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RESUMO
Dentre as atribuicBes dos Laboratorios Federais de Defesa Agropecuaria (LFDAs) do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento estdo a de realizar analises oficiais e atuar
como referéncia nacional em assuntos laboratoriais. O Estagio Supervisionado Obrigatorio
(ESO) foi realizado no setor de Unidade de Diagndstico Animal (UNI/DIA) do LFDA/PE, no
periodo de 12 de marco de 2019 a 31 de maio de 2019. O referido estagio objetivou aperfeicoar
os conhecimentos em atividades direcionadas a Medicina Veterinaria Preventiva, mais
especificamente no ambito do diagnostico animal e adquirir conhecimentos técnicos para a
conclusdo do curso e obtencdo do grau de Bacharel em Medicina Veterinaria. Na vivéncia
foram desenvolvidas atividades nas areas de diagnostico soroldgico de mormo, Anemia
Infecciosa Equina (AIE) e Peste Suina Classica (PSC), isolamento do Virus da Peste Suina
Cléassica (PSC), diagnéstico molecular de mormo e PSC bem como diagndstico sorolégico de
Leptospirose. A realizacdo do estagio possibilitou o desenvolvimento do trabalho intitulado:
“Frequéncia de casos de mormo em asininos no Brasil no periodo de janeiro de 2018 a

abril de 2019”.

Palavras-chaves: Burkholderia mallei, zoonose, diagnostico sorolégico.

ABSTRACT
Among the assignments of Federal Laboratories of Agricultural Defense (LFDAS) of Ministry
of Agriculture, Livestock and Food Supply (MAPA) are to carry out official laboratory
evaluations and act as a national reference in laboratory subjects. The mandatory supervised
internship was conducted at Animal Diagnosis Unity (UNI/DIA) of LFDA/PE, in the period
between March, 12th and May, 31th of 2019. This internship aimed to improve knowledge in
activities related to Preventive Veterinary Medicine, specifically in the scope of animal
diagnosis, in order to acquire new technical knowledge which contribute to course conclusion
and to obtain the Bachelor's degree in Veterinary Medicine. In this period, activities were
developed in areas of serological diagnosis of glanders, Equine Infectious Anemia (EIA) and
Classical Swine Fever (CSF); isolation of Classical Swine Fever Virus (CSF); molecular
diagnosis of glanders and CFS; as well as leptospirosis serological diagnosis. The internship
accomplishment allowed the development of the entitled work “Frequency of glanders in

asinines from Brazil in the period from january 2018 to april 2019”.

Key-Words: Burkholderia mallei, zoonosis, serological diagnosis.
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1. CAPITULO I
Relatério do Estagio Supervisionado Obrigatorio (ESO) realizado no Laboratério

Federal de Defesa Agropecuaria em Pernambuco (LFDA/PE), Brasil.
1.1 INTRODUCAO

O Estagio Supervisionado Obrigatério (ESO) foi realizado pela discente Jéssica de
Crasto Souza Carvalho do curso de Medicina Veterinaria da UFRPE/sede, no setor de Unidade
de Diagnéstico Animal (UNI/DIA) do Laboratorio Federal de Defesa Agropecuaria em
Pernambuco (LFDA/PE), no periodo de 12 de marco de 2019 a 31 de maio de 2019, totalizando
uma carga horaria de 420 horas, sob supervisao do Médico Veterinario e Auditor Fiscal Federal
Agropecuério, Cid Aristoteles de Siqueira Alencar. O referido estagio objetivou inserir a
discente no campo de atividades direcionadas a Medicina Veterindria Preventiva, mais
especificamente no ambito do diagndstico animal para aprimorar os conhecimentos e reunir
novas habilidades técnicas para a conclusdo do curso e obtencdo do grau de Bacharel em

Medicina Veterinaria.
1.2 DESCRICAO DO LOCAL

Os Laboratérios Federais de Defesa Agropecuéaria (LFDAS) sdo os laboratorios oficiais
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, cujas unidades estdo localizadas na
regido Norte, Belem/PA; Nordeste, Recife/PE; Centro-Oeste, Goiania/GO; Sudeste, Pedro
Leopoldo/MG, com unidades avancadas em Belo Horizonte, Andradas e Varginha, em
Campinas/SP com unidade avancada em Jundiai; e na regido Sul em Porto Alegre/RS, com
unidade avancada em S&o José/SC. O LFDA/PE localiza-se na Rua Manoel de Medeiros, s/n°,
Dois Irmdos, CEP: 52171-030 — Recife/PE, regido atualmente pela coordenacdo da Médica
Veterinaria Claudia de Farias Cordeiro e, assim como as demais unidades, é subordinado a
Coordenacdo Geral de Laboratorios Agropecuarios — CGAL, em Brasilia/DF.

Os LFDAs possuem as seguintes atribuicdes: realizar analises oficiais; atuar como
referéncia nacional em assuntos laboratoriais; realizar auditorias em laboratérios credenciados;
realizar acOes de pesquisa, desenvolvimento e inovacdo em metodos analiticos; atuar como
centro regional de difusdo de tecnologia e expertise; realizar estudos; bem como manter banco
de material de referéncia. Possuem acdo direta no monitoramento, controle e fiscalizacdo de
alimentos, bebidas e insumos produzidos e comercializados no Brasil. Fornecem informagdes

para os servicos de inspecdo e fiscalizacdo no ambito analitico, bem comoem cooperagdes,
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estudos e projetos de pesquisa voltados para seguranca do alimento e a detec¢do de fraudes
econémicas (BRASIL, 2016).

O LFDAJ/PE é formado por varios setores como a Unidade de Diagndstico Animal;
Laboratério de Microbiologia dos Alimentos e da Agua; Laboratério de Residuos e
Contaminantes Organicos e Inorganicos em Alimentos; Laboratorio de Anélise Fisico Quimica
dos Alimentos e Laboratério de Encefalopatias. Além dos setores mencionados, a rede
LFDA/PE também é composta pela instalacdo na Superintendéncia Federal de Agricultura em

Pernambuco (SFA/PE), na qual atuam os Laboratdrios de Sementes, Fertilizantes e Bebidas.

A Unidade de Diagnéstico Animal é formada pelos Laboratérios de Bacteriologia,
Virologia, Cultivo Celular e Biologia Molecular, que atuam no diagndstico sorolégico do
mormo, peste suina classica (PSC), anemia infecciosa equina (AIE), febre aftosa e leptospirose;
isolamento do virus da PSC e técnicas para diagnostico diferencial desta enfermidade;
isolamento de Burkholderia mallei; e diagnéstico molecular do mormo e PSC. Tal unidade
possui uma equipe formada por um Auditor Fiscal Federal Agropecuario, cinco técnicos em
fiscalizacdo agropecuaria, dois auxiliares em fiscalizacdo agropecuaria, dois digitadores, um

arquivista, trés auxiliares em servi¢os gerais e duas fiscais estaduais agropecuarias.
1.3 DESCRI(;AO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Primariamente, antes da insercdo nas atividades do laboratdrio, ocorreu a assinatura dos
termos de sigilo e confidencialidade, no intuito de firmar o compromisso da discente em nao
divulgar as informacdes de procedéncia e resultados conduzidos dentro do setor, assim como
se registrou a assinatura da mesma, visando perfazer as normas estabelecidas no LFDA/PE e,
por fim, foram apresentadas as Legislacdes e Procedimentos de biosseguranca necessarios para
execucdo das técnicas trabalhadas no local. Desta forma, finalizou-se o treinamento inicial para

posterior insercdo nas instalacdes de andlise.

Durante a vigéncia do estagio, as atividades foram desenvolvidas nos seguintes campos
abordados pela Unidade de Diagnostico Animal: diagnostico sorolégico do mormo, AIE, PSC

e leptospirose; e diagndstico molecular do mormo e PSC.

Considerando a rotina vivenciada no decorrer do ESO, o maior vinculo de atividades foi
desenvolvido no diagnostico sorolégico do Mormo, cujas técnicas executadas foram Fixacao
de Complemento (FC), Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA), Western blotting (WB);
diagnostico de AIE por meio de Imunodifusio em Gel de Agar (IDGA). Além destas técnicas,
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também acompanhou a realizagdo da técnica de virusneutralizacdo para diagndstico de PSC,
bem como as técnicas para diagnéstico diferencial para esta enfermidade; diagndstico
molecular para mormo; manutencdo de cepas do género Leptospira; coleta de sangue de
carneiro para preparacdo de hemacias a 2%; processo de triagem no recebimento de amostras,

identificacdo das mesmas; e emisséo de resultados.

1.3.1 Recebimento e identificacdo de amostras

Segundo o guia de recebimento de amostras da Rede Nacional de Laboratorios
Agropecuérios, por definicdo as amostras podem ser amostra oficial, analise exploratoria,
analise fiscal, amostra de contra prova e anélise pericial (BRASIL, 2016). Primariamente, a
documentacao enviada conjuntamente com a amostra deve garantir a rastreabilidade da mesma.
Sendo assim, todas as amostras recebidas devem ter sua identificacéo registrada em formulério

especifico ou sistema informatizado apropriado com data e horério do recebimento.

Além da documentacdo, os demais critérios de aceitacdo avaliados sdo: presenca ou
auséncia de lacre e sem sinais de violagcdo; embalagem adequada; estado de conservagédo
aceitavel, temperatura igual ou inferior a 8°C; quantidade suficiente, verificar se ocorreu
extravasamento; no recebimento de soro, avaliar se a amostra encontra-se hemolisada, sendo
este um critério de rejeicdo; verificar se 0 numero de amostras corresponde ao informado no
oficio encaminhado. Todas estas informagdes devem ser registradas no formulério de
recebimento de amostras, junto com a data e hora de entrada, descri¢do da analise para qual foi

encaminhada e o documento deve ser assinado por responsavel do recebimento.

As amostras em conformidade com estes critérios sdo encaminhadas para analise com
codificacdo interna do laboratorio, de forma a manter toda a sua cadeia de custodia. As que sao
consideradas ndo conformes em relacdo aos critérios de recebimento séo descartadas, gerando-

se 0s registros pertinentes.

As amostras enviadas para o diagnostico sorolégico de mormo devem ser conservadas
anterior a analise no maximo 7 dias sob refrigeracdo e congeladas apds este periodo.
Posteriormente, devem ser estocadas em congelador a -20°C, por trinta dias para analise de
contraprova (BRASIL, 2018a).

1.3.2 Fixacdo de Complemento, Western blotting e ELISA no diagnoéstico do Mormo

Segundo a Portaria n° 35, de 17 de abril de 2018, os testes de triagem para o diagnostico

laboratorial do mormo sdo a Fixacdo de Complemento (FC) e Ensaio de Imunoabsorgéo
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Enzimatica (ELISA), bem como a amostra com resultado diferente de negativo em qualquer
teste de triagem devera ser testada no método complementar que neste caso é o Western blotting
- imunoblotting, excetuando-se quando o animal se enquadrar na situacédo prevista no inciso Il
do Art. 13 da IN Mapa n° 6/2018, a qual descreve que animal com resultado positivo no teste
de triagem, estando o animal em uma unidade epidemioldgica onde haja foco de mormo e
apresentando quadro clinico compativel com mormo, deve ser submetido ao teste confirmatdrio
(BRASIL, 2018).

Segundo a OIE, a Fixacdo de Complemento consiste em um método de diagnostico
soroldgico de eleicdo para o mormo, por se tratar de um teste com alta sensibilidade e
especificidade. Esta Instrucdo Normativa redige que esta técnica detecta quase que

exclusivamente anticorpos IgG classe 1, que sdo especificos da infeccao.

Inicialmente, um soro teste é titulado em dilui¢do seriada e uma quantidade fixa de
antigeno € adicionada a cada pogo. A presenca do anticorpo no antissoro ocasiona a formacao
de complexos imunes. O complemento é entdo adicionado a solucdo, acarretando na reagdo dos
componentes (antigeno, soro teste e complemento). Se os complexos estiverem presentes, 0

complemento é ativado, sendo fixado e consumido (BRASIL, 2018a).

Na etapa final da reagdo, as celulas indicadoras (eritrocitos), juntamente com uma
quantidade subaglutinante de anticorpos (anticorpo antieritrocito) sdo adicionados a mistura.
Havendo qualquer complemento remanescente, estas células sdo lisadas; se o complemento
tiver sido consumido na segunda etapa pelos complexos imunes, as células ndo sdo lisadas
devido a quantidade insuficiente de complemento presente na solugdo. Ressalta-se que a
quantidade de complemento utilizada é apenas suficiente para lisar as hemacias se
absolutamente nada do complemento for consumido (BRASIL, 2018a).

Sdo de fundamental importancia os controles adequados neste método, visto que
algumas prepara¢es de anticorpos consomem complemento sem adi¢do de antigeno, por
exemplo, soros que ja contém complexos imunes. Além disso, alguns antigenos podem
apresentar atividade anticomplementar. Portanto, os controles devem incluir somente anticorpo
e somente antigeno para verificar que nenhum destes esteja, por si so, fixando complemento. O
resultado do teste de Fixacdo de Complemento é baseado no percentual de hemolise dos
eritrocitos sensibilizados (BRASIL, 2018a).
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A sensibilidade do teste de FC é de pelo menos 97%, entretanto pode variar conforme o
antigeno utilizado (Elschner, 2011). Khan et al. (2011), utilizando antigenos CIDC e c.c.pro
produzidos na Alemanha, obtiveram 100% e 99,39% de sensibilidade, 97,5% e 96,5% de
especificidade, valor preditivo positivo de 97,04% e 100%, bem como valor preditivo negativo
de 99,48% e 100%. Utilizando antigeno produzido nos Estado Unidos, a sensibilidade
encontrada foi de 62,19%, especificidade de 100%, valor preditivo positivo de 95,88% e valor

preditivo negativo de 76,33%.

Considerando a complexidade, reagdes anti-complementares e baixa padronizacao,
diversos testes soroldgicos foram desenvolvidos para superar as desvantagens da FC
(RAGHAVAN et al., 2016). O ELISA, quando comparado a Fixacdo de Complemento, possui
algumas vantagens, tais como: auséncia de influéncia anticomplementar, identificacdo de
animais com até quatro dias pos infec¢do e maior deteccdo de casos clinicos da enfermidade
(AL-ANI et al., 1998). Dentre os ELISA desenvolvidos para o diagndstico de mormo, estéo o
ELISA competitivo com alta sensibilidade e especificidade, que possui a vantagem de ser
utilizado para varios hospedeiros (SPRAGUE et al., 2009) e o ELISA indireto baseado em
fracdo semi-purificada de B. mallei (LAROUCAU et al., 2017).

O Western blotting adotado no LFDA/PE denomina-se “WB: Mormo” cujo fabricante
é o Centro Pan-Americano de Febre Aftosa (PANAFTOSA). O kit é composto pelo conjunto
de reagentes necessarios para a realizacdo de um ensaio imunoenziméatico que permite a
deteccdo in vitro de anticorpos contra a proteina TssB da bactéria Burkholderia mallei. Este
teste é recomendado na vigilancia ativa e passiva da doenca, sendo validado para utilizacao

com soros de equinos, muares e asininos (PANAFTOSA, 2018).

Neste teste, a proteina TssB é imobilizada em tiras de nitrocelulose com a finalidade de
pesquisar anticorpos anti-Burkholderia mallei nos soros. Cada kit possibilita a realizacdo de
108 analises e apresenta 0s seguintes componentes: BCIP, bula, conjugado, controle negativo,
controle positivo, diluente de substrato, E. coli, leite em p6, NBT, tampéo de lavagem e tiras
sensibilizadas. Inicialmente realiza-se a incubacdo das amostras, seguida pela incubacdo do
conjugado e, por fim a adicdo do substrato, ressalta-se que entre cada incubacéo, faz-se o
processo de lavagem das tiras (PANAFTOSA, 2018).

A acreditacdo de testes com alta sensibilidade é de fundamental importancia para evitar
o deslocamento de animais falso negativos, o que poderia resultar na disseminacéo do agente

pelo territorio e em nivel de fronteiras internacionais. Tal fato pode ocasionar prejuizos na
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cadeia de producdo equidea; bem como testes com alta especificidade conferem veracidade aos

resultados positivos, evitando entraves econdmicos gerados por falsos diagndsticos de mormo.
1.3.3 Imunodifusdo em Gel de Agar no Diagndstico de Anemia Infecciosa Equina

A Anemia Infecciosa Equina é causada por um retrovirus da familia Retroviridae,
subfamilia Lentivirinae (COOK et al., 2013). Este virus tem distribui¢do mundial especialmente
em regides de clima tropical e subtropical, onde existe grande quantidade de vetores (KOLLER
et al., 2002).

Segundo a Instrucdo Normativa n°52, de 26 de junho de 2018, para o diagnostico de
Anemia Infecciosa Equina, realiza-se as técnicas de IDGA e ELISA a serem adotados pelos
laboratorios pertencentes a Rede Nacional de Laboratorios Agropecuarios do Sistema
Unificado de Atencdo a Sanidade Agropecuaria (SUASA), em atendimento ao Programa
Nacional de Sanidade dos Equideos (PNSE), na forma desta Instru¢cdo Normativa (BRASIL,
2018b; BRASIL, 2008).

Desde 1970, o IDGA é utilizado no diagndéstico da AIE, por ser de facil execugédo
(ISSEL; COGGINS, 1979) e apresentar sensibilidade de 98,8% e especificidade de 100%
(COGGINS et al., 1972). A Imunodifusdo em Gel de Agar é uma reacio de precipitagio entre
0 antigeno (Ag) e o anticorpo (Ac) especifico em meio gelificado, onde ambos 0s reagentes se
difundem um contra o outro, formando uma linha ou arco de precipitacdo na area de reacéao.
Essa técnica geralmente é feita sobre laminas de microscopia ou placas de Petri, revestidas com
uma camada de gel de agar de 0,6 a 1,5% em solucdo fisiolégica ou tamponada (Montassier,
2017).

O Art. 11 da IN referenciada descreve que a linha formada com o Soro Controle Positivo
(SCP) ¢ a base para a leitura do teste. Se ela ndo estiver nitida o teste ndo é valido e deve ser
repetido. No resultado negativo as linhas formadas entre o0 Ag e o SCP se dirigem para a
cavidade onde se encontram as amostras testadas, enquanto no resultado positivo as linhas
formadas entre 0 Ag e o SCP se fundem com aquelas formadas pelas amostras testadas e
formam uma linha continua de identidade total. As amostras com resultado positivo na técnica
de ELISA deverdo ser submetidas a técnica de IDGA em triplicata, na mesma roseta (BRASIL,
2018b).

A linha de precipitacdo de uma amostra fraca positiva tende a se formar mais préximo

a cavidade onde se encontra a amostra que esta sendo testada; uma amostra com titulo alto de
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Ac apresenta-se como uma faixa difusa, entre as duas linhas de controle, em casos extremos
deve-se repetir a prova, diluindo-se as amostras que apresentaram essas reacdes, em diluicao
1/4 e 1/8; na reagdo inespecifica ndo forma uma linha continua com as do controle, no

aparecimento de linha(s) inespecifica(s), a prova deve ser repetida (BRASIL, 2018b).
1.3.4 Virusneutralizacdo no Diagnostico de Peste Suina Classica

A peste suina cléssica é uma doenca infectocontagiosa que acomete suinos domeésticos
e selvagens (BOKLUND, 2009). E causada por um virus de fita simples, envelopado,
pertencentente ao género Pestivirus e familia Flaviviridae (KING et al., 2011). Trata-se de uma
doenca de notificacdo obrigatoria a OIE (BRASIL, 2013).

O programa nacional de sanidade dos suideos determina que as amostras com resultados
laboratoriais positivos ou inconclusivos para PSC no teste ELISA devem ser testadas na prova
de virusneutralizacdo (VN) para PSC e Diarreia Viral Bovina (BVD). Caso o resultado da VN
para PSC seja positivo, a investigagdo em curso terd continuidade, com interdicdo da
propriedade. Dentre as desvantagens da VN quando comparada ao teste ELISA destacam-se:
dependéncia do cultivo celular, preocupacdo com contaminacdo fangica e/ou bacteriana e
necessidade de uma maior demanda de tempo para leitura dos resultados (NISKANEN et al.,
1989).

Os testes de VN sao realizados em placas-neutralizacdo de poliestireno de 96 cavidades,
utilizando uma diluicdo constante do soro frente as doses infectantes para 50% dos cultivos
celulares. A quantificacdo dos anticorpos é realizada pela incubacéo de dilui¢es do soro frente
a doses constantes do virus. Apés incubagdo da mistura soro-virus, uma suspenséao de células é
adicionada, seguida de incubacéo em estufa de CO, a 37°C. A leitura dos testes é realizada apos
a incubacdo, através do monitoramento do efeito citopatico (ECP). Nos testes qualitativos, a
auséncia de ECP indica neutralizagdo viral na diluicdo utilizada. Nos testes quantitativos, séo
considerados titulos de anticorpos neutralizantes as reciprocas das maiores diluicdes do soro

capazes de inibir a replicacéo viral e a consequente producédo de ECP (SCHERER et al., 2002).

Para deteccdo direta de antigenos virais presentes em cultivos celulares utilizam-se
imunomarcadores como a imunoperoxidade (IP) que possui algumas vantagens, como a leitura
dos resultados efetuada com microscopio de campo claro, bem uma maior sensibilidade e
especificidade (PETTERLE, 2003).
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O isolamento e identificagdo do virus também podem ser realizados, constituindo,
inclusive, um método mais seguro para o diagnostico da enfermidade. Esta técnica é realizada
a partir da inoculacdo de suspensdes de tecido animal suspeito em cultivo de linhagens de
células, sendo sua identificacdo alcancada por técnicas de imunoperoxidase com anticorpos

monoclonais das cepas virais que ndo causam ECP (PETTERLE, 2003).

1.4 DISCUSSAO DAS ATIVIDADES
1.4.2 Diagnostico Soroldgico do Mormo

No periodo de vigéncia do estagio foram recebidas 2.397 amostras para o diagnéstico
sorologico de mormo em equinos, asininos e muares (Grafico 1), das quais a maior demanda
foi proveniente do estado da Bahia (BA), com um total de 45,72% (1.096/2.397) das amostras
enviadas, seguido por Minas Gerais com 22,74% (545/2.397), e em terceiro lugar Sdo Paulo
com 19,73% (473/2.397) (Tabela 1).

Grafico 1 - Amostras recebidas pelo Laboratério Federal de Defesa Agropecuaria de Pernambuco para o
iagndstico de mormo pela técnica de Fixacdo de Complemento, ELISA e Western blotting, no periodo de marco a
maio de 2019.
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Fonte: UNI/DIA — LFDA/PE (2019).

Tabela 1 - Distribuicdo geografica no Brasil das amostras recebidas pelo Laboratério Federal de Defesa
Agropecuaria em Pernambuco para diagnéstico de mormo pelas técnicas sorologicas de Fixacdo de Complemento,
ELISA e Western blotting, no periodo de margo a maio de 2019.

Estados Numero de Amostras

Bahia 1096 (45,73%)
Ceard 50 (2,08%)
Minas Gerais 545 (22,74%)
Mato Grosso 145 (6,06%)
Pernambuco 59 (2,46%)

Rio Grande do Norte 29 (1,2%)

Séo Paulo 473 (19,73%)
Total 2.397 (100%)

Fonte: UNI/DIA — LFDA/PE (2019).
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A superioridade no envio de amostras pelo estado da BA foi decorrente a um foco de
mormo em asininos neste local. Entretanto, nos anos de 2016 e 2017, o seis estados com maior
envio foram: Rio Grande do Sul responsavel por 18,91% (2.151/11.370) das amostras, seguido
por 18,02% de Minas Gerais (2.049/11.370), 17,18% de Mato Grosso (1.952/11.370), 14,25%
de Mato Grosso do Sul (1.621/11.370), 8,0% de Pernambuco (910/11.370) e 5,87% de Sao
Paulo (668/11.370), enquanto que a Bahia foi responsavel pelo envio de 1,31% (149/11.370)

das amostras.
1.4.3 Diagnostico Soroldgico de Anemia Infecciosa Equina

Durante a realizacdo do estagio foram recebidas 1.546 amostras para o diagnostico de
AIE (Grafico 2). Através da andlise de dados da UNI/DIA do LFDA/PE, observou-se que a
maior demanda de amostras recebidas para processamento foi oriunda do estado de Pernambuco
(Tabela 2). Esta superioridade no envio esta diretamente relacionada ao encaminhamento de

soros coletados pela ADAGRO, que atua diretamente na sanidade equidea do estado.

Gréfico 2 - Amostras recebidas pelo Laboratério Federal de Defesa Agropecuaria em Pernambuco para o
diagndstico de Anemia Infecciosa Equina pela técnica de Imunodifusio em Gel de Agar, no periodo de margo a
maio de 2019.
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Fonte: UNI/DIA — LFDA/PE (2019).
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Tabela 2 - Distribuicdo geogréfica no Brasil das amostras recebidas pelo Laboratério Federal de Defesa
Agropecudria de Pernambuco para diagndstico de AIE pela técnica soroldgica de Imunodifusdo em Gel de Agar

(IDGA), no periodo de marco a maio de 2019.

Estados NuUmero de Amostras

Alagoas 40 (2,60%)
Bahia 688 (44,50%)
Ceard 9 (0,58%)

Mato Grosso 6 (0,40%)
Paraiba 26 (1,69%)
Pernambuco 732 (47,3%)

Rio Grande do Norte 26 (1,69%)
Sergipe 19 (1,24%)
Total 1.546 (100%)

Fonte: UNI/DIA — LFDA/PE (2019).

No Brasil, a doenga é relatada desde 1968 nos estados do Rio Grande do Sul e Rio de
Janeiro (SILVA et al., 2001). Na regido nordeste, a frequéncia de equideos soropositivos no
estado da Paraiba, Rio Grande no Norte e Ceara submetidos ao controle oficial pelo MAPA foi
de 2,69% (151/5.615) (SILVA et al., 2013).

1.4.4 Diagnostico Soroldgico de Peste Suina Classica

Durante a realizacdo do estagio foram recebidas vinte amostras para o diagnéstico de
Peste Suina Classica. Através da analise de dados da UNI/DIA do LFDA/PE, observou-se que
a maior demanda de amostras recebidas para processamento foi oriunda do estado de Minas
Gerais, localizado no Sudeste do Brasil (Tabela 3). As cinco amostras cuja procedéncianao foi

identificada, trata-se de material que foi enviado ao laboratério para ensaio de proficiéncia.

Tabela 3 - Distribuicdo geografica no Brasil das amostras recebidas pelo Laboratério Federal de Defesa

Agropecudria de Pernambuco para diagndstico de Peste Suina Classica pela técnica sorologica de

Virusneutralizagdo, no periodo de margo a maio de 2019.

Estados Numero de Amostras
Mato Grosso 2 (10%)
Santa Catarrina 2 (10%)
Piaui 5 (25%)
Minas Gerais 6 (30%)
Né&o informado 5 (25%)
Total 20 (100%)

Fonte: UNI/DIA — LFDA/PE (2019).

De 1999 a 2009, 34,23% (51/149) suinos foram diagnosticados para PSC na regido norte
e nordeste do pais, sendo que estes casos estavam distribuidos nos estados do Amapa, Para,

Maranhdo, Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba e Pernambuco, demostrando a presenca do
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virus no territério nacional (SILVA et al., 2016). Entretanto, neste estudo nao foi possivel
determinar com clareza a verdadeira distribui¢do espacial e temporal dos surtos nas populacdes,
visto que as amostras utilizadas foram obtidas de vigilancia passiva para enfermidade, podendo

ocorrer subnotificacdo da infeccdo pelo virus (SILVA et al., 2016).

Considerando gue a maior demanda de amostras foi proveniente do estado de Minas
Gerais, segundo 0 MAPA, em 2018, apenas um caso de PSC foi diagnosticado no estado, em
contrapartida 50 casos foram confirmados de 2016 a 2017 (BRASIL, 2018c).

1.5 CONSIDERACOES FINAIS

O Estégio Supervisionado Obrigatorio possibilitou a inser¢do no campo analitico de
diagndstico soroldgico, especialmente de mormo e Anemia Infecciosa Equina, possibilitando a
absor¢do de conhecimentos técnicos laboratoriais baseados nas Instru¢cbes Normativas
instituidas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento para o diagnostico de
enfermidades de notificacdo obrigatdria aos érgaos oficiais.

A vivéncia tornou-se de extrema importancia para complementacdo da formacgéo
académica e obtencdo do titulo de Bacharel em Medicina Veterinaria, visto que agregou
conhecimentos tedricos e praticos contemplados ao longo do curso e trabalhados de forma
conjunta durante a realizacdo do estagio. A area de maior destaque abordada foi de medicina
veterindria preventiva, cujo enfoque foi o diagnostico de doencas infectocontagiosas.

Por fim, desenvolveu-se, através da vivéncia obtida, o trabalho intitulado “Frequéncia
de casos de mormo em asininos no Brasil no periodo de janeiro de 2018 a abril de 20197,

fornecendo dados que beneficiam a cadeia equidea.
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2. CAPITULO II
Frequéncia de casos de mormo em asininos no Brasil no periodo de janeiro de 2018 a
abril de 20109.

RESUMO
O mormo é uma doenca infectocontagiosa de notificacdo obrigatoria ao servico veterinario
oficial, de carater agudo ou cronico e que acomete principalmente os equideos. No Brasil, 0s
testes de triagem para o diagndstico laboratorial desta enfermidade sdo a Fixacdo de
Complemento ou ELISA e o teste confirmatdrio € o Western blotting. Objetivou-se nesse estudo
determinar a frequéncia de casos positivos de mormo em asininos no Brasil no periodo de
janeiro de 2018 a abril de 2019, a partir do diagndéstico realizado no Laboratério Federal de
Defesa Agropecuaria de Pernambuco (LFDA/PE). Para tal foram analisados os resultados
obtidos do diagnostico de mormo nas técnicas de FC, ELISA e WB e calculou-se a frequéncia
dos casos positivos. Foram recebidas 1.073 amostras para diagnostico de mormo no periodo de
janeiro de 2018 a abril de 2019 e o estado da Bahia foi responsavel pela maior demanda de
envio, totalizando 64,86 % (696/1.073) das amostras, seguido pelo estado de Minas Gerais com
30,7% (329/1.073). Detectou-se uma frequéncia de 0,74% (8/1.073) e, considerando a
exclusividade de casos positivos no estado da Bahia, a frequéncia neste estado foi de 1,14%
(8/696). Conclui- se que houve uma baixa frequéncia de casos de mormo em asininos no
territdrio brasileiro no periodo analisado, com maior concentracao de casos da enfermidade na

regido Nordeste do pais.
Palavras chaves: Sorologia; Burkholderia mallei; zoonose
2.1 INTRODUCAO

O mormo é uma doenca infectocontagiosa, zoondtica, de carater agudo ou crénico, que
acomete principalmente os equideos, entretanto também pode acometer o homem, carnivoros
e, eventualmente, os pequenos ruminantes. Popularmente conhecida como catarro de burro,
catarro de mormo, lampardo, garrotilho atipico e cancro nasal, é causada pelo bacilo Gram-
negativo denominado B. mallei e caracteriza-se por ser uma enfermidade piogranulomatosa que

ocasiona lesdes respiratorias, linfaticas e cutaneas (MOTA, 2006).

Considerada uma das mais antigas doencas dos equideos, cujos relatos datam doséculo
Il e IV a.C. por Hipdcrates e Aristételes que inicialmente foi denominada melis e depois por

malleus na versdo latina (BLANCOU, 1994). A enfermidade foi amplamente difundida durante
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a idade média, devido as diversas guerras, reduzindo tal expansao no inicio do século XX, visto
que o transporte animal foi substituido pelo motorizado (NAUREEN et al., 2007). Clinicamente
a doenca caracteriza-se por febre, tosse e corrimento nasal. Primariamente, as lesdes nodulares
evoulem para Ulceras, que ap0s a cicatrizacdo formam lesdes em forma de estrela, ocorrendo
com maior frequéncia na forma crénica da doenca, caracterizada pela forma cutanea, linfatica
e respiratéria (MOTA, 2006).

Segundo a Instrugcdo Normativa n°6 de 16 de janeiro de 2018 e IN n°50 de 24 de
setembro de 2013, o mormo é uma doenca de notificacdo obrigatdria ao servigo veterinario
oficial, composto pelas unidades do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e
pelos Orgéos Estaduais de Defesa Sanitaria Animal, no intuito de preservar a satide animal no
Brasil. Devido ao seu impacto sobre o comércio internacional de animais e seus subprodutos, €
uma das doencas animais de declaracdo obrigat6ria para a Organizacdo Mundial de Saude
Animal (OIE, 2018).

O Brasil possui 0 maior rebanho de equinos (Equus caballus) da América Latina e o
terceiro mundial, com aproximadamente 6 milhdes de animais e quando somados aos asininos
(Equus asininus) e muares (Equus asinus x Equus caballus), totalizam cerca de 8 milhdes de
cabecas, movimentando em média 7,3 bilhdes de reais (IBGE, 2017). O mormo ocasiona
grandes prejuizos aos proprietarios, pois segundo a Instrucdo Normativa n°6 de 16 de janeiro

de 2018, a medida obrigatdria para os casos positivos é a eutanasia (BRASIL, 2018a).

Segundo a Portaria n® 35, de 17 de abril de 2018, os testes de triagem para o diagndstico
laboratorial do mormo sdo a Fixagcdo de Complemento (FC), Ensaio de Imunoabsorgéo
Enzimatica (ELISA), bem como amostra com resultado diferente de negativo em qualquer teste
de triagem devera ser testada no método complementar, o Western blotting- imunoblotting
(WB), excetuando-se quando o animal se enquadrar na situacdo prevista no inciso Il do Art. 13
da IN Mapa n° 6/2018, na qual resultado positivo no teste de triagem, estando o animal em uma
unidade epidemioldgica onde haja foco de mormo e apresentando quadro clinico compativel
com mormo, deve ser submetido ao diagndstico confirmatdrio.

A analise dos casos de mormo em asininos no pais € importante para compreensdo do
comportamento e da distribuicdo da enfermidade no territrio nacional e para orientacdo na

implementacdo de medidas controle e erradicagédo desta zoonose.

2.2 REVISAO DE LITERATURA
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2.2.1 Etiologia

O agente etioldgico do mormo é Burkholderia mallei, bactéria que morfologicamente
se apresenta como cocobacilo Gram-negativo irregular, isolado ou em pequenas cadeias,
medindo de 2 a 5 um de comprimento por 0,5 um de espessura, imovel e ndo formadora de
esporos (MOTA, 2006). Na nomenclatura é considerada uma proteobactéria do grupo
betaproteobactéria, ordem Burkholderiales, familia Burkholderiaceae, género Burkholderia,
espécie Burkholderia mallei (B. mallei) (NCBI, 2019).

2.2.2 Epidemiologia

O mormo persiste em Varios paises asiaticos, africanos e sul-americanos (OIE, 2018).
No Brasil esta zoonose foi descrita pela primeira vez em 1811, sendo introduzida,
possivelmente, por animais infectados importados da Europa (PIMENTEL, 1938). Apos
erradicacdo no pais em 1968, relatou-se, apds 30 anos, a ocorréncia em equideos nos estados
de Pernambuco e Alagoas, Nordeste do Brasil (MOTA et al., 2000). Desde 2005 até 2017 varios
casos desta zoonose ocorreram em diferentes regifes do pais, suspeitando-se que a mesma
nunca tenha sido erradicada (MOTA et al., 2000). De janeiro de 2005 até dezembro de 2016,
697 focos de mormo foram registrados no pais, sendo que a regido Nordeste detém de 61,4%
(428/697) do total (FONSECA-RODRIGUEZ; JUNIOR; MOTA, 2019).

Burkholderia mallei pode acometer diversas espécies animais, inclusive o ser humano,
podendo ser utilizada inclusive como arma bioldgica, sendo considerada uma importante
zoonose (SRINIVASAN et al., 2001). Dentre os hospedeiros, os equideos (equinos, muares e
asininos) sdo as espécies domésticas mais suscetiveis a forma sintomética da doenca.
Entretanto, ocasionalmente, também acomete ovinos, caprinos, cdes e gatos, enquanto que
bovinos, suinos e aves sdo considerados resistentes. Alem destes, verifica-se a ocorréncia em
animais silvestres como camelideos e leGes, e em animais de laboratério como hamsters,
cobaios, ratos e camundongos (FRITZ et al., 2000; MOTA, RIBEIRO, 2016).

Entre os solipedes, os burros e jumentos sdo considerados mais sensiveis & forma clinica
da enfermidade, as mulas tém sensibilidade intermediaria e os cavalos demonstram alguma
resisténcia, manifestada pelo aparecimento de formas crénicas da doenga (FRITZ et al., 2000).
Além disso, a doenca acomete principalmente animais idosos, debilitados e submetidos a
estresse (MOTA, 2000). Desta forma, animais infectados e portadores assintomaticos sdo

importantes fontes de infeccdo para o plantel (MOTA, 2006).
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Apesar da maior resisténcia pelos equinos quando comparado a outros equideos, por
meio de avaliacdo hematoldgica, verificou-se que asininos possuem uma maior quantidade de
leucdcitos, seguido por muares e equinos. Entretanto, com relacdo ao hematdcrito e niveis de
hemoglobina sérica, equinos possuem maior quantidade, seguido por muares e, por fim,
asininos. Demais valores hematolégicos e bioquimicos ndo apresentam diferenca significativa

entre as espécies (GU et al., 2007).

A principal via de infeccdo é a digestiva, porém também pode ocorrer pelas vias
respiratoria, cutanea e genital (RADOSTITS et al., 2002; MOTA, 2006). As principais vias de
excrecdo da bactéria sdo orais e nasais, subsequente a ruptura das lesées pulmonares cronicas
nos brénquios, sendo assim a disseminacdo ocorre principalmente pela contaminacdo de

forragens, cochos e bebedouros por secrecdo oral e nasal (RADOSTITS et al., 2010).

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

2.2.3 Patogenia

Apos ingestdo de alimento ou agua contaminados, a bactéria atravessa a mucosa
intestinal e atinge os linfonodos, onde se prolifera e dissemina-se para 6rgdos de elei¢do através
da corrente sanguinea. O agente se coloniza nos pulmdes, pele e mucosas, sendo que a
localizacdo pulmonar do bacilo pode ocorrer atraves da via sanguinea ou da penetracédo pelas
vias aéreas superiores. Na faringe, formam-se lesdes primarias, estendendo-se para o0 sistema
linfatico onde produz lesdes nodulares; no septo nasal podem ocorrer erosdes e Ulceras (MOTA
et al., 2000). Lesdes semelhantes piogranulomatosa também sdo encontradas nos pulmdes,
baco, figado e na pele (MOTA, 2006).

B. mallei é um patogeno intracelular facultativo, que pode sobreviver e replicar em
linhagens de células fagociticas (ROWLAND et al., 2006; WHITLOCK et al., 2009). Esta
bactéria penetra nos macrofagos alveolares, possivelmente intermediado pelo receptor Fc do
complemento onde permanece livre da acdo dos mecanismos imunes inatos, 0 que contribui

para a sua disseminacao por meio da penetracdo no leito capilar do intersticio pulmonar
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(WHITLOCK et al., 2009). Isto possibilita o alcance dos linfonodos regionais e a motilidade
intracelular depende da polimerizacdo da actina que auxilia 0 movimento dentro e entre as
células hospedeiras (STEVENS et al., 2005; WHITLOCK et al., 2009).

A infecgdo por esta bactéria induz a producgéo rapida e intensa de interferon-y (IFN- vy)
no bago, bem como de citocinas especialmente interleucina-6 (IL-6), 1L-12, IL-18, IL-27 e
proteinas quimiotaticas de mondcitos-1 (MCP-1), sendo estas respostas importantes na defesa
do organismo contra a infeccdo (ROWLAND et al., 2006).

2.2.4 Sinais Clinicos

O periodo de incubacgdo depende da viruléncia da bactéria, do tipo e da intensidade da
infeccdo e da resisténcia do animal, variando de alguns dias a varios meses (ACHA; SZYFRES,
2003). Em solipedes, principais hospedeiros suscetiveis de B. mallei, 0 mormo pode se
manifestar de forma aguda, subaguda ou cronica (GILAD et al., 2007), raramente ocorrendo a
forma superaguda, observada principalmente em animais desnutridos, imunossuprimidos e
estressados (ACHA; SZYFRES, 2003).

Os sinais clinicos mais frequentes sdo febre, tosse e secrecao nasal, podendo na fase
aguda apresentar edema em regido peitoral e vir a 6bito em 48 horas (MOTA et al., 2000). Na
forma aguda da doenca, observa-se febre alta, diminuicdo do apetite, tosse, dispneia
progressiva, emaciacgdo, ulceracdo do septo nasal, acompanhada de descarga nasal, inicialmente
serosa, tornando-se mucopurulenta a hemorragica, nddulos nas cavidades nasais e descargas
oculares purulentas, cuja morte por septicemia ocorre em poucos dias (MOTA et al., 2000),
ocorrendo principalmente em asininos, que sdo mais susceptiveis (DVORAK et al., 2008). Em
outros animais, na fase inicial da doenca, podem apresentar apenas semiflexdo e abducéo do
membro posterior (LARSEN; JOHNSON, 2009).

A fase cronica da doencga, que pode desenvolver-se apds semanas ou meses, €
caracterizada por trés tipos de manifestac6es clinicas: a nasal, a pulmonar e a cutanea, porém
estas ndo sdo distintas e 0 mesmo animal pode apresentar simultaneamente todas as formas,
sendo a forma pulmonar e cutanea as mais comuns em surtos da doenga (MOTA; RIBEIRO,
2016).

Na forma cutanea ocorre o aumento de volume dos linfonodos das regifes do pescoco,
principalmente dos linfonodos submaxilares que comumente estdo edemaciados e doloridos,

espessamento dos vasos linfaticos da face que ulceram e drenam secrecéo purulenta e
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adenopatia; a forma pulmonar ocasiona pneumonia lobar com abscedagdo cavernosa e
desenvolvimento de pleurite fibrinosa; também nota-se a presenca de lesdes no septo nasal, que
se iniciam com nddulos e evoluem para ulceras que no processo de cicatrizacdo formam
cicatrizes em forma de estrela (ITO et al. 2008, LARSEN; JOHNSON, 2009, SANTOS et al.,
2001). Os equideos também podem sofrer infeccdo latente, apresentando descarga nasal,
ocasionalmente respiracdo laboriosa e lesdes pulmonares (ITO et al. 2008; LARSEN;
JOHNSON, 2009).

2.2.5 Diagnostico

O diagnodstico do mormo é feito pelo exame clinico, dados epidemioldgicos e
identificacdo do agente por isolamento ou caracterizacdo molecular, reacdo imunoalérgica e
testes sorologicos (MOTA, 2006).

Considera-se caso positivo de mormo o equideo que apresentar pelo menos uma das
seguintes condicdes: resultado positivo nos testes de triagem e complementar de diagnostico ou
somente no teste complementar; resultado positivo no teste de triagem, estando o animal em
uma unidade epidemiolégica onde haja foco de mormo e apresentando quadro clinico
compativel com mormo; ou deteccdo da bactéria Burkholderia mallei por meio de método
microbioldgico ou molecular, porém a auséncia de detec¢do da bactéria por estas duas técnicas,
ndo anula o disposto de identificar como animal positivo pelos testes soroldgicos (BRASIL,
2018a).

Os animais positivos devem ser sacrificados pelo servico oficial, bem como todo plantel
deve ser submetido ao teste de FC com intervalo de 21 (vinte e um) a 30 (trinta) dias entre as
coletas, com prazo maximo de 30 (trinta) dias para a primeira coleta. Apos dois resultados
negativos, a interdicdo é suspensa. Potros com idade inferior a 6 (seis) meses de idade, filhos
de éguas positivas para mormo deverdo ser examinados clinicamente e, caso ndo apresentem
sintomas de mormo devem ser mantidos isolados e submetidos a testes sorolégicos ao
completarem 6 (seis) meses de vida (BRASIL, 2018a)

2.2.5.1 Exame Clinico

O exame clinico raramente possibilita um diagndstico seguro; os sinais clinicos do
mormo podem estar ausentes ou pouco desenvolvidos, principalmente na evolugéo cronica,
frequente em cavalos. Desta forma, o diagndstico laboratorial € fundamental para confirmar os

achados do exame clinico. Deve-se realizar o diagndstico diferencial com garrotilho,
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tuberculose, linfangite epizootica, linfangite ulcerativa, esporotricose, rinosporidiose e anemia
infecciosa equina (MOTA,; RIBEIRO, 2016).

2.2.5.2 Deteccdo microbiologica

O patdgeno se desenvolve bem em meios que contém glicerol ou sangue, portanto, pode
ser isolado em meio de agar sangue ovino (5%) desfibrinado, ap6s incubacdo de 48 horas em
aerobiose a 37°C, mostrando col6nias de 1 mm de diametro, irregulares, mucaides, brilhantes,
ndo hemoliticas e de tonalidade branco acinzentada. Em &agar batata glicerinada produz
pigmento amarelado, adquirindo coloracdo achocolatada apds 48 horas de incubacéo a 37°C;
no agar PC, que contém cristal violeta, sais biliares, ticarcilina e polimixina B, permite
crescimento de B. mallei que modifica a coloracdo do meio para rosa, produzindo coldnias
circulares, lisas, brancas ou translicidas, menores de 1 mm (MOTA et al., 2000; SILVA et al.,
2009; SAID; JUNIOR; DOMINGUES, 2016). Este microrganismo cora-se fracamente pelo
corante de Gram, logo se recomenda utilizar corantes contendo hidroxido de potassio ou acido
fénico, como o azul de metileno de Loeffler e a fucsina fenicada (DITTMANN et al., 2015;
MOTA et al., 2005).

Nas provas bioquimicas utilizadas para caracterizar as bactérias, observa-se 0s seguintes
resultados: oxidase e catalase positivas, reducgéo do nitrato, hidrélise da ureia, descarboxilisacéo
da lisina e fermentacdo da glicose, sendo negativa para a producdo de HzS, indol, nédo utiliza
citrato e ndo fermenta maltose, lactose, manose e manitol, além de ndo reagirem ao vermelho
de metila (VM) e Voges Proskauer (VP) (AL-ANI et al., 2007; SILVA et al., 2009). Séo
sensiveis a acdo da luz solar, calor e desinfetantes comuns e dificilmente sobrevivem em

ambientes contaminados por mais de seis semanas (RADOSTITS et al., 2002).

Por causa do baixo nimero de bactérias no tecido infectado, nos abscessos e em pus
excretado, o cultivo do patégeno em meios liquidos ou sélidos é frequentemente negativo, além
de demandar maior tempo para um resultado conclusivo. Se o material é originario de animais
com doenca sem sinais clinicos ou em casos cronicos o isolamento bacterioldgico fica ainda
mais dificil (ARUN et al., 1999). Além disso, ao optar pelo processamento da amostra suspeita
de B. mallei para inoculacdo em meio de cultura, deve-se considerar o risco bioldgico
apresentado pela bactéria, logo estas técnicas devem ser realizadas em cabine de seguranca
bioldgica e em area de contencdo NB3 (BRASIL, 2017). Desta forma, torna-se pertinente

avaliar qual método de diagnostico fornece uma maior seguranga e eficdcia naaplicabilidade.
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2.2.5.4 Deteccao molecular

Estudos genéticos demonstraram que existem cerca de 650 genes relacionados a
viruléncia do agente, dentre estes se destacam os genes: T3SS, CAP, sistema de secrecéo tipo
Il e sistema T6S (SCHELL; LIPSCOMB; DESHAZER, 2008). Além disto, outro fator
importante na viruléncia da bactéria é a capsula polissacaridea, bem como o gene wchF
importante na producdo do polissacarideo capsular (WHITLOCK; MARK ESTES; TORRES,
2007). No Brasil, existe uma grande variabilidade intra e interespécies de B. mallei e B.
pseudomallei e tal heterogeneidade do perfil ribotipico foi confirmada no polimorfismo de
DNA observado, sendo assim estas diferencas sdo Uteis na diferenciacdo molecular da bactéria

frente a identificacdo molecular das cepas de B. mallei (SILVA et al., 2009).
2.2.5.4 Testes soroldgicos

Segundo a Portaria n° 35, de 17 de abril de 2018, os testes soroldgicos de triagem para
o diagnostico laboratorial do mormo séo a Fixa¢do de Complemento e ELISA, bem como
amostra com resultado diferente de negativo em qualquer teste de triagem devera ser testada no
método complementar, utilizando o Western blotting - imunoblotting, excetuando-se quando o
animal se enquadrar na situagdo prevista no inciso Il do Art. 13 da IN Mapa n° 6, de 16 de
janeiro de 2018 (BRASIL, 2018b).

Os resultados dos exames soroldgicos de mormo sdo emitidos em formularios proprios
de acordo com o fluxograma determinado. Resultados positivos devem ser imediatamente e
exclusivamente comunicados ao Servi¢co de Sanidade Animal (SSA) da Delegacia Federal de
Agricultura (DFA) da Unidade Federativa onde se encontra o animal reagente, que devera
comunicar, oficialmente, o interessado. A DFA local podera determinar que a comunicacado seja
feita diretamente ao 6rgdo executor. Resultado negativo é comunicado ao medico veterinario
que assinou o pedido de exame e/ou interessado. Apenas o responsavel técnico ou seu substituto
pode assinar o formulério de resultado do exame e o relatorio mensal (BRASIL, 2018a).

2.2.5.5 Reagdo imunoalérgica

Segundo a Portaria n°35, de 17 de abril de 2018, a maleinizacdo intrapalpebral com o
uso de Maleina PPD poderd ser empregada como teste complementar exclusivamente em
equideos com menos de 6 (seis) meses de idade e que apresentem sintomatologia clinica
compativel com 0 mormo, mediante autorizacdo do DSA/SDA/MAPA (BRASIL, 2018b).
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2.2.6 Tratamento

Segundo a Instrucdo Normativa n°6 de 16 de janeiro de 2018, o tratamento de animais
acometidos ndo é indicado, pois ndo ha eficicia para a eliminagdo do agente nos animais
portadores, logo permanecem fonte de infeccdo para outros animais e para o homem,
consequentemente contribuindo para disseminacdo do agente. O mecanismo intracelular é
crucial para a viruléncia e tém sido o foco de pesquisas para compreensdo da patogénese e
mecanismos terapéuticos (WHITLOCK et al., 2007).

2.2.7 Controle e Prevencéo

O Programa Nacional de Sanidade dos Equideos (PNSE) visa o fortalecimento do
complexo agropecuério dos equideos, por meio de agdes de vigilancia e Defesa Sanitéria
Animal. Objetivando prevenir, controlar ou erradicar doencas dos equideos, 0 PNSE promove
as seguintes atividades: educacao sanitaria, estudos epidemioldgicos, fiscalizacdo e controle do
transito de equideos, cadastramento, fiscalizacdo e certificacdo sanitaria de estabelecimentos e
intervencdo imediata quando da suspeita ou ocorréncia de notificacdo obrigatdria (BRASIL,
2018a; BRASIL, 2008).

As diretrizes gerais para prevencdo, controle e erradicacdo do mormo no territorio
nacional, no ambito do PNSE estdo descritas na Instrucdo Normativa N° 6, de 16 de janeiro de
2018 e os Orgdos Executores de Sanidade Agropecuaria (OESA) podem estabelecer essas
diretrizes especificas em cada Unidade da Federacdo (UF), conforme a situacdo epidemioldgica
da doenga (BRASIL, 2018a; BRASIL, 2008).

De acordo com a Instru¢cdo Normativa n°6, de 16 de janeiro de 2018, as normas para
erradicacdo e controle do mormo baseiam-se na interdicdo e regime de saneamento em
propriedades com um ou mais animais diagnosticados com mormo, cuja suspensdo da
interdicdo s6 ocorrerd apos o sacrificio dos animais positivos e a realizacdo de dois exames de
FC sucessivos de todo plantel, com intervalos de 21 a 30 dias, com resultados negativos no teste
de diagnostico; sacrificio de animais positivos, em seguida incineragdo ou enterro dos cadaveres
no proprio local (assim como de todos os materiais utilizados nas instalag6es); desinfec¢dodas
instalacfes e fomites; desinfeccdo de veiculos e equipamentos (cabrestos, arreios e outros),
abolicdo de cochos coletivos, aquisicdo de animais de areas livres; uso de equipamentos de

protecdo individual (EPI) pelas pessoas que manipulam esses animais; controle de transito
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interestadual com exame negativo de mormo dentro do prazo de validade de 60 dias; e
notificacdo da suspeita de foco (BRASIL, 2018a).

2.3 OBJETIVOS
2.2.1 Objetivo Geral

Determinar a frequéncia de casos de mormo em asininos no Brasil no periodo de janeiro
de 2018 a abril de 2019, a partir do diagnostico realizado no Laboratério Federal de Defesa
Agropecuéria em Pernambuco (LFDA/PE).

2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1 Analise dos resultados de exames para diagnéstico de Mormo

Foram analisados os resultados dos exames laboratoriais do diagnostico de mormo (FC,
ELISA e WB) em asininos do Brasil, realizados no Laboratério Federal de Defesa Agropecuéria
em Pernambuco, no periodo de janeiro de 2018 a abril de 2019, seguindo as diretrizes descritas
na Portaria n° 35, de 17 de abril de 2018. Os dados gerados dos testes laboratoriais foram
inseridos em um banco de dados do programa computacional Microsoft® Excel que foi

posteriormente utilizado nas analises epidemioldgicas.
2.4.2 Determinacéo da frequéncia de casos de Mormo

A frequéncia de casos de mormo estudados foi mensurada por meio do calculo: numero
de casos de mormo em asininos no periodo de janeiro de 2018 a abril de 2019, dividido pelo
namero total de amostras recebidas no Laboratério Federal de Defesa Agropecuaria em

Pernambuco para o diagndstico de mormo em asininos do Brasil.
2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram recebidas 1.073 amostras para diagnéstico de mormo no periodo de janeiro de
2018 a abril de 2019. O estado da Bahia foi responsavel pela maior demanda de envio,
totalizando 64,86 % (696/1.073) das amostras, seguido pelo estado de Minas Gerais com 30,7%
(329/1.073). Detectou-se uma frequéncia de casos confirmados de mormo de 0,74% (8/1.073)
e, considerando a exclusividade de casos positivos no estado da Bahia (BA), a frequéncia neste
estado foi de 1,14% (8/696) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Frequéncia de casos de mormo em amostras de soro de asininos encaminhadas para o Laborat6rio

Federal de Defesa Agropecuéria em Pernambuco (LFDA/PE), no periodo de janeiro de 2018 a abril de 2019.

Estados Amostras Resultados Positivos Frequéncia relativa (%)
Alagoas 2 0 0
Bahia 696 8 1,14
Ceara 1 0 0
Distrito Federal 1 0 0
Goias 1 0 0
Minas Gerais 329 0 0
Mato Grosso 4 0 0
Para 6 0 0
Paraiba 3 0 0
Pernambuco 23 0 0
Parana 1 0 0
Rio Grande do Norte 1 0 0
Rio Grande do Sul 2 0 0
Tocantins 3 0 0
Brasil — Total 1.073 8 0,74

Fonte: UNI/DIA — LFDA/PE (2019).

O rebanho mundial de asininos € estimado em 42,762 milhdes de animais e o pais tem
0 décimo maior rebanho do mundo com cerca de 927 mil cabecas (FAO, 2014). A regido
Nordeste do pais detinha em 2012, 90% do rebanho nacional (812.467/902.716), seguida pela
regido Sudeste com 4,2% (38.423/902.716), Norte com 3,71% (33.452/902.716), Centro-Oeste
com 1,55% (13.992/902.716) e, por fim, a regido Sul com 0,49% (4.382/902.716) dos animais
(IBGE, 2013). De 2001 a 2012 observou-se uma reducao no rebanho de asininos em todas as
regides do pais, com uma retracdo nacional de aproximadamente 27,14% e na regido Nordeste,
a queda foi de 28,66% (1.138.847 em 2001 para 812.467 em 2012). Esta reducdo foi justificada
pela popularizacdo do transporte automobilistico, resultando na reducdo da criacdo e abandono
de animais (IBGE, 2013). Em 2016, o governo da Bahia realizou o abate de 300 animais
recolhidos nas ruas e no Ceara foi criado um orgéo especial para o recolhimento desses animais
abandonados; em 2016, 4,5 mil jumentos foram recolhidos nas estradas (MACHADO, 2017).

O trénsito de animais assintomaticos é um fator de risco relevante na disseminacéo do
mormo, principalmente considerando o cenario brasileiro repleto do comércio desses animais,
utilizacdo em eventos esportivos e exposicdes (KHAN et al., 2013). Desta forma, a falta de
controle de asininos circulantes na BA pode estar diretamente relacionada a presenca de focos
da enfemidade no estado, visto que diversos fatores de risco estdo associados a disseminacéo
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do patdgeno, dentre eles a auséncia de saneamento sanitario decorrente do abandono de animais
e o transporte ilegal sem Guia de Transporte Animal (GTA) (AL-ANI e ROBERSON, 2007).

De 2005 até 2016, o estado da Bahia apresentou 1,87% (13/697) da frequéncia de focos
de mormo no pais e, nos anos de 2013 a 2016 observou-se um incremento consideravel nos
casos da enfermidade no Brasil, especialmente na regido Nordeste (FONSECA-RODRIGUEZ
et al., 2019). No presente trabalho ficou demonstrado, no periodo analisado, a ocorréncia de um
foco de mormo exclusivamente na Bahia que possui o maior rebanho de asininos do pais (IBGE,
2013). Na necropsia de um animal positivo deste foco de mormo, verificou-se a presenca de

lesGes como areas de congestdo e consolidacdo pulmonar (Figural).

Figura 1. Achado de Necropsia - Pulmao de asinino positivo para mormo no estado da Bahia.
Congestao e consolidacdo pulmonar destacada no circulo amarelo (LFDA/PE, 2019).
A ocorréncia de casos somente na regido Nordeste pode ser justificada pelo elevado
numero de equideos gue ainda sdo utilizados para o transporte da cana-de- aclcar e, que nao
recebem o manejo sanitario correto, além de serem alocados em ambientes coletivos com pouca

ventilacdo e alta umidade, favorecendo a disseminagdo da bactéria (SILVEIRA et al., 2013).

O Sudeste do Brasil entre os anos de 2005 e 2016 apresentou 11,62% (81/697) da
frequéncia de focos de mormo no pais e o estado de Minas Gerais, com rebanho de 26.598
cabecas foi detentor de 30,86% (25/81) dos focos da regido, sendo inferior apenas ao estado de
S40 Paulo responsavel por 35,80% (29/81) (FONSECA-RODRIGUEZ et al., 2019). Apesar da
superioridade dos focos desta enfermidade em SP na regido Sudeste, nenhuma amostra de
asinino para o diagndstico confirmatério da doenca foi enviada no periodo de janeiro de 2018
a abril de 2019.
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A importancia da vigilancia epidemioldgica nacional por meio de resultados de
testes diagnosticos fidedignos, identificacdo de fatores de riscos e estimativas de focos da

enfermidade auxiliam diretamente no controle e propagacao da doenca.
2.6 CONCLUSAO

Conclui-se uma baixa frequéncia de mormo em asininos no territorio brasileiro.
Entretanto, uma elevada concentracdo dos casos da enfermidade no nordeste do pais,
regido com maior rebanho desta espécie. Este estudo contribui para planejamentos

epidemioldgicos que poderdo ser utilizados em programas de controle desta enfermidade.
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