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"Somewhere over the rainbow, blue birds fly, and the
dreams that you dreamed of Dreams really do come
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true.

Harold Arlen, E.Y. Harburg
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RESUMO

Esta tese inclui trés artigos sobre detoxificacdo ruminal realizada por bactérias. A presenca destes
microrganismos detoxificadores proporciona aos ruminantes a possibilidade de ingerir plantas toxicas e
micotoxinas sem que ocorra intoxicacao. O primeiro capitulo é uma revisio bibliografica, na qual, sdo
apresentadas bactérias ruminais que realizam detoxificacdo de toxinas vegetais € micotoxinas e
poderiam ser utilizadas como alternativa para o controle das intoxicacdes por essas substancias. No
segundo capitulo € descrita a inducdo da resisténcia a intoxica¢do por Amorimia septentrionalis em
caprinos, mediante utilizacdo de bactérias degradadoras de monofluoroacetato de sddio isoladas de
plantas e solos do Brasil. Neste estudo observou-se que a inoculacdo simultanea de Paenibacillus sp. e
Cupriavidus sp. bem como de Ralstonia sp. € Burkholderia sp. aumentam a resisténcia a intoxicagao
por Amorimia septentrionalis em caprinos susceptiveis a intoxicagdo por esta planta. No terceiro
capitulo foi estudada a possibilidade da resisténcia a intoxicacdo conferida por A. septentrionalis em
caprinos inoculados com as bactérias degradadoras de MFA, Ancylobacter dichloromethanicus e
Pigmentiphaga kullae, ser transferida, por transfaunacdo ruminal, para outros caprinos suscetiveis,
sendo comprovado que a transfaunagdo de liquido ruminal de caprinos previamente inoculados com
bactérias degradadoras de MFA induz resisténcia a intoxicagdo por A. septentrionalis em outros

caprinos susceptiveis.

Palavras- chave: Amorimia septentrionalis, monofluoroacetato de sddio, plantas toxicas, detoxificacao,
Paenibacillus sp., Cupriavidus sp., Ralstonia sp., Burkholderia sp., Ancylobacter dichloromethanicus,

Pigmentiphaga kullae.



ABSTRACT

This thesis includes three items of detoxification performed by rumen bacteria. The presence of these
microorganisms performing detoxification possibility of ruminants ingest toxic plants and mycotoxins
without poisoning occurs. The first chapter is a literature review, in which are presented ruminal
bacteria that carry out detoxification of plant toxins and mycotoxins and could be used as an alternative
for the control of poisoning by these substances. In the second chapter describes the induction of
resistance to poisoning Amorimia septentrionalis in goats by using degrading bacteria isolated sodium
monofluoroacetate plants and soils of Brazil. In this study it was observed that the simultaneous
inoculation of Paenibacillus sp. and Cupriavidus sp. and Ralstonia sp. and Burkholderia sp. increase
resistance to poisoning Amorimia Septentrionalis in goats susceptible to poisoning by this plant. The
third chapter was to determine whether the resistance to A. septentrionalis poisoning in goats conferred
by the intra-ruminal inoculation of the MFA- degrading bacteria Ancylobacter dichloromethanicus and
Pigmentiphaga kullae can be transferred to susceptible goats by transfaunation of rumen content.,
being proven that the transfer of ruminal fluid goats previously inoculated with MFA-degrading

bacteria induces resistance to poisoning by A. septentrionalis in other susceptible goats.

Keywords: Amorimia septentrionalis, monofluoroacetato de sddio, toxic plants, detoxification,
Paenibacillus sp., Cupriavidus sp., Ralstonia sp., Burkholderia sp. Ancylobacter dichloromethanicus,

Pigmentiphaga kullae.



INTRODUCAO

No Brasil, o nimero de plantas conhecidas como téxicas para ruminantes e equinos € de 141
espécies e 89 géneros. Estima-se que anualmente intoxicagdes causadas por essas plantas ocasionem
cerca de 38.559 mortes em bovinos, 399.800 a 445.309 mortes em ovinos € 52.675 a 63.292 em
caprinos (PESSOA et al., 2013). Um dos mais importantes grupos de plantas tdxicas no Brasil € o das
que causam morte sibita associada ao exercicio. Integram esse grupo plantas das familias Rubiaceae,
Bignoniaceae, e Malpighiaceae (TOKARNIA et al., 2012) sendo destacadas no Brasil Amorimia spp.,
juntamente com Palicourea spp. e Arrabidaea spp., que sdo responsaveis por causar cerca de 50% das
mortes por plantas téxicas em bovinos, gerando prejuizos econdomicos em todo pais (PESSOA et al.,
2013). Estas plantas contém monofluoroacetato de sédio (MFA) (LEE et al., 2012), intoxicacdes
causadas por esse composto ndo possuem tratamento eficaz (BARBOSA et al., 2003) no entanto sua
detoxificagdo mediada por bactérias vém sendo estudada como uma alternativa inovadora para controle
de intoxicacOes por plantas, principalmente as que possuem MFA (GREGG et al., 1998).

Esta Tese € composta por trés artigos formatados de acordo com o que estabelece a NORMA
N° 01/2011 de 03 de junho de 2011 do Programa de Pés- Graduacio em Medicina Veterindria da
UFCG, Campus de Patos- PB. O primeiro capitulo é composto por uma revisao de literatura submetida
a publicacdo na revista Pesquisa Veterindria Brasileira, que objetivou a apresentacdo de uma revisao
atualizada de bactérias ruminais que realizam detoxificacdo de toxinas vegetais € micotoxinas e
poderiam ser utilizadas como alternativa para o controle das intoxicacdes por essas substancias. No
segundo capitulo € apresentado um artigo cientifico enviado ao periddico Pesquisa Veterindria
Brasileira, este teve como objetivo avaliar a eficicia da utilizacdo de bactérias degradadoras de MFA,
isoladas de plantas e solos brasileiros, na detoxificagdo ruminal do MFA presente em A.
septentrionalis, indicando uma possivel forma de controle para a intoxicacdo ocasionada por essa
planta. O terceiro capitulo contém um artigo cientifico submetido e aceito para publicacdo no periédico
Ciéncia Rural, cujo objetivo foi determinar se a resisténcia a intoxicacdo por Amorimia septentrionalis
em caprinos conferida pela inoculacio das bactérias degradadoras de MFA Ancylobacter
dichloromethanicus e Pigmentiphaga kullae pode ser transferida para caprinos que nunca tiveram

contato com plantas que contém MFA através de transfaunacdo de contetido ruminal.
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CAPITULO 1

Detoxificacao bacteriana de toxinas de plantas e micotoxinas no riimen
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O presente trabalho foi formatado segundo as normas da revista Pesquisa Veterindria Brasileira de
acordo com o que estabelece a NORMA N° 01/2011 de 03 de junho de 2011, do Programa de Pds-
Graduagdo em Medicina Veterindria da Universidade Federal de Campina Grande, Centro de Saude e

Tecnologia Rural — Campus de Patos — PB.
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Detoxificaciio bacteriana de toxinas de plantas e micotoxinas no rimen

Layze Cilmara Alves da Silva?, Danielle Aluska do Nascimento Pessoa?, Felicio Garino Jinior?,

Franklin Riet-Correa” >

ABSTRACT.- Silva L.C.A., Pessoa D.A.N., Garino F.Jr., Riet-Correa F. [Bacterial detoxification of
plant toxins and mycotoxins in the rumen]. Detoxificacio bacteriana de toxinas de plantas e
micotoxinas no rimen. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Unidade Académica de Medicina
Veterindria (UAMYV), Centro de Satdde e Tecnologia Rural (CSTR), Universidade Federal de Campina
Grande (UFCGQG), Av. Universitdria s/n, Bairro Santa Cecilia, Patos, PB, 58700-970, Brasil. * Autor para
correspondéncia: franklin.pq@cnpq.edu.br

Several rumen bacteria have the ability to detoxify toxic substances especially plant toxins and
mycotoxins. The main rumen bacteria reported to detoxify plant toxins are: Synergistes jonessi, which
degrades mimosine; Oxalobacter formigenes, important in metabolism and detoxification of oxalate;
Peptococcus heliotrinreducans, capable of causing reductive cleavage of heliotrine, a pyrrolizidine
alkaloid; Pigmentiphaga kullae and Ancylobacter dichloromethanicus, which degrade sodium
monofluoroacetate; Selenomonas ruminantium, Veillonella parvula, and Wollinella succinogenes
which detoxify nitrite; Denitrobacterium detoxificans, Megasphaera elsdenii, Ramibacterium and
Selenomonas sp. that degrade nitrotoxinas; and Streptococcus gallolyticus, Streptococcus caprinus and
Selenomonas ruminantium, that detoxify tannins. The bacteria that detoxify mycotoxins are:
Butyrivibrio fibrisolvens, Bacillus licheniformis, Eubacterium sp. and Lactobacillus sp. The use of
these rumen bacteria or bacteria genetically modified to detoxify toxins are becoming alternatives to
reduce the morbidity and mortality caused by the consumption of toxic plants and mycotoxins in
ruminants.

INDEX TERMS: Poisoning, rumen bacteria, genetically modified bacteria, toxic plants, detoxification.

" Recebido em...
Aceito para publicagdo em...

? Unidade Académica de Medicina Veterindria (UAMYV), Centro de Satude e Tecnologia Rural (CSTR), Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG), Av. Universitdria s/n, Bairro Santa Cecilia, Patos, PB, 58700-970, Brasil. *Autor para
correspondéncia: layze.cilmara@hotmail.com
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RESUMO- Diversas bactérias ruminais que possuem a capacidade de detoxificar substancias toxicas,
sdo importantes aliadas na degradacdo e transformagdo em compostos ndo toxicos de substancias que
causam intoxicacgdes, principalmente encontradas em plantas e em alimentos contendo toxinas de
fungos. As principais bactérias ruminais relatadas como detoxificadoras de principios téxicos de
plantas sdo: Synergistes jonessi, que degrada mimosina; Oxalobacter formigenes, importante no
metabolismo e detoxificacdo do oxalato; Peptococcus heliotrinreducans, capaz de provocar clivagem
redutora da molécula heliotrine, presente nos alcaldides pirrolizidinicos; Pigmentiphaga kullae e
Ancylobacter dichloromethanicus, degradadoras de monofluoroacetato de sdédio; Selenomonas
ruminantium, Veillonella parvula e Wollinella succinogenes que estdo associadas a detoxificacdo de
nitritos no organismo animal; Denitrobacterium detoxificans, Megasphaera elsdenii, Ramibacterium e
Selenomonas sp. degradadoras de nitrotoxinas; Streptococcus gallolyticus, Streptococcus caprinus e
Selenomonas ruminantium, detoxificadoras de taninos. As bactérias descritas detoxificando
micotoxinas sdo: Butyrivibrio fibrisolvens, Licheniformis bacillus, Eubacterium sp. € Lactobacillus sp.
A utilizacdo de bactérias ruminais ou bactérias geneticamente modificadas sdo alternativas importantes
para diminuir os indices de morbidade e mortalidade causados pelo consumo de plantas toxicas e

micotoxinas nos ruminantes.

TERMOS DE IDEXACAO: Intoxicacdo, bactérias ruminais, bactérias geneticamente modificadas,

plantas toxicas, detoxificagdo.

INTRODUCAO

A presenca de bactérias ruminais capazes de detoxificar compostos tOXicos proporcionam aos
ruminantes a possibilidade de ingerir plantas téxicas e micotoxinas sem que ocorra intoxicacao
(Hofmann 1989). Esta técnica tem sido estudada como alternativa para controle de intoxicacdes
(Hespell 1985, Russel & Wilson 1988, Gregg et al. 1998, Camboim et al. 2012, Duarte et al. 2014,
Pessoa 2014, Silva 2015) e reducdo de perdas econdomicas (Pessoa et al. 2013). A func¢do das bactérias
ruminais de processar alimentos antes da sua passagem através dos demais o6rgdos do aparelho
digestivo, torna os ruminantes normalmente mais resistentes as toxinas das plantas que os ndo
ruminantes, devido a degradagdo ou inativacdo das toxinas de plantas (Quirk et al. 1998) ou
micotoxinas (Schatzmayr et al. 2006) no rumen. O objetivo deste trabalho é apresentar uma revisao
atualizada de bactérias ruminais que realizam detoxificacdo de toxinas vegetais € micotoxinas e
poderiam ser utilizadas como alternativa para o controle das intoxicacdes por essas substancias.
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DETOXIFICACAO RUMINAL DE COMPOSTOS TOXICOS DE PLANTAS REALIZADA
POR BACTERIAS RUMINAIS

No Brasil, o niimero de plantas conhecidas como téxicas para ruminantes e equinos € de 141 espécies e
89 géneros. Estima-se que anualmente intoxicagdes causadas por essas plantas ocasionem cerca de
38.559 mortes em bovinos, 399.800 a 445.309 mortes em ovinos e 52.675 a 63.292 em caprinos. A
detoxificagdo bacteriana dos compostos téxicos vém sendo estudada como uma alternativa inovadora
para controle de algumas dessas intoxicacdes (Pessoa et al. 2013).

Diversas pesquisas t€ém sido realizadas principalmente sobre a detoxificagdo ruminal do
monofluoroacetato de sédio (MFA) presente em plantas que causam morte subita em animais, com
sinais clinicos desencadeados pelo exercicio e que sdo responsdveis por causar cerca de 50% das
mortes por plantas téxicas em bovinos no Brasil (Camboim et al. 2012, Duarte et al. 2014, Pessoa et al.

2013, Pessoa 2014, Silva 2015).

Principais bactérias ruminais detoxificadoras de compostos téxicos de plantas
Synergistes jonessi

Synergistes jonessi € uma bactéria Gram-negativa que nao possui motilidade e apresenta-se em
forma de hastes ovais que medem aproximadamente 0,6-0,8 um de diametro e 1,2- 1,8 um de
comprimento. E estritamente anaerébica, ndo esporulada, sendo habitante do rimen de animais. Seu
nome € uma homenagem ao cientista australiano Raymond J. Jones que identificou a atividade desse
microrganismo na detoxificacio do composto 3-hidroxi-4 (IH)-piridona e determinou sua
aplicabilidade para evitar a intoxica¢do por Leucaena leucocephala em ruminantes (Allison et al.

1992a).

O composto 3- hidroxi- 4(1H) - piridona € produzido pela degrada¢do do aminoacido mimosina
que estd presente em L. leucocephala, comumente conhecida como Leucena, que pode ser toxica para
ovinos, bovinos, caprinos, equinos, suinos e aves (Kudo et al. 1984, Hammond et al. 1989). Jones &
Megarrity (1986) identificaram cabras havaianas resistentes a essa toxina, e verificaram a possibilidade
de ampliar essa resisténcia a outros animais, mediante a transferéncia de S. jonessi de um animal
resistente aos demais susceptiveis, obtendo como resultado a detoxificagdo ruminal do composto.

Isolados do rimen de uma cabra resistente proveniente da Indonésia, inoculados em cabras australianas
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também forneceram prote¢do contra a mimosina (Craig & Blythe 1994). Rincén et al. (1998)

verificaram in vitro a degradacdo de dihydroxypyridines de Leucena por S. jonesii.

Oxalobacter formigenes

Oxalobacter formigenes é uma beta-proteobactéria Gram-negativa anaerdbica estrita (Kuhner et
al. 1996) que apresenta motilidade e ndo é formadora de esporos. E importante no metabolismo e
detoxificacdo de oxalato (Stewart et al. 2004) presente em varios géneros de plantas como Halogeton,
Sarcobatos, Rumex e Rheum, estas, quando ingeridas em quantidades téxicas podem ocasionar nefrose
tubular em ovinos e bovinos devido ao acimulo de oxalatos e a absorcao destes no intestino, ocorrendo
sua precipitacdo no limem, nas paredes dos vasos ou nos tibulos renais onde causam obstrugdo e
necrose celular epitelial. A morbidade na intoxicacdo por oxalatos ocorre ndo somente por causa da
doenca renal, mas também pela disfungdo neuromuscular, resultado da hipocalcemia produzida pela

quelacdo de célcio sérico (Zachary & Mc Gavin 2013).

A presenca da bactéria O. formigenes pode degradar os oxalatos, impedindo a formacdo de
calculos de oxalato de célcio no rim (Siva et al. 2009, Cheeke 1998). Ruminantes que ingerem
quantidades gradualmente crescentes de plantas contendo oxalato podem adaptar-se e desenvolver uma

tolerancia aos niveis da toxina que seria letal para um animal ndo-adaptado (Allison & Reddy 1984).

Peptococcus heliotrinreducans

Peptococcus heliotrinreducans tem seu nome derivado de um alcaldide pirrolizidinico o
“heliotrine” e do latim, reducans, (reduzindo), referindo-se a capacidade do organismo para provocar
clivagem redutora da molécula heliotrine. E uma bactéria Gram-positiva, anaerdbica estrita, nio-mével,
e ndo esporulada, apresenta-se em forma de cocos- bacilos que medem de 0,5 a 0,6 um de diametro

(Lanigan 1976).

Os alcaldides pirrolizidinicos (AP) estdo presentes em plantas como Senecio jacobaea e
Crotalaria retusa que causam intoxicagdes em equinos, caprinos, ovinos e bovinos. Estudos tém
demonstrado a biotransformacdo na detoxificagdo de alcaloides ingeridos de S. jacobaea antes da sua
absorcdo sistémica (Craig et al. 1986, Wachenheim et al. 1991). Esse processo de detoxificacdo
envolve a hidrélise do éster, liberando a estrutura do acido dicarboxilico do biciclico, heterociclico de

base necina, diminuindo significativamente e podendo eliminar a toxicidade do composto (Lanigan
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1971, Lanigan 1976). Este mesmo autor relata a ligacdo do P. heliotrinreducans com a detoxificacdo
dos alcaldides pirrolizidinicos na biotransformagdo ruminal em ovinos, tornando possivel a resisténcia
dos mesmos a intoxicacgdes por plantas que contém esse principio, no entanto € citada a necessidade de
sua associacio a outras espécies bacterianas ainda ndo identificadas para a degradacdo completa do
composto toxico. Outros autores associam a detoxificacdo dos alcaldides pirrolizidinicos a agdo de
enzimas hepdticas (Williams & Iatropoulos 2002). A ingestdo continua de doses ndo téxicas de
monocrotalina induz resisténcia a intoxicacdo por sementes de C. retusa em ovelhas, contudo, esta, é
de curta duragdo (7 a 15 dias apds o final do consumo) e seu mecanismo de inducdo ainda é

desconhecido, sendo sugerido que ocorra por intermédio de enzimas hepéticas (Maia et al. 2014).

Pigmentiphaga kullae e Ancylobacter dichloromethanicus

Pigmentiphaga kullae faz parte da familia Alcaligenaceae, ¢ uma bactéria aerdbica facultativa,
Gram-negativa e movel que apresenta forma cilindrica e ndo é formadora de esporos. Suas colOnias
opacas crescem bem em temperaturas que variam de 30-42 °C. A estirpe € oxidase e catalase positiva.
Ancylobacter dichloromethanicus também € uma bactéria Gram-negativa aerdbica facultativa, ndo
formadora de esporos. Sua consisténcia é homogénea, possui colonias de aspecto semitransparente e

nao apresenta motilidade (Bliimel et al. 2001).

Pigmentiphaga kullae e Ancylobacter dichloromethanicus recentemente foram isoladas de
fluidos ruminais de dois caprinos por Camboim et al. (2012), e identificadas como degradadoras de
MFA. Estudos recentes demonstraram o aumento da resisténcia a intoxicag@o por plantas que contém
MFA em caprinos inoculados com essas bactérias e que essa resisténcia pode ser transmitida de
animais resistentes para animais susceptiveis pela transfaunagdo de liquido ruminal (Pessoa 2014, Silva
2015). As dehalogenases produzidas pelas bactérias atuam por meio da clivagem da ligacdo carbono-
halogénio e no caso do MFA, a dehalogenase fluoroacetato e a L-2-halodcido dehalogenase sao
capazes de atuar sobre a ligacdo carbono-flior, ocasionando a inativagdo desse composto téxico
(Fetzner & Lingers 1994, Chan et al. 2010).

A detoxificacdo do MFA no rimen mediada por bactérias € uma das alternativas para o controle
de intoxicagdes por plantas que contém MFA (Gregg et al. 1998, Camboim et al. 2012, Pessoa et al.
2014). A inoculacdo intraruminal dessas bactérias estd sendo pesquisada para a profilaxia das
intoxicacdes por plantas que contéem MFA, incluindo Amorimia rigida (Cunha et al. 2012, Lee et al.

2012), Amorimia septentrionalis, Amorimia pubiflora (Lee et al. 2012), Palicourea marcgravii
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(Oliveira, 1963, Krebs et al. (1994), Palicourea aenofusca (Lee et al. 2012), e Tanaecium bilabiatum
(Arrabidaea bilabiata) que sao responsaveis, no Brasil, por 410.380 a 877.881 mortes de bovinos
anualmente (Pessoa et al. 2013). Davis et al. (2012) isolaram outra bactéria ruminal pertencente ao filo

Synergistes que igualmente demonstrou eficdcia no processo de degradacdo do MFA.

Selenomonas ruminantium, Veillonella parvula e Wollinella succinogenes

Selenomonas ruminantium, Veillonella parvula e Wollinella succinogenes, pertencem a familia
Veillonellaceae sdao bactérias ruminais Gram-negativas, anaerdbias que estdo associadas a
detoxifica¢do de nitritos no organismo animal (Lewis 1951a, Cheng et al. 1985, Alaboudi & Jones
1985), onde os nitratos sdo reduzidos a nitritos pelos microorganismos ruminais para a sintese de
proteina microbiana e posteriormente a amoOnia para ser eliminada e utilizada para o metabolismo das
bactérias e protozodrios ruminais (Lewis 1951b, Kozloski 2009).

Dependendo de uma série de fatores, sobretudo da quantidade de nitratos ingeridos, da flora do
rumen ou da dieta do animal, o processo de reducdo de nitratos a amonia € inadequado ocorrendo o
acumulo de nitrito (Wang et al. 1961, Kozloski 2009). Uma vez acumulado no rdmen, o nitrito é
absorvido pelos capilares ruminais e chega a corrente sanguinea. O nitrito oxida a molécula heme da
hemoglobina, que € oxidada do estado ferroso (Fe2+) para o estado férrico (Fe3+). A forma oxidada da
hemoglobina (meta-hemoglobina), ndo carreia o oxigénio (O;), resultando nos sinais clinicos
caracteristicos de hipoxia e andxia tecidual (Rosenberger 1975, Radostits et al. 2000). No Brasil ha
relato de intoxicacdo por nitrato/nitrito em bovinos no sertdo da Paraiba com a ingestdo de capim-
mandante (Echinochloa polystachya) e capim-elefante (Pennisetum purpureum) (Medeiros et al. 2003),
em Santa Catarina causada pelo consumo espontaneo e experimental de aveia (Avena sativa ) e azevém
(Lolium spp.) (Jonck et al. 2013) e no Parand proveniente da ingestdo da grama estrela africana

(Cynodon nlemfuensis) (Romao et al. 2011).

Denitrobacterium detoxificans, Megasphaera elsdenii, Ramibacterium e Selenomonas sp.

Microrganismos ruminais que degradam nitrotoxinas, incluindo o miserotoxin um glicosideo
que € toxico para o gado e pode ser encontrado em Astragalus miser, € outras espécies do astragalo,
foram identificados por Majak (1992) e Majak et al. (1998).

Glicosideos de 3-nitro-1-propanol (nitropropanol) e ésteres de glucose de 4cido 3-nitro-1-

propandico (4cido nitropropidnico) ocorrem em diversas forragens distribuidos por todo o mundo.
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Sistemicamente o dcido nitropropidnico irreversivelmente inativa succinato desidrogenase, bloqueando
assim a formacgdo de Adenosina trifosfato (ATP). Nitropropanol ndo é t6xico em mamiferos, por si s0,
mas é convertido em 4cido nitropropidnico pela dlcool-desidrogenase hepatica. Estudos sugerem que
pelo menos 20 diferentes bactérias ruminais podem metabolizar nitrotoxinas (Anderson et al. 2005).

Megasphaera elsdenii € uma das principais degradadoras desses compostos, pertence ao grupo
de bactérias que realizam a fermentacdo de aclicar e de lactato ruminal e intestinal. Anteriormente
conhecida como Peptostreptococcus elsdenii, ¢ uma bactéria anaerdbica obrigatéria que apresenta-se
na forma de cocos Gram- negativos metabolizando hidratos de carbono e 4cidos organicos. Pertence a
flora normal do rimen de bovinos e de ovinos (Hungate 1966; Kamra 2005; Klieve et al. 2003).

Denitrobacterium detoxificans, pertence a familia Coriobacteriaceae, ¢ uma bactéria anaerdbica
estrita, apresenta-se na forma de bastonetes Gram-positivos medindo 0,5- 1,5 um. Foi isolada a partir
do rdmen de bovinos por Anderson et al. (2000), ndo € moével e ndo produz esporos. Estd associada ao
metabolismo das nitrotoxinas 3-nitro-1-propanol e 3-nitro- I-propionato de etilo (Anderson et al.
1996).

Ramibacterium sp. e Selenomonas sp. sdo bactérias anaerdbicas estritas, sendo
respectivamente Gram- positiva e Gram-negativa (Bryant et al. 1958, Marchandin et al. 2009), estudos
quanto ao uso destas como detoxificadoras de nitrotoxinas in vivo ainda s@o escassos. No entanto,

Allison & Rasmussen (1992b) sugerem sua participacdo nessa degradacao.

Streptococcus gallolyticus, Streptococcus caprinus e Selenomonas ruminantium

Streptococcus gallolyticus e Streptococcus caprinus apresentam-se como cocos Gram-positivos
pertencentes a familia Streptococcaceae. Brooker et al. (1994) isolaram essas bactérias do contetido do
rumen de uma cabra e sugerem que sdo detoxificadoras de compostos de taninos. Todos os isolados de

S. gallolyticus que foram caracterizados tém atividade da galato descarboxilase (Sly et al. 1997).

Taninos sdo polifendis de ligacdo proteica, estdo presentes naturalmente em muitas plantas
forrageiras reduzindo seu valor nutritivo mediante efeitos inibitérios ruminais e intestinais. No Brasil
sdo encontrados principalmente na Cambretum (Thiloa) glaucocarpa (sipaiba, vagueta) causando
degeneracao e necrose das células epiteliais dos tubulos contorcidos proximais no rim. Alguns animais
sdo adaptados a esses compostos através da sintese de proteinas salivares (Brooker et al. 1999). Seu

efeito nocivo para microrganismos ruminais € notdvel, no entanto, uma alimenta¢do prolongada rica em
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taninos, faz com que bactérias degradadoras se proliferem tornando os animais mais resistentes ou

mesmo mais tolerantes a niveis elevados desses em sua dieta (Kamra 2005, Sly et al. 1997).

As cabras selvagens e camelos alimentados com Acacia e Calliandra calothyrsus, que contém
altos niveis de taninos, sdo capazes de tolerar essa dieta, sem apresentar sinais de intoxica¢do, devido a
presenca de um elevado nimero de bactérias detoxificadoras desse composto como Streptococcus
caprinus € a Selenomonas ruminantium (Sly et al. 1997).

Selenomonas ruminantium pertence ao género Selenomonas que constitui um grupo de bactérias
com crescente motilidade dentro da familia Veillonellaceae e inclui espécies que vivem no trato
gastrointestinal dos animais, em particular, os ruminantes (Marchandin et al. 2009). E uma bactéria
gram-negativa anaerdbica estrita, movel e é também altamente fermentadora de agucares (Prins 1971).
Segundo Brooker et al. (1999), S. ruminantium é capaz de se desenvolver na presenga de qualquer
acido tanico ou de taninos condensados, utilizando-os como tunica fonte de carbono produzindo 4cido
gdlico de 4cido tanico, realizando assim a detoxificagcdo desse composto. Outras bactérias ruminais que
detoxificam taninos foram identificadas, como Coprococcus sp., no entanto estudos in vivo sobre o

mesmo ainda sdo escassos (Tsai & Jones 1975).

DETOXIFICACAO RUMINAL DE MICOTOXINAS

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por fungos que causam intoxicacdo em
animais (Bennett e Klich 2003). Os fungos pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium e
Fusarium s@o os principais responsaveis pela producdo das micotoxinas mais importantes, incluindo
aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos, zearalenonas e fumonisinas (Vasanthi & Bhat 1998). Desta
forma o isolamento e caracterizacdo de culturas puras de microrganismos no rimen ou de isolamento e
clonagem de genes que codificam enzimas que degradam micotoxinas, pode ter efeito benéfico na

industria de alimenta¢cdo humana e animal (Upadhaya et al. 2010).

Principais bactérias ruminais detoxificadoras de micotoxinas
Butyrivibrio fibrisolvens

B. fibrisolvens é uma bactéria, anaerobica Gram-positiva encontrada na flora ruminal de
animais, fermentando uma vasta variedade de carboidratos (Forster et al. 1996). Juntamente com outras

bactérias de solo e plantas, o B. fibrisolvens pode atuar na biotransforma¢ao de micotoxinas no fluido
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ruminal, as transformando em metabdlitos com baixa toxicidade ou nao téxicos. Westlake et al. (1989)
verificaram a degradacdo da toxina T-2, diacetoxiscirpenol, desoxinivalenol, aflatoxina B1, ocratoxina
A e verrucarin A pelo B. fibrisolvens demonstrando que nenhuma das toxinas testadas foi capaz de

inibir o crescimento desse agente.

Licheniformis bacillus

Licheniformis bacillus é uma bactéria de aspecto bacilar formadora de esporos, muito tolerante
ao calor, frio, radiacdo, e outros tipos de estresses ambientais (Wecke et al. 2006). E Gram-positiva e
mesofilica. Apresenta temperatura 6tima de crescimento em 30 °C, embora possa sobreviver a
temperaturas muito mais elevadas (Kalishwaralal et al. 2009).

Sua atuacdo na detoxificacdo de micotoxinas tem sido verificada em diversos estudos.
Petchkongkaew et al. (2008) relata a alta degradacdo de ocratoxina (OTA) presente na soja pela
presenca de L. bacillusi. Upadhaya et al. (2011) em cabras nativas coreanas verificou alta degradacdo
de OTA em 100 % dos alimentos volumosos utilizados devido, provavelmente, a0 aumento na
populacdo do L. Bacillus no rimen, concluindo que a degradabilidade da OTA ¢ influenciada pela

alimentacdo, pelo tempo de ingestdo e pela populacdo desta bactéria na flora ruminal.

Eubacterium sp.

E uma bactéria anaerdbica, nio-formadora de esporos, Gram-positiva (Moore et al. 1986).
Binder et al. (1997, 2000) relataram que culturas de bactérias anaerdbicas foram capazes de detoxificar
desoxinivalenol (DON) no fluido ruminal de bovinos, e classificou essas bactérias como pertencentes
ao género Eubacterium (BBSH Eubacterium estirpe 797). Fuchs et al. (2002) isolaram Eubacterium

sp. com capacidade de detoxificacdo de micotoxinas a partir de rimem de bovinos.

Lactobacillus sp .

Pertence ao género Lactobacillus, ¢ uma bactéria Gram-positiva, anaerébica facultativa
ou microaerofilica, em forma de bastonete (Murray et al. 1999). Essas bactérias foram relatadas como
participantes nos processos de ligacdo de compostos como a zearalenona, tricotecenos e aflatoxinas,
podendo atuar na detoxificacdo ruminal desses compostos no organismo animal (El-Nezami et al. 2002,

Haskard et al. 2001, Zou et al. 2007).
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BACTERIAS RUMINAIS MODIFICADAS GENETICAMENTE

O uso de bactérias geneticamente modificadas para a profilaxia de intoxicac¢des por plantas que contém
MFA vem sendo estudado. Gregg et al. (1998) utilizando quatro linhagens de Butyrivibrio fibrisolvens,
modificados geneticamente com um gene proveniente de uma espécie de Moraxella, codificador de
uma dealogenase, observou que cinco ovinos inoculados intraruminalmente com essa bactéria
apresentaram sinais clinicos acentuadamente reduzidos apds a administragio de MFA, quando

comparados com outras cinco ovelhas ndo inoculadas.

CONCLUSAO
O estudo de bactérias que realizam detoxificagdo ruminal em animais possibilita alternativas para
controle de intoxica¢des por plantas e por micotoxinas, mediante a detoxificacdo de compostos nocivos
ao organismo animal. Evidéncias demonstradas no presente trabalho fortalecem estudos futuros sobre o
uso dessas bactérias como instrumentos de avangos biotecnoldgicos permitindo inovacdes e beneficios

no setor da medicina veterinaria.
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Inducao da resisténcia a intoxicacao por Amorimia septentrionalis em caprinos, mediante

utilizacao de bactérias degradadoras de monofluoroacetato de sédio isoladas de plantas e solos !

Layze Cilmara Alves da Silvaz*, Danielle Aluska do Nascimento Pessoaz, José Radméacyo Gomes
LopesZ, Laio Gomes de Albuquerquez, Leomyr Sangelo Alves da Silva3, Felicio Garino Juniorz,

Franklin Riet-Correa’

ABSTRACT.- Silva L.C.A., Pessoa D.A.N., Lopes R.G.L., Albuquerque L.G., Silva L.S.A., Garino Jr.
F., Riet-Correa F. [Resistance inducing intoxication Amorimia septentrionalis in goats by using
degrading bacteria isolated sodium monofluoroacetate plants and soils]. Inducdo da resisténcia a
intoxicacdo por Amorimia septentrionalis em caprinos, mediante utilizacdo de bactérias degradadoras
de monofluoroacetato de sddio isoladas de plantas e solos do Brasil. Pesquisa Veterindria Brasileira
00(0):00-00. Unidade Académica de Medicina Veterindria (UAMYV), Centro de Saude e Tecnologia
Rural (CSTR), Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Av. Universitdria s/n, Bairro Santa
Cecilia, Patos, PB, 58700-970, Brasil. *Autor para correspondéncia: layze.cilmara@hotmail.com

The intraruminal inoculation of sodium monofluoracetato (MFA) degrading bacteria has been
proposed as a way to prevent poisoning by Amorimia septentrionalis and other MFA-containing plants.
This study aimed to evaluate, in goats, the resistance to A. septentrionalis poisoning induced by the
inoculation of the bacteria Paenibacillus sp., Cupriavidus sp., Ralstonia sp. and Burkholderia sp.
(isolated from Brazilian plants and soils). For this 18 goats were randomly divided into three groups of
six animals each. Goats from Group 1 were dosed ingested with a solution composed by a mixture of
Paenibacillus sp. and Cupriavidus sp. for 40 days at a daily dose of 60 ml. Goats from Group 2 goats
received, in a similar way, the bacteria Ralstonia sp. and Burkholderia sp.. In Group 3 (control)
bacteria were not inoculated. Ten days after the start of the administration of the bacteria to Groups 1
and 2, the six goats from each group ingested daily green leaves of A. septentrionalis at a dose of
Sg/kg body weight. Four goats from Group 1 ingested the plant until the 30th day showing slight signs
of intoxication (tachycardia and engorgement of the jugular). The other two animals showed initial

signs of intoxication on the 15th and 16th days of the plant administration, these signs worsened on the

! Recebido em...
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Federal de Campina Grande (UFCG), Av. Universitdria s/n, Bairro Santa Cecilia, Patos, PB, 58700-970, Brasil. *Autor para
correspondéncia:: layze.cilmara@hotmail.com
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17th and 19th days and the plant administration was suspended because of the risk of death. Group 2
goats consumed the plant until the 30th day without showing any sign of intoxication. The animals
from Group 3 had severe clinical signs of intoxication between the 3rd and 10th days after the start of
the administration. It is concluded that the continuous intraruminal administration of Paenibacillus sp.
and Cupriavidus sp. confer resistance to poisoning by A. septentrionalis in goats and that the
administration of Ralstonia sp. and Burkholderia sp. increases the resistance to poisoning.

INDEX TERMS: Sodium monofluoracetate, sudden death, Paenibacillus sp., Cupriavidus sp.,
Ralstonia sp., Burkholderia sp.

RESUMO - A inoculagdo intraruminal de bactérias que degradam monofluoracetato de sédio (MFA)
tem sido proposta como uma forma de prevenir a intoxicacdo por Amorimia septentrionalis € outras
plantas que contém essa substincia. O presente trabalho teve como objetivo avaliar, em caprinos, a
resisténcia a A. septentrionalis, induzida por inoculagdo das bactérias Paenibacillus sp., Cupriavidus
sp., Ralstonia sp. e Burkholderia sp. (isoladas de plantas e solos brasileiros). Para tanto, foram
utilizados 18 caprinos divididos aleatoriamente em trés grupos de seis animais cada. Os caprinos do
Grupo 1 receberam por via oral uma solu¢cdo composta pelas bactérias Paenibacillus sp. € Cupriavidus
sp. durante 40 dias, na dose didria de 60 ml por animal. Os caprinos do Grupo 2 foram inoculados, da
mesma forma, com as bactérias Ralstonia sp. e Burkholderia sp. No Grupo 3 ndo foram inoculadas
bactérias. Dez dias apds o inicio da administragdao das bactérias aos Grupos 1 e 2, os caprinos dos trés
grupos ingeriram, diariamente, folhas verdes de A. septentrionalis na dose de 5g/kg de peso vivo.
Quatro caprinos do Grupo 1 ingeriram a planta até o 30° dia, apresentando sinais leves de intoxicacao
(taquicardia e ingurgitamento da jugular). Os outros dois animais apresentaram sinais iniciais de
intoxicacdo no 15° e 16° dias de administracdo da planta, esses sinais se agravaram no 17° e 19° diae o
fornecimento da mesma foi suspenso devido o risco de morte. Os caprinos do Grupo 2 consumiram a
planta até o 30° dia e ndo apresentaram sinais de intoxicag@o. J4 os animais do Grupo 3 apresentaram
sinais clinicos graves de intoxicagdo e deixaram de ingerir a planta entre o 3° e 10° dia apds o inicio de
sua administracdo. Conclui-se que a inoculacdo simultanea de Paenibacillus sp. e Cupriavidus sp., em
forma continuada, conferem resisténcia a intoxica¢do por Amorimia septentrionalis em caprinos
susceptiveis e que a administracdo de Ralstonia sp. e Burkholderia sp. aumentam a resisténcia a essa

intoxicacgao.
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TERMOS DE INDEXACAO: Monofluoracetato de sédio, morte stbita, Paenibacillus sp., Cupriavidus
sp., Ralstonia sp. e Burkholderia sp.

INTRODUCAO

Amorimia septentrionalis mais comumente conhecida como tingui contém monofluoroactetato de sédio
(MFA) e pode causar insuficiéncia cardiaca aguda em ruminantes quando ingerida em doses tdxicas,
com sinais clinicos desencadeados pelo exercicio (Silva et al. 2015). Amorimia spp., juntamente com
Palicourea spp. e Arrabidaea spp., que também contém MFA, s@o responsdveis por causar cerca de
50% das mortes por plantas téxicas em bovinos no Brasil, gerando prejuizos econdmicos em todo pais
(Pessoa et al. 2013).

A inducdo da resisténcia ao MFA mediada pela utilizacdo de bactérias que produzem
dehalogenases e inativam esse composto toxico, vem sendo estudada como alternativa para o controle
de intoxicacOes (Pessoa et al. 2013). Estudos recentes demonstram o aumento da resisténcia a
intoxicacdo por plantas que contém MFA em caprinos inoculados com as bactérias degradadoras de
MFA Ancylobacter dichloromethanicus e Pigmentiphaga kullae isoladas do contetido ruminal (Pessoa
et al. 2015). Além disso, foi verificado que essa resisténcia pode ser transmitida de animais resistentes
para animais susceptiveis pela transfaunacao de conteido ruminal (Silva et al. 2015).

A presenca de bactérias degradadoras de MFA no solo e plantas foi comprovada por Twigg &
King (1991) que isolou na Austrdlia 24 microrganismos degradadores de MFA. Camboim et al. (2012)
isolaram Paenibacillus sp., Burkholderia sp., Cupriavidus sp., Staphylococcus sp., Ancylobacter sp.,
Ralstonia sp. e Stenotrophomonas sp. de plantas e solos brasileiros, sugerindo que a capacidade de
estabelecimento, multiplicacdo e degradacdo de MFA por essas bactérias no rimem deveria ser
estudada como forma de prevenir intoxicagdes por esse composto. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar a eficdcia da utilizacdo de bactérias degradadoras de MFA, isoladas de plantas e solos
brasileiros, na detoxificacdo ruminal do MFA presente em A. septentrionalis, indicando uma possivel

forma de controle para a intoxicacdo ocasionada por essa planta.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 18 caprinos mesticos (9 fémeas € 9 machos), com idades de 1 a 3 anos, pesando de 20
a 40 kg, criados em éareas livres de plantas que conttm MFA, divididos aleatoriamente em trés grupos

de seis animais cada. Os caprinos do Grupo 1 receberam durante 40 dias, por administra¢do oral, 60 ml
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de uma solucdo contendo Paenibacillus sp. isolada de amostras de solo e Cupriavidus sp. isolada de
plantas e solo (Camboim et al. 2012). Os caprinos do Grupo 2 receberam durante 0 mesmo periodo
Ralstonia sp. isolada de plantas e solo e Burkholderia sp. isolada de amostras de solo (Camboim et al.
2012). No Grupo 3 nao foram inoculadas bactérias, no entanto a planta foi oferecida da mesma forma

que aos animais dos grupos 1 e 2.

Para obtengdo dessa solucdo, as bactérias foram semeadas em 4gar nutriente e dgar sangue
ovino desfibrinado a 5% e incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por 24-48 horas. Cada bactéria
era diluida em solucdo fisiologica a 0,9% estéril até que atingisse o grau 1 da escala de Mac Farland. O
in6culo para cada animal era preparado misturando 50 mL da solucdo de cada bactéria de onde se

retirava os 60 mL para serem inoculados (Gregg et al., 1998).

A planta fornecida aos animais foi coletada no municipio de Teixeira (S7°12.24> 037°15.11°,
elevagdo 749m), localizado no estado da Paraiba, Brasil, na mesma localizacdo da planta utilizada por
Duarte et al. 2014, Pessoa et al. 2015 e Silva et al. 2015. A concentracdo média de MFA de 20
amostras de folhas de A. septentrionalis coletadas nesse local foi de 0.002 +_ 0.0009% (Lee et al.
2012)

No décimo dia de inoculacido, iniciou-se a administracdo didria de folhas verdes da planta na
dose de 5g/kg aos trés Grupos. Essa dose foi determinada apds a administragdo previa a dois caprinos
que adoeceram apos trés dias de ingestdao da planta. Outros dois caprinos que receberam, diariamente,
3g/kg de A. septentrionalis durante 15 dias, ndo apresentaram sinais clinicos. A planta era oferecida de
forma voluntéria aos caprinos, € os que ndo comiam recebiam a planta mediante a administracdo de
pequenas quantidades diretamente em suas bocas. A inocula¢do de bactérias foi mantida diariamente
até o 30° de administracdo da A. septentrionalis, ou até que os animais demonstrassem sinais clinicos
de intoxicagdo. Esse protocolo foi decidido ap6s um experimento piloto realizado anteriormente com
quatro caprinos divididos em dois grupos que receberam as bactérias por 10 dias e apos a ultima dose
comecaram a ingerir a planta. Os dois caprinos do Grupo piloto 1 receberam uma solucdo contendo as
bactérias Paenibacillus sp. e Cupriavidus sp. € demonstraram sinais de intoxicacdo 4,5 dias apds o
inicio da ingestdo de A. septentrionalis. Os dois caprinos do Grupo 2 receberam uma solu¢do composta
por Ralstonia sp. € Burkholderia sp. verificando-se sinais de intoxica¢do 10 dias apds o inicio da

ingestdo da planta.

Todos os dias, antes da administracio da planta, os animais eram observados e eram

mensuradas as frequéncias cardiaca e respiratéria, 0s movimentos ruminais e a temperatura retal. Apds
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a administracdo da planta, os caprinos eram movimentados durante 10 minutos e apds o final do
exercicio realizava-se nova mensuragcao dos parametros mencionados anteriormente. Nos caprinos que
apresentavam sinais graves de intoxicac¢do (depressdo, relutincia ao caminhar, tremores musculares,

incoordenagao motora e decubito esternal) suspendia-se o fornecimento da planta.

A comparacdo da dose média de A. septentrionalis consumida entre os grupos foi realizada pelo
teste ndo-paramétrico de U de Mann-Whitney uma vez que os dados ndo apresentaram distribuicao
normal frente o teste de Shapiro Wilk. J4 a dose de planta ingerida e o tempo até o inicio dos sinais
clinicos da intoxicacdo foi analisada pelo teste T de Studant (ZAR 1999). A andlise dos dados foi

realizada mediante auxilio do programa R 3.0.3 com nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Dos caprinos do Grupo 1 quatro ingeriram A. septentrionalis até o final da administracdo, no 30° dia,
apresentando sinais leves de intoxicacdo (taquicardia e ingurgitamento da jugular) entre o 15° e 20°
dias de consumo do planta, os outros 2 animais, apresentaram sinais iniciais de intoxicacdo no 15° e
16° dias de administracdo da planta. Esses sinais se agravaram no 17° e 19° dia e o fornecimento da
planta foi suspenso devido o risco de morte. Os caprinos do Grupo 2 consumiram a planta até o 30° dia
e nao apresentaram sinais de intoxicacdo pela mesma. Ja os animais do Grupo 3 (controle)
apresentaram sinais clinicos evidentes de intoxicacdo e deixaram de ingerir a planta entre o 3° e 10° dia
apos o inicio de sua administracao (Quadro 1).

A dose média de planta ingerida pelos animais do Grupo 1 (130+ 31,14g/kg) e Grupo 2
(150+0,0g/kg ) foi significativamente diferente (p= 0,031 e p= 0,035) da dose ingerida pelo Grupo 3
(30,83+15,94¢/kg). Nao ocorrendo diferencas significativas entre as doses consumidas pelo Grupo 1 e
Grupo 2 (p=0,175) . A administracdo da planta foi suspensa no Grupo 3 ap6ds 6,16+3,18 dias, devido a
apresentacdo de sinais evidentes de intoxica¢do com risco de morte. O tempo apoOs o inicio da ingestdo
em que cada caprino apresentou sinais clinicos foi significativamente maior (p= 0.000064) no Grupo 1
que recebeu a solucdo de bactérias do que o Grupo 3 (Quadro 1). A dose de planta ingerida pelos
animais do Grupo 1 (91,66 +£18,07g/kg) até o inicio dos sinais clinicos da intoxicacdo por Amorimia
septentrionalis fol também, significativamente maior do que a ingerida pelos caprinos do Grupo 3
(controle) (16,66+6,05) (p= 0.000060) (Quadro 2).

Os sinais clinicos de intoxica¢do apresentados pelos dois animais do Grupo 1 e por todos os

animais do Grupo 3 (controle) caracterizaram-se por taquicardia e taquipnéia, seguidos de
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ingurgitamento da jugular e pulso venoso positivo, culminado com depressao, relutancia ao caminhar,
tremores musculares, mugidos, incoordenacdo motora e decubito esternal.

Os animais intoxicados se recuperaram em um periodo de 4,5+0,57 dias apds cessar a ingestao
da planta, exceto dois caprinos pertencentes ao Grupo 3 que morreram dois e trés dias apos o inicio dos
primeiros sinais clinicos. Na necropsia foram observados codgulos no ventriculo esquerdo do coragdo e
edema pulmonar. Histologicamente, no rim, pode-se constatar a presenca de degeneracdo hidrépico-

vacuolar e necrose das células epiteliais dos tibulos contornados distais.

DISCUSSAO
Os resultados deste trabalho comprovam que a inoculagdo das bactérias Ralstonia sp. € Burkholderia
sp. € capaz de induzir resisténcia a plantas que contém MFA em caprinos, enquanto Paenibacillus sp. e
Cupriavidus sp. induzem uma resisténcia parcial com reducao de sinais caracteristicos de intoxicagdo e
consumo de maiores quantidades de planta que os ndo inoculados. E provével que essa resisténcia seja
induzida através da capacidade de adaptacdo dessas bactérias a ambientes onde o MFA esta presente,
permitindo que utilizassem essa substancia como fonte de carbono e energia (Bliimel et al. 2001,
Firsova et al. 2009). Resultados semelhantes foram observados por Greeg et al. (1998) que verificaram
a reducdo dos sinais clinicos da intoxicacdo por MFA em ovinos inoculados intra-ruminalmente com a
bactéria Butyrivibrio fibrisolvens, modificada geneticamente com um gene proveniente de uma espécie
de Moraxella, codificador de uma dealogenase. Em experimentos anteriores de inducdo de resisténcia
mediante a administragdo continuada de doses ndo toxicas de A. septentrionalis (Duarte et al. 2014),
pela inoculacdo intraruminal de bactérias que hidrolisam MFA (Pessoa et al. 2015) ou por
transfaunacdo de liquido ruminal de caprinos resistentes para caprinos susceptiveis (Duarte et al. 2014,
Silva et al. 2015) o desafio com a planta foi realizado imediatamente ou até 5 semanas apds ter sido
finalizado a administracdo da bactéria ou contetido ruminal. Nessas condi¢des, quando desafiados, os
animais tratados demoraram mais tempo em adoecer ou ingeriram doses maiores de planta do que os
controles, demonstrando um aumento significativo da resisténcia, mas permanecendo susceptiveis &
intoxicacdo (Duarte et al. 2014, Silva et al. 2015, Pessoa et al. 2015). Da mesma forma, no experimento
piloto mencionado no material e métodos, os caprinos que receberam Ralstonia sp. € Burkholderia sp.
durante 10 dias e foram desafiados a partir do 10° dia apresentaram sinais clinicos 10 dias apds a
ingestdo didria de S5g\kg de folhas de A. septentrionalis. Diferentemente, neste experimento, a
administracdo dessas bactérias foi realizada por 10 dias antes da administracdo da planta, mas foi

continuada durante todo o periodo de administragcdo da mesma. Com este protocolo, os animais que
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receberam Ralstonia sp. € Burkholderia sp. ndo mostraram nenhum sinal ap6s 30 dias de administracao
de A. septentrionalis, o que sugere que a ingestdo continuada de algumas bactérias que degradam MFA
pode dar resisténcia permanente a intoxicacdo. O mesmo fato n@o ocorreu com os caprinos que
receberam Paenibacillus sp. e Cupriavidus sp. que adoeceram entre 15 e 20 dias apds o inicio do
desafio. Esses resultados, no seu conjunto, sugerem que a resisténcia a intoxica¢do por plantas que
contem MFA depende da administracdo continuada dessas bactérias e que algumas bactérias, neste
caso Ralstonia sp. e Burkholderia sp., sdo mais eficientes do que outras.

O uso destas bactérias como probidticos, em sua forma liofilizada adicionada a ragdo, a sal
mineral ou a dgua dos ruminantes poderia ser uma alternativa de controle para intoxicacdo por A.
septentrionalis e outras plantas que contém MFA, uma vez que os resultados deste experimento,
sugerem que seu consumo tem que ser continuo para que a resisténcia seja permanente. Nas tltimas
décadas, foram crescentes as pesquisas com biotecnologia de bactérias utilizadas como probidticos na
prevencio e tratamento de varias situagdes patolégicas em animais (Avila et al. 1998, Hori et al., 2001,
Shu & Gill 2001, Coppola et al. 2003).

Futuros trabalhos deverdo ser realizados para determinar a eficiéncia e formas de preparacdo e
administracdo continuada de diferentes bactérias que degradam MFA para que possam ser utilizadas
comercialmente para evitar as intoxicacOes pelas diferentes espécies de Amorimia que contétm MFA.
Outro ponto a ser investigado é a eficiéncia dessas bactérias em proteger aos animais de intoxicacao
por Palicourea spp., que contém concentracdes de MFA bem maiores do que Amorimia spp (Cook et

al. 2014).

CONCLUSAO
Conclui-se que a inoculagdo continuada de Ralstonia sp. e Burkholderia sp., administradas
simultaneamente, conferem resisténcia a doses toxicas de A. septentrionalis € que a administracdo de

Paenibacillus sp. e Cupriavidus sp. aumentam a resisténcia a essa intoxicacao.
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Quadro 1. Tempo para inicio dos sinais clinicos da intoxicacio por Amorimia septentrionalis em
caprinos inoculados com as bactérias degradadoras de monofluoroacetato de sodio Paenibacillus

sp. e Cupriavidus sp. (Grupo 1) e caprinos controle (Grupo 3) *

Grupo 1 Grupo 3
Animais (N°) 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Dias para inicio dos sinais 20 15 24 20 15 16 35 4 2 2 4
clinicos
x+o" 18,33+3,61° 3,33+£1,21

*Os caprinos do Grupo 2 ndo adoeceram
®Média + desvio padrao

“ Diferenga estatisticamente significante com o grupo controle (P<0,05).

Quando 2. Dose de planta ingerida até o inicio dos sinais clinicos da intoxicacao por Amorimia
septentrionalis em caprinos inoculados com as bactérias degradadoras de monofluoroacetato de

sédio Paenibacillus sp. e Cupriavidus sp. (Grupo 1) e caprinos controle (Grupo 3)

Grupo 1 Grupo 3
Animais (N°) 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Dose de planta 100 75 120 100 75 8 15 25 20 10 10 20
(g/kg) ingerida
x+o* 91,66 £18,07* 16,66+6,05

*Média + desvio padrao

“ Diferenga estatisticamente significante com o grupo controle (P<0,05).
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CAPITULO III

Transferéncia da resisténcia a intoxicacao por Amorimia septentrionalis em caprinos mediante
transfaunacio de contetido ruminal proveniente de caprinos inoculados com bactérias

degradadoras de monofluoroacetato de sodio
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Transferéncia da resisténcia a intoxicacao por Amorimia septentrionalis em caprinos mediante
transfaunacio de conteiido ruminal proveniente de caprinos inoculados com bactérias

degradadoras de monofluoroacetato de sodio

Transfer of resistance to Amorimia septentrionalis poisoning in goats by transfer of ruminal fluid

from goats inoculated with sodium monofluoroacetate-degrading bacteria

Layze Cilmara Alves da Silva I*, Danielle Aluska do Nascimento Pessoal, José Radmacyo Gomes
Lopes', Leomyr Sangelo Alves da Silva", Laio Gomes de Albuquerque', Rosane Maria Trindade de

. I , . . .1 . . I
Medeiros', Felicio Garino Junior, Franklin Riet-Correa

RESUMO

Amorimia septentrionalis ¢ uma planta que contém monofluoracetato de sédio (MFA) e causa morte
subita em ruminantes. O objetivo deste trabalho foi determinar se a resisténcia a intoxicagdo conferida
por A. septentrionalis em caprinos inoculados com as bactérias degradadoras de MFA, Ancylobacter
dichloromethanicus ¢ Pigmentiphaga kullae, pode ser transferida, por transfaunacdo ruminal, para
outros caprinos suscetiveis. Para tanto foram utilizados dois caprinos previamente inoculados com
bactérias degradadoras de MFA e dois grupos de oito caprinos para o experimento de transfaunacao,
denominados Grupo 1 e Grupo 2. Os caprinos do Grupo 1 receberam 4 doses didrias de 160 ml de
conteddo ruminal dos caprinos resistentes e, posteriormente, ingeriram 8 doses didrias de Sg/kg da
planta. Os caprinos do Grupo 2 (controle) receberam apenas a planta. Dos caprinos do Grupo 1 apenas
2 animais apresentaram discreta taquicardia e leve ingurgitamento da jugular no 4° e 5° dia do
experimento, no entanto, estes voltaram ao normal, mesmo com a continua¢do da administracdo da
planta. Todos os animais do grupo controle apresentaram sinais graves de intoxicacdo e a
administra¢do da planta foi suspensa entre e 0 3° e o 7° dia. Conclui-se que a transfaunacgao de liquido
ruminal de caprinos previamente inoculados com bactérias degradadoras de MFA induz resisténcia a
intoxicacdo por A. septentrionalis em outros caprinos susceptiveis.

Palavras chave: Ancylobacter dichloromethanicus, Pigmentiphaga kullae, morte subita, plantas

toxicas.

* IHospital Veterindrio, Centro de Satide e Tecnologia Rural, Universidade Federal de Campina Grande, Patos, PB 58700-
000, Brasil. *Autor para correspondéncia: layze.cilmara@hotmail.com

I Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Bairro Universitario s/n , CEP 58429-500, Campina Grande PB, Brasil)
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ABSTRACT

Amorimia septentrionalis is a sodium monofluoracetato (MFA)- containing plant that causes sudden
death in ruminants. The aim of this study was to determine whether the resistance to A. septentrionalis
poisoning in goats conferred by the intra-ruminal inoculation of the MFA- degrading bacteria
Ancylobacter dichloromethanicus and Pigmentiphaga kullae can be transferred to susceptible goats
by transfaunation of rumen content. Two groups of 8 goats and 2 goats resistant to A. septentrionalis
poisoning were used. Goats in group 1 received four daily doses of 160ml of rumen content from
resistant goats and subsequently ingested 8 daily doses of Sg/kg of A septentrionalis. Goats from group
2 (control) received only the plant. No goats in group 1 showed clinical signs except for mild
tachycardia and mild jugular engorgement observed in 2 animals in the 4™ and 5™ day, which
subsequently returned to normal, even with the continuation of plant administration. All control goats
showed severe signs of intoxication and the plant administration was suspended between the third 31
and the 7" day. It is concluded that the transfer of ruminal fluid goats previously inoculated with MFA-
degrading bacteria induces resistance to poisoning by A. septentrionalis in other susceptible goats.

Keywords: Ancylobacter dichloromethanicus, Pigmentiphaga kullae, sudden death, toxic plants.

INTRODUCAO

Amorimia septentrionalis, mais comumente conhecida como tingui (MAMEDE, 2010), faz
parte de um importante grupo de plantas toxicas do Brasil, as quais contém monofluoroacetato de sédio
(MFA) (LEE et al., 2012) e causam morte subita em bovinos (TOKARNIA et al. 1994, MEDEIROS et
al. 2002), caprinos (OLIVEIRA et al.,, 1978) e ovinos (SILVA et al., 2008), com sinais clinicos
desencadeados pelo exercicio (TOKARNIA et al., 2012). Amorimia spp., juntamente com Palicourea
spp. € Arrabidaea spp., sdo responsdveis por causar cerca de 50% das mortes por plantas téxicas em
bovinos no Brasil, gerando prejuizos econdomicos em todo pais (PESSOA et al., 2013).

Alternativas para o controle dessas intoxicacdes vém sendo estudadas, entre elas a indu¢do da
resisténcia ao MFA mediada pela utilizacdo de bactérias que produzem dehalogenases e inativam esse
composto toxico (PESSOA et al., 2013). A presenca dessas bactérias aerobias no rimen de caprinos
foi comprovada por CAMBOIM et al. (2012b) que isolou Ancylobacter dichloromethanicus e
Pigmentiphaga kullae do conteido ruminal desses animais. Estudos recentes demonstraram o aumento
da resisténcia a intoxica¢@o por plantas que contém MFA em caprinos inoculados com essas bactérias

(PESSOA, 2014). A administracdo de pequenas quantidades de folhas frescas de Palicourea aene-
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ofusca (OLIVEIRA et al., 2013) e A. septentrionalis (DUARTE et al., 2014) induzem, também,
resisténcia parcial a intoxicagdes por MFA em caprinos, sugerindo que bactérias degradadoras de MFA
podem ser habitantes normais da flora ruminal e que alimentacdo contendo esse substrato estimula sua
multiplicacdo, produzindo dehalogenases capazes de detoxificar MFA (CAMBOIM et al., 2012a).
Além disso, foi verificado que essa resisténcia pode ser transmitida de animais resistentes para animais
susceptiveis pela transfaunacdo de liquido ruminal (DUARTE et al., 2014). Esses resultados sugerem a
necessidade de estudar diferentes formas de induzir resisténcia a intoxica¢do por MFA, incluindo a
inoculacdo de bactérias que degradam MFA e a transfaunacdo de conteddo ruminal proveniente de
animais resistentes, buscando alternativas que possam proteger aos animas e serem aplicadas em
condi¢des de campo.

O objetivo deste trabalho foi determinar se a resisténcia a intoxicacao por A. septentrionalis em
caprinos conferida pela inoculacio das bactérias degradadoras de MFA
A. dichloromethanicus e P. kullae pode ser transferida para caprinos que nunca tiveram contato com

plantas que contém MFA através de transfaunagdo de contetido ruminal.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 16 caprinos jovens sem raca definida (8 fémeas e 8 machos) criados em dreas
livres de plantas que contém MFA divididos aleatoriamente em dois grupos de 8 animais cada: um
grupo controle (Grupo 2) e um grupo de caprinos que receberam conteido ruminal (Grupo 1) de 2
caprinos resistentes. Nestes, a resisténcia tinha sido induzida anteriormente pela administracdo oral
durante 10 dias de 60ml de uma solucdo contendo A. dichloromethanicus e P. kullae, diluida
conforme a escala 1 de Mac Farland; seguida, no décimo dia de inoculacdo, pela administra¢do didria
de folhas verdes de A. septentrionalis na dose de 5g/kg por um periodo de 8 dias (PESSOA, 2014).

O conteudo ruminal dos caprinos resistentes foi obtido em frascos de vidro estéreis, por meio de
uma bomba de sucg¢do ligada a uma sonda ruminal. Apds ser filtrado em gazes estéreis, 160ml do suco
ruminal foi administrado, diariamente, durante 4 dias, a cada caprino do Grupo 1. No 4° dia de
transfaunacdo foi iniciada a administracdo didria de folhas verdes, recentemente coletadas, de A.
septentrionalis, na dose de 5g/kg. As folhas foram administradas durante 8 dias por via oral, colocando
pequenas quantidades na boca dos animais. Os caprinos do grupo 2 (controle) receberam a planta da
mesma forma que os do Grupo 1. A planta fornecida aos animais foi coletada no municipio de Teixeira
(S7°12.24° O37°15.11°, elevagdo 749m), localizado no estado da Paraiba, Brasil, na mesma localizagao

da planta utilizada por DUARTE et al. (2014).
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Todos os dias, antes da administracio da planta, os animais eram observados e eram
mensuradas as frequéncias cardiaca e respiratdria, 0s movimentos ruminais e a temperatura retal. Apds
a administracdo da planta, os caprinos eram movimentados durante 10 minutos e apds o final do
exercicio realizava-se nova mensuragao dos parametros mencionados anteriormente. Nos caprinos que
apresentavam sinais evidentes de intoxicagdo (depressdo, relutancia ao caminhar, tremores musculares,
incoordenagdo motora e decubito esternal) suspendia-se o fornecimento da planta.

Antes da administrac@o de A. septentrionalis e a cada 2 dias apds a inicio da sua ingestdo foram
coletadas amostras sanguineas mediante pungdo jugular, em tubos a vicuo, sem anticoagulante
(Vacutainer®). Amostras de soro foram obtidas apés centrifugacdo (Centrifuga Eppendorf®, modelo
5804R) a 1600G por 15 minutos. Foram determinadas as atividades séricas de aspartato
aminotransferase (AST), gama glutamiltransferase (GGT), fosfatase alcalina (FA) e as concentracdes
séricas de creatinina, ureia, proteinas totais, albumina, globulina, célcio, fosforo, potdssio e sddio
utilizando e kits comerciais (Labteste®). A leitura foi realizada em analisador bioquimico semi-
automadtico Bioclin Systems II, os resultados foram interpretados segundo KANEKO et al. (2008).

Foram considerados resistentes os animais que ndo apresentaram sinais clinicos caracteristicos
da intoxicagdo durante todo o periodo de administracdo da planta. A comparacao da resisténcia entre 0s
dois grupos foi realizada pelo Teste de Fischer. A diferenca dos niveis séricos de fésforo e de cdlcio
entre os grupos 1 e 2, e a quantidade média de planta consumida por esses animais, foram analisadas
estaticamente pelo teste ndo-paramétrico de U de Mann-Whitney, uma vez que os dados ndo
apresentaram distribui¢do normal frente o teste de Shapiro Wilk (ZAR, 1999). A andlise dos dados foi

realizada mediante auxilio do programa R 3.0.3 com nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Os caprinos do grupo 1 ingeriram a planta até o final da administracdo, no 8 ° dia. Apenas 2
animais, apresentaram sinais iniciais leves de taquicardia e ingurgitamento da jugular, apds o exercicio,
no 4°e 5° dia do experimento; no entanto, a dose didria da planta foi mantida, e nos dias decorrentes
esses sinais ndo foram evidenciados. Esses resultados foram significativamente diferentes (p= 0,00007)
dos observados nos 8 caprinos do grupo controle, que apresentaram sinais clinicos evidentes de
intoxicacdo e deixaram de ingerir a planta entre o 3° e 7° dia apds o inicio de sua administragdo (Tabela
I). A dose de planta ingerida pelos animais do grupo 2, controle, (25+6,54g/kg) foi significativamente
diferente (p=0,0001) da dose ingerida pelo grupo 1 (40g/kg ), que recebeu conteido ruminal de animais

resistentes.
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Os sinais clinicos dos animais do grupo 2 (controle) caracterizaram-se por taquicardia e
taquipneia, seguidos de ingurgitamento da jugular e pulso venoso positivo, culminado com depressao,
relutdncia ao caminhar, tremores musculares, incoordenagdo motora e decuibito esternal. A laténcia
(média do ndmero de dias) da dosagem inicial até a primeira observacdo de sinais clinicos nesse grupo
foi de 3,5+1,06 dias, apds a ingestdo média de 17,5+5,34g/kg de A. septentrionalis. A administracdo da
planta foi suspensa apds 5+1,30 dias, com um consumo médio total de 25+6,54g/kg nesse tempo,
devido a apresentagdo de sinais evidentes de intoxica¢do com risco de morte (Tabela 1.).

Todos os animais intoxicados se recuperaram em um periodo de 12-24 horas apds cessar a
ingestdo da planta, exceto um caprino que morreu dois dias apds o inicio dos primeiros sinais clinicos.
Na necropsia foram observados codgulos no cora¢io e edema pulmonar. Na histologia a tnica altera¢do
significante foi a degeneracdo hidrépico-vacuolar nas células do epitélio dos tibulos contorcidos distais
do rim.

Nao foram observadas alteragdes nos niveis séricos de creatinina, ureia, proteinas totais,
albumina e magnésio nem nas atividades séricas de AST, GGT e FA. A concentragdo sérica de cdlcio e
fésforo apds administracdo de A. septentrionalis ficou dentro dos padrdes normais no Grupo 1
(KANEKO et al., 2008), diferindo significativamente do Grupo 2, no qual ocorreu aumento dos niveis

de fésforo (p=0,02) e diminui¢do dos valores de célcio (p=0,02) (Tabela 2).

DISCUSSAO

Os resultados apresentados no presente trabalho comprovam que a transferéncia do contetudo
ruminal de caprinos resistentes a intoxicacao por A. septentrionalis para caprinos susceptiveis, induz a
resisténcia destes a intoxicacao, permitindo um maior consumo da planta sem causar intoxica¢ao. Neste
caso a resisténcia dos animais doadores de liquido ruminal tinha sido adquirida pela inoculacdo de
bactérias que degradam MFA seguida da administracdo da planta, o que sugere a possibilidade de
utilizar essa técnica como forma de prevenir a intoxicacao.

GREGG et al. (1998) relatam a redugdo dos sinais clinicos da intoxicacdo por MFA em ovinos
inoculados intra-ruminalmente com a bactéria Butyrivibrio fibrisolvens, modificada geneticamente
com um gene proveniente de uma espécie de Moraxella, codificador de uma dealogenase.

Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa relatam a inducdo parcial da resisténcia a
intoxicacdo por A. septentrionalis em seis caprinos apds a inoculacdo intra-ruminal de A.
dichloromethanicus e P. kullae (PESSOA, 2014); dois desses caprinos, foram utilizados como

doadores de contetido ruminal no presente trabalho; os mesmos, tinham recebido as bactérias e
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posteriormente A. septentrionalis, apresentado sinais clinicos leves de intoxicacao apds ingerir durante
8 dias, doses didrias de 5g/kg da mesma planta utilizada neste experimento. Considerando que todos os
caprinos transfaunados no presente trabalho, ingeriram também S5g/kg durante 8 dias de A.
septentrionalis, podemos inferir que a transferéncia de contetido ruminal de caprinos resistentes a
intoxicacdo por A. septentrionalis pela inoculacdo de bactérias degradadoras de MFA, para caprinos
susceptiveis, confere resisténcia semelhante a adquirida por caprinos mediante a inoculac¢do intra-
ruminal de bactérias que degradam MFA. No entanto, € provavel que a resisténcia adquirida pelos
animais doadores apds a inoculagdo das bactérias tenha aumentado em consequéncia da ingestdo da
planta durante o desafio. DUARTE et al. (2014) verificaram que a transferéncia de contetido ruminal
de animais alimentados com doses ndo letais da planta por periodos prolongados também confere
resisténcia parcial a intoxicagdo.

Esses resultados, no seu conjunto, sugerem que as trés técnicas (inoculacdo de bactérias que
degradam MFA, administracdo de plantas que conttm MFA e transfaunacdo) podem ser utilizadas
combinadamente para induzir resisténcia a intoxicacdo. Novos trabalhos deverdo ser realizados para,
mediante a utilizacdo dessas técnicas, estabelecer a melhor forma de induzir resisténcia, qual é o grau
de resisténcia que pode ser induzido e por quanto tempo. Deve ser levada em consideracdo a
quantidade e a toxicidade da planta que os animais ingerem espontaneamente, pois se com a inoculacio
de bactérias se aumenta a resisténcia de forma que os animais possam ingerir doses maiores de plantas
que contém MFA sem adoecer, é provavel que a ingestdo dessas doses em forma continuada possa
aumentar ou manter a resisténcia necessaria para nao ocorrer mortes. Um fato bem conhecido € que
animais criados em dreas onde ocorre A. septentrionalis sao menos susceptiveis que animais criados
em dreas onde ndo ocorre essa planta (SILVA et al.,, 2008), mas ndo se sabe se essa resisténcia &
adquirida pela ingestdo de doses ndo toxicas da planta ou devida a sele¢do natural em consequéncia da
morte dos animais susceptiveis. Resisténcia em animais que permanecem em areas onde ocorre a planta
ndo tem sido descrita na intoxicacdo por espécies de Palicourea, que sao muito mais téxicas que
Amorimia spp. (TOKARNIA et al., 2012; LEE et al., 2012). Dessa forma é esperada maior dificuldade
na inducgdo de resisténcia a intoxicac¢ao por Palicourea spp. do que a intoxicacdo por Amorimia spp.

Os sinais clinicos apresentados pelos animais do grupo 2 e a vacuolizag@o de células epiteliais
dos tibulos contorcidos distais dos rins, observada no unico animal que morreu, sdo semelhantes aos
descritos anteriormente em ruminantes (MEDEIROS et al., 2002; RIET-CORREA et al., 2006 ; SILVA
et al. 2008; VASCONCELOS et al, 2008; TOKARNIA et al., 2012 e DUARTE et al., 2014).
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O aumento dos valores séricos de fosforo e a diminuicao dos valores de cdlcio nos animais que
apresentaram quadro de intoxicacdo, sdo semelhante aos observados por PEREIRA et al. (1996) e
BORBOLETA et al. (2011), sugerindo a ocorréncia de alteragcdes na homeostase desses elementos
devido a acdo do MFA no organismo animal. De acordo com BORBOLETA et al. (2011), distdrbios
nesses eletrélitos podem atuar desestabilizando o potencial de repouso das membranas celulares e
afetando vdrias vias metabdlicas dependentes desses ions. No ciclo de Krebs, o MFA presente na A.
septentrionalis ¢ transformado em fluorocitrato e durante esse processo hd queda na producdo de ATP,
que leva ao bloqueio de uma série de processos metabodlicos dependentes de energia (CLARKE, 1991),

o que pode ter desestabilizado a homeostasia do célcio e fosforo.

CONCLUSAO
Conclui-se que a transfaunacdo de liquido ruminal de caprinos previamente inoculados com
bactérias degradadoras de MFA induz resisténcia a intoxicacdo por A. septentrionalis em outros

caprinos susceptiveis.
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Tabela 1. Tempo de administracao e quantidade de Amorimia septentrionalis ingerida pelos caprinos

controles (Grupo 2).

Animais Inicio dos sinais clinicos Final da administracdo (sinais clinicos graves)
Dias Quantidade de planta Dias Quantidade de planta consumida
consumida (g/kg) (g/kg)

1 3 15 4 20

2 4 20 5 25

3 5 25 7 35

4 3 15 5 25

5 5 25 6 30

6 3 15 6 30

7 2 10 3 15

8 3 15 4 20

x+o* 3,5+1,06 17,545,34 5+1.,3 25+6,54

*Média + desvio padrao
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Tabela 2. Valores médios e desvio padrao de calcio e fosforo séricos de 16 caprinos pertencentes aos
grupos 1 e 2 do experimento, submetidos a administracao de Amorimia septentrionalis por via oral

durante 8 dias.

Tempo (Dias) Grupo 1* Grupo 2

0 6,42+0,77 6,38+1,00

2 6,46+1,21 9,12+1,93

Fésforo 4 7,47+1,79 9,70+3,03
(mg/dL) 6 7,53£1,61 11,06+2,86
8 7,55+1,19 11,08+2,28

0 8,94+0,67 8,96+1,00

2 8,92+0,65 8,28+1,63

Calcio 4 9,05+0,30 7,08+1,72
(mg/dL) 6 9,35+0,50 7,83+3,06
8 8,97+0,86 8,50+2,95

Valores de Referéncia (Calcio: 8,9-11,77 g/ml; Fésforo: 4,2-9,1 g/ml); i Diferenca estatisticamente

significante com o grupo controle (p<0,05).



CONCLUSAO

O estudo de bactérias que realizam detoxificacdo ruminal em animais possibilita alternativas
para controle de intoxicagdes por plantas e por micotoxinas, mediante a detoxificacdo de compostos
nocivos ao organismo animal.

Sendo verificado que a inoculacio continuada das bactérias degradadoras de MFA, isoladas de
plantas e solos brasileiros, Ralstonia sp. e Burkholderia sp., administradas simultaneamente, conferem
resisténcia a doses toxicas de A. septentrionalis e que a administracdo de Paenibacillus sp. e

Cupriavidus sp. aumentam a resisténcia a essa intoxicacao.

A transfaunacdo de liquido ruminal de caprinos previamente inoculados com bactérias
degradadoras de MFA induz resisténcia a intoxicacdo por A. septentrionalis em outros caprinos
susceptiveis, permitindo um maior consumo da planta sem causar intoxicacdo, podendo ser utilizada

como alternativa para proteger os animas e serem aplicadas em condi¢des de campo.

Evidéncias demonstradas no presente trabalho fortalecem estudos futuros sobre o uso dessas
bactérias como instrumentos de avangos biotecnoldgicos permitindo inovagdes e beneficios no setor da

medicina veterinaria.
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