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Resumo: Mormo é uma doença infectocontagiosa primeiramente relatada entre 

os séculos II e IV e que causa graves perdas econômicas para a equideocultura. 

O objetivo desse estudo foi caracterizar geneticamente isolados de Burkholderia 

mallei obtidos de equídeos com mormo nos estados de Pernambuco e Alagoas. 

Durante as necropsias dos animais soropositivos foram coletadas amostras das 

lesões piogranulomatosas. O material foi submetido ao isolamento bacteriano e 

confirmação pela Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) convencional e 

tempo real. No total, seis isolados foram identificados nas propriedades de 

equinos nos dois estados, sendo cinco isolados do estado Pernambuco e um 

isolado de Alagoas. Os produtos das amplificações foram sequenciados e 

comparados ao banco de dados encontrado no National Center for 

Biotechnology Information (NCBI), onde foi possível observar similaridade com 

o isolado Turkey 10, relatado primeiramente na Turquia. Os isolados foram 

submetidos à Reação em Cadeia da Polimerase – High Resolution Melting (PCR-

HRM) para caracterização genética por meio da variação dos Single Nucleotide 

polymorphisms (SNPs) e posteriormente ao sequenciamento completo do 

genoma (WGS). O sequenciamento do genoma revelou uma correlação entre as 

cepas circulantes nos dois estados, com uma variação genética entre cepas 

isoladas de animais de Pernambuco. Foram descritos dois genótipos de 

Burkholderia mallei circulantes no Brasil, sendo o genótipo L3B2, anteriormente 

descrito para um isolado brasileiro e o genótipo L3B3Sb3Gp1SbGp1, ainda não 

descrito anteriormente no país. Este é a primeira descrição de um isolado com 

similaridade genética com outras cepas relatadas na Europa, sugerindo mais de 

um evento de introdução da doença no Brasil. A caracterização dos isolados de 

B. mallei circulantes é importante para o desenvolvimento e aprimoramento de 

técnicas de diagnóstico sorológico e desenvolvimento de marcadores 

moleculares específicos para detecção de cepas brasileiras, além de ser um 

meio de adicional no controle da doença, possibilitando estabelecer ligações 

entre os diversos casos e identificar cadeias de transmissão. 

 

Palavras-chaves: Sequenciamento, Genoma, Marcadores moleculares, Mormo.  

 

 



 
 

Abstract: Glanders is an infectious-contagious disease first reported between 

the 2nd and 4th centuries and that causes serious economic losses for equidae 

culture. The aim of this study was to genetically characterize Burkholderia mallei 

isolates obtained from equine glanders in the states of Pernambuco and Alagoas. 

During necropsies of seropositive animals, samples of pyogranulomatous lesions 

were collected. The material was subjected to bacterial isolation and bacterial 

cultures were analyzed by conventional and real time Polymerase Chain 

Reaction (PCR) for confirmation. In total, six isolates were identified on horse 

farms in both states, five from Pernambuco state and one from Alagoas. The 

amplicons were sequenced and compared to the database found at the National 

Center for Biotechnology Information (NCBI), where it was possible to observe 

similarity with the Turkey 10 isolate, first reported in Turkey. In order to confirm 

the result, the isolates were submitted to Polymerase Chain Reaction - High 

Resolution Melting (PCR-HRM) for genetic characterization through the variation 

of Single Nucleotide polymorphisms (SNPs) and subsequently to complete 

genome sequencing (WGS). The complete genome sequencing revealed a 

correlation between the circulating strains between the two states, but a genetic 

variation was observed among strains isolated from animals from Pernambuco. 

Two genotypes of Burkholderia mallei circulating in Brazil have been described, 

being the L3B2 genotype previously described for a Brazilian isolate and the 

L3B3Sb3Gp1SbGp1 genotype, never previously described for contemporary 

strains in Brazil. This is the first current description of an isolate with genetic 

similarity to other strains reported in Europe, suggesting more than one event of 

introduction of the disease in Brazil. The characterization of circulating B. mallei 

isolates is important for the development and improvement of serological 

diagnostic techniques and the development of specific molecular markers for the 

detection of Brazilian strains, in addition to being an additional means of 

controlling the disease, making it possible to establish links between the different 

cases and identify transmission chains. 

 

Key-words: Sequencing, Genome, Molecular Markers, Glanders.  
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1. Introdução 

 

 

A população de equídeos no Brasil é bastante significativa com 5.228.434 

animais (IBGE, 2019), ocupando a 4ª posição no ranking mundial populacional 

de equídeos e o 1º lugar na população de asininos. O comércio desses animais 

movimenta cerca de R$ 16 bilhões e gera 607.239 empregos diretos e 2.429.316 

empregos indiretos (Brasil, 2016). Nesse contexto, o mormo tem grande 

relevância para o país, pois é uma doença responsável por grandes prejuízos 

econômicos e sanitários aos criadores de equídeos (Cárdenas et al., 2018; OIE, 

2018). 

O primeiro relato da doença data entre os séculos II e IV a.C. por 

Aristóteles e Hipócrates (Langenegger et al., 1960). O primeiro caso no Brasil foi 

relatado em 1811, no entanto, entre 1968 e 1999 acreditava-se que a doença 

havia sido erradicada no país quando, então, surgiram novos casos e desde 

então focos de mormo têm sido identificados em todo o país (Fonseca-Rodriguez 

et al., 2019; Mota et al., 2000). 

Essa importante enfermidade causa impacto na produção de equídeos no 

país por não existir tratamento, assim como vacinas, além de ser considerada 

uma zoonose e haver a necessidade de sacrifício dos animais positivos pelo 

Serviço Veterinário Oficial (Brasil, 2018a; Mota, 2006).  

Em 1980, o agente etiológico do mormo foi incluído na Approved List of 

Bacterial Names como Pseudomonas mallei, mas devido às caracterizações 

fenotípicas e baseado na homologia do rRNA 16S com outros gêneros 

Burkholderia, foi reclassificado para Burkholderia (B.) mallei (Yabuuchi et al., 

1993). 

O diagnóstico do mormo se baseia na associação dos aspectos clínico-

epidemiológicos, anatomohistopatológicos, isolamento bacteriano, inoculação 

em animais de laboratório, reação imunoalérgica (maleinização) e testes 

sorológicos como a prova de fixação do complemento e o Ensaio de 

Imunoabsorção Enzimático (ELISA), Western Blotting (Elschner et al., 2011; 

Mota et al., 2000; Nierman et al., 2004) e testes moleculares (OIE, 2018; Scholz 

et al., 2006; Ulrich et al., 2006).  
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Devido à grande similaridade genética encontrada entre Burkholderia 

mallei e Burkholderia pseudomallei, maior que 90% (Lee et al., 2005; Thibault et 

al., 2004), técnicas moleculares como a PCR (Scholz et al., 2006; Ulrich et al., 

2006), métodos de caracterização molecular (Neubauer et al., 2005; Schmoock 

et al., 2009; U’ren et al., 2005), e sequenciamento completo do genoma (WGS) 

(Girault et al., 2018; Laroucau et al., 2018) são fundamentais para identificação 

da bactéria e para melhorar a confiança no diagnóstico. 

O WGS é uma ferramenta de caracterização genética bastante utilizado 

em casos de surtos, com alto poder discriminatório e que permite a reconstrução 

filogenética dos isolados (Girault et al., 2018; Laroucau et al., 2018; Lu et al., 

2016). A obtenção do genoma completo de B. mallei possibilitou o 

desenvolvimento de uma nova técnica de caracterização, mais rápida, barata e 

de fácil execução, a PCR High Resolution Melting (PCR HRM) a partir da 

localização e identificação do polimorfismo de nucleotídeo único (SNP) no 

genoma (Laroucau et al., 2018). Aliado à PCR HRM, é possível obter um 

panorama, com maior poder discriminatório, entre os isolados brasileiros de B. 

mallei e isolados descritos no mundo, além de poder relacionar a amostra clínica 

com o evento e o ambiente (Abdelbarya et al., 2018; Girault et al., 2018; Silva et 

al., 2009).  

A caracterização genética dos isolados de Burkholderia mallei é essencial 

para melhoraria da segurança e confiabilidade do diagnóstico do mormo  
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2. Revisão de Literatura 

 

 

2.1. Histórico 

 

 O Mormo é uma das mais antigas doenças descritas em equídeos no 

mundo; relatada pelos filósofos Aristóteles, Hipócrates e Vegetius entre os 

séculos II e IV a.C. que apresentaram um relato de sintomatologia e descrição 

epidemiológica similar à descrição atual da doença (Blancou, 1994; Udal, 1943). 

Inicialmente a enfermidade ficou conhecida como “Malleus” que significa martelo 

(Loeffler, 1886). 

 Durante a Primeira Guerra Mundial, o agente etiológico do mormo, 

denominado Bacillus mallei (Burkholderia mallei) (Yabuuchi et al., 1993) e do 

Antraz (Bacillus anthracis) foram amplamente utilizados pelos alemães como 

arma biológica (Wheelis, 1998). Em 1914, um membro do exército alemão levou 

isolados de B. mallei e B. anthracis para os Estados Unidos da América (EUA), 

cultivando-os em seu laboratório em Maryland. Os microrganismos foram 

entregues em Baltimore para serem inoculados em uma remessa de equinos 

aguardando o envio para tropas Aliadas na Europa (Welkos et al., 2018). 

Posteriormente, diversos animais de produção como bovinos e mulas também 

inoculados. Desde então, a Alemanha lançou uma campanha ambiciosa de 

sabotagem biológica nas linhas de frente leste e oeste, incluindo os EUA, França, 

Romênia e Rússia. Assim, os casos de doença nos animais aumentaram e 

surgiram os casos em humanos na Rússia (Wheelis, 1998). 

Existem relatos datados de 1932 e 1945 que indicam que o Japão utilizou 

B. mallei como arma biológica para infecção de equinos, civis e prisioneiros de 

guerra, durante a invasão da China na Segunda Guerra Mundial. No Instituto 

Ping Fan, Manchuria, dois trabalhadores se acidentaram com isolados de B. 

mallei e morreram em 1937 (Regis, 1999). A ex-União Soviética também foi 

acusada de usar B. mallei como arma biológica contra a força opositora na 

guerra do Afeganistão entre 1982 e 1984 (Alibek e Handelman, 1999). 
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No Brasil, a doença foi descrita pela primeira vez em 1811 e acredita-se 

que foi devido à introdução de animais procedentes da Europa (Pimentel, 1938) 

e em 1968 a doença foi considerada erradicada no país. Contudo, no ano 2000, 

Mota et al. identificaram novamente os casos da doença (reemergência do 

mormo) por meio de aspectos microbiológicos, epidemiológicos e clínico-

patológicos, alertando para a necessidade imediata de implementação de 

medidas de controle e erradicação da enfermidade. Durante aproximadamente 

três décadas a doença foi provavelmente subnotificada e/ou novas fontes de 

infecção podem ter sido introduzidas com a importação de animais de todo o 

mundo (Mota et al., 2000). 

 

2.2. Características bacteriológicas 

  

Burkholderia mallei é um cocobacilo Gram negativo, imóvel, não 

hemolítico, aeróbio e não esporulado com extremidades arredondadas, medindo 

2 - 5µm de comprimento e 0,3 - 0,8µm de largura (OIE, 2018; Sprague e 

Neubauer, 2004), sendo uma bactéria intracelular facultativa (Khan et al., 2012). 

Taxonomicamente é classificada como uma espécie do domínio Bactéria, filo 

Proteobacteria, classe Betaproteobacteria, ordem Burkholderiales, família 

Burkholderiaceae, gênero Burkholderia (NCBI, 2019; OIE, 2018). Foi 

primeiramente descrita em 1882 a partir do isolamento do fígado e baço de um 

equino (Schadewaldt, 1975) e, hoje essa bactéria é identificada pelo código 

NCBI: txid 13373 do National Center for Biological Information (NCBI). Ao longo 

dos anos, a bactéria recebeu diversas nomenclaturas como "Bacillus mallei" 

(Zopf, 1885), "Pfeifferella mallei" (Zopf, 1885) (Buchanan, 1918), 

"Actinobacillus mallei" (Zopf, 1885) (Thompson, 1933), "Malleomyces 

mallei" (Zopf, 1885) (Pribram, 1933), "Loefferella mallei" (Zopf, 1885) (Holden, 

1935, apud NCBI, 2019), "Acinetobacter mallei" (Zopf, 1885) (Steel e Cowan, 

1964), “Pseudomonas mallei” (Zopf, 1885) (Redfearn et al., 1966) 

nomenclatura incluída na “Approved list of bacterium names” em 1980, e 

finalmente denominada Burkholderia mallei (Zopf, 1885) (Yabuuchi et al., 

1993) devido à homologia DNA-DNA, lipídeos, composição de ácidos graxos 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=2&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=1224&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=28216&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=80840&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=119060&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=32008&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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celulares, características fenotípicas e o gene 16s (Godoy et al., 2003; Henning, 

1956; NCBI, 2019). 

Al-Ani et al. (1992) realizaram microscopia eletrônica e demonstraram que 

a bactéria possui um núcleo, partículas citoplasmáticas e três camadas do 

componente de membrana da unidade exterior da parede celular e uma cápsula 

de lipopolissacarídeo, sendo esta estrutura responsável pela sua virulência. A 

cápsula é constituída por hidratos de carbono neutros e auxilia na proteção 

contra fatores ambientais desfavoráveis (Deshawer et al., 2001; Fritz et al., 2000; 

Popov et al., 1995, 2000; OIE, 2018).  

B. mallei, diferentemente da B. pseudomallei que pode sobreviver no 

ambiente por até 16 anos (Pumpuang et al., 2011) é sensível à ação da luz solar, 

calor e desinfetantes comuns e dificilmente sobrevive em ambientes 

contaminados por mais de duas semanas, porém em ambientes favoráveis, pode 

sobreviver por seis semanas ou até alguns meses (Neubauer et al., 1997; OIE, 

2018). 

 

2.3. Características genéticas 

 

As bactérias, na maioria das vezes, possuem seu genoma constituído em 

apenas um cromossomo, porém podem existir genomas mais complexos com 

dois cromossomos, sendo o maior contendo a maioria dos genes essenciais e o 

menor (secundário), possuindo relativamente menos genes essenciais (Egan et 

al., 2005; Kolsto, 1999). Isso acontece com Burkholderia mallei que possui dois 

cromossomos circulares com aproximadamente 3.500.000 bases no 

cromossomo 1 e 2.300.000 bases no cromossomo 2, 22.398 genes totais e 3.456 

genes em seu genoma núcleo, portanto se mostra bastante complexa 

comparada aos demais procariotos (Diniz et al., 2008; Losada et al., 2010). 

 Como as espécies de Burkholderia são adaptadas à sobrevivência fora do 

hospedeiro (Mahenthiralingam et al., 2005) é provável que seu complexo 

genoma seja responsável por essa versatilidade, devido à adição de material 

genético exógeno ao seu genoma básico. Esse material genético exógeno 

poderia ser incorporado aos seus cromossomos e mantido separado em 

replicons durante a evolução de Burkholderia spp. (Dubarry et al., 2006). 
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Existe uma similaridade genética elevada entre B. mallei e B. 

pseudomallei que compartilham 90% dos seus genes (Schmoock et al., 2009). 

Deste modo, Losada et al. (2010) demostraram que B. mallei evoluiu de um único 

ancestral de B. pseudomallei, por meio da perda genética e arranjo do genoma 

mediado por elementos de inserção de sequência (IS). 

 Atualmente existem vários métodos moleculares para identificar B. 

pseudomallei e B. mallei que utilizam várias plataformas como sequenciamento 

de Sanger (Gee et al., 2003), PCR multiplex (Lee et al., 2005), PCR em tempo 

real (Novak et al., 2006; Supaprom et al., 2007; Thibault et al., 2004; Tomaso et 

al., 2006) e amplificação isotérmica de DNA (Chantratita et al., 2008). Vários 

desses ensaios são promissores como alternativas rápidas aos testes 

bioquímicos; no entanto, poucos foram amplamente validados quanto à robustez 

e especificidade. B. pseudomallei e B. mallei são bactérias geneticamente 

correlatas, dificultando o desenvolvimento de ferramentas de diagnóstico de 

ensaios de loco único (Holden et al., 2004; Nierman et al., 2004). Contudo, o 

gene flagelina P (fliP) foi utilizado com sucesso por Scholz et al. (2006) como 

alvo para diferenciar essas duas espécies, pois foi constatado que o gene fliP 

em B. mallei sofreu um evento de recombinação do seu ancestral (B. 

pseudomallei) que possui o mesmo gene com 762 pb. O gene em B. mallei foi 

separado em dois fragmentos de 235 pb e 527 bp, respectivamente, na posição 

235 do elemento IS407A, causando um afastamento de aproximadamente 60 

kpb dos dois fragmentos (Figura 1). 

 

Figura 1. Desenho esquemático do gene fliP em Burkholderia mallei e 
Burkholderia pseudomallei. 

Fonte: O autor, adaptada de Scholz et al. (2006) 
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2.4. Epidemiologia 

 

2.4.1 Transmissão 

 

 Por anos se debate como acontece a transmissão de B. mallei, porém 

sabe-se que a presença de animais doentes ou assintomáticos são as principais 

fonte de infecção (Al-Ani e Roberson, 2007). Os nódulos pulmonares e da pele 

se rompem e liberam o conteúdo purulento repleto de B. mallei para as vias áreas 

superiores onde são posteriormente excretados pela via nasal e oral (Mota, 

2006). 

A principal porta de entrada é a digestiva, pela ingestão de alimentos e 

água contaminados pelos animais doentes (Radostits et al., 2002). Em um 

estudo conduzido por Gangulee et al. (1966) demonstrou-se que a sobrevivência 

de B. mallei em água parada permite que esta seja uma via de transmissão por 

várias semanas após sua contaminação. A infecção pelas vias respiratória e 

cutânea são menos comuns comparadas à via digestiva, porém devem ser 

levadas em consideração quando se estuda a doença (Hirsh e Zee, 2003; Mota 

et al, 2000; Radostits et al., 2002). Moscas domésticas (Musca domestica) 

podem ser vetores na transmissão da bactéria, uma vez que podem carrear o 

agente das lesões da pele para os demais animais da propriedade (Henning, 

1956).  

Os fatores de risco associados à doença incluem a superpopulação 

animal, precárias condições de higiene, compartilhamento de cochos, fontes de 

água e utensílios utilizados no manejo dos animais (Mota, 2006; Radostits et al., 

2002). Mesmo sendo comprovado que equídeos de todas as idades e sexos são 

suscetíveis à infecção, aqueles animais submetidos à tração, estresse e má 

alimentação, geralmente são os mais acometidos (Mota, 2006; Pritchard, 1995; 

Sharrer, 1995) 

A maioria dos animais domésticos podem ser acometidos, sendo os 

solípedes os mais suscetíveis (equinos, muares e asininos) e os carnívoros 

podem se infectar após consumo da carne dos animais infectados (Alibasoglu et 

al., 1986; Henning, 1956; Knowles e Moulton, 1982; Van der Schaaf, 1964; 

Verma, 1998) e a infecção também já foi demonstrada em camelos, dromedários, 
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ursos, lobos e cães, porém bovinos e suínos se mostram resistente à infecção 

por B. mallei (OIE, 2018; Wernery et al., 2011). 

 

2.4.2 Distribuição mundial e nacional 

 

 O mormo já foi relatado em várias regiões que são consideradas livres 

como América do Norte e Europa (Bierer, 1940; Derbyshire, 2002; Wilkinson, 

1992). Em 2006 houve um caso de mormo em equino na Alemanha, originado 

de um animal importado do Brasil, sem sinais clínicos e com o teste negativo 

para trânsito internacional de animais (Elschner et al., 2009; OIE, 2018). 

Excluindo esse caso, a doença é considerada erradicada nos países europeus 

e norte-americanos (Figura 2) desde o século passado, porém ainda existem 

surtos na região sul-americana (Elschner et al., 2009; Mota et al., 2010) e no 

continente asiático (Ghori et al., 2017; Hornstra et al., 2009; Malik et al., 2015; 

Scholz et al., 2006; Wernery et al., 2011) (Figura 3). 

 

 

Fonte: OIE, (2021a). 

 

 

 

 

Figura 2. Distribuição do mormo entre Janeiro e Junho de 2021. 
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Fonte: OIE (2020b). 

 

Após a descrição da reemergência do mormo em 2000 foi possível 

observar um aumento do número de casos acompanhado do aumento no 

número de surtos ao longo de 20 anos (Figura 4). O crescente aumento do 

número de casos de mormo no Brasil é bastante preocupante, pois a presença 

da doença prejudica o comércio e a exportação de animais e produtos (Brasil, 

2016; OIE, 2018). A expansão da doença no país (Figura 5) ocorre 

principalmente pelo trânsito de animais assintomáticos para comércio, 

reprodução e prática de esportes (Fonseca-Rodriguez et al., 2019). 

 

Fonte: O autor com dados extraídos da OIE, Handistatus II (2016); WAHIS (2020). 

Figura 3. Surtos de mormo em equídeos entre 2009 e 2021. 

Figura 4. Número de focos e casos de mormo em equídeos entre 1999 e 2019 no 
Brasil. 
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Fonte: Fonseca-Rodriguez et al. (2019). 

 

2.5 Patogenia e Sinais clínicos  

 

Após a ingestão de água e/ou alimentos contaminados, a bactéria penetra 

na mucosa intestinal, atingindo a via hematógena e se estabelece no sistema 

respiratório, principalmente nos pulmões, pele e posteriormente no sistema 

linfático, onde surgem as lesões nodulares; o agente se dissemina pelo 

organismo, atingindo preferencialmente o fígado e baço, onde formam nódulos 

firmes (Figura 6) (Mota, 2006). Os nódulos característicos da doença são 

formados pela infiltração de neutrófilos, hemácias e fibrina na lesão. Uma área 

necrótica central é formada pela degeneração dos neutrófilos e macrófagos 

Figura 5. Incidência de mormo nas propriedades de equídeos por estados entre os 
anos de 2005 e 2016, os valores representam as propriedades sobre 100.000 
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epitelióides, células gigantes multinucleadas e linfócitos que circundam a área 

(Hirsh e Zee, 2003). 

 

Al-Ani et al. (2007), em estudo sobre patogenia e sinais clínicos em 

cobaio, hamsters, caprinos e ovinos, concluíram que a virulência da cepa e o tipo 

de inoculação influenciam os sinais clínicos, justificando assim, as diferentes 

formas de apresentação do mormo nos equídeos. 

O mormo, conhecido popularmente como “garrotilho atípico”, “catarro de 

mormo” ou catarro de burro” (Santos et al., 2001) é uma doença aguda para os 

muares e asininos e geralmente crônica nos equinos, podendo ainda apresentar 

uma forma hiperaguda, rápida e letal (Mota e Ribeiro, 2016). Possui quatro 

apresentações clínicas: cutânea, respiratória, linfática, podendo essas três 

formas estarem associadas ou não, além da forma assintomática (Jubb et al., 

1993; Mota et al., 2006). O período de incubação pode variar de alguns dias a 

Figura 6. A: Equino: piogranulomas difusos de tamanhos variados em pulmão. B: 
Equino: separação do piogranulomas em pulmão. C: Equino: piogranulomas difusos 
de tamanhos variados em fígado. D: Equino: cicatriz em baço. 
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meses, porém algumas cepas mais virulentas podem causar a doença em 7 a 

10 dias (Al-Ani et al, 1998).  

Os sinais clínicos mais frequentes são tosse, febre, corrimento nasal, 

emagrecimento progressivo, lesões nodulares (quando localizadas na região 

cervical são denominadas de colar de pérolas) que evoluem para úlceras que 

cicatrizam em forma de estrela na cavidade nasal (Pritchard, 1995). A pneumonia 

é um sinal clínico comumente encontrado nos animais acometidos, que ainda 

podem apresentar epistaxe e dispneia (Mota e Ribeiro, 2016).  

Na fase inicial, é possível visualizar uma secreção nasal serosa que pode 

evoluir para uma secreção purulenta com estrias de sangue (Al-Ani et al., 1992). 

A forma cutânea da doença normalmente vem acompanhada da forma linfática 

(Mota et al., 2004) e na pele é possível observar nódulos endurecidos ao longo 

do leito linfático (Mohammad et al., 1989). Com o decorrer da doença, os nódulos 

tendem a ser mais flexíveis e moles, e então fistulam, secretando conteúdo 

purulento e rico em B. mallei e evoluem para úlceras (Pritchard, 1995; Sharrer, 

1995). Estas lesões são mais claramente vistas em região abdominal, costado e 

nos membros posteriores, como vista na figura 7 (Mota, 2006).  

 

2.6 Diagnóstico 

  

 O diagnóstico do mormo em equídeos baseia-se nos achados clínicos, 

epidemiológicos, além dos exames microbiológico, de imunidade celular e 

humoral e técnicas moleculares. Desde sua reemergência no Brasil (Mota et al., 

2000), diversos métodos de diagnóstico foram empregados, como a 

maleinização, o teste de fixação do complemento utilizando diferentes antígenos 

e métodos de incubação, o ensaio de imunoabsorção enzimático indireto com 

base em proteína recombinante (TssB) (Brasil, 2016; 2018b) e Western Blotting 

baseado em lipopolissacarídeo de três cepas de B. mallei (Elschner et al., 2011). 
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Figura 7. A: Equino, secreção nasal purulenta. B: Equino, emagrecimento. C: Equino, 
úlceras em membro posterior. D: Muar, emagrecimento, úlceras em plano nasal e 
secreção nasal purulenta. E: Equino, cicatriz em forma de estrela em cavidade nasal. 
F: Equino, presença de nódulos linfáticos aumentados na região cervical. 
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2.6.1 Bacteriológico 

 

Preferencialmente a bactéria é isolada mais facilmente de secreções de 

lesões recentes e fechadas, de amostras de sangue e secreções de animais 

infectados (Nierman et al., 2004; OIE, 2018). Em esfregaços de lesões recentes, 

as bactérias são bastante numerosas em relação aos esfregaços de lesões mais 

antigas. O isolamento bacteriano em meios de cultura produz colônias 

pequenas, mucóides e acinzentadas, porém se tornam pleomórficas quando as 

colônias são mais velhas (OIE, 2018). As culturas antigas formam ramificações 

na superfície (Neubauer et al., 2005).  

Burkholderia mallei cresce bem em meios que contenham sangue e/ou 

glicerol sendo suas colônias de aspecto mucóide, acinzentadas e brilhantes 

(Hirsh e Zee, 2003). São aeróbias e anaeróbias facultativas na presença de 

nitrato, crescem a 37°C, porém lentamente, portanto uma incubação de 48 - 72h 

é recomendada. Devido a seu crescimento lento, mesmo utilizando meios 

comerciais disponíveis (Glass et al., 2009) e coletando o material de maneira 

estéril e de lesões fechadas, seu isolamento é difícil, pois facilmente outras 

bactérias podem inibir o seu crescimento durante a incubação (Wernery, 2009). 

O uso do meio ágar Burkholderia mallei se mostrou bastante promissor no 

isolamento de B. mallei devido a sua composição rica em antibióticos e 

substâncias inibidoras de crescimento de outras bactérias com período de 

incubação entre 48 - 72h (Kinoshita et al., 2019).  

As reações bioquímicas para a identificação da bactéria incluem os testes 

de oxidase positiva, redução de nitrato, utilização da arginina dihidrolase, 

assimilação de glucose, N-acetil-glucosamina e gluconato, além disso, algumas 

cepas podem apresentar variação na assimilação na reação de arabionose, 

frutose, manose, manitol, ácido edípico, malato, citrato de trisódio, ácido 

fenilacetico e teste de Voges-Proskauer (VP) (Mota, 2005). Também é 

imprescindível a avaliação da motilidade para diferenciar bioquimicamente B. 

mallei e B. pseudomallei, sendo a primeira móvel e a segunda imóvel (Al-Ani et 

al., 1998). 

O isolamento bacteriano pode ser utilizado para confirmação de casos 

clínicos em animais, porém deve-se analisar o custo, confiabilidade e outros 
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fatores que podem limitar a execução da técnica (OIE, 2018). O agente é 

classificado como risco biológico nível 3 pela portaria número 2349 de 14 de 

setembro de 2017 do Ministério da Saúde, porém com possibilidade de 

manipulação em laboratórios com nível de biossegurança 2 em ambientes de 

contenção (Brasil, 2017). 

 

 

2.6.2 Imunológico 

 

O diagnóstico imunológico do mormo é importante e amplamente utilizado 

para identificação da doença nas criações (Brasil, 2018), pois são mais rápidos 

e possuem um custo menor na execução quando comparadas com as demais 

técnicas de diagnóstico. Contudo nenhuma das ferramentas para detecção da 

imunidade celular ou humoral é capaz de diferenciar a infecção por B. mallei e 

B. pseudomallei (Laroucau et al., 2020). 

 

2.6.2.1 Teste de Imunidade Celular 

 

2.6.2.1.1 Maleinização 

 

 O teste de maleinização foi o primeiro teste para mormo a ser utilizado a 

campo pelos programas de erradicação desde a década de 1980, os veterinários 

militares russos Gelman e Kalning desenvolveram o teste primeiramente em 

1891 (Kovalev, 1971; Rutherford, 1906). Os Estados Unidos e o Canadá 

começaram a usar essa ferramenta diagnóstica em 1905 (Steele, 1979). 

Atualmente a maleína é produzida e distribuída pelo Laboratório Federal de 

Defesa Agropecuária de Minas Gerais - Brasil, Instituto Pasteur em Bucareste - 

Romênia e pelo Instituto Central de Pesquisa em Controle Veterinário em Ankara 

- Turquia. 

O teste funciona similarmente ao de tuberculina, exibindo dor e edema no 

local da aplicação, também podendo aparecer sinais sistêmicos como 
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hipertermia (Welkos et al., 2018). O diagnóstico se baseia na detecção da 

resposta monocelular que é uma reação retardada de hipersensibilidade tipo IV 

com alta especificidade (Silva et al., 2013). 

A administração da maleína pode ser feita pela via intradermopalpebral ou 

subcutânea na região cervical e ainda há um terceiro método, que seria instilar 

poucas gotas no canto medial do olho (teste oftálmico). O teste 

intradermopalpebral é o mais indicado (Blood, 1989). A aplicação e a leitura 

devem ser feitas pelo Serviço Veterinário Oficial e entre 48h e 72h após 

aplicação (Brasil, 2018a; Hagebock et al., 1993). 

Em alguns casos, a sua utilização não é indicada, como em doença 

avançada em equinos ou em casos agudos em asininos e muares, pois o 

resultado pode ser inconclusivo (Welkos et al., 2018). Em equinos com doença 

crônica ou debilitados, o resultado pode ser negativo (Allen, 1929; Welkos et al., 

2018). Equinos com melioidose também podem ser positivos no teste (OIE, 

2018). 

O teste pode ser utilizado em diversas situações, como em populações 

livres, animal individual para trânsito, em políticas de erradicação, confirmação 

de casos clínicos e mensuração de prevalência da doença, porém devem-se 

analisar os fatores limitantes da técnica (OIE, 2018). A maleinização é 

considerada uma técnica complementar de diagnóstico, assim como a técnica 

de Western Blotting (Brasil, 2018b). Animais negativos no teste de triagem, o 

ELISAi, só poderão ser submetidos à maleinização se possuírem sinais clínicos 

do mormo e, animais com até 180 dias de idade também podem ser submetidos 

a maleinização caso possuam sinais clínicos (Brasil, 2018b). 

 

2.6.2.2 Testes Sorológicos 

2.6.2.2.1 Teste de Fixação do Complemento 

 

O teste de fixação do complemento (TFC) se baseia na detecção de 

anticorpos específicos contra B. mallei, devendo ser realizado em laboratórios 

oficiais ou credenciados pelo MAPA (Brasil, 2018b). 

Atualmente o TFC é o teste oficial recomendado pela Organização Mundial 

de Saúde Animal para trânsito internacional de animais (OIE, 2018) e a técnica 
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consegue detectar as formas crônica e assintomática da doença (Neubauer et 

al., 2005; Sprague et al., 2009). O melhor período para a realização do exame 

para diagnóstico do mormo situa-se no período de 4 a 12 semanas após a 

infecção, período de maior pico de produção de anticorpos pelo animal (Schlater, 

1992). 

A sensibilidade e especificidade do TFC é estimada em 98% e 96,4%, 

respectivamente (Elschner et al., 2019) e é comum a obtenção de resultado falso 

positivo (Cravitz e Miller, 1950; OIE, 2018). O resultado do teste pode ser 

influenciado pelo protocolo utilizado e fatores inerentes como hemácias, 

complemento, temperatura de incubação e em especial o antígeno de B. mallei 

(Khan et al., 2011; 2012; 2014; Laroucau et al., 2016; Neubauer et al., 2005). 

Para a execução do teste existem quatro antígenos comerciais disponíveis: 

Ccpro (Alemanha), CIDC (Holanda), Bioveta (República Tcheca), produzidos a 

partir da mistura das cepas Bogor, Zagreb e Mukteswar de B. mallei, e o antígeno 

USDA (Estados Unidos), produzido a partir da cepa China de B. mallei. Essa 

variedade de antígenos pode justificar a variação da sensibilidade e 

especificidade da técnica, como também devem ser considerados a 

concentração do antígeno empregado, o tempo e o método de incubação (Khan 

et al., 2014; Laroucau et al., 2016). 

Quando o TFC é executado com o antígeno Ccpro, a técnica aparenta ter 

maior sensibilidade quando comparado com o antígeno USDA, não obstante o 

antígeno USDA é mais específico, em contrapartida, este apresenta títulos 

sempre menores que os outros antígenos (Khan et al., 2011; 2014). 

A TFC é um teste de difícil execução e padronização, exige pessoal treinado 

e laboratório com um rigoroso sistema de qualidade e não existe método 

padronizado para sua execução (Khan et al., 2011), além de não ser capaz de 

diferenciar a infecção por B. mallei e B. pseudomallei (Elschner et al, 2019).  

A técnica é mais adequada para aplicação em situações de controle e 

erradicação da doença e para determinar a prevalência da doença em uma 

região (Elschner et al., 2019; Laroucau et al., 2016; OIE, 2018). No Brasil, o teste 

é recomendado como triagem segundo a instrução normativa nº 6 de 16 de 

janeiro de 2018 (Brasil, 2018a). Porém, a Fixação do Complemento é utilizada 

apenas para trânsito internacional de animais de acordo com a recomendação 
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da OIE (2018), e no Brasil, nos demais casos, os animais devem ser submetidos 

ao ELISAi (Brasil 2018b). 

 

2.6.2.2.2 Ensaio de Imunoabsorção Enzimática  

 

O Ensaio de Imunoabsorção Enzimática (ELISA) para o diagnóstico do 

mormo é utilizado para a detecção de anticorpos contra B. mallei (Brasil, 2018b). 

Esse método se mostra ideal para controle, erradicação e para determinar a 

prevalência da doença em populações (OIE, 2018). No Brasil, o laboratório 

Biovetech em parceria com a UFRPE, desenvolveu e padronizou um ELISA 

indireto para diagnóstico de mormo (Biovetech, 2020). A sensibilidade e 

especificidade da técnica é estimada entre 93-96% e 99,5%, respectivamente, 

sendo essa variação justificada pelo antígeno utilizado (Elschner et al., 2019).  

Vários antígenos recombinantes foram desenvolvidos para aplicação no 

ELISA, como proteína de motilidade celular A de Burkholderia (BimA) (Kumar et 

al., 2011), proteína de secreção tipo 6 TssB (Singha et al., 2014), proteína de 

secreção tipo 6 TssA (Elschner et al., 2019), proteína de secreção tipo 6 Hcp1 

(Elschner et al., 2019) e a proteína de choque térmico GroEL (Dohre et al., 2017). 

Mesmo com a diversidade de métodos e antígenos desenvolvidos, nenhum 

ainda é capaz de diferenciar a infecção por B. mallei e B. pseudomallei (Elschner 

et al, 2019; Katz et al., 2000; Kumar et al., 2011; Pal et al.; 2012; Sprague et al., 

2009; Teles et al., 2012). 

Katz et al. (2000) utilizaram maleína e um anticorpo lipossacarídeo LPS-

específico anti-B mallei como anticorpo indicador no teste ELISA e provaram que 

este ELISA não é influenciado pela atividade anticomplementar do soro, evitando 

erros de diagnóstico como ocorre no TFC (Neubauer et al, 2005; Verma et al., 

1990) e detecta anticorpos nos estágios iniciais da infecção (Verma, 1998). 

Teles et al. (2012) padronizaram e testaram um ELISA indireto (iELISA) 

utilizando 300 amostras de soro equino e a maleína como antígeno obtido de 

animais com mormo. Ao final, o teste se mostrou promissor no diagnóstico de 

mormo no Brasil, pela sua praticidade e versatilidade com potencial para 

substituir o TFC. Laroucau et al. (2014) em parceria com o laboratório IDVet - 

França também padronizaram um teste ELISA indireto a partir de frações de B. 
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mallei. O ELISAi é classificado e recomendado como teste de triagem de acordo 

com a legislação vigente no Brasil, devendo ser utilizado como teste de trânsito 

de animais; caso algum animal seja reagente nesta técnica, este então deve ser 

submetido ao exame confirmatório (Brasil, 2018b). 

 

2.6.2.2.3 Western Blotting 

 

Western Blotting (WB) ou Imunoblotting (IB) é uma técnica desenvolvida 

com a finalidade de detectar proteínas e foi descrita por Towbin et al. (1979). 

Concomitantemente, com a necessidade de testes mais sensíveis e específicos 

e a utilização de proteínas imunológicas como antígenos (Wareth et al., 2014), o 

WB prova ser uma técnica bastante sensível e específica para o diagnóstico 

sorológico do mormo (Elschner et al., 2011). Quando comparada ao TFC e ao 

ELISA utilizando proteínas recombinantes, o WB apresentou uma sensibilidade 

de 96,8% e especificidade de 99,4% (Elschner et al., 2019). 

A preparação de lipopolissacarídeo (LPS) para o uso no diagnóstico do 

mormo já tinha sido utilizada anteriormente (Katz et al., 1999; 2000; Sprague et 

al., 2009), porém os protocolos de extração e purificação do LPS eram laboriosos 

e arriscados para os operadores (Anuntagool e Sirisinha, 2002; Pitt et al., 1992). 

Em 2011, Elschner et al. desenvolveram um WB aplicável ao diagnóstico do 

mormo, utilizando o LPS extraído e purificado em meios solúveis de três cepas 

de B. mallei: Borgor (Indonésia), Zargreb (Iugoslávia) e Mukteswar (Índia), 

tonando a técnica mais sensível e específica e excluindo os resultados falso 

positivos obtidos no TFC. Porém, como as demais técnicas sorológicas, o 

Western Blotting não é capaz de diferenciar infecção por B. mallei e B. 

pseudomallei (Elschner et al., 2011). 

No Brasil, o Western Blotting é considerado uma técnica de diagnóstico 

confirmatória. Toda amostra diferente de negativo nos testes de triagem, devem 

ser submetidas ao teste complementar de WB, exceto se o animal esteja em 

uma unidade epidemiológica foco de mormo e possua sinais clínicos compatíveis 

da doença. Animais negativos no teste de triagem só poderão ser submetidos ao 

teste complementar se possuírem sinais clínicos do mormo (Brasil, 2018b). 
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2.6.3 Técnicas moleculares e de genotipagem 

 

2.6.3.1 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) Convencional e Tempo 

Real 

 

Ao longo dos anos, vários métodos para identificação molecular de B. 

mallei e B. pseudomallei foram desenvolvidos, baseando-se na identificação dos 

genes 16s rRNA, 23s rRNA e da região16s-23s rRNA (Bauernfeind et al., 1998; 

Kunakorn and Markham, 1995; Sprague and Neubauer, 2004; Tyler et al., 1995), 

na detecção do gene flagelina C (fliC) (Altukhova et al., 2007) e os genes open 

reading frame (orf), orf11, orf13 e da região de secreção tipo III (TTS1) (Thibault 

et al., 2004). Entretanto, devido à alta correlação genética entre as espécies, 

nenhum dos genes investigados foram capazes de diferenciá-las (Schmoock et 

al. 2009; Tomaso et al., 2006).  

Uma PCR baseada no gene de motilidade intracelular A de Burkholderia 

(BimA) foi concebida buscando as diferenças entre B. mallei, B. pseudomallei e 

B. thailandensis, tendo sucesso em identificar aproximadamente 94% das 31 

amostras testadas de B. mallei e sem amplificação em nenhuma amostra testada 

das demais espécies (Ulrich et al., 2006).  

Em 2006, Scholz et al. desenvolveram primers específicos para detecção 

de B. mallei em amostras clínicas e de cultivo microbiológico. A reação se baseia 

nas diferenças entre B. pseudomallei K96243 (códigos de acesso NC_006350 e 

NC_006351) e B. mallei ATCC 23344T (códigos de acesso NC_006348 e 

NC_006349) na detecção do gene flagelina P (fliP) devido à recombinação do 

seu ancestral, B. pseudomallei. O gene em B. mallei foi separado em dois 

fragmentos de 235pb e 527bp na posição 235 e então inserido o gene IS407A, 

causando um afastamento de aproximadamente 60kpb dos dois fragmentos. A 

PCR baseia-se na amplificação de um produto de 989 pares de base (pb) da 

região fliP-IS407A de B. mallei. O limite de detecção desta reação, nas condições 

experimentais utilizadas na pesquisa é de 10 fragmentos (fg) de DNA ou o 

equivalente a dois genomas (OIE, 2018; Scholz et al., 2006). 

Partindo do mesmo princípio, Tomaso et al. (2006) desenvolveram uma 

PCR em tempo real para detecção de B. mallei em amostras clínicas. A reação 
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possui capacidade de detecção da bactéria em amostras clínicas de 60 fg de 

DNA, equivalente a quatro genomas, nas condições experimentais utilizadas 

pelos autores. Esta técnica é mais rápida, possui possibilidade de automação e 

evita o manuseio do produto de amplificação após a reação (OIE, 2018).  

  

2.6.3.2 Tipagem Sequencial de Multilocus (MLST) 

 

A Tipagem Sequencial de Multilocus (MLST) é uma técnica desenvolvida 

para indexação de housekeeping genes, preferencialmente neutros para a 

determinação do perfil alélico dos isolados a partir da variação dentro dos genes. 

A MLST se estabeleceu como técnica para caracterizar os isolados e tem sido 

descrita para diversas espécies como Streptococcus pneumoniae (Enright et al., 

1998), Staphylococcus aureus (Enright et al., 2000), Burkholderia mallei e B. 

pseudomallei (Godoy et al., 2003). 

Godoy et al. (2003) desenvolveram um método MLST para caracterizar B. 

pseudomallei relacionadas como B. mallei e B. thailandensis, baseando-se em 

sete housekeeping genes com  81 perfis alélicos. Atualmente, existem 1776 

perfis alélicos descritos para diferenciar B. pseudomallei (PubMLST, 2020). A 

técnica não se mostrou eficaz para caracterizar B. mallei, sendo todas as 

amostras analisadas pertencentes ao mesmo perfil alélico, Tipagem Sequencial 

40 (ST40) devido a sua estreita relação com B. pseudomallei, sendo esta 

considerada seu clone. Contudo, Losada et al. (2010) descreveram uma cepa 

pertencente a um outro perfil alélico (ST100), e mesmo assim em seu estudo a 

conclusão foi similar a obtida por Godoy et al. (2003). 

 

2.6.3.3 Análise do Número Variável de Repetições em Tandem (VNTR – 

MLVA)  

 

A análise se baseia na identificação do polimorfismo no tamanho dos 

fragmentos amplificados como resultado dos eventos de inserção e deleção 

dentro do genoma para diferenciar espécies bacterianas geneticamente 

homogêneas, quando analisadas por outra técnica (De Benito et al., 2004; Van 
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Belkum, 1998). As regiões repetitivas (VNTR) sofrem mutações, principalmente 

no número de repetições e dependendo da posição no genoma, os VNTR podem 

modificar a expressão genética (Adair et al., 2000; Strand et al., 1993). 

O MLVA se mostrou uma boa ferramenta para caracterizar isolados 

bacterianos, como por exemplo Bacillus anthracis (Keim et al., 2000), Yersinia 

pestis (Adair et al., 2000), B. pseudomallei (U’Ren et al., 2007) e Chlamydophila 

psittaci (Laroucau et al., 2008). 

Em 2018, Laroucau et al. utilizaram 23 marcadores MLVA dos 32 descritos 

por U’Ren et al. (2007) para caracterizar 76 cepas de B. mallei, incluindo um 

isolado brasileiro (Girault et al., 2017) e obtiveram um novo tipo sequencial (ST-

VNTR), diferente dos já relatados, classificando o isolado em um ramo distinto, 

mas próximo do isolado Paquistão PRL-1 relatado por Wernery et al. (2011). Não 

obstante, VNTR – MLVA se mostrou ineficiente para a análise do perfil genético 

de B. mallei e para determinar correlações evolucionárias entre as cepas e o 

perfil filogenético preciso (Hornstra et al., 2009). 

  

2.6.3.4 Sequenciamento Completo do Genoma – WGS  

 

 O sequenciamento completo do genoma (Whole Genome Sequencing - 

WGS) se tornou uma ferramenta importante para caracterizar microrganismos 

em casos de surtos, como os de Salmonella enterica na Dinamarca 

(Leekitcharoenphon et al., 2014), Klebsiella pneumoniae na Holanda (Zhou et 

al., 2016), Burkholderia cepacia complex nos Estados Unidos (Abdelbarya et al., 

2018) e recentemente na pandemia por SARS-CoV-2 (Munnink et al., 2020).  

O WGS possui um potencial discriminatório muito maior que outros 

métodos de tipagem molecular (eletroforese em gel de campo pulsante, 

polimorfismo de DNA por amplificação aleatória, MLST e MLVA) e permite a 

detecção de parentesco genético em isolados antes considerados apenas como 

clones (Girault et al., 2018; Laroucau et al., 2018; Lu et al., 2016). Uma 

reconstrução filogenética pode diferenciar isolados em um surto que tem relação 

ou não com o evento e ainda determinar a relação com o ambiente e as amostras 

clínicas obtidas (Abdelbarya et al., 2018; Silva et al., 2009). Porém, a falta de 
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genomas de referência pode ser um desafio para aplicação dessa técnica, sendo 

um fator limitante na análise dos dados (Abdelbarya et al., 2018; Girault et al., 

2018; Laroucau et al., 2018). 

Entre as novas tecnologias de sequenciamento disponíveis estão o 

método Illumina® (2ª geração de WGS) e o método MinION (3ª geração de 

WGS) (tecnologia Roche® Nanopore). O método Illumina® baseia-se no 

sequenciamento por síntese com o uso de nucleotídeos com marcadores 

fluorescentes para sequenciar grandes números de pequenos fragmentos, 

garantindo maior confiabilidade da sequência dos fragmentos (McRobb et al., 

2015). O MinION identifica as bases do DNA, medindo as mudanças na 

condutividade elétrica gerada à medida que os filamentos de DNA passam por 

um poro biológico (Lu et al., 2016).  

A justaposição de dados de sequenciamento obtidos pela Illumina® 

(maior confiabilidade, porém maior fracionamento do produto sequenciado) e 

MinION (elevada taxa de erro, mas garantindo a leitura de grandes fragmentos 

sequenciados) permite agora ter sequências completas e confiáveis dos 

genomas estudados (Cárdenas et al., 2018; Girault et al., 2017; 2018; Laroucau 

et al., 2018; Losada et al., 2010; Lu et al., 2016). 

  

2.6.3.5 PCR High-Resolution Melting Single - Nucleotide Polymorphisms 

(PCR HRM –SNP) 

 

A partir da sequência completa do genoma foi possível identificar 

polimorfismos de nucleotídeo único (SNP), uma variação em apenas uma base 

nitrogenada em uma posição na sequência do DNA. Para ser considerado um 

SNP, o alelo modificado deve existir com uma frequência superior a 1%. Em 

princípio, a posição SNP pode ser ocupada pelos quatro nucleotídeos possíveis, 

no entanto, normalmente os SNP são bialélicos (Vignal et al., 2002).  

Conhecendo as variações nos nucleotídeos e sua localização no genoma, 

foi possível desenvolver primers utilizados na PCR High Resolution Melting 

(HRM), uma técnica de genotipagem, com menor custo, rápida e de fácil 

execução quando comparada com o WSG (Laroucau et al., 2018). A partir das 



38 
 

sequências completas do genoma de isolados de B. mallei, Laroucau et al. 

(2018) construíram uma árvore filogenética de abrangência mínima com três 

linhagens distintas, a partir da variação entre os nucleotídeos em uma mesma 

posição no genoma. Posteriomente, Girault et al. (2018) desenvolveram uma 

PCR HRM com base em 15 SNPs em diferentes posições no genoma a partir 

das linhagens de B. mallei anteriormente descritas, obtendo filiais, sub-filiais e 

grupos (Figura 8), expandindo a árvore filogenética inicialmente construída por 

Laroucau et al. (2018).  

Esta técnica é capaz de classificar os isolados em três linhagens (L1, L2 

e L3), cinco ramos (L2B1, L2B2, L3B1, L3B2 e L3B3) e 7 sub-ramos e grupos 

(Girault et al., 2018). Atualmente, apenas uma cepa brasileira de B. mallei, 

denominada 16-2438_BM #8, isolada em 2016 foi caracterizada pela PCR-HRM. 

Esse isolado pertence ao genótipo L3B2 e está colocalizado próximo a uma 

linhagem indiana colocalizada (Girault et al., 2018; Laroucau et al., 2018). 

 

Fonte: Girault et al. (2018). 

Figura 8. Árvore filogenética com base em 15 SNPs a partir de 45 genomas de B. 
mallei. 
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3. Objetivos 

 

3.1 Geral 

• Caracterizar geneticamente isolados de Burkholderia mallei obtidos de 

equídeos com mormo nos estados de Pernambuco e Alagoas. 

 

3.2 Específicos 

• Realizar isolamento bacteriano de amostras biológicas coletadas de 

equídeos com mormo nos estados de Pernambuco e Alagoas. 

 

• Realizar os testes de PCR convencional e Real Time para confirmação 

dos isolados de B. mallei de equídeos com mormo. 

 

• Caracterizar molecularmente as cepas de B. mallei por WGS e PCR High 

Resolution Melting. 
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Brazilian Journal of Microbiology 

 

First record of Burkholderia mallei Turkey 10 strain originating from 

glanderous horses from Brazil 

(Primeiro relato da cepa Turkey 10 de Burkholderia mallei originada de equinos 

com mormo no Brasil) 

 

Abstract: Burkholderia (B.) mallei is the causative agent of glanders in Equidae. 

This study describes the first record of the Turkey 10 strain of B. mallei in 

glanderous horses in Northeastern of Brazil. This description should contribute to 

the future actions of diagnosis, control, and eradication of this disease in Brazil. 

Keywords: Sequencing, Diagnosis, Glanders, Brazil. 

 

Glanders is a zoonotic disease caused by Burkholderia (B.) mallei with 

compulsory notification to the World Organization for Animal Health (OIE). While 

glanders was eradicated in Europe and North America during the first half of the 

last century by restrictive measures to sacrifice infected animals, in Asia, the 

Middle East, and South America, the disease is still endemic. In recent years, 

outbreaks of the disease have been reported and continue to grow numbers of 

countries, including Brazil, Pakistan, Iran, the United Arab Emirates, Lebanon, 

and India [13]. In Brazil, glanders was described in 1811 by Pimentel [15], and in 

1960, the disease was officially considered eradicated. In 2000, Mota et al. 

Registered the emergence of new cases of glanders in the states of Pernambuco 

and Alagoas. Nowadays, the disease is registered in all Brazilian regions, and 

little progress has been made in the epidemiological, molecular, and control 

aspects of this important disease.  

The molecular methods have a potential for detecting B. mallei in animals 

with clinical signs of glanders, differing from Burkholderia pseudomallei 

infections, which determine similar clinical signs, whereas these Burkholderia 

species have similarity in their genomes greater than 90% [9, 11, 12, 16, 17, 19, 
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20]. Polymerase chain reaction (PCR) has been used in the clinical setting and 

in public health laboratories for the identification of B. mallei [8, 14] and when 

associated with genetic sequencing, it is possible to reduce time and to improve 

the efficiency of the reagents used [1, 3, 5].  

Due to the high similarity between B. mallei and B. pseudomallei in 

phenotypic characteristics in microbiological culture, biochemical and molecular 

tests, and the impossibility of serological differentiation [11], it is necessary to 

correctly identify this bacterium and the strain involved in suspected cases of 

glanders. The objective of this study was to know the circulating strains of B. 

mallei isolated from clinical cases of glanders in horses from Brazil.  

The entire experimental procedure is in accordance with the ethical 

principles adopted by the Ethics Committee for the Use of Animals from the 

Federal Rural University of Pernambuco, license number 004/2018.  

In total, six samples were collected from equine positive in official 

serological tests for glanders according to the Ministry of Agriculture, Livestock 

and Supply (MAPA) [2]. Five animals belonged to rural properties located in the 

Metropolitan Region of Recife (MRR), Pernambuco, and one animal came from 

the Metropolitan Region of Maceió (MRM), Alagoas. After euthanasia, the 

animals were submitted to necropsy and fragments of the piogranulomatous 

lesions were collected in the lung and liver, which were stored in sterile 

polypropylene bottles at room temperature and transported to the laboratory. 

The isolation was done from the purulent material obtained from the 

interior of the piogranulomatous lesions and processed in a biological safety 

cabin. The purulent material was cultured using blood sheep agar containing 3% 

(v/v) glycerol at 37 °C for 48 h [16]. The suspected colonies were selected 

according to the phenotypic description provided by the OIE [13] and submitted 

to conventional PCR for confirmation of B. mallei. 

DNA extraction was performed in suspected colonies after culturing using 

the genomic DNA purification Promega® kit for DNA extraction from Gram-

negative bacteria following the manufacturer’s recommendation. Conventional 

PCR was performed on SimpliAmp Applied Biosystems® thermal cycler looking 

for differences in the fliP sequences of B. mallei strain ATCC 23344T and B. 
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pseudomallei strain K96243. The oligonucleotides used were Bma-IS407-fliP-f 

(5′-TCA-GGTTTG-TAT-GTC-GCT-CGG-3′) and Bma-IS407-fliP-r (5′-CTA-GGT-

GAA-GCT-CTG-CGC-GAG-3′) in a final reaction volume of 12.5 μL, using Go-

Taq green mastermix Promega® and primers at 10 pmol concentration. The 

thermal profile conditions were an initial denaturation of 94 °C for 3 min, 34 cycles 

of denaturation at 94 °C for 30 s, annealing at 67 °C for 45 s and extension at 72 

°C for 1 min, ending with an extension final at 72 °C for 7 min and as positive 

control, using standard strain B. mallei ATCC 15310. From the PCR reaction 

product, 9 μL was subjected to agarose gel electrophoresis (1.5%w/v in TAE 

buffer) to verify the presence of the 989-bp band [17]. 

PCR amplified products were purified using the Quiacki purification® kit 

following the manufacturer’s recommendations and forwarded to the Central 

Laboratory (LABCEN) of the Center of Biological Sciences (CCB) from Federal 

University of Pernambuco (UFPE). 

It was then performed a bidirectionally sequenced by standard protocols 

using the BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®) 

following the manufacturer’s recommendations using a 96-well plate and cycled 

in a Veriti thermocycler (Applied Biosystems®) for 40 cycles of 15 s at 96 °C, 15 

s at 56 °C, and 4 min at 60 °C in an automated ABI-PRISM 3130 sequencer 

(Applied Biosystems®). Subsequently, the sequences acquired were analyzed 

with aid of software BioEdit® [7] and MEGA 5 to compare with the database found 

in the National Center for Biotechnology Information (NCBI) using the Basic Local 

Alignment Search Tool (BLAST). 

All six samples were submitted to GenBank which provided the following 

accession numbers:MK947136,MK947137, MK947138, MK947139, MK947140, 

and MK947141. The sequencing analysis results obtaining all six samples 

sequences were the same; the Turkey 10 strain of B. mallei then confirms the 

etiology of glanders (Fig. 1). 
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Fig. 1 Specific PCR for B. mallei agarose gel. Line 1, molecular marker; lines 2 

and 3, positive controls; and line 4, negative control. Lines 5, 6, 7, 8, 9, and 10 

are positive samples. 

 

Glanders was described in Brazil in the nineteenth century, and since then, 

several measures have been suggested and implemented to control this disease 

[2, 10, 15]. Between 1960 and 1999 in Brazil, glanders was probably 

underreported and/or new sources of infection may have been introduced with 

the importation of animals from all over the world [10]. After confirmation of the 

disease in the country, there were some advances related to bacterial 

identification, including the use of a strain in the standardization of serological 

and intradermal diagnostic techniques. Silva et al. [18] studied animals from 

Pernambuco and Alagoas and observed four groups of genotypes with distinct 

biochemical characteristics, indicating differences of the circulating strains in the 

study area. Subsequently, Girault et al. [6] carried out the first draft of the genome 

of B. mallei strain 16-2438_BM#8 isolated from a mule in Pernambuco and 

concluded that a comparative genomic analysis of strains from different 

geographic regions and different hosts is necessary to improve the knowledge 

about this reemerging disease in the country. 

The results obtained in our study indicate the circulation of the same strain 

of B. mallei in the studied animals. This finding is important from epidemiology 

aspect of glanders and was probably due to the strong trade in animals between 
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the two states and also the participation of animals from fairs and agricultural 

events. This strain is also reported in Turkey [4], raising the alert level for the 

global distribution of this bacterium. 

The identification of the same B. mallei strain circulating in different regions 

is an important finding to develop and to improve serological and molecular 

diagnostic techniques, with the development of specific molecular markers for 

strains detection, and also to contribute to vaccine production, since the treatment 

is not recommended by the OIE. 
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Molecular characterization of Burkholderia mallei strains isolated from 

Brazil (2014-2017) 

[Caracterização molecular de cepas Burkholderia mallei isoladas no Brasil 

(2014-2017)] 

 

Abstract 

Glanders is an infectious zoonosis caused by Burkholderia (B.) mallei that mainly 

affects equids. The objective of this work was to provide additional knowledge on 

the diversity of the strains circulating in Brazil. Six B. mallei isolates obtained from 

necropsies of glanderous horses between 2014 and 2017 in two different states 

(Pernambuco and Alagoas) were analyzed by PCR-HRM. While four strains 

(9902 RSC, BM_campo 1, BM_campo 3 and UFAL2) clustered in the L3B2 

branch, which already includes the Brazilian 16-2438_BM#8 strain, two strains 

(BM_campo 2.1, BM_campo 2.2) clustered within the L3B3sB3 branch, which 

mostly included ancient isolates, from European and Middle East origin. The 

whole genome sequencing of two of these strains (UFAL2 and BM_campo 2.1), 

belonging to different branches, confirmed the HRM typing results and refined the 

links between the strains, including the description of the L3B3Sb3Gp1SbGp1 

genotype, never reported so far for contemporary strains. These results suggest 

different events of glanders introduction in Brazil, including a potential link with 

strains of European origin, related to colonization or trade. 

 

Keywords: Burkholderia mallei, Genotyping, Horses, PCR-HRM, WGS.  

 

Introduction 

Burkholderia (B.) mallei is the cause of glanders, a zoonotic disease with 

compulsory notifications to the World Organization for Animal Health (OIE) (OIE, 

2018) and, in Brazil, to the official veterinary services (Brasil, 2018). In Brazil, the 

disease was first described by Pimentel (1938) in 1811, and the country was 

officially considered free in 1960 till the description of re-emergent cases in the 

2000s in the states of Pernambuco and Alagoas (Mota et al., 2000). Nowadays, 
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glanders cases have been recorded in 25 of the 27 Brazilian states, with an 

increase in the affected areas although the incidence of the disease remains low 

(Fonseca-Rodríguez et al., 2019). 

Equids are known to be susceptible, carriers and disseminators of glanders 

(Mota, 2006; Neubauer et al., 2005). The disease can present in several clinical 

forms: cutaneous, respiratory, lymphatic, or asymptomatic. The respiratory form 

is characterized by chronic pneumonia with cough, epistaxis, and dyspnea. In the 

cutaneous and lymphatic forms, which are usually associated, rigid lymph nodes 

are observed in the abdominal region and on the lateral and medial faces of the 

limbs (Al-Ani et al., 1987; Mota el at., 2006). In asymptomatic animals, 

characteristics lesions can be found during necropsies (Al-Ani and Roberson, 

2007, Elschner et al., 2009). Limited clinical signs expressed in the early stage of 

disease also makes the clinical and laboratory diagnoses difficult. Serological 

tests such as complement fixation test or ELISA and/or malleinization can be 

complemented by bacteriology or molecular biology. 

Specific B. mallei molecular-based detection methods are available, including the 

OIE recommended and widely used PCR system targeting the fliP-IS407A 

sequence (Scholz et al., 2006, Tomaso et al., 2006). In contrast to the MLST 

typing scheme (Godoy et al., 2003) which fails to discriminate between B. mallei 

strains, the MLVA method (U'Ren et al., 2007) and more recently the PCR-HRM 

method (Laroucau et al., 2018; Scholz et al., 2014) have been able to highlight 

the diversity of strains within the B. mallei species. 

Few molecular typing data are available from circulating B. mallei strains in Brazil 

with only one whole genomic sequence obtained from a strain isolated from a 

donkey in 2016 available to date (Girault et al., 2017). Included in the PCR-HRM 

development work, this strain has been localized on the L3B2 branch (Laroucau 

et al., 2018). 

The present study aims to characterize six new B. mallei isolates from cases 

diagnosed in Pernambuco and Alagoas states between 2014 and 2017, using 

PCR-HRM and WGS. The aim was to provide additional knowledge about the 

circulating strains in the Northeast Region of Brazil. 

 

Material and Methods 
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Animals 

From December 2014 to October 2017, six horses submitted to CFT in the frame 

of the National surveillance and control of animal movement program, tested 

positive and were submitted to compulsory sanitary slaughtering by the local 

veterinary service (Brasil, 2018) (Table 1). The entire experimental procedure 

was in accordance with the ethical principles adopted by the Ethics Committee 

for the Use of Animals from the Federal Rural University of Pernambuco, license 

number 004/2018. 

Five horses came from four different farms in Recife, a city in Pernambuco (PE) 

State while the sixth animal came from Satuba, a city in Alagoas (AL) State. Both 

states are located in the Northeast region of Brazil. 

 

Isolates 

Tissues collected during necropsies were cultured on blood sheep agar 

containing 3% (v/v) glycerol at 37°C for 48 to 72h (Schmoock et al., 2009; OIE, 

2018). Colonies were confirmed as B. mallei by PCR targeting the fliP-IS407A 

sequence, using conventional (Scholz et al., 2006) and real-time PCR (Tomaso 

et al., 2006) methods. The isolates were frozen at -80°C in a preservation liquid 

medium containing 50% glycerol. 

 

SNP analysis and PCR-HRM markers 

The PCR-HRM genotype of the isolates was determined as previously described 

(Girault et al., 2018). In short, a set of 15 markers was used for PCR amplification, 

followed by a High-resolution melting PCR analysis, allowing the classification of 

the strains into three lineages (L1 to L3) and into branches, sub-branches and 

groups. 

 

Whole genome sequencing 

Genomic DNA from each B. mallei isolate was extracted using genomic DNA 

purification Promega® kit for DNA extraction from Gram-negative bacteria 

according to the manufacturer’s instructions. For whole-genome sequencing, 

DNA libraries were prepared using the Nextera XT kit (Illumina) and sequencing 

reaction was performed according to the manufacturer’s instructions. The MiSeq 

run was carried out on the DNA preparation, with paired-end reads of 250 bp 
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using MiSeq V2 reagents and with a sequencing depth comprised between 72 

and 82 (data not shown). The raw reads were trimmed using Trimmomatic-0.36 

with the following parameters (Leading:3, Trailing:3, SlidingWindow:4:15, 

Minlen:36) and assembled de novo using SPAdes 3.13 with the default 

parameters. MeDuSa has been used to perform the contig scaffolding against the 

B. mallei 23334 strain. The genome sequences have been deposited in the ENA 

database under accession numbers ERS6071509 and ERS6071510 (Table 2). 

 

Whole genome phylogenetic analysis 

Publicly available genomic sequences of 21 B. mallei strains were used for 

comparison (Figure 2). This set of strains includes at least one strain per lineage, 

sub-branch, groups identified so far, and all WGS available for strains related to 

L3B2 and L3B3sB3. The whole genome SNP (wgSNP) pipeline of the 

BioNumerics software v7.6.1 (Applied Maths, Belgium) was used in order to 

detect SNPs on whole genome sequences and perform cluster analyses on the 

resulting wgSNP matrix. The input of the wgSNP module is raw data except for 

the reference. Each genome file was processed with the ART-MountRainier-

2016-06-05 simulation tool that generates synthetic paired-end reads with 

coverage 50 (Huang et al., 2012). These reads were aligned and mapped against 

the reference sequence B. mallei ATCC 23344 using the BWA algorithm 

implemented in BioNumerics with a minimum of 90% sequence identity. A 

phylogenetic tree built using RAxML version 8.2.9 with the GTRGAMMA model 

and 1,000 bootstrap replicates based on the filtered SNP matrix (2278 SNPs) 

from BioNumerics (Stamatakis, 2014). Strain-specific SNPs were identified using 

the BioNumerics wgSNP module and then filtered using the following conditions: 

minimum 5x coverage to call a SNP, removal of positions with at least one 

ambiguous base, one unreliable base or non-informative SNP and minimum inter-

SNP distance of 25 bp. 

 

Results and Discussion 

None of the six animals included in this study showed clinical signs, with the 

exception of animal No. 6, an 8-month-old foal from the city of Satuba, which 

showed clinical signs one month after having been in contact with other horses 

returning from a trade fair. The foal showed a left hind limb oedema and the 

about:blank
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presence of ulcerated lesions, a disseminated lymphangitis, haemoptysis and a 

severe dyspnea, in addition to apathy and enlarged lymph nodes (Figure 1), 

corresponding to classic signs of glanders (Mota et al., 2006). Nevertheless, the 

remaining five animals had characteristic lesions found at necropsy (pulmonary 

and hepatic abscesses and pulmonary congestion) and B. mallei strains were 

successfully recovered from the tissues of these six horses (Table 1). 

The PCR-HRM typing scheme based on 15 signatures SNP (Girault et al., 2018) 

was able to group four of these B. mallei isolates (9902 RSC, BM_campo 1, 

BM_campo 3 and UFAL2) in the L3B2 branch, which already includes the 

Brazilian 16-2438_BM#8 (Laroucau et al., 2018), alongside the Indian BMQ strain 

(Table 1, Figure 2). The 16-2438_BM#8 strain was previously isolated from a 

glanderous donkey from Paudalho, a city in the state of Pernambuco. The 

location of these four new strains in this L3B2 branch suggests an active 

circulation of related strains in this state, but also in the neighboring state of 

Alagoas, since the UFAL2 strain isolated from a horse from Satuba also belongs 

to this L3B2 branch. Animal trade, exhibition fairs, auctions and sport are 

activities that may explain the transmission and the circulation of the disease 

between these two close states, as previously suggested by Fonseca-Rodríguez 

et al. (2019). Interestingly, BM_campo 2.1 and BM_campo 2.2 strains, both 

isolated from horses belonging to a same farm, grouped together within the 

L3B3sB3 branch, which includes several ancient strains of B. mallei: 11 

(Turkey/1949), NCTC10247 (Turkey/1960), NCTC_10229 (Hungary/1961), 

2002734299 (Hungary/1961), Ivan (Hungary/1961), 2002721280 (Iran/1972), 

and SR0952700I (unknown origin). Both BM_campo 2.1 and BM_campo 2.2 

strains were isolated in 2016 from two asymptomatic but serologically positive 

horses. This is the first description of contemporary strains belonging to this 

L3B3sB3 group. Pimentel (1938) suggested that glanders may have been 

introduced to Brazil by infected animals imported from Europe at the beginning 

of the 19th century, these two strains may have links with strains from Europe 

and Middle East isolated in this period. 

For further phylogenetic analysis of the Brazilian isolates, the UFAL2 and 

BM_campo 2.1 strains, which belong to the L3B2 and L3B3sB3 branches, 

respectively, were subjected to whole genome sequencing. These data were 

used to construct a tree based on 2278 SNPs, together with 21 other selected B. 
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mallei strains. Indeed, the selection includes one strain per branch, except for 

L3B2 and L3B3sB3 branches for which all available genomes have been 

integrated. The PCR-HRM typing results for these two strains were confirmed by 

SNP analysis (Figure 2), which provided additional information. Indeed, UFAL2 

clustered close to the 16-2438_BM#8 strain, in a distinct branch than the BMQ 

strain. While within the L3B3sB3 branch, two groups (Gp1 and Gp2), and two 

subgroups within the Gp1 groups are observed, the BM_campo 2.1 strain clusters 

in the L3B3sB3Gp1SbGp1 group, in close proximity to Hungarian strains 

(NCTC_10229, 2002734299, Ivan), all of which were isolated in 1961 and to 

SR0952700I, of unknown origin. Interestingly, based on the 2278 SNPs selected 

for analysis, only a few differences were observed between these strains isolated 

50 years apart, suggesting a potentially common origin and a low rate of mutation 

for this species. This was also recently observed from the analysis of ten 

contemporary Indian strains, which were found to be a very homogeneous clade 

(Harisankar et al., 2021). 

Among the six horses included in this study, only animal No. 6 showed clinical 

signs. It was a young animal. The strain isolated from this animal (UFAL 2) is 

closely related to strains isolated from asymptomatic (9902 RSC, BM_campo 1, 

BM_campo 3) or clinical (16-2438_BM#8) (Laroucau et al., 2018) cases of 

glanders in Brazil. Inoculation routes and strains are probably important for the 

issue of the infection, but it is worth mentioning that the incubation period of the 

disease is variable, so the other animals could be in chronic or asymptomatic 

form, therefore without evident clinical signs (Jubb et al., 1993, Al-Ani et al., 1987; 

Al-Ani et al., 2007; Mota et al., 2006). 

More typing data are needed to describe the diversity of B. mallei strains 

circulating in Brazil. One of limitation is the access to strains, as cultivation of B. 

mallei from field samples is highly dependent on the bacterial load (Mota et al., 

2004). The PCR-HRM typing method offers many advantages, including the 

ability to be applied directly to biological samples (Laroucau et al., 2020) and also 

the possibility of integrating new SNP markers, depending on the availability of 

WGS sequences and the degree of identification required. However, the design 

of new markers must be considered the inherent limitation of the high GC rate of 

the genome, which means that strategies must be used to compensate for this 
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constraint in order to target a specific SNP, as was recently the case for specific 

markers designed for Indian strains (Harisankar et al., 2021). 

Knowledge of genotypes is an additional asset in the disease control strategy, 

making it possible to establish links between the various cases and to identify 

chains of contamination and transmission. 

 

Conclusions 

Two B. mallei genotypes in circulation in Brazil were described in this study, with 

the description of a new one, never reported for contemporary strains. These 

results suggest different events of introduction of glanders in Brazil, including a 

potential link with strains of European origin, in connection with colonization or 

trade. 
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Table 1: Information about strains investigated in this study. 

Animal Month/Year 
Location  

(city/state) 
Farm Host 

Clinical  

signs 

Collection  

source 

Strain  

identification 

PCR  

FliP 

PCR-HRM 

genotype 
WGS 

1 12/2014 Recife/PE A Horse No Liver 9902 RSC + L3B2 No 

2 03/2016 Recife/PE B Horse No ? BM_campo 1 + L3B2 No 

3 03/2016 Recife/PE C Horse No ? BM_campo 2.1 + L3B3sB3 Yes 

4 03/2016 Recife/PE C Horse No ? BM_campo 2.2 + L3B3sB3 No 

5 03/2016 Recife/PE D Horse No ? BM_campo 3 + L3B2 No 

6 10/2017 Satuba/AL E Horse Yes Lungs UFAL2 + L3B2 Yes 

 

Table 2: WGS data 

Strain  

identification 

Genome 

size (bp) 

No of contigs 

(scaffolds) 

% G+C N50 No. of CDS Accession No 

BM_campo 2.1 5538977 283 67.4 32684 4640 ERS6071509 

UFAL2 5648326 268 67.5 37385 4739 ERS6071510 
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Figure 1: Glanderous horse (No. 6), from Alagoas (A) and pictures of nodules 

observed during the necropsy on lungs (B) and of nodule and congestion in 

lung’s parenchyma (C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



80 
 

 

Figure 2. SNP-based of B. mallei incorporating two newly sequenced strains from 

Brazil (UFAL2 and BM_campo2.1). A representative strain of each lineage (L1 to L3), 

branches, sub-branches and groups were included, as well as all available genomes 

related to branches L3B2 and L3B3sB3 as previously determined (Girault et al., 2018). 

New subgroups were introduced: L3B3Sb3Gp1, L3B3Sb3Gp1SbGpr1, 

3B3Sb3Gp1SbGpr2, L3B3Sb3Gp2. PCR HRM clustering results for the six Brazilian 

B. mallei DNAs included in the study, without preliminary WGS information, are shown 

in blue. 
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6. Considerações finais 

 

A caracterização genética dos isolados de B. mallei obtidos revelou uma 

alta similaridade entre as cepas brasileiras. A partir da análise molecular pelo 

sequenciamento completo do genoma e PCR High Resolution Melting foi 

possível identificar diferentes perfis genéticos e a correlação evolucionária entre 

os isolados. 

A PCR High Resolution Melting se mostrou uma técnica de caracterização 

eficiente quando aplicada em amostras clínicas, com a vantagem de ser mais 

rápida e barata quando comparada com o sequenciamento completo do 

genoma, portanto mais eficiente no momento da análise inicial.  

Evidenciou-se a circulação de duas cepas geneticamente distintas nos 

estados de Pernambuco e Alagoas. Baseado nestes achados, infere-se que a 

introdução da doença no país deriva de mais de um evento, diferentemente de 

um evento de introdução, como se acreditava. 

O conhecimento destas cepas é fundamental para o aprimoramento de 

novas técnicas de diagnóstico imunológico e de marcadores moleculares mais 

eficientes e adequados para a situação epidemiológica da doença no país, além 

de favorecer as medidas de controle da enfermidade com a produção de vacinas. 
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Abstract
Burkholderia (B.) mallei is the causative agent of glanders in Equidae. This study describes the first record of the Turkey 10 strain
of B. mallei in glanderous horses in Northeastern of Brazil. This description should contribute to the future actions of diagnosis,
control, and eradication of this disease in Brazil.

Keywords Sequencing . Diagnosis . Glanders . Brazil

Glanders is a zoonotic disease caused by Burkholderia (B.)
mallei with compulsory notification to the World
Organization for Animal Health (OIE). While glanders was
eradicated in Europe and North America during the first half
of the last century by restrictive measures to sacrifice infected
animals, in Asia, the Middle East, and South America, the
disease is still endemic. In recent years, outbreaks of the dis-
ease have been reported and continue to grow numbers of
countries, including Brazil, Pakistan, Iran, the United Arab
Emirates, Lebanon, and India [13]. In Brazil, glanders was
described in 1811 by Pimentel [15], and in 1960, the disease
was officially considered eradicated. In 2000, Mota et al. reg-
istered the emergence of new cases of glanders in the states of
Pernambuco and Alagoas. Nowadays, the disease is registered

in all Brazilian regions, and little progress has been made in
the epidemiological, molecular, and control aspects of this
important disease.

The molecular methods have a potential for detecting
B. mallei in animals with clinical signs of glanders, differing
from Burkholderia pseudomallei infections, which determine
similar clinical signs, whereas these Burkholderia species
have similarity in their genomes greater than 90% [9, 11, 12,
16, 17, 19, 20]. Polymerase chain reaction (PCR) has been
used in the clinical setting and in public health laboratories
for the identification of B. mallei [8, 14] and when associated
with genetic sequencing, it is possible to reduce time and to
improve the efficiency of the reagents used [1, 3, 5].

Due to the high similarity between B. mallei and
B. pseudomallei in phenotypic characteristics in microbiolog-
ical culture, biochemical and molecular tests, and the impos-
sibility of serological differentiation [11], it is necessary to
correctly identify this bacterium and the strain involved in
suspected cases of glanders. The objective of this study was
to know the circulating strains of B. mallei isolated from clin-
ical cases of glanders in horses from Brazil.

The entire experimental procedure is in accordance with
the ethical principles adopted by the Ethics Committee for
the Use of Animals from the Federal Rural University of
Pernambuco, license number 004/2018.

In total, six samples were collected from equine positive in
official serological tests for glanders according to the Ministry
of Agriculture, Livestock and Supply (MAPA) [2]. Five ani-
mals belonged to rural properties located in the Metropolitan
Region of Recife (MRR), Pernambuco, and one animal came
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from the Metropolitan Region of Maceió (MRM), Alagoas.
After euthanasia, the animals were submitted to necropsy and
fragments of the piogranulomatous lesions were collected in
the lung and liver, which were stored in sterile polypropylene
bottles at room temperature and transported to the laboratory.

The isolation was done from the purulent material obtained
from the interior of the piogranulomatous lesions and proc-
essed in a biological safety cabin. The purulent material was
cultured using blood sheep agar containing 3% (v/v) glycerol
at 37 °C for 48 h [16]. The suspected colonies were selected
according to the phenotypic description provided by the OIE
[13] and submitted to conventional PCR for confirmation of
B. mallei.

DNA extraction was performed in suspected colonies after
culturing using the genomic DNA purification Promega® kit
for DNA extraction from Gram-negative bacteria following
the manufacturer’s recommendation. Conventional PCR was
performed on SimpliAmp Applied Biosystems® thermal cy-
cler looking for differences in the fliP sequences of B. mallei
strain ATCC 23344T and B. pseudomallei strain K96243. The
oligonucleotides used were Bma-IS407-fliP-f (5′-TCA-GGT-
TTG-TAT-GTC-GCT-CGG-3′) and Bma-IS407-fliP-r (5′
CTA-GGT-GAA-GCT-CTG-CGC-GAG-3′) in a final reac-
tion volume of 12.5 μL, using Go-Taq green mastermix
Promega® and primers at 10 pmol concentration. The thermal
profile conditions were an initial denaturation of 94 °C for
3 min, 34 cycles of denaturation at 94 °C for 30 s, annealing
at 67 °C for 45 s and extension at 72 °C for 1 min, ending with
an extension final at 72 °C for 7 min and as positive control,
using standard strain B. mallei ATCC 15310. From the PCR
reaction product, 9 μL was subjected to agarose gel electro-
phoresis (1.5%w/v in TAE buffer) to verify the presence of the
989-bp band [17].

PCR amplified products were purified using the Quiacki
purification® kit following the manufacturer’s recommenda-
tions and forwarded to the Central Laboratory (LABCEN) of
the Center of Biological Sciences (CCB) from Federal
University of Pernambuco (UFPE).

It was then performed a bidirectionally sequenced by
standard protocols using the BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®) following
the manufacturer’s recommendations using a 96-well plate
and cycled in a Veriti thermocycler (Applied Biosystems®)
for 40 cycles of 15 s at 96 °C, 15 s at 56 °C, and 4 min at
60 °C in an automated ABI-PRISM 3130 sequencer
(Applied Biosystems®). Subsequently, the sequences ac-
quired were analyzed with aid of software BioEdit® [7]
and MEGA 5 to compare with the database found in the
National Center for Biotechnology Information (NCBI)
using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

All six samples were submitted to GenBank which provid-
ed the following accession numbers:MK947136,MK947137,
MK947138, MK947139, MK947140, and MK947141. The

sequencing analysis results obtaining all six samples se-
quences were the same; the Turkey 10 strain of B. mallei then
confirms the etiology of glanders (Fig. 1).

Glanders was described in Brazil in the nineteenth century,
and since then, several measures have been suggested and
implemented to control this disease [2, 10, 15]. Between
1960 and 1999 in Brazil, glanders was probably underreported
and/or new sources of infection may have been introduced
with the importation of animals from all over the world [10].
After confirmation of the disease in the country, there were
some advances related to bacterial identification, including the
use of a strain in the standardization of serological and intra-
dermal diagnostic techniques. Silva et al. [18] studied animals
from Pernambuco and Alagoas and observed four groups of
genotypes with distinct biochemical characteristics, indicating
differences of the circulating strains in the study area.
Subsequently, Girault et al. [6] carried out the first draft of
the genome of B. mallei strain 16-2438_BM#8 isolated from
a mule in Pernambuco and concluded that a comparative ge-
nomic analysis of strains from different geographic regions
and different hosts is necessary to improve the knowledge
about this reemerging disease in the country.

The results obtained in our study indicate the circulation of
the same strain of B. mallei in the studied animals. This find-
ing is important from epidemiology aspect of glanders and
was probably due to the strong trade in animals between the
two states and also the participation of animals from fairs and
agricultural events. This strain is also reported in Turkey [4],
raising the alert level for the global distribution of this
bacterium.

The identification of the same B. mallei strain circulating in
different regions is an important finding to develop and to
improve serological and molecular diagnostic techniques,
with the development of specific molecular markers for strains

Fig. 1 Specific PCR for B. mallei agarose gel. Line 1, molecular marker;
lines 2 and 3, positive controls; and line 4, negative control. Lines 5, 6, 7,
8, 9, and 10 are positive samples
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detection, and also to contribute to vaccine production, since
the treatment is not recommended by the OIE.
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Prefácio 

 

É com grata satisfação que apresento a obra 
intitulada MORMO - PERGUNTAS E RESPOSTAS, 
escrita por Marcus Vinícius Dias Falcão, José 
Givanildo da Silva e Rinaldo Aparecido Mota.  
 Fui privilegiada pela oportunidade de 
apresentar esta obra, que de forma tão concisa e 
didática traz informações importantíssimas acerca do 
mormo.  

A criação de equídeos é uma atividade 
importante no Brasil, sobretudo na esfera reprodutiva, 
do esporte e lazer e ultimamente até na medicina 
preventiva, curativa e de reabilitação, e ainda 
exercem tração em algumas regiões onde a 
mecanização é dificultada ou onerosa.  

Nestes últimos anos o mormo ganhou 
relevância e as experiências que se ganhou por 
ocasião dos muitos surtos foram aprofundadas; nada 
mais justo que essas informações e conhecimento 
sejam difundidos para a comunidade interessada 
sobre o assunto. 
 Esta cartilha descreve, com uma redação 
simples, objetiva e atualizada, através de texto e 
fotografias, os principais aspectos desta enfermidade, 
inclusive aborda conceitos do mormo, aspectos 
históricos, importância e distribuição, aspectos 
econômicos e epidemiológicos, patogenia, sinais 
clínicos, diagnóstico e diagnóstico diferencial, 
tratamento e controle, com o objetivo central de 
auxiliar no diagnóstico da enfermidade.  



7 
 

O enfoque principal relativo ao tema é que se 
trata de um texto de consulta, muito valioso para 
estudantes e profissionais que constantemente lidam 
com equídeos e que, muitas vezes, estão distantes 
das informações contidas nas universidades e centros 
de pesquisa.  

Aproveito a oportunidade para parabenizar os 
autores que se esmeraram a fim de preencher 
importante lacuna no que tange a esse material, que 
com certeza será de grande utilidade no meio 
acadêmico e rural.  

 
Marilene de Farias Brito 
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Introdução 
 

 Mormo é uma doença infectocontagiosa 
responsável por grandes prejuízos econômicos e 
sanitários aos criadores de equinos, muares e 
asininos. O primeiro caso, no Brasil, foi relatado em 
1811, no entanto entre 1968 e 1999 acreditava-se 
que a doença havia sido erradicada no país quando, 
então, surgiram novos casos da doença. Desde 
então, casos de mormo têm sido identificados no 
Brasil. 

Apesar da possibilidade do ser humano 
contrair a doença, grande parte da população 
desconhece esta enfermidade, fato que põe em risco, 
principalmente, as pessoas que tem contato próximo 
e direto com os equídeos doentes. 

Esse material foi elaborado com o intuito de 
suprir uma lacuna existente em informações 
atualizadas sobre o mormo e é destinado, 
principalmente, a estudantes de Medicina Veterinária, 
Médicos Veterinários, técnicos agrícolas, criadores de 
equídeos e profissionais envolvidos com o trato 
desses animais. Desta forma, esta cartilha traz uma 
abordagem simples e objetiva a respeito dos diversos 
aspectos da doença, desde o conceito até as 
medidas de controle recomendadas.  

Espera-se contribuir para a construção e 
divulgação de conhecimentos a respeito desta 
importante doença para a saúde animal e humana. 
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1. Conceitos do mormo 
 

O que é o mormo? 
É uma doença infectocontagiosa piogranulomatosa e 
incurável que determina o aparecimento de lesões 
respiratórias, linfáticas e cutâneas. Em muitos casos, 
pode ocasionar corrimento nasal intenso, por isso, o 
mormo também é conhecido por catarro de burro, 
catarro de mormo, lamparão, garrotilho atípico ou 
cancro nasal. 
 
Qual é o seu agente etiológico?  
A doença é causada por uma bactéria denominada 
Burkholderia mallei.  
 
2. Aspectos históricos, importância e 

distribuição 

Desde quando a enfermidade é conhecida?  
O mormo é uma das doenças mais antigas de 
equídeos que se tem conhecimento e foi relatada por 
Hipócrates entre 450 e 452 a.C. Entretanto, apenas 
em 1862 os pesquisadores Loeffler e Schutz isolaram 
a bactéria e conseguiram reproduzir a doença em 
animais. 
 
Qual o histórico do mormo no Brasil? 
Em 1811, a ilha de Marajó, Pará, era um importante 
local de importação de equinos vindos da cidade de 
Porto, Portugal e, desta forma, o mormo foi 
introduzido no país. Em 1896 foi registrado um 
grande surto nos animais utilizados para a tração de 
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bondes na Companhia Paulista de Viação, fato que 
resultou no primeiro isolamento da bactéria 
(Burkholderia mallei) no país. Entre os anos de 1908 
e 1909 ocorreu uma epidemia que acometeu animais 
e homens do exército brasileiro que culminou com a 
criação da primeira escola de Medicina Veterinária 
em 1910 na cidade do Rio de Janeiro.  
Na década de 1960, o mormo foi teoricamente 
erradicado no Brasil, com os últimos relatos 
registrados em 1967, no instituto Vital Brasil, Rio de 
Janeiro e 1968, em São Lourenço da Mata, 
Pernambuco. Em 1999, o professor Rinaldo Mota do 
Departamento de Medicina Veterinária da 
Universidade Federal Rural de Pernambuco isolou 
novamente a bactéria causadora do mormo em 
muares criados em engenhos de cana-de-açúcar em 
Pernambuco e Alagoas; esses animais apresentavam 
doença respiratória e linfática e a reemergência da 
doença no território nacional foi confirmada pela 
Organização Mundial de Saúde Animal (OIE). 
Posteriormente, outros casos da doença foram 
confirmados no país e atualmente a doença está 
presente em quase todos os estados da Federação. 

 
Qual a distribuição geográfica do mormo? 
No mundo, a doença já foi relatada em alguns países, 
como os Estados Unidos, França e Alemanha, porém, 
atualmente segundo dados da OIE, os casos da 
doença estão restritos a Índia, Irã e Brasil. 
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Em quais estados brasileiros esta doença já foi 
diagnosticada? 
No Brasil, o mormo está presente em todas as 
regiões e quase todos os estados já diagnosticaram a 
doença com exceção para os estados do Acre e 
Amapá. 
 

3. Aspectos econômicos 
 

Qual o custo econômico para o produtor? 
Identificado o foco da doença na propriedade é 
necessário realizar a sua interdição até a resolução 
do problema. Os animais serão testados 
sucessivamente até se obter resultados negativos e 
os animais positivos serão submetidos à eutanásia. 
Deste modo, o produtor fica impossibilitado de 
participar/realizar eventos equestres e comercializar 
animais, enquanto durar a interdição da propriedade, 
gerando prejuízos que podem ser elevados ao 
produtor. 
 

4. Aspectos epidemiológicos 
 
Quais as espécies animais acometidas?  
Os animais mais suscetíveis são os equídeos 
(equinos, muares e asininos). Com menor frequência, 
os caprinos e ovinos que mantém contato com 
animais doentes, além dos carnívoros como cães e 
gatos por meio da ingestão de carne de animais 
doentes. 
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A doença pode ser transmitida para humanos e de 
que forma? 
Sim. Por meio do contato direto com os animais 
infectados, inalação de aerossóis em ambientes 
extremamente contaminados ou por feridas na pele, 
olhos, boca ou nariz que tenham contato com 
ferimentos contaminados ou secreções dos animais 
doentes. A transmissão também pode ocorrer por 
meio da manipulação da bactéria em laboratório que 
não tem o nível de segurança necessário para 
trabalhar com microrganismos dessa natureza. 
 
Como o animal é infectado?  
O animal se infecta principalmente pela via oral por 
meio do consumo de água e alimentos contaminados 
com a bactéria, porém a infecção também pode 
ocorrer pela via respiratória, por meio da inalação da 
bactéria presente no ambiente ou pela via cutânea, a 
partir de feridas na pele ocasionadas por objetos 
contaminados e/ou contato com outros equídeos que 
apresentam lesões cutâneas. 
 
Todo animal infectado apresenta doença? 
Não. Existe a chamada manifestação subclínica da 
doença, onde o animal infectado não apresenta sinais 
clínicos evidentes, porém pode disseminar a bactéria, 
contaminando o ambiente e contribuindo para a 
infecção de outros animais suscetíveis. 
 
O sistema de criação (ambiente) interfere na 
disseminação da doença?  
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Sim. Os animais que compartilham cochos e 
bebedouros tem maior chance de se infectarem com 
a bactéria já que a principal via de infecção é a oral. 
O compartilhamento de materiais de manejo e de 
pastos com animais de outras propriedades ou a 
estabulação excessiva dos animais, propiciam um 
ambiente favorável para aumentar as chances de 
disseminação da bactéria na propriedade. 
 
Qual a diferença da manifestação da doença entre 
os asininos, muares e equinos? 
Não há diferença. Normalmente os equinos por serem 
submetidos a um sistema de criação mais adequado 
e alimentação de melhor qualidade, demoram mais 
tempo para manifestar os sinais clínicos (infecção 
crônica), dificultando o diagnóstico da doença. 
Muares e asininos por serem submetidos a condições 
de trabalho mais intensas e alimentação de baixa 
qualidade, tendem a apresentar os sinais clínicos 
mais rapidamente (infecção aguda).  
 
Todos os animais doentes morrem? 
A doença apresenta alta letalidade, ou seja, a maior 
parte dos animais infectados morre, mas a morte 
depende da forma de apresentação da doença 
(infecção hiperaguda, aguda ou crônica). O animal 
pode sobreviver por meses ou anos sem apresentar 
complicações que levem a morte, da mesma forma 
que pode morrer em poucos dias ou semanas após o 
início da apresentação clínica.  
 
Quais os fatores de risco associados à doença?  
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Alguns fatores estão associados à ocorrência da 
doença como a idade (animais acima de 10 anos), 
alimentação de baixa qualidade (principalmente com 
baixo teor de proteínas), compartilhamento de 
equipamentos de manejo (selas, arreios, cordas, 
cabrestos), bebedouros e comedouros contaminados 
e falta de higiene nas instalações. Além disso, a alta 
carga de trabalho (transporte de cana-de açúcar e 
práticas esportivas) e participação em eventos com 
aglomeração de animais (vaquejadas, cavalgadas e 
feiras) aumentam a chance de o animal se infectar e 
adoecer.  
 

5. Patogenia 
 
Como ocorre a doença no animal? 
A principal via de infecção é a oral. Após a ingestão 
de alimentos ou água contaminados, a bactéria atinge 
a corrente sanguínea e se dissemina por todo o corpo 
do animal. Nessa fase o animal apresenta sinais 
clínicos inespecíficos como febre, caquexia e apatia.  
Os sinais respiratórios como pneumonia 
piogranulomatosa, dificuldade respiratória, presença 
de secreção mucopurulenta (catarro) com 
aparecimento de estrias de sangue surgem após a 
bactéria atingir os pulmões.  
A forma cutâneo-linfática do mormo se dá a partir do 
aparecimento de nódulos endurecidos nos vasos 
linfáticos, conhecidos como colar de pérolas, com 
posterior fistulação e drenagem de conteúdo 
purulento. Essas lesões tendem a aparecer no 
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abdômen, costado, pescoço e nos membros pélvicos 
e torácicos. 
Após a infecção, o organismo do animal tenta reagir 
enviando células de defesa para combater a bactéria 
no sítio da lesão, mas mesmo com essa reação, o 
sistema imune do animal não consegue eliminar a 
bactéria e debelar a infeção. 
 

6. Sinais clínicos 
 
Quais os sinais clínicos mais comuns? 
O tempo para o surgimento dos primeiros sinais pode 
variar de semanas a meses. Os sinais clínicos mais 
frequentes do mormo são: abscessos (caroços) na 
pele; corrimento nasal amarelado (catarro) que pode 
estar associado a presença de estrias de sangue; 
emagrecimento, úlceras e cicatrizes em forma de 
estrela na mucosa nasal, tosse e edema (inchaço) 
nas articulações, prepúcio e abdômen.  
 

7. Diagnóstico e diagnóstico diferencial 
 
Como é feito o diagnóstico do mormo? 
O diagnóstico da doença é realizado por meio do 
histórico animal, dados epidemiológicos da 
propriedade e da região, associados aos sinais 
clínicos e aos testes laboratoriais que são definitivos 
no diagnóstico. 
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Quais são os testes disponíveis para o 
diagnóstico do mormo? 
Exame Microbiológico, Teste de Fixação do 
Complemento (TFC), Western Blotting (WB); ELISA, 
Maleinização e a Reação em Cadeia da Polimerase 
(PCR). No entanto, de acordo com o Ministério da 
Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) são 
considerados testes oficiais: o TFC que está sendo 
substituído pelo ELISA até 2020, como teste de 
triagem. Já o WB é considerado o teste confirmatório 
para mormo, porém a maleinização e a PCR ainda 
podem ser utilizadas mediante autorização do MAPA 
em situações particulares.  
 
O que é diagnóstico microbiológico do mormo? 
O exame microbiológico consiste no isolamento e 
identificação de Burkholderia mallei em meios de 
cultura onde é possível visualizar o crescimento 
bacteriano com posterior confirmação por meio de 
provas bioquímicas ou moleculares. A escolha do 
material utilizado pode influenciar na interpretação 
dos resultados; amostra mal coletada e contaminada 
pode resultar em resultado falso negativo. O conteúdo 
das lesões obtido de órgãos como pulmão, fígado, 
baço e abscessos cutâneos é considerado o melhor 
material para realização do exame microbiológico. 
 
O que é o teste de Fixação do Complemento? 
É um teste sorológico para detecção de anticorpos, 
utilizado por muitos anos no diagnóstico do mormo e 
recomendado pela OIE para trânsito internacional de 
animais. Segundo a literatura, a confiança no 
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resultado pode variar de acordo com o antígeno 
utilizado e a situação epidemiológica da doença na 
região. É um teste demorado e trabalhoso, exigindo 
pessoal treinado e laboratório equipado para sua 
realização. 
 
O que é o teste de Western Blotting? 
Western Blotting (WB), também conhecido como 
Imunoblotting (IB), é uma técnica bem estabelecida e 
amplamente utilizada na detecção e análise das 
proteínas. O método é baseado na construção de um 
complexo anticorpo-proteína por meio da ligação de 
anticorpos específicos em proteínas imobilizadas 
sobre uma membrana e a detecção de anticorpo 
ligado a partir de vários métodos de detecção. A 
técnica de IB foi usada como padrão ouro no estudo 
realizado por Elschner e colaboradores (2011) no 
qual demonstraram que este teste detecta animais 
infectados que não apresentam sinais clínicos e 
aqueles na fase crônica da doença.  
 
O que é o teste de ELISA? 
Assim como a técnica de Fixação do Complemento, a 
técnica de ELISA, ou ensaio de imunoabsorção 
enzimática, é um teste sorológico, entretanto, sua 
execução é mais simples e rápida, podendo obter 
resultados em poucas horas. A leitura das amostras é 
feita em um leitor de densidade óptica, que assegura 
e diminui chances de erros na interpretação dos 
resultados. O ELISA é um teste bastante utilizado no 
diagnóstico de outras doenças e no caso do mormo 
foi incluído recentemente como diagnóstico oficial por 
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meio da portaria nº 22 de 16 de março de 2018 do 
MAPA. 
 
O que é o teste de Maleinização? 
O teste de maleinização foi o primeiro teste 
desenvolvido para o diagnóstico do mormo, em 1891, 
por Médicos Veterinários militares russos. Os animais 
com mormo apresentam reação de dor e inchaço no 
local da aplicação, assim como febre. A aplicação é 
feita por via intrapalpebral e a interpretação dos 
resultados é realizada às 72 horas, sendo a leitura de 
responsabilidade dos administradores do teste. 
 
Qual a importância da PCR no diagnóstico do 
mormo? 
A PCR é uma valiosa ferramenta de diagnóstico 
quando se tem o objetivo de confirmar um caso ou 
realizar pesquisas científicas. Resultados positivos na 
PCR são incontestáveis, pois o DNA B. mallei está 
presente na amostra analisada, comprovando a 
presença da bactéria. Entretanto, resultados 
negativos não são confirmatórios, pois nem sempre 
existe DNA em quantidade suficiente para detecção 
na amostra analisada. 
 
Quais as amostras biológicas devem ser 
coletadas para o diagnóstico do mormo? 
Conteúdo de nódulos (caroços) localizados na pele, 
lavados traqueais, fragmentos de órgãos dos animais 
que morreram com suspeita de mormo e que foram 
submetidos à necropsia. 
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Quem pode coletar amostras para diagnóstico do 
mormo? 
Somente o Médico Veterinário do Serviço Oficial de 
Defesa Sanitária Animal ou cadastrado pode realizar 
a coleta de amostras para o diagnóstico do mormo. 
 
Qual o destino dos animais doentes?  
Os animais doentes devem ser submetidos à 
eutanásia na presença de um Médico Veterinário 
Oficial e de duas testemunhas. 
 
Quais os achados de necropsia dos animais 
doentes?  
Os achados de necropsia são basicamente 
encontrados no sistema respiratório e pele. São 
observadas úlceras e cicatrizes em forma de estrela 
em mucosas nasal, hemorragia e abscessos 
pulmonares.  
No sistema linfático é frequente o aparecimento de 
nódulos firmes ou amolecidos e cicatrizes na pele, 
principalmente na região da cabeça, pescoço e 
membros. Também é comum aparecimento de 
abscessos em vísceras como fígado e baço. 
 
Todos os animais positivos nos testes de 
diagnóstico apresentam lesões na necropsia? 
Não. Vários estudos demonstram que há fatores que 
influenciam o aparecimento de lesões na necropsia, 
sendo um deles o fato de que a doença pode 
apresentar um curso crônico. Também se acredita 
que o estado nutricional dos animais pode influenciar 
o aparecimento das lesões. 
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Qual o diagnóstico diferencial do mormo? 
Toda doença que acometa o sistema respiratório e/ou 
linfático deve ser considerada como diferencial para o 
mormo, como o garrotilho (adenite equina), 
rodococose (Rodococcus equi), gripe equina 
(influenza equina), anemia infecciosa equina (AIE), 
linfagite ulcerativa (C. pseudotuberculosis), 
melioidose (B. pseudomallei) e esporotricose 
(Sporothrix schenckii). 
 

8. Tratamento 
 
Existe tratamento para mormo? 
Não. Mesmo que B. mallei apresente sensibilidade a 
diversos antibióticos, quanto testada em laboratório, o 
tratamento é contraindicado pelo MAPA, devido ao 
risco de transmissão para humanos, animais e a 
dificuldade da ação dos medicamentos. Em estudos 
laboratoriais, já foi comprovada a sensibilidade de B. 
mallei frente a diversos antibióticos. Mesmo assim, o 
tratamento é proibido, pois a bactéria pode sobreviver 
dentro dos fagócitos, dificultando a ação dos 
antibióticos, além do risco para a saúde pública de se 
manter um animal doente em tratamento. 
 

9. Controle 
 
Existe imunoprofilaxia (vacinação) para mormo? 
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Não. Apesar de estudos estarem sendo realizados, 
até o momento não existe vacina eficiente para 
imunizar os animais suscetíveis. 
 
Por que o animal positivo deve ser sacrificado?  
Como não existe tratamento e vacinas, o animal 
positivo deve ser sacrificado para evitar que outros 
animais sejam infectados. 
 
Quais as medidas de controle recomendadas pelo 
Ministério da Agricultura, Pecuária e 
Abastecimento? 
Interdição da propriedade com animais positivos para 
o mormo e eutanásia imediata dos animais positivos. 
Após a eutanásia as carcaças devem ser incineradas 
ou enterradas e todas as instalações e utensílios 
devem ser descontaminados. São realizados exames 
sorológicos consecutivos para mormo nos outros 
animais da propriedade interditada com intervalos de 
21 a 30 dias. A propriedade será desinterditada após 
obtenção de dois resultados sorológicos negativos 
consecutivos nos animais.  
Outra medida de controle recomendada trata da 
participação de animais em eventos hípicos. De 
acordo com o MAPA só podem participar desses 
eventos, em estados onde tenham sido confirmados 
casos de mormo, os equídeos que apresentem 
comprovante de exame negativo e que não 
apresentem sinais clínicos da doença. 
Equídeos naturais de estados onde foi confirmada a 
presença da bactéria causadora do mormo só podem 
transitar em estados livres após a apresentação de 
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comprovante de exame negativo para a doença e 
sem sinais clínicos de mormo, sendo que o resultado 
do exame tem validade de 60 dias a partir da data de 
colheita da amostra.  

10. Considerações finais 
 
O mormo, descrito no Brasil desde 1811 apresenta 
um grande desafio para os produtores, médicos 
veterinários e ao Serviço Veterinário Oficial, por ser 
uma doença de difícil diagnóstico clínico e laboratorial 
e está presente em todo território nacional, incluindo o 
distrito federal. Não existe vacinação como medida 
preventiva e animais diagnosticados como positivos, 
por se tratar de uma zoonose e não existir tratamento 
eficaz, devem ser submetidos a eutanásia. Conhecer 
a epidemiologia da doença, os fatores de riscos 
associados a presença do mormo na região, realizar 
o controle dos animais no transporte e na participação 
de feiras e eventos são medidas essenciais para o 
controle e erradicação dessa importante enfermidade 
que acomete os animais e o homem. 
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12. Imagens 

 

 
Figura 1: Sinais clínicos em equídeos; A: 
Emagrecimento progressivo, B: Lesões ulceradas em 
plano nasal, C: Linfangite em membros posteriores, 
D: Abscesso em vaso linfático. Fonte: Imagens 
cedidas por Vania L. de A. Santana (2018). 
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Figura 2: Equino, pulmão. Lesões piogranulomatosas 
de tamanhos variados e consistência fibrosa. A: 
Nódulos com múltiplos tamanhos e consistência 
fibrosa, difusamente distribuídos no parênquima 
pulmonar. B: Abertura de um nódulo evidenciando 
conteúdo purulento e parênquima pulmonar. Fonte: 
Imagens cedidas por Vania L. de A. Santana (2018). 
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Figura 3: Equino, fígado. Lesões piogranulomatosas 
A: Lesões multifocais, B: Abertura do piogranuloma 
evidenciando cápsula fibrosa. Fonte: Imagens 
cedidas por Vania L. de A. Santana (2018). 
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Figura 4: Equino positivo para mormo submetido ao 
teste de maleinização; leitura feita entre 48h – 72h 
mostrando edema em pálpebra inferior e secreção 
ocular. Fonte: Mota, RA (2000) 
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Figura 5: Teste de fixação do complemento (TFC); 
Soros positivos são vistos nas colunas 4, 6 e 8. 
Fonte: Arquivo pessoal (2018) 

 

Figura 6: Ensaio de imunoabsorção enzimática 
(ELISA); Soros positivos são vistos nos poços com 
coloração amarelada. Fonte: Arquivo pessoal (2014) 
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Figura 7: Western Blot (WB); A presença e o padrão 
de bandas evidenciam os soros positivos nas 
membranas1 e 3. Fonte: Arquivo pessoal (2018) 

 

Figura 8: Reação em cadeia da polimerase (PCR); A 
banda de 989 pb indica presença de DNA de 
Burkholderia mallei na amostra analisada. Fonte: 
Arquivo pessoal (2018) 
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Figura 9: Cultivo microbiológico de Burkholderia 
mallei em Ágar base acrescido de sangue ovino 5 – 
7%. Colônias pequenas, mucóides, acinzentadas e 
não hemolíticas. Fonte: Arquivo pessoal (2018). 

 

Figura 10: Coloração de Gram do cultivo de 
Burkholderia mallei evidenciando cocobacilos Gram 
negativos. Fonte: Arquivo pessoal (2018) 
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