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PROJETO CANANEIA

Até setembro de 2017 — monitorados 33 equinos



OBJETIVOS PROJETO MORMO

Estudo clinico-patologico: investigar os sinais clinicos e lesdes

histopatologicas de equinos com infec¢céo crénica e aguda
Patogenia e etiologia (in vivo e in vitro);

Estudo da resposta imunologica a infeccao pela B. mallei em
equideos;

Avaliacdo e desenvolvimento de testes sorodiagnostico (fixacao
de complemento -FC, ELISA e western blotting-WB)

Padronizacao de testes moleculares

Cultivo microbioldgico — Avaliacdo do comportamento bacteriano
em meios de cultivo

Imunodiagndstico: teste imunoalérgico (maleina)



OBJETIVOS PROJETO MORMO

Objetivos:

avaliar, padronizar e validar métodos sorodiagndsticos e
moleculares para identificacao de animais infectados;

avaliar a eficacia dos meétodos de sorodiagndstico na
identificacao de portadores crénicos;

monitorar animais com infeccao aguda e cronica provenientes
de focos;

acompanhar a dinamica dos titulos de anticorpos em éguas
prenhes soropositivas para mormo;

avaliar a persisténcia de anticorpos colostrais em potros filhos
de éguas naturalmente infectados;

avaliar a transmissao via monta natural - garanhao
naturalmente infectado



CRITERIO DE INCLUSAO DOS EQUINOS NO
EXPERIMENTO

Resultados da FC diferentes de negativo
* Positivo,

* Inconclusivo

 Anticomplementar

Animais doados pelos proprietarios
* Policia militar ES

e Policia militar SP

* Foco Capivari =SP



Chegada dos equinos da Policia Militar

do Espirito Santo em Cananeia — Seguranca no transporte




Instalacoes - Estacao Quarentenaria
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BAIAS DOS EQUINOS DA ESTACAO
QUARENTENARIA




Estudo clinico-patologico dos

equinos do experimento:

« Sao Inspecionados diariamente pela equipe de

funcionarios de Cananéia

« E quinzenalmente pela equipe do Instituto Bioldgico,
gue realiza investigacao clinica detalhada e coleta de

amostras.



Grupos experimentais (Cananéia)

Dados preliminares de inspecao clinica e
sorodiagnostico permitem concluir 02 grupos de
equinos em fases distintas de evolucao da doenca:

Infeccao aguda (n=04)

Infeccao cronica (n=10)
Grupo controle negativo (n=19).
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Sorodiagndstico
Positivo: ELISA, WB e FC

Equino do grupo experimental com infeccao aguda apresentando fraqueza e
prostracao




Descarga nasal muco-purulenta




Descarga nasal muco-purulenta Sorodiagnostico
Positivo: ELISA, WB e FC




Sorodiagndstico
Positivo: ELISA e WB
Negativo: FC

Hemoptise intermitente




Sinais apresentados equinos - grupo
nfeccao cronica

Abscessos e nddulos na pele de equino com mormo

Sorodiagnostico
Positivo: ELISA e WB
Negativo: FC




Sinais apresentados equinos - grupo

VAN °

Sorodiagndstico
Positivo: ELISA e WB
Negativo: FC




Sinais apresentados equinos - grupo
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Sorodiagndstico
Positivo: ELISA e WB
Negativo: FC

Equino com infeccao créonica — monitorado pela equipe do projeto
por 28 meses ( junho de 2015 a outubro de 2017)




Coleta de amostras de sangue

No periodo de junho de 2015 a setembro de 2017 foram
coletadas 1560 amostras de sangue para deteccao de

> FIBRINOGENIO AUMENTO DA TAXA DE
PLASMATICO NORMAL FIBRINOGENIO

PLASMATICO

O aumento da
concentracao de
fibrinogénio plasmatico é
um indicador de processo
inflamatério em equinos.
Nos equinos do grupo na
fase aguda, foi evidenciado
esse aumento de
fibrinogénio, dificultando a
obtencao de soro dos
equinos deste grupo.




COLETA DE AMOSTRAS PARA DETECCAO DIRETA DA
B.MALLEI

Até setembro de 2017 foram coletadas 3120 amostras de
secrecoOes. Estas amostras foram analisadas por PCR e
cultivo microbioldgico.




Puncao abscessos subcutaneos




Estudo Anatomo-histopatologico

Dos animais mortos foram coletados fragmentos de 6rgaos.

Para deteccao direta da b.mallei por pcr e cultivo
microbiologico

Exame histopatologico




Lesoes figado




LESOES NA TRAQUEIA

Legenda: equino positivo mormo.




Legenda: equino positivo mormo. Microabcessos, nddulos e hemorragia em pulmao.
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Fonte: Dra Monica Fagundes C. K. Gunnewiek — SAA/CDA, agosto 2016

. \\ Legenda: foto lesao hemorragica no bago de equino positivo mormo.




Linfonodos

hemorragicos.

Legenda: linfonodo do epiplon
aumentado e com necrose
>~

\\ “\\ Fonte: Pituco, E. M., 2015 — LVB/IB




METODOS DE ANALISE
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MORMO: AVALIACAO CLINICA, EPIDEMIOLOGICA,
ANATOMOPATOLOGICA E MICROBIOLOGICA

Sorodiagnodstico:

*Fixacao de complemento
*Elisa indireto (antigeno recombinante)

*Western Blotting




NECESSIDADE DE SUBSTITUIR FC POR TESTE
COM MELHOR DESEMPENHO

PROJETO MORMO CANANEIA
Testes promissores: ELISA E WB

Estes testes foram validados pela equipe do projeto de
Cananéia e no momento a equipe esta finalizando
informe técnico para pleitear o reconhecimento junto as
autoridades sanitérias.

Apresentaram alta sensibilidade, especificidade e facil
execucao para identificacao de equinos mormo positivos
tanto com Iinfeccao cronica como aguda. Estes Kits
denominados ELISA BKM16 e WB: MORMO serdo produzidos
pelo Panaftosa.



KIT ELISA PANAFTOSA

% MICROPLACA
y KIT PROTOTIPO MORMO
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KIT ELISA PANAFTOSA

O ELISA e WB apresentaram excelente
desempenho, repetibilidade e
reprodutibilidade, além da estabilidade no
resultado em qualquer fase da gestacao,
enquanto que o0s resultados da FC
apresentaram  maiores variacoes em
diferentes coletas do mesmo animal.
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ELISA BKM16 DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-B. MALLEI

Recomendado como teste de triagem (facil execucao, boa
sensibilidade)

Elisa (indireto): antigeno composto pelo lipopolissacarideo da
parede celular da B. mallei recombinante.

Diferencia B. mallei X B. pseudomallei

WB - Teste confirmatorio, a ser realizado apenas nos soros que
resultarem positivos no ELISA, apresenta melhor especificidade
gue o teste de triagem.




ELISA PANAFTOSA




ELISA PANAFTOSA




WESTERN BLOTTING - TESTE CONFIRMATORIO - MORMO
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Proteina LPS da B.mallei com peso molecular 30 KDA,
produzidas em E. coli, pelas técnicas de DNA recombinante,
purificadas por eletroforese (PANAFTOSA)




WESTERN BLOT- MORMO
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COMPONENTES QUANTIDADE LOTE
NC  Tims Sensibilznaes 145 (5 pevst NC 0116
BL  Tamplo de Lavagem 10X 3 (200 mL) BLOL-1E
EC Ecoe 1 (450 ) EC01-16
LP  Leste em po 1(25a + 20 LPon1e me‘
CM  Confroke Negstive 1 (150 pt) gg:_—:: v 7
CP  Controse Positve 1 (150 ul) alidade: 06/1
BC BCP 1 (440 ) BC 0116 l
€3  Comugedo 100x 1(1.5mb) CJ 0116 .
DS  Diuente de Substrao 1 (130 mL) DS 0116
N8 N8BT 1 (880 ul) NB 0116 ) ’
aL Bua 1 o

Uso vetennsno Soments para dagndsico Manter em geladeia entve 2 & 5°C
W*M¢-.l'am—- o . . -
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Western Blotting MORMO




Especificidade do WB

‘ Teste confirmatério ideal para esclarecer os falso-positivos no
ELISAe FC




B. Mallei - dificuldade de isolamento




CULTIVO MICROBIOLOGICO

Dificil isolamento da B. mallei devido
Interferéncia de bactérias oportunistas
Isoladas das vias aereas superiores.

Isolamento B. mallel pode ser obtido com
maior sucesso em amostras de conteudo
purulento  coletadas dos  abscessos
cutaneos fechados
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Cultivo Microbiolégico

3% 2%

W Staphylococcus spp

W Bacillus spp

W Enterobactérias

Bacilo gram-negativo nao
fermentador

-x Projeto Cananeia: resultado microbiolégico em 683 amostras de secrecoes

v, \\ nasais. Nao foi isolada a B. mallei




FUTURO

e Sequenciamento do genoma completo
« [Estudar viruléncia das cepas

« Estabelecer o mecanismo preciso envolvendo transmissao
transplacental e disseminacao pelo sémen

« Comparar resultados com outros laboratérios

O diagnostico precoce de mormo constitui um dos mais importantes
e dificeis que enfrentam meéedicos e meédicos veterinarios no trabalho
sanitario que ainda dependem de provas sorologicas.




INSTITUTO BIOLOGICO
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Arte Palavra Al’ento”
no tempo em fulldome




