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The objective of this paper was to study the molecular performance and phenotypic
characterization of Burkholderia mallei isolated from horses with clinical and serological
diagnosis of glanders, originating from the Metropolitan District of Recife and Zona da
Mata of Pernambuco and Alagoas. The isolation and biochemical identification of B.
mallei was carried out by microbiological and molecular techniques of PCR-fingerprinting
and RAPD-PCR. From the eight samples studied, four showed little phenotype variations.
In the molecular tests, the samples formed 4 groups of different ribotype profiles and 4
genotype profiles. There was some association of PCR-fingerprinting with RAPD-PCR
results. It was concluded that the slight biochemical variations were not associated with
different molecular profiles. They also indicated that these differences show heterogeneity
associated with the origin of the sample, indicating that the infection was caused by
clones of different strains and that the polymorphism of DNA observed could make it
difficult to choose one standard strain for an immune prophylactic treatment of glanders.

INDEX TERMS: Burkholderia mallei, glanders, PCR-fingerprinting, RAPD-PCR.

RESUMO.- Objetivou-se com este trabalho realizar o es-
tudo bioquimico e molecular de amostras de Burkholderia
mallei isoladas de eqliideos com diagndstico clinico e
soroldgico para o mormo e provenientes da Regiao Me-
tropolitana do Recife-PE e Zona da Mata dos Estados de
Alagoas e Pernambuco. Foram realizadas as técnicas
microbioldgicas para o isolamento e identificagédo fenoti-

" Recebido em 3 de outubro de 2008.

Aceito para publicagdo em 30 de janeiro de 2009.

2 Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal de
Alagoas, Rua Camarao 17, Praia do Francés, Marechal Deodoro, AL 57160-
000, Brasil. *Autor para correspondéncia: rinaldo.mota@hotmail.com

3 Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE), Dois Irméos, Recife, PE 52171-900, Brasil.

4 Departamento de Biologia, UFRPE, Dois Irmaos, Recife, PE.

5 Departamento de Microbiologia, Centro de Pesquisa Aggeu Maga-
Ihaes, Cidade Universitaria, Recife, PE 5067042.

439

pica de B. malleie as técnicas moleculares de ribotipagem-
PCR e RAPD-PCR. Das oito amostras estudadas, quatro
apresentaram pequenas variagcoes fenotipicas. Nas téc-
nicas moleculares, as amostras formaram quatro grupos
de diferentes perfis ribotipicos, demonstrando também
quatro perfis genotipicos. Houve associa¢ao nos resulta-
dos da Ribotipagem-PCR e RAPD-PCR. As variagdes nos
perfis ribotipicos e genotipicos foram associadas as dife-
rentes regides estudadas. De acordo com os resultados
obtidos, conclui-se que as pequenas variagdes bioquimi-
cas nao estdo associadas aos diferentes perfis
moleculares e que essas diferencas demonstram uma
heterogeneidade que esta associada a procedéncia das
amostras, indicando que a infeccdo nos animais ocorre
por clones diferentes das amostras analisadas.

TERMOS DE INDEXAQAO: Burkholderia mallei, mormo,
Ribotipagem-PCR, RAPD-PCR.
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INTRODUCAO

O mormo é uma das mais antigas doencas dos equideos,
descrita por Aristoteles e Hipdcatres nos séculos 3 e 4
a.C. (Blancou 1994). E uma enfermidade infecto-contagi-
0sa, de carater agudo ou cronico que acomete principal-
mente os equideos, podendo também acometer o homem,
0s carnivoros e eventualmente os pequenos ruminantes.
Responsavel por alta morbidade e letalidade, ocorre em
diferentes partes do mundo (Dungworth 1993).

A doenca foi descrita pela primeira vez no Brasil em
1811, introduzida, provavelmente por animais infectados
e importados da Europa (Pimentel 1938). Apds um perio-
do de aproximadamente 40 anos sem registros da doen-
¢a no pais, Mota et al. (2000), relataram os aspectos mi-
crobioldgicos, epidemioldgicos, clinicos, patoldgicos e de
diagndstico em equideos dos estados de Pernambuco e
Alagoas.

Os sinais clinicos observados nos animais doentes sdo
febre, tosse e corrimento nasal, com evolugao rapida das
lesbes para Ulceras disseminadas na mucosa nasal e
nddulos na pele da extremidade dos membros ou no ab-
dome. Na forma crdnica, observa-se pneumonia com tos-
se, epistaxe e dispnéia; lesdes no septo nasal, que se
iniciam com nddulos e evoluem para ulceras que apds o
processo de cicatrizagdo formam cicatrizes em forma de
estrelas; no inicio hd uma secrecao nasal serosa que evo-
lui para purulenta com estrias de sangue. Observam-se,
também, nddulos elevados de consisténcia firme a flacida
na pele que drenam uma secre¢ao purulenta amarelada
(Pritchard et al. 1995, Sharrer 1995, Mota et al. 1999).

O diagndstico consiste na associagdo dos aspectos
clinico-epidemioldgicos, anatomo-histopatoldgicos, isola-
mento bacteriano, prova bioldgica (inoculagdo em animais
de laboratdrio), reagdo imunoalérgica (maleinizagéo) e
provas sorolégicas como a fixacdo de complemento e
ELISA (Al-Ani et al. 1998).

Alguns estudos estao sendo desenvolvidos com o ob-
jetivo de produzir uma vacina eficaz para 0 mormo uma
vez que o tratamento dos animais ndo é recomendado.
Amemiya et al. (2002) produziram uma vacina experimen-
tal com patogenicidade diminuida por irradiacdo da cap-
sula de polissacarideo de Burkholderia mallei, sendo ava-
liada em ratos, ndo oferecendo protecao contra as amos-
tras patogénicas do tipo selvagem de B. mallei. Analises
moleculares de acidos nucléicos sao agora os métodos
de eleicao para caracterizacdo dos microrganismos. Es-
ses métodos sdo amplamente aceitos, devido ao desen-
volvimento de técnicas de separacao molecular altamen-
te discriminatdrios, a disponibilidade de programas anali-
ticos computadorizados e a virtual explorac¢éo da tecnolo-
gia dos &cidos nucléicos com o desenvolvimento de téc-
nicas de sondas e amplificacdo (Selender et al. 1986).
Algumas técnicas mostram elevado potencial para
tipificacao ou subtipificacdo de isolados bacterianos com
propositos epidemioldgicos, entre estas técnicas esta a
ribotipagem. A analise do rRNA 16S-23S pode ser utiliza-
da para identificar novas espécies de microrganismos ou
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verificar a relacdo entre estes, porque esses genes sao
altamente conservados dentro de uma espécie (Collier et
al. 1996, Grattard et al. 1996, Mattar et al. 1996, Sorroel
et al. 1996).

O polimorfismo de DNA por amplificacao aleatéria
(RAPD) tem sido empregado para estudos genéticos de
isolados de B. mallei (Leelayuwat et al. 2000). Outras
analises génicas vém sendo realizadas utilizando esta
técnica, por exemplo, mapeamentos genéticos, andlises
filogenéticas, estudos populacionais e tipificagdo molecular
de varios microrganismos (Welsh & McClelland 1990,
Lawrence et al. 1993, Kurata et al. 1994, Chen & Chen
1995, Debast 1995). Vérias investigacdes podem ser re-
alizadas utilizando o RAPD, no entanto a técnica é viavel
se as condi¢cbes do PCR forem otimizadas (Benter et al.
1995), podendo ser aplicada de forma mais eficaz na iden-
tificacao de similaridades genéticas ou diferencas no
gendtipo como um todo (Leelayuwat et al. 2000), de acor-
do com Campbell (2000), o RAPD é o método mais ade-
quado para ser empregado em situacdes em que se te-
nham um grande numero de amostras para serem anali-
sadas. Os resultados do RAPD podem ser utilizados em
conjunto com outros métodos para indicar ou confirmar
diferencas entre amostras ou quando os resultados obti-
dos apenas no RAPD s@o ambiguos.

Existem algumas consideracoes referentes a reprodu-
tibilidade do RAPD-PCR, devido ao anelamento aleatério
de primer utilizados na técnica o qual pode refletir em
amplificacbes variadas. A escolha do primer adequado
para amplificar o polimorfismo do DNA bacteriano € um
dos eventos importantes para validagcao do teste (Farber,
1996). Além disso, quando o primer representa em um
grupo de espécie bacteriana uma boa reprodutibilidade, o
RAPD-PCR destas amostras determina um polimorfismo
padrdao das espécies, sempre que forem adotadas as
mesmas condicbes de PCR realizadas (Williams et al.
1990; Charlton et al. 1999).

Considerando a reemergéncia da doenca no territorio
nacional e a necessidade de contribuir para o estudo epi-
demioldgico do mormo, objetivou-se realizar a caracteri-
zacao fenotipica e molecular das amostras de B. mallei
isoladas de equideos com mormo nos Estados de
Pernambuco e Alagoas.

MATERIAL E METODOS

As amostras para o experimento foram colhidas de eqlideos
naturalmente infectados, provenientes de propriedades
localizadas na Regido Metropolitana e Zona da Mata de
Pernambuco e de uma propriedade sediada na Zona da Mata
de Alagoas.

Para a recuperagado de Burkholderia mallei foram obtidas
oito amostras de conteudo de nddulos cuténeos fechados de
oito equideos distintos com a forma clinica da doenca e sorolo-
gicamente positivos ao teste de fixagdo do complemento. As
amostras para o diagndstico microbioldgico foram colhidas atra-
vés de puncao aspirativa e em seguida semeadas agar sangue
de ovino a 10% e em agar batata glicerinado, incubadas a 37°C
por 48 horas. As colbnias foram identificadas por suas caracte-
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Fig.1. Dendrograma das amostras de Burkholderia mallei a partir
do perfil fenotipico dos bidtipos identificados, utilizando o
programa NTSYS-pc verséo 1.7, usando o indice de Jaccard
(medida de similaridade) e o grafico Tree display.

risticas morfotintorias e posteriormente submetidas as provas
bioguimicas de catalase, oxidase, indol, produgéo de H,S, ver-
melho de metila, Voges Proskauer, motilidade, crescimento a
42°C, produgao de pigmento, lisina descarboxilase, gas de D-
glucose, citrato, urease e fermentagao de carboidratos (glicose,
maltose, galactose, lactose, frutose, manose, sacarose e
manitol), segundo Al-Ani et al. (1998).

Foi elaborada uma matriz pelas analises do comportamen-
to fenotipico das amostras nas provas bioquimicas através do
programa NTSYS-pc verséo 1.7 usando o indice de Jaccard
(medida de similaridade). A arvore com as cepas foi desenvol-
vida pelo grafico Tree display (Fig.1).

Apo6s a identificagdo bacteriana, as amostras de B. mallei
foram repicadas em caldo Infusion Brain Heart (BHI), incubadas
em estufa a 37°C por 24 horas. Posteriormente, inoculou-se
0,1mL da cultura em cobaios (Cavia porcelus) machos e adultos,
por via intraperitoneal (prova de Strauss) segundo Langenegger
et al. (1960), para confirmacédo da infecgcao, através da
observagéo das lesdes macroscopicas no testiculo dos animais
inoculados. As cepas bacterianas isoladas e identificadas como
B. malleiforam mantidas congeladas em glicerol (80%) a -80°C.

As amostras de B. mallei foram caracterizadas genotipica-
mente através das técnicas de Ribotipagem-PCR e o RAPD-
PCR. A extracao de DNA dos isolados foi realizada conforme
descri¢cdes de Sambrook & Russel (2001). As amostras foram
retiradas do estoque e semeadas em 5mL de BHI e incubadas
por 24 horas a 37°C, posteriormente foram centrifugadas no
volume de 1,5mL durante trés minutos em centrifuga para
eppendorf a 13.000rpm. O sedimento obtido foi ressuspendido
em 567mL de TE (10mM de Tris-HCl e 1mM de EDTA, PH 8,0)
em 30mL de SDS a 20% e 3mL de proteinase K (20mg/mL),
sendo a solugdo homogeneizada e incubada por 1 hora e 30
minutos a 37°C. Depois da lise celular foi adicionado 500mL de
fenol-cloroférmio (1/1) e centrifugado por cinco minutos a
13.000rpm (operagéao repetida 5 vezes) com o objetivo de ex-
cluir as proteinas da solugéo. O precipitado resultante da cen-
trifugacao foi acrescido de 0,8 volumes de isopropanol e 0,1
volume de acetato de sddio 3M PH 5.2, centrifugando-se du-
rante 20 minutos e posteriormente o DNA precipitado foi lavado
com 100mL de alcool a 70°Gl, centrifugado por cinco minutos e
ressuspendido em 100-500mL de TER (10mM de Tris-HCI e
1mM de EDTA, PH 8,0 e RNAse). As amostras foram mantidas
a -20°C para visualizagdo e quantificacao do DNA em gel de
agarose a 1%.

As reacdes para a técnica de ribotipagem-PCR foram
preparadas em um volume total de 25mL por tubo, contendo
20ng de DNA gendémico; 50mM de KCL e 10mM de Tris-HCL

pH 8; 0,16mM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dNTP-
Amersham Bioscience ); 1,5mM de Mg Cl,; 20 pmol de cada
primer; 1 U da enzima Taq DNA polimerase (Amersham
Bioscience). Os primers descritos por Kostman et al. (1992)
foram utilizados nas reag¢b6es de PCR (5’-TTGTACACA
CCGCCCGTA-3 € 5-GGTACCTTAGATGTTTCAGTTA-3).

As misturas da reacgdo foram cobertas com uma gota de
6leo mineral e submetidas a amplificacdo em termociclador
(Perkin EImer) programado para 30 ciclos correspondendo cada
ciclo a 1 minuto a 94°C para desnaturagéo do DNA, 1 minuto a
50°C para anelamento dos primers e uma etapa do alongamento
da fita de DNA, de 1 minuto a 72°C, terminando com uma etapa
de alongamento final de 7 minutos a 72°C. Ao final das
amplificagdes uma aliquota de 10mL dos produtos obtidos em
cada reagao foi misturada com 3mL do tampao de amostra (6 X
concentrado) e submetido a eletroforese em gel de agarose a
1,5%, nas condi¢des ja descritas, utilizando-se um marcador
de peso molecular conhecido (100 base-pair DNA ladder,
Amersham Bioscience).

Para a realizagéo do polimorfismo de DNA foram testados
18 primers e realizado o RAPD-PCR teste de B. mallei. O primer
selecionado e utilizado foi 0 14 (5-TGC CGA GCT G-3’), por
ser que melhor amplificou as amostras testadas. As reagtes de
PCR foram preparadas em volume final de 25mL por tubo,
contendo 20ng do DNA molde, Tris-HCI 10mM, KCI 50mM;
MgCl, 3,0mM; 200mM de dNTP (Amersham Bioscience); 20pmol
de cada iniciador (um par por cada tudo) e 2 U da Taqg polimerase
(Amersham Bioscience). As amplificagcdes foram feitas em
termociclador Perkin Elmer, programado para 30 ciclos de 1
minuto a 94°C para a desnaturagdo, 1 minuto a 36°C para o
anelamento e 2 minutos a 72°C para o alongamento das fitas
de DNA, terminando por 7 minutos a 72°C.

A reprodutibilidade dos resultados do RAPD foi determinada
pela repeticdo da PCR por trés vezes, em cada partida de
amplificagao foi incluido um controle negativo e um positivo da
reacdo. O produto da amplificagédo foi submetido a eletroforese
em gel de agarose a 1,5%. Como padrao de peso molecular foi
utilizado o “100 base-pair DNA ladder” (GIBCO-BRL-Invitrogen).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais provenientes das propriedades da Regiao Me-
tropolitana do Recife eram utilizados para tracéo e trans-
porte de materiais das pequenas casas comerciais da cons-
trucdo civil. Os animais da Zona da Mata dos estados de
Pernambuco e Alagoas eram provenientes de engenhos e
utilizados na tragéo de carrogas de cana-de-agucar. Todas
as propriedades visitadas apresentavam animais com sin-
tomas de doenca respiratéria e linfatica, caracterizada cli-
nicamente por descarga nasal muco-purulenta (uni ou bi-
lateral) em alguns casos com presenca de estrias de san-
gue, Ulceras na mucosa dos septos nasais, cicatrizes em
forma de estrela na mucosa nasal, hipertermia, dispnéia,
estertores pulmonares, debilidade, inapeténcia, cansago ao
realizar esforgo fisico, linfangite, nddulos subcutaneos fir-
mes ou flutuantes ao longo do trajeto dos vasos linfaticos;
alguns animais apresentaram ainda, edema dos membros
posteriores e prepucio além da caquexia nos casos croni-
cos da doenca. Os achados clinicos observados neste es-
tudo foram compativeis com aqueles citados por Mota et
al. (2000) e Rabelo et al. (2003).
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Quadro 1. Caracterizagao bioquimica das cepas de
Burkholderia mallei isoladas de eqiiideos naturalmente
infectados. Pernambuco, Brasil

Bioquimismo? 01 05 07 08 02 06 03 04

Catalase + + + + + + + +
Oxidase + + + + + + + +
Indol - - - - -

H2S - - - - -

V.M. - - - -

V.P. - -
Motilidade

Crescimento 42°C +
Producao de pigmento
Lisina +
Gas de D-glucose HooH o H o+ - - -4
Citrato - - - - - R
Urease - -
Glucose + + + + + + + +
Maltose - - - .
Galactose +- -+ 4 - - 4+
Lactose - - - - - - -
Fructose - - - - -

Manose - - - - -

Sacarose - - - - - - - 4/
Manitol - - - - - R

+ 0+

aV.M.= vermelho de metila; V.P.= Voges Proskauer; (+) = levemente
positivo; (+/-) = mais que 80% positivo.

As amostras isoladas foram provenientes de diferen-
tes bairros da Regiao Metropolitana do Recife e de muni-
cipios da Zona da Mata de Pernambuco e Alagoas. As
oito amostras de Burkholderia mallei foram identificadas
com o numero de registro do laboratério de acordo com o
periodo de seu isolamento em Bm 1, Bm 2, Bm 3, Bm 4,
Bm 5, Bm 6, Bm 7 e Bm 8 (Fig.1). Os microrganismos
foram caracterizados como bastonetes Gram-negativos,
nao esporulados, imdveis, aeordbios, classificados atra-
vés de testes bioquimicos como B. mallei (Quadro 1).

Todas as amostras inoculadas nos cobaios (Cavia
porcellus) provocaram reacao de Strauss positiva, com-
provada pelo processo inflamatério testicular e posterior
o re-isolamento da bactéria. Os achados em cobaios séo
compativeis com aqueles relatados por Fritz et al. (2000)
e Silva (2003) que estudaram a infec¢ao experimental por
B. mallei em hamsters e cobaios, respectivamente.

O comportamento fenotipico das amostras bacterianas
identificadas apresentou pequenas variagcdes em seu per-
fil, no que se refere a fermentagéo de alguns carboidratos
como a galactose e producao de gas da D-glucose. Vari-
acoes estas que nao interferem na identificagao bacteria-
na e que sao referenciadas como resultado da fenotipagem
de cepas de uma mesma espécie; semelhantes resulta-
dos foram encontrados por Al-Ani et al. (1998) e Silva
(2003). Observou-se, também, variacao na fermentacao
da sacarose e nenhuma cepa fermentou a maltose e o
manitol, divergindo das amostras estudadas por Al-Ani et
al. (1998) (Quadro 1).

De acordo com a divisao dos biotipos, em relagdo a
similaridade fenotipica, os isolados Bm 1, Bm 5, Bm 7 e
Bm 8, podem ser considerados idénticos; 0 mesmo ocor-
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reu com as cepas Bm 2 e Bm 6, e isoladamente a Bm 3 e
Bm 4. Entretanto os dados podem variar se observadas
as analises de biologia molecular.

A Ribotipagem-PCR, utilizando primer segundo
Kostmam et al. (1992), demonstrou padrao de amplifica-
¢ao dos oito biotipos de B. mallei pouco polimdrfico, ca-
racterizado por uma banda padrao de 1.000pb. Segundo
Tyler et al. (1995) e Bauernfeind et al. (1998), B. mallei
apresenta apenas um operon e a amplificacao de apenas
uma banda da regido intergénica 16S-23S rRNA é pa-
drdo para espécie, podendo ser observadas outras, de
acordo com o polimorfismo das cepas. Conforme obser-
vado neste estudo, existiu uma relativa homologia entre a
extensao da regido espacadora intergénica (ITS) de B.
mallei e a ITS de Burkholderia pseudomallei, confirman-
do a similaridade de DNA em mais de 80% entre as duas
espécies. De acordo com Bauernfeind et al. (1998), as
amostras de B. mallei submetidas a ribotipagem-PCR
geram produto de amplificagcao de 1.051pb, servindo como
modelo de rDNA da B. mallei e B. pseudomallei, mas nao
para outras espécies de Burkholderia sp.

As oito cepas analisadas demonstraram quatro perfis
de ribotipagem distintos, sendo agrupadas como ribotipos
1 (R1), 2 (R2) 3 (R3) e 0 4 (R4), pela observacado de uma
banda variante com 600pb para o R1 (Bm 1), uma banda
de 700pb para o R2 (Bm 2) e uma de 800pb para o R3
(Bm 3); o perfil R3 ndo apresentou bandas variantes além
da banda padréao (Fig.2). A identificacao de poucas dife-
rencas no rDNA 16S-23S, revelam pequena heterogenei-
dade nos biotipos estudados, observacdo também feita
por Tyler et al. (1995) que comprovaram a heterogenei-

Fig.2. Gel de agarose 1,5% dos produtos de amplificagéo de
PCR das regides espacadoras intergénicas (ISRs). Linhas,
M =“100 bp DNA ladder’; 1 = Bm01; 2=Bm02; 3=BmO03;
4=Bm04; 5=Bm05; 6 =Bm06; 7=BmQ07; 8=BmQO08.
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Quadro 2. Origem, caracteristicas e distribuicao regional
das cepas de Burkholderia mallei

Ne de Fonte Ano Foco) Ribotipo  Genétipo
registro (Espécie) (Isolamento) (Cidade/Estado (R) (G)
Bm 1 Muar 2001 Palmares, PE R1 G1
Bm2 Muar 2001 Ipojuca, PE R2 G2
Bm 3 Muar 2002 Cajueiro, AL R3 G3
Bm4  Equino 2002 Caxanga, PE R4 G4
Bm5 Equino 2002 Areias, PE R4 G4
Bmé6 Equino 2002 Areias, PE R4 G4
Bm7  Equino 2002 Caxanga, PE R4 G4
Bm8 Equino 2003 Afogados, PE R4 G4

dade de B. pseudomallei que pode ser considerada como
um diferencial para as duas espécies.

As variagbes bioquimicas ndo demonstraram associ-
acao com os grupos formados nos perfis ribotipicos
(ribotipagem-PCR) e genotipicos (RAPD-PCR) (Quadro
2). As diferencas observadas nao estao relacionadas, pois
se baseiam em analises bacterianas diferentes, os resul-
tados nas provas bioquimicas sao expressao das carac-
teristicas fenotipicas bacterianas (Al-Ani et al. 1998), a
ribotipagem reflete a andlise molecular do rRNA 16S-23S
e 0 RAPD-PCR o polimorfismo do DNA bacteriano (Godoy
et al. 2007). Entretanto os achados moleculares podem
ser comparados com o perfil fenotipico das amostras e
com outros dados epidemioldgicos.

A genotipagem pelo polimorfismo de amplificacao ale-
atoria do DNA (RAPD-PCR) com o primer14 (5°-TGC CGA
GCT G-3’) demonstrou em condicdes de baixa
estringéncia uma amplificacao de varias bandas entre 850
e >2000pb. Com uma banda padrao de amplificagéo para
a espécie >2000pb (para todas as cepas), a amostra Bm
3, demonstrou grande pleomorfismo, confirmando o perfil
da ribotipagem. Além da banda padréo foram observadas
outras bandas variantes, o que tornou possivel agrupar
as cepas em quatro perfis genotipicos (G1, G2, G3 e G4).
O perfil G1 (Bm 1) apresentou duas bandas variantes de
1200 e 1400pb, o G2 (Bm 2) demonstrou uma banda va-
riante acima de 1400pb; o G3 (Bm 3) apresentou bandas
com 900pb e uma menor que 2000pb e por fim o0 G4 (Bm
4 - Bm 8) mostrou duas bandas de 1200 e 2000pb, res-
pectivamente (Fig.3). O perfil genotipico confirmou as
variagbes observadas na ribotipagem. Houve uma cor-
respondéncia entre os diferentes perfis e a distribuicao
dos focos de infeccao. As cepas originarias de focos lo-
calizados na Regidao Metropolitana do Recife foram agru-
padas dentro de um mesmo ribotipo e apresentaram poli-
morfismo de DNA semelhante, enquanto que as cepas
da Zona da Mata de Pernambuco e Alagoas exibiram
ribotipos e perfis genotipicos diferentes.

Williams et al. (1990) e Wuthiekanum et al. (1996), rela-
taram que as amostras de B. pseudomallei podem sofrer
progressivas variagdes em seu genétipo, demonstrando
diferencas em sua viruléncia. Essas variagdes podem ocor-
rer também em amostras de diferentes procedéncias e que
do mesmo modo outras espécies do género Burkholderia
podem sofrer pequenas alteragdes em seu genotipo.

M 12345678

Fig.3. Gel de agarose 1,5% dos produtos do RAPD-PCR. Li-
nhas, M = “100 bp DNA ladder”; 1 =BmO01; 2=Bm02; 3
=BmO03; 4=Bm04; 5=Bm05; 6 =Bm06; 7=Bm07; 8
= Bm 08.

Devido a importancia para a sanidade animal e saude
publica, a tipagem molecular como instrumento de andli-
se epidemioldgica tém grande significAncia no que se re-
fere a futuros programas de controle e profilaxia desta
zoonose (Al-Ani & Roberson. 2007). Estes métodos de
tipagem tém vasta utilizacéo e podem ser aplicados em
futuros trabalhos com o objetivo de corrigir as lacunas
existentes, como o estudo comparativo da tipagem
molecular das amostras de B. mallei ambientais com as
amostras isoladas de casos clinicos.

CONCLUSOES

Foram comprovadas pequenas diferencas fenotipicas
relativas a caracterizagcao bioquimica das amostras de
Burkholderia malleiisoladas de eqliideos com mormo pro-
cedentes dos estados de Pernambuco e Alagoas nao as-
sociadas com as variagdes genotipicas;

Existem diferencas genotipicas expressas no peffil
molecular (Ribotipagem-PCR e RAPD) das amostras es-
tudadas, demonstrando uma heterogeneidade que esta
relacionada com a procedéncia das amostras, indicando
a infeccdo dos animais por diferentes isolados;

Pesq. Vet. Bras. 29(5):439-444, maio 2009
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O polimorfismo do DNA confirma a heterogeneidade
do perfil ribotipico dos isolados estudados.
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