢des mostradas na
figura sdo PCRs de culturas microbioldgicas. Apenas uma amostra positiva por animal foi incluida. Flecha: 528 pb. Pogo 1: 1 kb
plus (Thermo Fisher, EUA); poco 2: controle positivo: DNA de B. mallei (S&o Paulo) cepa 86/19; poco 3: controle negativo; pogo 4:
Santa Catarina, equino, macho, baco; pogo 5: Santa Catarina, equino, fémea, pulméo; faixa 6: Bahia, equino, macho, bago; pogo 7:
Bahia, equino, macho, pulmdo; faixa 8: Bahia, equino, fémea, linfonodo traqueobrénquico; poco 9: Bahia, equino, fémea, figado;
pogo 10: Bahia, equino, fémea, swab de palato; pogo 11: Rio Grande do Sul, equino, fémea, swab nasal; po¢o 12: Rio Grande do
Sul, equino, macho, linfonodo mandibular; pogo 13: Rio Grande do Sul, equino, macho, abscesso/piogranuloma da concha etmoidal;
poco 14: Tocantins, mula, fémea, figado; faixa 15: Mato Grosso, asinino, feminino, rim; poco 16: Mato Grosso, equino, fémea;
bexiga; poco 17: Amazonas, equino, fémea, pulmao; pogo 18: Piaui, equino, fémea, pool de linfonodos; pogo 19: Sergipe, mula,
fémea, figado; pogo 20: Maranhdo, equino, fémea, linfonodo pulmonar.

A cultura de tecidos macerados resulta frequentemente no crescimento acelerado de
microrganismos contaminantes, mesmo na presenca de B. mallei. Assim, preferencialmente, foram
colhidas apenas coldnias isoladas, redondas, puntiformes, acinzentadas, com halo translicido e
brilhante e ndo hemoliticas [19].

Uma segunda etapa de selecdo foi implementada com base nas caracteristicas tintoriais,
culturais e bioguimicas. No Brasil, estudos anteriores mostraram pequenas variacdes no perfil de
fermentacdo de alguns carboidratos, como galactose, glicose, sacarose, maltose e manitol, em cepas de
B. mallei da regido Nordeste do Brasil, mas essas varia¢cGes ndo interferiram com identificagdo
bacteriana [30].

A deteccdo molecular de B. mallei na maioria dos animais incluidos no estudo indicaria boa
especificidade dos testes soroldgicos utilizados no programa oficial de controle do mormo no Brasil. O
Gnico animal negativo na deteccdo molecular apresentava lesGes nodulares sugestivas de mormo no
pulmdo, baco e figado, sugerindo provavel baixa carga bacteriana nas lesdes, dificultando a detecgdo
direta por PCR e cultura microbioldgica.

Neste estudo, houve maior sucesso na deteccdo de B. mallei a partir de cultura microbioldgica
do que na PCR diretamente no tecido. Esse fato provavelmente se deve a baixa concentragdo relativa
do DNA do patégeno em relacdo ao material genético do hospedeiro, além de possiveis inibidores de
PCR presentes nos tecidos. Em trés cavalos (Rio Grande do Sul, Piaui e Bahia), sem manifestacGes
clinicas, nos quais foram coletadas amostras de swab nasal, houve detec¢do genotipica a partir da
cultura microbioldgica, sugerindo eliminacdo respiratoria de B. mallei. Em um cavalo, B. mallei foi
detectada a partir da cultura bacteriana de um esfregaco de palato, o que pode implicar na eliminagédo
ambiental da bactéria.
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Tabela 3 Resultados de homologia pesquisas em BLASTn (NCBI) para sequenciamento de 1S407- fliP PCR amplicons de
Burkholderia mallei de tecido culturas e/ou esfregacos de equideos de diferentes regides geogréaficas do Brasil

Isolate Best hit Id NCBI Score  E-value Identity Gaps
. . Burkholderia mallei strain Turkey10 o o
Bahia, equino, macho, bago chromosome 1, complete sequence CP010348.1 952 0.0 515/515 (100%) 0/515 (0%)
Bahia, equmE), macho, Burkholderia mallei strain Turkey10 CP010348.1 952 0.0 518/519 (99%)  1/519 (0%)
pulméo chromosome 1, complete sequence
Bahia, equino, Burkholderia mallei strain Turkey10 CP010348.1 970 0.0 524/524 (100%) 0/524 (0%)
macho,figado chromosome 1, complete sequence
Bahia, equino, macho, bago  Durkholderiamallei strain Turkeyl0 — opg15a081 g8 00 524/524 (100%) 0/524 (0%)
chromosome 1, complete sequence
Bahia, equino, fémea, Burkholderia mallei strain 2002734306 4,00E- 0 0
linfonodo traqueobrénquico chromosome 11, complete sequence CP009708.1 518 142 383/433 (88%)  6/433 (1%)
Bahia, equino, fémea, Burkholderia mallei strain Turkeyl10 CP010348.1 966 0.0 523/523 (100%) 0/523 (0%)
figado chromosome 1, complete sequence
Bahia. equino. fémea. swab Burkholderia mallei fliP pseudogene,
€4 naéal ' partial sequence; and 1IS407A transposase  MK440295.1 913 0.0 494/494 (100%) 0/494 (0%)
(tnpB) gene, partial cds
Bahia, equino, fémea, swab Burkholderia mallei strain Turkey10 CP010348.1 963 0.0 521/521 (100%) 0/521 (0%)
de palato chromosome 1, complete sequence
Segipe, muar, fémea, figado  Durkholderiamallei strain Turkeyl0 — opg103481 970 00 525/525 (100%) 0/525 (0%)
chromosome 1, complete sequence
Piaui, equino, fémea, swab Burkholderia mallei strain Turkey10 CP010348.1 946 0.0 512/512 (100%) 0/512 (0%)
nasal chromosome 1, complete sequence
Piaui, equino, fémea, pool Burkholderia mallei strain Turkey
de linfonodos pulmonar e 10 clone 1-6.6 fliP mobile element, MK947141.1 785 0.0 425/425 (100%) 0/425 (0%)
mediastinicos partial sequence
Maranhdo, equino, fémea, Burkholderia mallei strain Turkey10
linfonodo pulmonar chromosome 1, complete sequence CP010348.1 966 0.0 523/523 (100%) - 0/523 (0%)
Tocantlnsl muar, fémea, Burkholderia mallei strain Turkey10 CP010348.1 968 00 524/524 (100%) 0/524 (0%)
figado chromosome 1, complete sequence
Rio Grande do Sul. equin Burkholderia mallei fliP pseudogene,
fomea. swab r;asgl P, partial sequence; and 1IS407A transposase MK440295.1 928 0.0 502/502 (100%) 0/502 (0%)
' (tnpB) gene, partial cds
Rio Grande do Sul, equino, . . .
macho, linfonodo B“hrkho'de”a Ta"e' strain Turkeyl0  ~ph10ga81 955 0.0 517/517 (100%) O0/517 (0%)
mandibular chromosome 1, complete sequence
Rio Grande do Sul. equino Burkholderia mallei fliP pseudogene,
macho. ba ’0 q ' partial sequence; and IS407A transposase MK440295.1 719 0.0 390/391 (99%) 0/391 (0%)
» 0ag (tnpB) gene, partial cds
Rio Grande do Sul. equino Burkholderia mallei fliP pseudogene,
macho. fi a&oq ' partial sequence; and IS407A transposase MK440295.1 928 0.0 502/502 (100%) 0/502 (0%)
19 (tnpB) gene, partial cds
Rio Grande do Sul, equino, . . .
macho, abscesso daconcha ot ioweria mallel stain TUKeYL0 - cog103481 968 00 5241524 (100%) 07524 (0%)
etmoidal chromosome 1, complete sequence
. . Burkholderia mallei fliP pseudogene,
Santa Cataring, equino, . via) sequence: and IS407A transposase MKA440295.1 939 0.0 508/508/ 508 (096)
macho, figado . (100%)
(tnpB) gene, partial cds
Santa Catarina. equino Burkholderia mallei strain Turkey
macho bé\ g ' 10 clone 1-6.6 fliP mobile element, MK947141.1 678 0.0 376/380 (99%) 1/380 (0%)
» 0ag partial sequence
. . Burkholderia mallei fliP pseudogene,
Sa”t?éﬁit:””j'nfgg'm' partial sequence; and IS407A transposase  MK440295.1 920 0.0  498/498 (100%) 0/498 (0%)
P (tnpB) gene, partial cds
Mato Grosso. asinino Burkholderia mallei strain Turkey
’ ' 10 clone 1-6.6 fliP mobile element, MK947140.1 911 0.0 460/470 (98%)  3/470 (0%)

fémea, rim

partial sequence
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Table 3 (continued)

Isolate Best hit Id NCBI  Score E-value Identity Gaps

Mato Grosso, asinino, fémea, palato Burkholderia mallei fliP pseudogene, MK440295.1 922 0.0 499/499 (100%) 0/499 (0%)

partial sequence; and IS407A
transposase

(tnpB) gene, partial cds
Mato grosso, asinino, fémea, pulmdo  Burkholderia mallei fliP pseudogene, MK440295.1 928 0.0 502/502 (100%) 0/502 (0%)

partial sequence; and IS407A
transposase

(tnpB) gene, partial cds

Mato Grosso, asinino, fémea, linfonodo  Burkholderia mallei fliP pseudogene, MK440295.1 929 0.0 503/503 (100%) 0/503 (0%)

parotideo partial sequence; and IS407A

transposase
(tnpB) gene, partial cds
Mato Grosso, equino, fémea, bexiga Burkholderia mallei strain Turkeyl0  CP010348.1 966 0.0 523/523 (100%) 0/523 (0%)
chromosome 1, complete sequence
Mato Grosso, equino, fémea, lobo Burkholderia mallei strain Turkeyl0 C P010348.1 957 00  518/518 (100%) 0/518 (0%)
cranial esquerdo do pulmédo
chromosome 1, complete sequence
Amazonas, equino, fémea, pulmao Burkholderia mallei strain Turkeyl0  CP010348.1 970 0.0 525/525 (100%) 0/525 (0%)

chromosome 1, complete sequence

Séo Paulo, equino, fémea, secrecéo Burkholderia mallei strain Turkeyl0 C P010348.1 871 0.0 490/494 (99%) 2/494 (0%)

traqueal
chromosome 1, complete sequence

Burkholderia mallei foi detectada por PCR em dois cavalos de uma mesma fazenda no estado
da Bahia. Um dos animais, de alto valor zootécnico, foi positivo em ELISA e Western blot. O outro
era um animal de trabalho e apenas positivo no teste de triagem (ELISA). Por decisdo do dono do
animal, ambos foram sacrificados. O cavalo positivo apenas no ELISA apresentou lesdes no figado,
baco e pulmé&o, com deteccdo de B. mallei por PCR em culturas de pulmé&o e baco. Assim, este cavalo
foi considerado sorologicamente falso-negativo, e as implicacGes epidemioldgicas pertinentes devem
ser consideradas [31].

O genoma de B. mallei é menor (5,8 Mb) que o de B. pseudomallei (7,2 Mb) ou B.
thailandensis (6,7 Mb). Embora estas Gltimas espécies sejam habitantes ambientais do solo, estudos
anteriores mostraram que B. mallei, um parasita obrigatério dos mamiferos, ndo sobrevive bem no
meio ambiente [32]. A previsdo das vias especificas para as capacidades metabolicas do B.
pseudomallei em relacdo ao B. mallei sugere que as habilidades metabdlicas essenciais para a
sobrevivéncia ambiental podem ter sido perdidas no processo de reducdo do genoma em B. mallei
[32]. No entanto, sob condicBes favoraveis, B. mallei provavelmente pode sobreviver alguns meses.
Burkholderia mallei pode permanecer vidvel na 4gua da torneira por pelo menos um més [19].

A deteccdo de B. mallei em sitios anatdbmicos que permitem sua eliminacdo no ambiente
sugere que equideos cronicamente infectados podem potencialmente espalhar a infeccéo,
especialmente se houver condi¢des de umidade suficientes para a sobrevivéncia desta bactéria.

O isolamento de B. mallei de amostras clinicas apresenta um desafio devido a alta ocorréncia
de outras bactérias [26]. Além disso, devido ao baixo nimero de bactérias nos tecidos infectados, a
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cultura em meios sélidos ou liquidos costuma ser negativa, principalmente se as amostras vierem de
casos subclinicos ou crbnicos [12]. Em cavalos naturalmente infectados do Brasil, mantidos em
quarentena, com infeccdes cronicas e sem sinais clinicos de mormo, 4 de 160 amostras clinicas (1,8%)
foram positivas para B. mallei [12]. Porém, na fase aguda da infeccéo, a deteccdo de B. mallei em
amostras clinicas é mais frequente. Em estudo com equideos dos estados de Pernambuco e Alagoas,
Nordeste do Brasil, o isolamento microbiolégico e a detec¢cdo molecular de B. mallei foram obtidos a
partir de amostras de nddulos cutéaneos fechados de oito animais diferentes, com quadro clinico agudo
de mormo e sorologicamente positivos para o teste de fixagdo de complemento. Os animais eram
usados para puxar carrogas de cana-de-acuUcar ou transportar material de construgéo [30].

Os isolados resultantes deste estudo serdo caracterizados por espectrometria de massas e
posteriormente sera realizado sequenciamento gendmico. Tais estratégias sdo relevantes para a
compreensdo da diversidade genética de B. mallei em diferentes regides do Brasil. Permitirdo também
a realizacdo de estudos visando a determinacdo da viruléncia desses isolados, bem como a anélise da
resposta imune celular e humoral em modelos experimentais de inoculagéo.

Em resumo, foi possivel detectar genotipicamente B. mallei em cavalos de todas as regides
brasileiras com sorologia positiva para o agente, mesmo sem doenca clinica. Burkholderia mallei
também foi detectada em esfregacos nasais de trés cavalos e no palato de um asinino, sugerindo
eliminagdo ambiental do agente.
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Resumo: Este manuscrito elucida a ocorréncia de mormo em uma égua assintomatica do Brasil
apresentando titulos positivos de anticorpos contra Burkholderia mallei. O diagndstico foi estabelecido
através de uma abordagem multifacetada que abrange cultura microbiolégica, espectrometria de
massa e sequenciamento do genoma. O surto ocorreu em 2019 em Tatui, Sdo Paulo, Brasil, e a égua
infectada, apesar de nédo apresentar sintomas clinicos, apresentava multiplas lesdes miliares no figado,
além de intensa secrecdo catarral na traqueia. Amostras foram coletadas de varios orgaos e
submetidas a isolamento bacteriano, detec¢ao molecular e identificagdo. A cepa foi identificada como
B. mallei por PCR e confirmada por espectrometria de massa MALDI-TOF. O sequenciamento do
genoma completo revelou um tamanho de genoma de 5,51 Mb com um contetido de GC de 65,8%,
5.871 genes (incluindo 4 genes de rRNA e 53 genes de tRNA) e 5.583 sequéncias codificantes de DNA
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(CDSs). Além disso, foram detectados 227 pseudogenes previstos. A analise in silico de diferentes loci
gendmicos que permitem a diferenciacdo com Burkholderia pseudomallei confirmou a identidade do
isolado como B. mallei, além do tamanho caracteristico do genoma. A cepa BAC 86/19 foi identificada
como linhagem 3, sub-linhagem 2, que inclui outras cepas do Brasil, India e Ira. O sequenciamento do
genoma desta estirpe fornece informagdes valiosas que podem ser utilizadas para melhor
compreender o agente patogénico e a sua epidemiologia, bem como para desenvolver ferramentas de
diagndstico para o mormo.

Palavras-chave: Burkholderia mallei; genoma; mormo

Introducao

Burkholderia mallei é uma bactéria Gram-negativa que causa mormo, uma doenga contagiosa e
potencialmente fatal em equideos como cavalos, mulas e burros [1]. Também pode infectar outras
espécies animais, incluindo humanos [2], particularmente aquelas que estdo em contacto proximo com
equideos infectados. Além de sua patogenicidade em animais, B. mallei também é uma preocupagao
significativa para a satde publica devido ao seu potencial como agente de bioterrorismo [3]. O CDC
listou a bactéria como um agente de bioterrorismo de categoria B, indicando seu potencial para um
impacto significativo na satide ptblica [4].

A Organizacao Mundial de Satide Animal (WOAH) reconhece quatro apresentagdes clinicas
do mormo, incluindo formas nasais, pulmonares, cutaneas e portadoras assintomaticas. A forma nasal
é caracterizada pelo desenvolvimento de nddulos inflamatdrios e tlceras nas fossas nasais, levando a
uma secrecdo amarela pegajosa e cicatrizes estreladas durante o processo de cicatrizacdo. A forma
pulmonar resulta em abscessos nodulares nos pulmdes, fraqueza progressiva, tosse e diarreia,
enquanto a forma cutanea (também conhecida como “farcy”) causa aumento dos vasos linfaticos e
abscessos nodulares ao longo de seu curso, que podem ulcerar e produzir pus amarelo. Noédulos no
figado e bago podem levar ao desgaste e eventual morte [5].

No Brasil, de 1999 a 2022, foram notificados 3.385 casos de mormo. Destes, 715 casos
ocorreram nos ultimos 3 anos, segundo relatdrios do Ministério da Agricultura e Pecuaria do Brasil
[https://indicadores.agricultura.gov.br/saudeanimal (acessado em 5 de outubro de 2023)]. Isto pode ser
parcialmente atribuido ao uso de métodos diagndsticos mais sensiveis e especificos para o diagndstico
do mormo em comparagdo com o teste de fixacdo do complemento [6].

No Brasil, equideos que trabalham em canaviais na zona florestal do Nordeste sdao mais
frequentemente relatados como apresentando casos sintomaticos de mormo [7-9]. Por outro lado,
relatos de mormo em outras regides geralmente descrevem animais assintomaticos ou com alteragoes
clinicas leves [10,11]. No entanto, nao houve nenhum estudo sistematico para avaliar a abrangéncia
dos exames clinicos e fisicos que levaram a determinacdo do estado assintomatico destes animais.

Os testes de diagndstico do mormo em todo o mundo dependem fortemente da sorologia. No
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Brasil, a regulamentacdo anterior (Instru¢do Normativa n® 6 de 2018) determinava a eutanasia para
equideos soropositivos. No entanto, confiar apenas na serologia como critério de diagnostico,
especialmente em cavalos assintomaticos, tem causado desconfianca no sector equino.
Consequentemente, surgiram judicializagdes quando os proprietarios de cavalos se opuseram a
eutanasia obrigatoria.

Recentemente, a legislagao no Brasil mudou (Portaria MAPA n® 593, 2023) e os casos suspeitos
de mormo sao identificados como equinos suscetiveis e que apresentam sinais clinicos ou patoldgicos
compativeis com mormo ou quando ha ligacdo epidemioldgica com surto confirmado ou caso. A
confirmacao de casos envolve o isolamento e identificacdo de B. mallei em uma amostra de um equino
ou a deteccdo de antigenos especificos, material genético ou anticorpos relacionados a B. mallei em
uma amostra de um equino apresentando sinais clinicos ou patoldgicos compativeis com mormo.

Hé4 uma necessidade crescente de isolar e caracterizar cepas brasileiras de B. mallei para
melhor compreender seus aspectos de transmissao e viruléncia [10-12]. Este artigo tem como objetivo
ilustrar a deteccdo de B. mallei em uma égua soropositiva que ndo apresentou sintomas, empregando
uma abordagem abrangente que integra cultura microbioldgica, espectrometria de massa e

sequenciamento do genoma.

Materiais e métodos

Caso Clinico

Em 2019, um surto de mormo em cavalos foi identificado na cidade de Tatui, Sao Paulo,
Brasil, pelos servigos estaduais de defesa agropecudria. Durante o surto, uma égua jovem apresentou
resultado positivo tanto no teste de triagem de fixacdo de complemento (FC) (procedimento a frio)
quanto no Western blot (WB), realizados em laboratério oficial do Programa Brasileiro de Satude
Equina. No Brasil, o teste de FC utiliza antigenos do USDA, EUA, mas passa por um processo interno
de padronizacdo, resultando em precisao varidvel do teste. Por outro lado, o teste WB (Biovetech,
Recife, Brasil) apresenta sensibilidade e especificidade diagndstica de 100%. Apesar de apresentar
escore de condigao corporal saudavel e ndo apresentar sintomas clinicos, a égua apresentou multiplas
lesdes miliares no figado e intensa secregao catarral na traquéia (ver Figura 1) durante a necropsia.
Além disso, os linfonodos mediastinais estavam aumentados e o bago estava hipopldsico. Amostras de
secrecdo e/ou tecido foram coletadas de varios drgaos, incluindo pulmoes, traquéia, ganglios

linfaticos, coragao, bacgo, rim e figado.
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Figura 1. Achados de necropsia (setas) de égua sem sinais clinicos. (a) Multiplas lesdes miliares no
figado. (b) Descarga catarral intensa na traqueia.

Isolamento Bacteriano e Detec¢ao Molecular

Todas as amostras de tecido foram suspensas em solugdo salina estéril a 0,85% na
concentragao de 1:5 p/v, e 10 uL da suspensdo foram plaqueados em agar sangue de ovelha a 5%
suplementado com glicerina a 1% e 2.500 UI de benzilpenicilina potassica. As placas foram entao
incubadas a 37°C por 48-72 horas [10,13,14]. As colonias bacterianas resultantes foram examinadas
quanto as suas caracteristicas morfoldgicas, incluindo tamanho, forma, cor e presenga e tipo de
hemolise. Apés coloracdo de Gram, as colonias foram examinadas posteriormente quanto a sua
distribuicao celular e caracteristicas de coloragao. Testes bioquimicos, incluindo catalase, oxidase,
indol, redugdo de nitrato, teste de Voges-Proskauer, motilidade e fermentagao de agticares, também
foram realizados conforme descrito por Quinn et al. (2011) [13] e Winn et al. (2008) [14]. Para
confirmar a presenca de B. mallei, as colonias foram ressuspensas em solucao salina 0,85%, inativadas a
100 °C por 10 min e armazenadas a -20 °C para analise molecular. A PCR foi realizada visando o fliP-
15407 utilizando primers descritos por Abreu et al. (2020) [10], que produziu um fragmento de 528 pb
(fliP-1S407 F: 5 TCAGGTTTGTATGTCGCTCGG 3’ e fliP-I1S407 R: 5 GCCCGACGAGCACCTGATT 3'.
Uma cepa de referéncia de B. mallei INCQS 00.115 (ATCC 15310) da Colecao de Referéncia
Microrganismos da Vigilancia Sanitaria, FIOCRUZ-INCQS, Rio de Janeiro, Brasil, foi utilizado como

controle positivo, e dgua deionizada estéril foi utilizada como controle negativo.
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Espectrometria de Massa MALDI-TOF

Amostras bacterianas foram inativadas com etanol e os perfis proteicos foram adquiridos e
analisados pelo MALDI Biotyper™ (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA), conforme descrito [15,16].
Resumidamente, as colonias isoladas foram colhidas e lavadas duas vezes com agua estéril
centrifugada durante 1 min a 10.000 g a temperatura ambiente. O sedimento celular foi suspenso em
300 puL de agua estéril e inativado pela adigao de 900 pL de etanol absoluto. Apds centrifugacao a
10.000 g a temperatura ambiente durante 2 min, as proteinas bacterianas foram extraidas com acido
férmico a 70% e acetonitrila pura. O sobrenadante contendo proteinas foi coletado apos centrifugacao
a 10.000 g a temperatura ambiente por 2 min, e 1 pL foi colocado em um alvo MALDI de ago
inoxidavel limpo (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA) em triplicata. Apds a secagem ao ar, as
proteinas bacterianas foram cobertas com 1 pL de solugdo de matriz de acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (5 mg/mL) e deixadas secar ao ar. Os espectros de massa foram adquiridos com um
Autoflex III Smartbeam (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA) em uma faixa de massa para carga
(m/z) de 2.000 a 20.000 Daltons ap6s calibragdo com um padrao de E. coli (IVD BTS, Bruker Daltonics,
Billerica, MA, EUA), conforme descrito [17]. Para identificagdo bacteriana, os espectros de massa
foram processados com MALDI Biotyper™v.3.1 (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA) usando o
método padrao e critérios de identificagado com MBT Compass Library DB-7311 v.7.0.0.0 (Bruker
Daltonics, Billerica, MA, EUA), contendo 7.311 perfis de espectro de massa (MSPs) para 434 géneros e
2.509 espécies de microrganismos. Como a biblioteca DB-7311 de Bruker nao possui MSPs de B. mallei
e B. pseudomallei, incluimos espectros de massa de referéncia para essas espécies usando espectros de
massa de B. mallei ATCC 23344 e B. pseudomallei do Robert Koch Institut (RKI), Berlim, Alemanha,
disponiveis em Zenodo [18] e MSPs para B. mallei ATCC 15310 e sete outros isolados clinicos de B.
mallei e B. pseudomallei previamente caracterizados por nosso grupo [19]. O MSP de B. mallei para o
isolado clinico BAC 86/19 descrito neste trabalho foi gerado com o método padrao MALDI Biotyper™

apos processamento de 30 espectros de massa usando sinais de 70 m/z com frequéncia superior a 50%.

Sequenciamento do genoma completo

A andlise da Sequéncia Completa do Genoma (WGS) para BAC 86/19 foi realizada na
plataforma multiusudrio NGS da Fundacdao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), localizada no Rio de Janeiro,
Brasil. Primeiro, a quantificacdo do DNA foi realizada utilizando o kit Qubit™ dsDNA HS Assay
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e o kit Agilent High Sensitivity DNA (Agilent, Santa
Clara, CA, EUA). O procedimento WGS foi realizado em um equipamento HiSeq (Illumina, San

Diego, CA, EUA) usando a quimica HiSeq Rapid SBS Kit v2 (200 ciclos) e o kit de preparagao Nextera
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DNA Flex Library (Illumina, San Diego, CA, EUA) seguindo as orienta¢des do fabricante. As leituras
resultantes foram depositadas no SRA (Sequence Read Archive), NCBI (National Center for

Biotechnology Information) sob o niimero de acesso SRR19621772.

Avaliacdo de qualidade, montagem e anotacao

As leituras foram avaliadas usando FastQC [20] antes e depois do corte. O corte de qualidade
foi realizado usando Trimmomatic v. 0.39 (janela deslizante: 5:20) [21]. Leituras com qualidade foram
montadas usando o montador de genoma SPAdes v3.15.4 com parametros padrado [22]. Os contigs
resultantes foram organizados em scaffolds utilizando RagTag [23] usando o genoma de referéncia de
B. mallei ATCC 23344 (numeros de acesso: CP000010.1 e CP000011.2). O genoma montado foi
depositado no NCBI e anotado com PGAP (Prokaryotic Genome Annotation Pipeline) (niimero de

acesso: JANCTEOQL).

Marcadores Genéticos para Confirmacao de Espécies

Primers e sondas utilizados em ensaios de PCR em tempo real para diferenciar entre B. mallei
e B. pseudomallei foram utilizados para confirmar as espécies bacterianas do isolado. Resumidamente,
sequéncias de primers e sondas usadas para detectar genes orfll e orfl3 (iniciadores: PM122, orfl1R,
orf13f, orf13r; sondas: orfl1pro, orfl3pro) [24], bem como as regides associadas a BMA10229_0375 [25]
e mprA (iniciadores: 14F5, 14R5) [26], foram comparados contra as sequéncias do isolado usando a
ferramenta “filter” da aba “Reads” do Run Browser do SRA das leituras do isolado depositado.
Apenas correspondéncias exatas (ou seja, 100% de identidade) podem ser identificadas usando esta
ferramenta e, quando detectadas, o nimero minimo de leituras observadas com correspondéncias
idénticas aos primers e sondas consultados foi 48. Além disso, os genes 23S rRNA e serB do isolado
aqui sequenciado foi recuperado e submetido a um alinhamento global contra os genes 23S rRNA e
serB do genoma de referéncia B. pseudomallei Mahidol-1106a (ASM75612v1; nimeros de acesso:

NZ_CP008781.1 e NZ_CP008782.1).

Identificacao de Linhagem

A linhagem de B. mallei BAC 86/19 foi identificada seguindo esquema previamente relatado
por Girault et al. (2018) [27]. O esquema usa 15 SNPs filogeneticamente informativos para definir 3
linhagens e 12 sublinhagens. Para isso, leituras de qualidade cortada de B. mallei BAC 86/19 foram
mapeadas para o genoma de referéncia B. mallei ATCC 23344 usando BWA-MEM [28] com parametros

padrdo. A atribui¢do da variante foi realizada usando GATK versao 4.1.9.0 [29,30], selecionando uma
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profundidade de qualidade de 7, valor de fita de Fisher de 60, qualidade de mapeamento de 40 e razao
de probabilidade de fita de 3. As ferramentas BaseCalibrator e ApplyBQSR foram aplicadas antes da
determinacao final da variante e filtragem, e alelos foram anotados usando SnpEff versao 5 [31]. Todas
as 15 posi¢des gendmicas [27] foram investigadas no arquivo vcf para determinar os nucleotideos

utilizados para determinar a linhagem e sublinhagem.

Resultados

Isolamento Bacteriano e Detec¢ao Molecular

Durante a necropsia, foram coletadas um total de onze amostras. Dentre estas, uma amostra
de secrecdo traqueal apresentou colonias sugestivas de crescimento de B. mallei em meio seletivo
enriquecido com sangue, conforme descrito anteriormente por Abreu et al. (2020) [10]. As col6nias
exibiram caracteristicas pequenas, cinzentas, brilhantes e ndo hemoliticas. Apds a identificacdo

fenotipica, o isolado foi confirmado através da PCR fliP-1S407.

Espectrometria de Massa MALDI-TOF

A cepa BAC 86/19 foi analisada por MALDI-TOF MS, e a identificacdo em nivel de espécie foi
alcangada apds inclusao de seu proprio MSP na biblioteca Biotyper™ disponivel localmente (Tabela
Suplementar S1). Como validagao de nossa analise, utilizamos MSPs de B. mallei e B. pseudomallei de
referéncia de Zenodo.org [18] e de cepas clinicas isoladas e fornecidas pelo Laboratorio Federal de
Defesa Agropecuaria de Minas Gerais, Brasil, previamente caracterizadas por nosso grupo [19]. Apos
a inclusao do B. mallei BAC 86/19 MSP, os valores da pontuagao Biotyper™ ficaram acima de 2,3,
consistente com a identificacdo confidvel em nivel de espécie, o que foi observado em todas as
amostras de cepa 86/19 testadas (Tabela Suplementar S1). Vale ressaltar que B. pseudomallei, que esta
intimamente relacionado com B. mallei, foi frequentemente observado como a segunda melhor

combinacdo, com pontuagdes relativamente mais baixas.

O Projeto do Genoma de B. mallei BAC 86/19

O sequenciamento do isolado bacteriano gerou um total de 1.368.490 leituras, que totalizaram
260,6 Mpb com cobertura de aproximadamente 47x. A montagem do genoma resultou em 2.067
contigs, que foram posteriormente montados em 48 scaffolds. O N50 dos scaffolds foi encontrado em
3.324.748 pb, com lacunas estendidas em 2019 e um comprimento total sem lacunas de 5.305.955 pb.
Sabe-se que a presenca de sequéncias repetitivas no genoma de B. mallei resulta em um ntmero

substancial de contigs durante a montagem do genoma usando leituras curtas [32]. O tamanho
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estimado do genoma foi de 5.507.851 pb. A anotacdo do genoma PGAP (Prokaryotic Genome Annotation
Pipeline) € um processo que identifica as regides funcionais ou de relevancia bioldgica ao longo das
sequéncias genomicas. Isso envolve a identificagdo de genes que codificam proteinas, genes de RNA,
promotores, sitios de ligacao ribossomal (RBS), entre outros elementos12. revelou um contetdo de GC
de 65,8%, 5.871 genes (incluindo 4 genes de rRNA e 53 genes de tRNA) e 5.583 sequéncias codificantes
de DNA (CDSs). Além disso, o PGAP previu 227 pseudogenes.

Confirmacao de espécies usando marcadores genéticos

O genoma foi inicialmente analisado usando o software Kaiju v.1.9.0 [33], mostrando que mais
de 97% dos reads eram Burkholderia spp., com 12% dos reads atribuidos especificamente a B. mallei. As
analises de Krona [34] também atribuiram mais de 99% dos reads a Burkholderiaceae. Portanto, o
isolado estava livre dos principais contaminantes bacterianos (ou seja, espécies nao-Burkholderia) e foi

formado um tamanho de genoma estimado de 5,51 Mb, um tamanho consistente com as expectativas.

Identificacao de Linhagem
De acordo com um esquema proposto anteriormente [27], B. mallei BAC 86/19 foi identificado

como linhagem 3, sublinhagem 2 (Tabela 1).

Discussao

O mormo é uma zoonose que causa perdas econdmicas significativas, principalmente quando
endémica. A caracterizagdo das cepas circulantes nos paises € uma forma importante de contribuir
para o desenvolvimento de estratégias de saneamento e erradicagdo do patogeno. O isolamento
bacteriano é um fator desafiador relatado na literatura, especialmente para animais crénicos com
menores cargas de patogenos nos tecidos e maior diversidade microbiana [10,11].

Neste estudo, uma égua assintomatica foi diagnosticada com mormo, inicialmente com base
na sorologia utilizando FC como teste de triagem e WB como teste confirmatorio. As diretrizes da
Organiza¢ao Mundial de Satde Animal (OIE) recomendam que o diagndstico de mormo seja apoiado
por resultados positivos de testes soroldgicos. Isso normalmente envolve uma triagem inicial com FC,
seguida de confirmag¢do por meio de um segundo teste com sensibilidade e especificidade igual ou
superior, como o WB de lipopolissacarideo especifico de B. mallei (LPS), entre outros métodos
recomendados [5].

Recentemente, a legislacdo brasileira introduziu critérios adicionais para confirmacdo do

mormo em animais soropositivos. Esses critérios incluem a presenga de sinais clinicos ou patoldgicos
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consistentes com mormo, deteccdo direta de B. mallei em culturas microbiolégicas ou identificacdo de
antigenos especificos ou material genético em amostras bioldgicas. No entanto, ha evidéncias
acumuladas que apoiam a alta especificidade dos testes soroldgicos atualmente utilizados no Brasil,

como ELISA e WB, conforme documentado por [11].

Tabela 1. Identificacdo da linhagem de Burkholderia mallei BAC 86/19 com base em um

esquema descrito anteriormente (Girault et al., 2018 [27]).

Nucleotideo referéncia

Linhagem Posig:?}o para determinar a Nucle(?tideo em B.
Genomica* . mallei BAC 86/19
linhagem**
L1 330,697 C T
L2 2,621,027 A G
L2B1 354,181 A G
L2B2 1,408,904 C T
L2B2sB1 1,853,849 T C
L2B2sB1Gp1l 1,163,826 T C
L2B2sB1Gp2 559,637 G A
L2B2sB2 707,292 T C
L3 2,557,840 T T
L3B1 309,945 T C
L3B2*** 1,767,871 A A
L3B3 135,971 T C
L3B3sB1 155,657 T C
L3B3sB2 1,560,255 A G
L3B3sB3 922,706 T C

* Posigao genomica de acordo com o genoma de referéncia de B. mallei ATCC 23344. ** Nucleotideo que
deve estar presente em uma determinada regiao genémica para que um isolado seja definido como a linhagem

correspondente. *** B. mallei BAC 86/19 é identificado como linhagem 3, sublinhagem 2.

Foram escolhidas colonias bacterianas com morfologia caracteristica: redondas, acinzentadas,
nado hemoliticas e isoladas. Além disso, para caracterizar as bactérias de interesse, foram utilizados
testes bioquimicos. Estudos anteriores no Brasil com uma cepa do Nordeste brasileiro relataram
pequenas diferencas na fermentacdo de alguns carboidratos, mas sem comprometer a identificacdo
bacteriana [35].

A diferenciacdo de B. mallei de B. pseudomallei tem sido historicamente dificil devido a sua alta
similaridade genomica [32]. Uma grande diferenca fenotipica entre as duas espécies é a motilidade.
Devido a inser¢ao de um elemento IS407A no gene {liP, B. mallei perdeu sua capacidade de motilidade.

Consequentemente, o gene fliP da cepa aqui sequenciada foi previsto pelo PGAP como um
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pseudogene (locus_tag = “LV178_14020"). Os eventos genéticos que levam a pseudogenizacdo sado
classificados pelo PGAP como frameshift, cédon de parada interno ou incompleto. O pseudogene fliP
¢ descrito como incompleto, o que concorda com uma potencial ruptura causada por uma sequéncia
de inser¢ao. O tamanho do genoma também pode ser usado para distinguir B. mallei de B. pseudomallei;
B. mallei tem um tamanho de genoma menor que B. pseudomallei (~ 7,2 Mb) [32]. Assim, B. mallei BAC
86/19 apresentou um tamanho de genoma estimado de 5,51 Mb, o que est4 de acordo com outras cepas
de B. mallei e menor que o de B. pseudomallei [32].

Muitos ensaios de PCR foram desenvolvidos para diferenciar entre B. mallei e B. pseudomallei
[32]. Correspondéncias exatas (100% de identidade de sequéncia) com sequéncias de primer e sonda
das regides orfl3 e BMA10229_0375 foram identificadas entre as leituras sequenciadas, enquanto
correspondéncias exatas com as sequéncias de primer e sonda das regides associadas a orfll e mprA
ndo foram detectadas, o que também confirma a espécie isolada como B. mallei. Finalmente, o
alinhamento da sequéncia global entre o rRNA 23S e os genes serB da cepa sequenciada com o
genoma de referéncia de B. pseudomallei Mahidol-1106a também mostrou a presenca de SNPs
previamente identificados como especificos de B. mallei [36,37] .

Segundo Falcdo et al. (2022) [38], a linhagem L3B2 no Brasil consiste em varios isolados de B.
mallei, incluindo 9902 RSC, BM_campo 1, BM_campo 3 e UFAL2, que foram obtidos na regido
Nordeste do Brasil. Laroucau et al. (2018) também confirmaram que a cepa 16-2438_BM#8, coletada na
mesma regido, faz parte desta linhagem. Além disso, esta linhagem abrange isolados da India
(NCTC3708, NCTC3709) e do Ira (A200) [27].

A linhagem L3B2 no Brasil inclui isolados que causaram infecgGes clinicas (como UFAL 2 e 16-
2438_BM#8) ou infecgdes assintomaticas (como BAC 86/19, 9902 RSC, BM_campo 1 e BM_campo 3)
[38,39 ].

Devido aos desafios envolvidos no cultivo de B. mallei, como a necessidade de coleta e
preservacao de tecidos, crescimento lento em meios sem suplementacao de glicerol e a necessidade de
um laboratorio de biosseguranga, as analises bacterioldégicas nem sempre sdo viaveis ou bem-
sucedidas [39]. Para reduzir os riscos e dificuldades de lidar com patogenos de alto risco como B.
mallei, o MALDI-TOF é uma alternativa segura e rapida para identificagdo precisa, devido a sua
inativacao com etanol, para extrair proteinas em nivel de biosseguranca [40].

A analise da cepa 86/19 utilizando MALDI-TOF envolveu sua caracterizagao em varios meios
de cultura, resultando na identificagdo em nivel de espécie. Esta etapa mitigou efetivamente um viés
previamente reconhecido [41]. O processo de preparacao da amostra desempenhou um papel

fundamental no refinamento dos resultados espectrais. Notavelmente, a metodologia que produziu a
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qualidade de espectro mais superior envolveu a utilizagdo de etanol e acido formico. Esta escolha
resultou da sua maior eficiéncia de extragdo de proteinas e do seu impacto nao prejudicial nas
condic¢Oes de armazenamento. Além disso, a incorporagao de um conjunto de referéncia especializado,
juntamente com a aquisi¢do de espectros de alto calibre, permitiu uma diferencia¢do clara entre as
duas espécies distintas [40].

A expansao do isolamento de B. mallei em diferentes regides do Brasil [11] permitird uma
caracterizagdo gendmica abrangente, gerando conhecimento sobre diversidade genética, eventos de

transmissao e marcadores genéticos para diferentes cepas.

Materiais Suplementares: As seguintes informagdes de apoio podem ser baixadas em: https:
/[www.mdpi.com/article/10.3390/pathogens12101250/s1, Tabela S1: Classificagdo da cepa Burkholderia mallei BAC
86/19 por MALDI-TOF MS.

Contribui¢des dos autores: Conceitualiza¢do: F.R.d.A., AF.d.CN. e AM.d.S.G. Metodologia: PAPS,
CM, MGdS, NVV, AFdCN, CKZ, MCSZ, DPC e A.M.d.S.G. Validag¢ao de analise de dados gendmicos: P.A.P.S.,
AAdE, CKZ, M.CSZ, AM.dS.G, AMRD. e F.R.d.A.Writing - preparacdo do rascunho original: P.A.P.S,,
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O primeiro artigo cientifico dessa tese demonstra, através da deteccdo molecular de
Burkholderia mallei, a presenca de mormo em todas as regides brasileiras. A zoonose mostra-
se presente tanto em animais portadores de sintomatologia clinica como em animais
aparentemente saudaveis, sendo que nesses ultimos é possivel obter a bactéria viavel até
mesmo em vias externas como narinas e palato.

Com isso, verifica-se importancia da vigilancia continua, inclusive em equideos
assintomaticos, e realca a relevancia de uma estratégia integrada para o controle do mormo,
considerando suas significativas implicacbes econdémicas e zoondticas.

A evolucdo gendmica de B. mallei atraves de recombinagdes aleatdrias pode levar a
geracdo de variantes que escapem da deteccao por PCR previamente padronizados, sugerindo
a necessidade premente do desenvolvimento de ensaios diagndsticos robustos e a
identificacdo de marcadores fidedignos. Para o rastreamento das infecgdes causadas por B.
mallei é necessario que sejam criados métodos mais sofisticados para identificagdo dos
gendtipos e diferenciacdo de suas cepas, por ser um organismo altamente clonal.

O sequenciamento do genoma da cepa BAC 86/19, aqui apresentado no segundo
artigo, fornece dados valiosos para futuras pesquisas que visem melhorar a vigilancia e o
controle dessa zoonose. A partir do isolamento e caracterizacdo dessa cepa desenvolveu-se
um experimento para avaliar sua viruléncia, o que pode contribuir para o desenvolvimento de
vacinas e medicamentos (GASPAR et al., 2023).

Em suma, espera-se que este estudo gere conhecimentos fundamentais para embasar
futuros trabalhos com o objetivo de erradicacdo do patdgeno no territério nacional,
contribuindo assim com a sanidade e produtividade dos equideos e com potencial impacto na

salde humana.



