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RESUMEN

Eneste estudio fueronaisladasy caracterizadas bioquimicamente siete muestras deBurkholderia
mallei de secrecion de nédulos cutaneos cerrados de equinosy asininos naturalmente infectados por
la B. mallei y procedentes del Estado de Pernambuco, Nordeste de Brasil. Las muestras de B. mallei
fueronsometidasa pruebasbioquimicas parasu clasificaciény posteriormente avarias pruebas de
sensibilidad invitroadiferentes drogasantimicrobianas. Se observo variacionen el bioquimismo
entre lasmuestras bacterianas, principalmente referente alafermentacion de los carbohidratos. Se
observéacionademas, mayor sensibilidad invitroal clorofenicol, doxaciclina, enrofloxacina, florfenicol,
gentamicina, netilmicina, nitrofurantoina, oxalinato, sulfa+trimetoprimytetraciclina. Apesardela
sensibilidad observada paraalgunosantimicrobianos, noseindicael tratamientode losanimales
enfermos con estos por la posibilidad de que se tornen portadores y mantenedores de la bacteria
enelambiente.

PALABRAS CLAVE: Muermo, Burkholderia mallei, équidos, antimicrobianos, sensibilidad.

RESUMO

CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E PERFIL DE SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANA IN
VITRO DE AMOSTRAS DE BURKHOLDERIA MALLEI ISOLADAS DA REGIAO NORDESTE DO
BRASIL. Neste estudo foram isoladas e caracterizadas bioquimicamente sete amostras de
Burkholderia malleide secrecdo de nédulos cutaneos fechados de eqiiinos e asininos naturalmente
infectados pelaB.mallei procedentes do Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil. Asamostras
de B. mallei foram submetidas a provas bioquimicas de classificagdo e posteriormente a varios
testes de sensibilidade in vitroa diferentes drogas antimicrobianas. Foi observada variagio no
bioquimismo entre asamostras, principlamente no que se refere afermentacéo dos carboidratos.
Também se observou maior sensibilidade in vitro ao clorofenicol, doxaciclina, enrofloxacina,
florfenicol, gentamicina, netilmicina, nitrofurantoina, oxalinato, sulfa+trimetoprim e tetraciclina.
Apesar da sensibilidade observada para alguns antimicrobianos, o tratamento dos animais
contaminados ndo é indicado pelapossibilidade de que estes se tornem portadores e mantenedores
da bactéria no ambiente.

PALAVRAS-CHAVE: Mormo, Burkholderia mallei, eqiiinos, antimicrobianos, sensibilidade.

INTRODUCCION

LaBurkholderiamallei, unbacilo Gram negativo,
causa severa enfermedad infecto contagiosa en
solipedos, perolainfecciénaccidental puede ocurrir
tambiénenhumanos, através del suelo contamina-
dooel contacto directo conanimales enfermos, por
via digestiva, respiratoria o a través de heridas en

la piel (Dance, 1991). ElI primer relato de la
enfermedad, fue realizado por Aristételes y
Hipocrates enlos seglos 3y 4 a.C. (WiLkinson, 1981,
BrLancou, 1994; ALisasocLu et al., 1986; NEuBAUER et
al., 1997). La incidencia de esta enfermedad se
encuentra en declive en todo el mundo debido a la
disminucioén del uso de animales de traccion, que
son los mas susceptibles a la infeccion, aunque
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todavia existen relatos de casos en Africa, Asia,
Ameérica Central y del Sur (Kennvet al., 1998).

En Brasil, se creia que la enfermedad se habia
erradicado aproximadamente a 40 afios atras, pero
fue recientemente diagnosticada por Motaetal.(2000)
donde fue descripta la infeccion en la poblacion de
équidos de diferentes areas de los Estados de
Pernambuco y Alagoas. Debido a la disminucion de
los casos, en algunas regiones del mundo existen
pocas referencias en la microbiologia actual sobre la
sensibilidad de B. mallei a antibidticos utilizados
actualmente en la medicina (Ipatenko, 1972; AL-lzz &
AL-Bassam, 1989; Batmanov, 1993; Batmanov, 1994;
Manzeniuk, 1994). Otras especies de Burkholderia spp
pueden causar melioidosis en el hombre como la B.
pseudomallei, que es una de las mayores causas de
morbidez y mortandad humanaen algunas regiones
de los trépicos (Howe et al., 1971; Dancg, 1991) y la B.
cepacea, siendoambas especies, patégenos oportunis-
tas (Howves et al., 1996). El diagnostico diferencial de
B. mallei con otras especies y el perfil de sensibilidad
microbiana, es esencial debido a la similitud de su
antigenicidad, bioquimismo y patogenicidad, parti-
cularmente con respecto a su supervivencia
intracelular (PruksacHarTVUTHI et al., 1990).

Lacaracterizacion bioquimica de las muestras de
B. mallei (AL-Ani et al., 1998; Euzesy, 1998) vy la
susceptibilidad antimicrobiana (AL-lzz & AL-Bassam,
1989; Kennyet al., 1999; RusseL et al., 2000; Kennyetal.,
2001) fueronrealizadasenvarios paises, y apesar del
poco éxito en el tratamiento de los animales, la
sensibilidad a las drogas pueden auxiliar en el
tratamiento terapéutico humano, como también la
utilizacion de pruebas seroldgicas modernos (VervA
etal., 1990) y la biologia molecular (BAuernFeIND €t al.,
1998; DeSHazer et al.,, 2001) como instrumento de
diagnostico maés especifico y rapido o para un mejor
conocimiento estructural de las variantes moleculares
de B. mallei.

Investigaciones rusas demostraron que las cepas
de B. mallei son resistentes a las fluoroquinolonas y
tetraciclinas (Manzeniuk et al., 1995). Algunosestudios
recientes relataron la sensibilidad de la B. mallei, B.
pseudomallei y B. cepacea, a la ciprofloxacina,
ceftazidime (cefalosporina), doxaciclina, imipenem
(B-lactamico)y piperacilin (penicilinasemi-sintética)
(Kennyet al., 1999).

Considerando la importancia econémica que la
enfermedad asume para los équidos de la region
nordeste de Brasil y su aspecto reemergente, ademas
de la completa ausencia de datos en la literatura
nacional sobre este tema, dicho estudio tuvo como
objetivo la clasificacién bioquimica de muestras
brasilefias de B. malleiyelestablecimientodel perfil de
sensibilidad aantimicrobianos utilizadosenlaclinica
veterinariay humana.

MATERIAL Y METODOS

Los aislados de Burkholderia mallei fueron
obtenidos de équidos naturalmente infectados y
serolégicamente positivosparaelmuermoalaprueba
defijaciondelcomplementoy clinicamente enfermos,
provenientes de la Region Metropolitana de Recife y
de la Mata del estado de Pernambuco. Fueron
colectadas siete muestras de secrecion purulenta, a
través de puncidn aspiratoria de ndédulos cutdneos
cerrados, utilizando agujas hipodérmicas40/12 mm.
Las muestras fueron enviadas en cajas isotérmicas al
Laboratorio de Bacteriologia de Animales Domésticos
del Departamento de Medicina Veterinaria de la
UFRPE, siendo cultivadas en agar base enriquecido
consangredecarneroal 10%Yy agar patataglicerinado
e incubadas a 37° C por 72h.

Las colonias bacterianas aisladas, con caracteris-
ticas morfotintoriales semejantes a B. mallei, fueron
sometidasapruebasbioquimicasde catalasa, oxidasa,
indol, producciéon de HS, rojo de metilo, Voges
Proskauer, motilidad, crecimientoa42°C, produccion
de pigmento, lisinadescarboxilasa, gasde D-glucosa,
citrato, ureasa y fermentacién de carbohidratos
(glucosa, maltosa, galactosa, lactosa, fructosa,
manosa, sacarosay manitol) segunAc-Anietal. (1998).
Despuésde laidentificacion bacteriana, las muestras
de B. mallei fueron inoculadas en cobayos (Cavia
porcellus) machos y adultos, por via intraperitoneal
(prueba de Strauss) segUin LAnGeNEGGER et al. (1960).

Para la realizacion del estudio de sensibilidad a
los antimicrobianos se utilizo la técnica de difusion
en discos segun Bauer et al. (1966), utilizando la
oxicilina, nitrofurantoina, carbenicilina (100 mcg),
florfenicol (30 mcg), enrofloxacina (25 mcg),
clidamicina (2 mcg), cotrimazina+espiramicina (100
+ 25 mcg), flumequina (30 mcg), polimixina,
doxaciclina, acido nalidixico (3 mcg), rifampicina,
cloranfenicol (30 mcg), &cido pipemidico (20 mcg),
oxolinato, tetraciclina (30 mcg), norfloxacina (10 mcg),
josamicina, furaltadona (300 mcg), cotrimazole,
kanamicina, gentamicina (10 mcg), tobramicina (10
mcg), amicacina, furazolidona, netilmicina (30 mcg),
cefalotina (30 mcg), espectinomicina+lincomicina y
sulfa+trimetropim (25 mcg). Las cepas de B. mallei
fueron inoculadas en caldo infusion de cerebro y
corazén (BHI),incubadasa37°C,enestufaderotacion
a200rpmpor24hohastael padrén lUFC delaescala
de MacFarland. Posteriormente fueron inoculadasen
agar Mueller-Hinton, utilizando "swabs"; los discos
de antimicrobianos fueron colocados en placas,
respetando el espacio necesario paralaformacion de
los halos, siendo incubadas a 37°C por 24-48 horas.
Para la interpretacion de los halos de inhibicion se
siguiélarecomendaciondel laboratorio fabricante de
los antimicrobianos.
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Tablal- Caracterizaciénbioquimicade lascepas deB. malleiaisladas de équidos naturalmente infectados. Pb-Brasil, 2004.

Bioquimismo 1 2

3

4 5 6 7

Catalasa
Oxidasa
Indol - -
H,S - -
V.M. - -
V.P. - -
Motilidad - -
Crecimiento42°C - -
Producciénde pigmento - -
Lisina
Gés de D-glucosa - -
Citrato - -
Ureasa - -
Glucosa
Maltosa - -
Galactosa
Lactosa - -
Fructosa - -
Manosa - -
Sacarosa - -
Manitol - -

+ 4+
.
:
1

V.M.:rojo de metilo, V.P.: Voges Proskauer, (+') levemente positivo, (-') levemente negativo, (+/-) mas de 80% positivo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los animales utilizados en este estudio,
presentaron durante el examen clinico, descarga na-
sal muco-purulenta(uniobilateral)avecesconsangre,
Ulceras en lamucosa de los septos nasales, cicatrices
en forma de estrella en lamucosa nasal, hipertermia,
disnea,estertorespulmonares,debilidad,inapetencia,
cansacio al realizar esfuerzofisico, linfangitis, n6du-
los subcutaneos firmes o fluctuantes a lo largo del
trayecto de los vasos linfaticos; algunos animales
presentaron edema en los miembros posteriores y
prepucio, ademas del adelgazamiento en los casos
cronicos de la enfermedad. Fueron aislados siete
bacilos Gram negativos, no esporulados, inméviles,
aeorobios, clasificados bioquimicamente como
Burkholderia mallei segundo AL-Aniet al. (1998). Todas
lasmuestrasinoculadasenloscobayos provocaronla
prueba de Strauss, comprobada por el aumento el
tamafio testicular 48-72h después de la inoculacion.
En la necropsia de los cobayos fueron observadas
orquitis purulenta, hemorragiayadherenciaentre las
tinicasvaginal y albuginea, tinicas hiperémicascon
necrosis de caseificacion y microabscesos, bolsa
escrotal cianética y edematizada, piogranulomas,
higado con areas de fibrosisy adherido al diafragma,
microabscesos hepaticosy eventualmente congestion;
pulmonesenfisematosos, avecescongestionadoscon

microabscesos, absceso en el punto de inoculacién,
esplecnomegalia, omento mayor con abscesos,
rifiones congestionados y aumentados, congestién
del mesenterio, ganglios mesentéricos con abscesosy
vejigahiperémica; apartirdealgunaslesionesfueron
reaisladas las muestras de B. mallei.

El diagndstico bioquimico diferencial de B. mallei
con B. pseudomalleiy B. cepaceano fue realizado, puesto
gue estas Ultimas dos especies no son patogénicas y
no causan infeccién en los animales (Kenny et al.,
1999).

Conrelacional patrén bioquimico, se observé que
las cepas deB. malleipresentaronalgunasvariaciones
referentes a la fermentacién de los carbohidratos
fructosa, manosa y lactosa, semejantes a aquellas
relatadas por Reperearn et al. (1966), AL-Ani et al.
(1998) y Euzesy (1998). Se observo, también,
variaciones en la fermentaciéon de la sacarosa y
ninguna cepa fermentd la maltosa, situacion diferente
con relacion a las muestras estudiadas por AL-Aniet
al. (1998) (Tabla 1).

La susceptibilidad in vitro de B. mallei frente a los
antimicrobianos utilizados en este estudio, demostro
gueelderivado delaminoacidoB-lactamicocefalotina,
la lincosamina clindamicina, kanamicina,
rifampicina, tobramicinay la furaltadona fueron los
menos efectivos, entre tanto, resultado distinto fue
encontrado por Ar-lzz & AL-Bassam (1989), que
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relataron efectividad para todas las muestras a la
rifampicina, kanamicina y tobramicina. EIl
propanodiol cloranfenicol, los aminoglicosideos
gentamicina y netilmicina, el derivado de acetato y
proprionato tetraciclina, fueron efectivos para todas
las muestras estudiadas. In vitrolas drogas que acttan
enlasintesisde proteinas (gentamicina, cloranfenicol
y tetraciclina); los quimioterdpicos (acido nalidixico
y &cido pipemidico) y las drogas antimetabdlicas
(sulfa+trimetoprim) demostraron mayor efectividad,
concordando con los hallados de Nacy et al. (1966),
IpaTENKO (1972) & AL-lzzi & AL-Bassam (1989), que
relataron la sensibilidad de muestras de B. mallei a
estas drogas (Tabla 2).

Tabla 2 - Susceptibilidadin vitrode las diferentes cepas de
Burkholderia mallei a los antimicrobianos. PB-Brasil, 2004.

Antibiotico Sensibilidad

F.A. F.R.%
Acido nalidixico 6 85,71
Acido pipemidico 6 85,71
Amicacina 5 71,43
Carbenicilina 2 28,57
Cefalotina 0 0,00
Clidamicina 0 0,00
Cloranfenicol 7 100,00
Cotrimazina+Espir. 4 57,14
Doxaciclina 7 100,00
Enrofloxacina 7 100,00
Espect.+Lincomic. 5 71,43
Florfenicol 7 100,00
Flumequina 6 85,71
Furaltadona 0 0,00
Furazolidona 4 57,14
Gentamicina 7 100,00
Josamicina 6 85,71
Kanamicina 6 85,71
Netilmicina 7 100,00
Nitrofurantoina 0 0,00
Norfloxa 5 71,43
Oxacilina 5 71,43
Oxalinato 7 100,00
Polimixina 3 42,86
Rifampicina 2 28,57
Sulfa+trimetoprim 7 100,00
Tetraciclina 7 100,00
Tobramicina 5 71,43

F.A.:frequenciaabsoluta, F.R.%: frequencia relativa

Todas las cepas de B. mallei fueron sensiblesala
doxaciclina y gentamicina, coincidiendo con los
hallados de Howe et al. (1971) y Kennvet al. (1999) que
sugirieron la utilizacién de estos antimicrobianos en
eltratamiento del muermoyenlamelioidosishumana,

yaque casos clinicosde muermo fueron descriptosen
propietarios (MacGiLvray, 1944) y en técnicos de
laboratorio (AueasocLu et al., 1986) que manosearon
la bacteria. La doxaciclina puede ser utilizada en el
tratamiento, debido a lacomprobada sensibilidad in
vitro de B. mallei frente a esta droga, asociada a otros
antimicrobianossistémicos parael tratamientode las
melioidosis (Kenny et al., 1999) asi como la
ciprofloxacina (Lumeicanom et al., 1989 y CHaowacuL
et al.,, 1997). A pesar de la eficiencia in vitro de la
gentamicina, ladroganoactiiaenelmediointracelular,
pudiendotornarinaccesibletambiénlautilizaciénde
otros antibioticos (RusseL et al., 2000).

Enlostejidos, el bacilo del muermo es encontrado
enelinterior de nédulos firmes que caracterizan una
reaccion inflamatoria crénica, por este motivo ocurre
una baja penetracion de los antibidticos en estos
sitios, dificultando ladestruccion del agente. En estos
casos, la efectividad del antibi6tico in vitro no es la
misma que en las condicionesin vivo, pudiendo jus-
tificar lareapariciondelaenfermedad unavez cesado
el tratamiento con antibiéticos (MuHamvmabet al., 1998).

A pesar de que las cepas de Burkholderia mallei
utilizadaseneste estudio presentaron sensibilidadin
vitro para algunas drogas, principalmente al
clorofenicol, doxaciclina, enrofloxacina, florfenicol,
gentamicina, netilmicina, nitrofurantoina, oxalinato,
sulfa+trimetoprim y tetraciclina, no se recomiendala
utilizacion de esos principios en el tratamiento de los
équidos enfermos debido al hecho de que estos
animales constituyen un serio riesgo para los
animales sanos y para la salud publicay por este
motivo el tratamiento del muermo es prohibido en
muchos paises WinTzez, 1986 & MuHammaD et al.,
1998). Asi mismo, estudios de esta naturaleza con el
objetivode caracterizar el perfil de sensibilidad de las
muestras brasilefias a los antimicrobianos, se
justifican, una vez que laenfermedad es reemergente
en el pais y casi nada se sabe sobre este aspecto como
también parafacilitar el tratamiento de posibles casos
de la enfermedad en humanos.

CONCLUSION

Conbaseenelestudio bioquimico de las muestras
de B. mallei aisladas de équidos de los Estados de
Pernambuco y Alagoas-Brasil, se verific6 poca
variacion entre las bacterias estudiadas. Este hallado
podriaserconfirmado con el estudiomolecularde las
mismas muestras en otros estudios. Hasta el momen-
totodavianofueronnotificadoscasosdelaenfermedad
en humanos en las regiones estudiadas, pero el perfil
de susceptibilidadinvitroadiferentesantimicrobianos
demostré el potencial de utilizacion de algunos anti-
bioticos como el Cloranfenicol, Doxaciclina,
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Enrofloxacina, Florfenicol, Gentamicina, Netilmicina,
Nitrofurantoina, Oxalinato, Sulfa+trimetoprim y
Tetraciclina si la enfermedad viene a tornarse un
problema de salud publica en este pais.
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