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do S.S. & Riet-Correa F. 2015. [Resistance to poisoning by Amorimia septentrionalis in
goats induced by ruminal inoculation of the bacteria Pigmentiphaga kullae and Ancy-
lobacter dichloromethanicus.] Resisténcia a intoxicagdo por Amorimia septentrionalis em
caprinos, induzida pela inoculagdo ruminal das bactérias Pigmentiphaga kullae e Ancylo-
bacter dichloromethanicus. Pesquisa Veterindria Brasileira 35(2):125-128. Unidade Acadé-
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de Campina Grande, Avenida Universitaria s/n, Bairro Santa Cecilia, Patos, PB 58700-970,
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In Brazil is estimated that poisoning of livestock by sodium monofluoroacetate (MFA) con-
taining plants causes the death of about 500.000 cattle per year. The ruminal inoculation of
bacteria that degrade MFA has been proposed as a way to prevent the poisoning. This study
aimed to evaluate in goats resistance to the MFA-containing plant Amorimia septentrionalis in-
duced by ruminal inoculation of the bacteria Pigmentiphaga kullae and Ancylobacter dichloro-
methanicus. Twelve goats, without previous contact with MFA-containing plants, were divided
into two groups of six animals each. In group 1, 60ml of a mixture of the two bacteria was inocu-
lated every day for 10 days into each goat. In group 2, the goats did not receive the bacteria. At
the 10th day of inoculation, A. septentrionalis began to be administered daily at a dose of 5g/kg
body weight to both groups. The administration was interrupted in each goat after first clinical
signs of poisoning were observed.. The goats of group 1 showed clinical signs 5.83+2.56 days
after the administration of the plant, what differed significantly (p=0.037) from goats of group
2, that showed clinical signs 2.67+0 52 days after the beginning of ingestion. The amount of
A. septentrionalis ingested by inoculated goats (28.83+12.97g/kg) to cause clinical sings was
significantly greater (p=0.025) than the amount ingested by the non-inoculated (12.03+3.65)
goats to cause clinical signs and was also statistically different between the groups. We conclu-
ded that the intraruminal administration of Pigmentiphaga kullae and Ancylobacter dichloro-
methanicus increases the resistance to poisoning by MFA-containing plants.

INDEX TERMS: Sodium monofluoracetate, poisoning plants, resistance to poisoning, deha-
logenases, Amorimia septentrionalis, Pigmentiphaga kullae, Ancylobacter dichloromethani-
cus, goats.

RESUMO.-NoBrasil,estima-sequeasintoxicagdesporplan-
tas toxicas que contém monofluoroacetato de s6dio (MFA)
causam a morte de aproximadamente 500.000 bovinos
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ao ano. A inoculagdo ruminal de bactérias que degradam
MFA tem sido proposta como uma forma de prevenir a in-
toxicacdo. O presente trabalho teve como objetivo avaliar,
em caprinos, a resisténcia ao MFA presente em Amorimia
septentrionalis, induzida por inocula¢do ruminal das bac-
térias Pigmentiphaga kullae e Ancylobacter dichlorome-
thanicus. Doze caprinos, que nunca tiveram contato pré-
vio com plantas que contém MFA, foram divididos em dois
grupos, com seis animais cada. No grupo 1, 60 mL de uma
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mistura das duas bactérias foi inoculada, diariamente, du-
rante 10 dias em cada caprino. No grupo 2, os caprinos
ndo receberam as bactérias. A partir do 102 dia de ino-
culacdo, A. septentrionalis foi administrada, diariamente,
na dose de 5g/kg de peso vivo, sendo interrompida em
cada animal apds a observacdo dos primeiros sinais cli-
nicos da intoxicacdo. Os caprinos do grupo 1 apresenta-
ram sinais clinicos 5,83+2,56 dias ap6s a administracdo
da planta o que diferiu significativamente (p=0,037) dos
caprinos do grupo 2, que apresentaram sinais clinicos aos
2,67+0,52 dias. A quantidade de planta ingerida pelos
caprinos inoculados (28,83+12,97g/kg) e os ndo inocula-
dos (12,03+3,65g/kg) para desencadear os sinais clinicos
foi, também, estatisticamente diferente entre os grupos
(p=0,025). Conclui-se que a administragdo intraruminal
de Pigmentiphaga kullae e Ancylobacter dichloromethani-
cus induz resisténcia a intoxicagdo por plantas que con-
tém MFA.

TERMOS DE INDEXAGAO: Monofluoracetato de sédio, plantas té-
xicas, intoxicagdo por plantas, resisténcia as intoxica¢oes, dehalo-
genases, Amorimia septentrionalis, Pigmentiphaga kullae, Ancylo-
bacter dichloromethanicus, caprinos.

INTRODUCAO

A intoxicacdo de animais domésticos por plantas que pos-
suem monofluoroacetato de sédio (MFA), incluindo Amo-
rimia spp., Palicourea spp., e Arrabidaea spp. é responsa-
vel, anualmente, por aproximadamente 410.380 a 877.881
mortes de bovinos, o que representa 50% das mortes
ocasionadas por todas as plantas toxicas no Brasil, estima-
das em 820.761 e 1.755.763 bovinos (Pessoa et al. 2013).
Amorimia septentrionalis, anteriormente identificada como
Amorimia (Mascagnia) rigida (Duarte et al. 2014), popular-
mente conhecida por tingui € uma das plantas toxicas mais
importantes da Parafba (Medeiros et al. 2002, Vasconcelos
et al. 2008ab).

O controle desse tipo de intoxicacdo pode ser realiza-
do por meio da detoxificagio do MFA, no rumen, por bac-
térias produtoras de dehalogenases capazes de degradar
esse composto (Gregg et al. 1998), que podem ser isoladas
do rumen de animais, do solo e de plantas (Twigg & Socha
2001, Camboim et al. 2012ab, Davis et al. 2012). As deha-
logenases produzidas pelas bactérias atuam por meio da
clivagem da ligacdo carbono-halogénio e no caso do MFA,
a dehalogenase fluoroacetato e a L-2-haloacido dehaloge-
nase sdo capazes de atuar sobre a ligacdo carbono-fllor,
ocasionando a inativacdo desse composto toxico (Fetzner
& Lingers 1994, Chan et al. 2010).

Na Paraiba, as bactérias que degradam MFA, Ancylo-
bacter dichloromethanicus e Pigmentiphaga kullae foram
isoladas do rimen de caprinos criados em areas livres de
plantas que contém MFA (Camboim et al. 2012b).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a efi-
cacia da utilizacdo de bactérias degradadoras de MFA,
isoladas do rimen de caprinos, na detoxificacdo ruminal
do MFA presente em A. septentrionalis, indicando uma
possivel forma de controle para a intoxicacdo por essa
planta.
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MATERIAL E METODOS

Amorimia septentrionalis foi coletada no municipio de Teixeira
(S7°12.24° 0 37°15.11’; elevagdo 749m), localizado no estado da
Paraiba, no mesmo lugar utilizado por Duarte et al. (2014) para
coletar planta com objetivo de induzir resisténcia a intoxicagio
em caprinos.

Foram utilizados 12 caprinos, mesti¢os, com idades de 1 a 3
anos, pesando de 20 a 40 kg, todos sem histérico de intoxicagdo ou
contato prévio com A. septentrionalis, divididos em dois grupos. O
Grupo 1, foi composto por seis animais que receberam, durante
10 dias, por administragdo oral, 60 mL de uma solugdo contendo
as bactérias Ancylobacter dichloromethanicus e Pigmentiphaga
kullae, isoladas de rimen de caprino (Camboim et al. 2012b).

Para obtengdo dessa solucdo, as bactérias foram semeadas em
agar nutriente e dgar sangue de ovino desfibrinado a 5%, e incuba-
das em estufa bacteriolégica a 37°C por 24-48 horas. Cada bactéria
era diluida em solugdo fisioldgica a 0,9% estéril até que atingisse
o grau 1 da escala de Mac Farland. O indculo para cada animal era
preparado misturando 50 mL da solugdo de cada bactéria, de onde
se retirava os 60 mL para posterior inoculagdo (Gregg et al. 1998).

No décimo dia de inoculagdo, iniciou-se a administracdo dia-
ria de folhas verdes da planta na dose de 5g/kg. Essa dose foi de-
terminada apds a administracdo previa a dois caprinos que adoe-
ceram apds dois dias de ingestdo 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 voluntaria aos caprinos, e os que ndo comiam recebiam
a planta mediante a administra¢do de pequenas quantidades da
mesma diretamente em suas bocas.

No grupo 2, controle, constituido, também, por seis caprinos,
ndo foram inoculadas as bactérias e a planta foi oferecida da mesma
forma que aos animais do grupo 1. Em razdo de os sinais clinicos
serem desencadeados pelo exercicio, logo ap6s a administracdo da
planta, todos os caprinos eram estimulados a se exercitar durante
10 minutos. Antes e depois de oferecer a planta, a temperatura re-
tal, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria e movimentos ru-
minais foram mensurados e modificagdes comportamentais foram
observadas. Interrompeu-se a administragio da planta assim que
os animais demonstraram sinais clinicos de intoxicagdo.

Amostras de aproximadamente 4mL de sangue, foram cole-
tadas por puncdo da veia jugular em tubo a vacuo (vacutainer®),
sem anticoagulante, antes da primeira administragdo da planta,
a cada 2 dias ap6s a administragdo da mesma e 15 dias apds a
dltima dose. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (Cen-
trifuga Eppendorf®, modelo 5804R) a 1600G por 15 minutos para
obtencdo do soro. As concentragdes séricas de creatinina, ureia,
albumina, magnésio, calcio, fésforo e proteinas totais e as ativi-
dades séricas de fosfatase alcalina, aspartato aminotransferase
(AST) e gama glutamil transferase (GGT) foram mensuradas por
meio da utilizacdo de kits comerciais (Labtest®). A leitura foi re-
alizada com auxilio de analisador bioquimico semi-automatico
Bioclin Systems II.

A resisténcia a intoxicagdo pela planta foi avaliada pelo tempo
para o aparecimento dos sinais clinicos e quantidade de planta
consumida para desencadear os mesmos. Os dados foram anali-
sados estaticamente pelo teste ndo-paramétrico de U de Mann-
-Whitney, uma vez que os dados ndo apresentaram distribuicdo
normal (Zar 1999). O programa Bioest 5.3, foi utilizado para as
andlises, e o nivel de significincia adotado foi de 5%.

RESULTADOS

Os sinais clinicos observados nos caprinos intoxicados fo-
ram depressao, taquicardia, taquipneia, relutancia ao movi-
mento, mugidos, diarreia, incoordenagao motora, tremores
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Quadro 1. Tempo para inicio dos sinais clinicos da
intoxicacdo por Amorimia septentrionalis em caprinos
inoculados com bactérias que degradam fluoracetato
(grupo 1) e caprinos controle (grupo 2)

Grupo 1 Grupo 2
Animais (N2) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Dias para inicio 8 2 4 8 5 8 333 2 3 2
dos sinais clinicos
Média + desvio-padrao 5,83+2,56% 2,67+0,52

2 Diferenca estatisticamente significante com o grupo controle (P<0,05).

Quadro 2. Dose de planta ingerida até o inicio dos sinais
clinicos da intoxicacdo por Amorimia septentrionalis em
caprinos inoculados com bactérias que degradam
fluoracetato (grupo 1) e caprinos controle (grupo 2)

Grupo 1 Grupo 2

7 8 9 10 1112
15 15 15 82 12 7

Animais (N2) 1 2 3 4 5 6
Dose de planta 40 10 20 40 23 40
(g/kg) ingerida

Média + desvio-padrao 28,83+12,97° 12,03+3,65

2 Diferenca estatisticamente significante com o grupo controle (P<0,05).

musculares e ingurgitamento da veia jugular com pulso ve-
noso positivo. Em trés animais do grupo 1 os tnicos sinais
clinicos observados foram taquicardia e ingurgitamento
da jugular. O tempo apds o inicio da ingestao em que cada
caprino apresentou sinais clinicos foi significativamente
maior (p=0,037) no grupo dos caprinos que receberam a
bactéria (Quadro 1). A dose de planta ingerida pelos ani-
mais inoculados (grupo 1) foi, também, significativamente
maior do que a ingerida pelos caprinos do grupo 2 (contro-
le) (p=0,025) (Quadro 2).

Todos os animais se recuperaram dentro de 24 horas
apos o final da ingestdao de Amorimia septentrionalis. So-
mente o caprino 9 do grupo 2 morreu dois dias ap6s o ini-
cio dos primeiros sinais clinicos da intoxica¢ao. Na necrop-
sia, foram observados coagulos no ventriculo esquerdo.
Histologicamente, no rim, pode-se constatar a presen¢a de
degeneracdo hidropico-vacuolar e necrose das células epi-
teliais dos tubulos contornados distais.

Na avaliagdo da bioquimica sérica dos dois grupos, os
valores estavam dentro do normal (Kaneko et al. 2008) e
ndo diferiram entre os grupos.

DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho comprovam que a inoculagido
intraruminal das bactérias Ancylobacter dichloromethani-
cus e Pigmentiphaga kullae é capaz de induzir resisténcia
a plantas que contém monofluoroacetato de s6dio (MFA)
em caprinos. Possivelmente essa resisténcia é induzida
pela capacidade de adaptagdo dessas bactérias em ambien-
tes contaminados pelo MFA, permitindo que utilizem essa
substancia como fonte de carbono e energia (Bliimel et al.
2001, Firsova et al. 2009). Resultados semelhantes foram
observados por Gregg et al. (1998) que inocularam em ovi-
nos a bactéria ruminal, Butyrivibrio fibrisolvens modificada
geneticamente com um gene que codifica a produgio da
enzima fluoroacetato dehalogenase, obtido a partir de uma
espécie de Moraxella, comprovando que os ovinos inocu-

lados eram resistentes a doses maiores de MFA do que os
animais controles.

Estes resultados também se assemelham aos observa-
dos por Duarte et al. (2014) em caprinos que receberam,
repetidamente, doses ndo téxicas de Amorimia septentrio-
nalis. Entretanto, em ovinos, a administracdao de doses ndo
toxicas de MFA ndo aumentou a resisténcia a intoxica¢ao
(Santos et al. 2014). Em trabalhos anteriores do nosso gru-
po de pesquisa foi sugerido que havia quatro possibilidades
de induzir resisténcia a intoxica¢ao por plantas que contém
MFA: 1) a administragio repetida, por periodos alternados,
de doses ndo toxicas da planta; 2) a administracio de MFA
em doses ndo téxicas o que permitiria, também, a prolife-
racdo de bactérias que tenham atividade de dehalogenases;
3) a administracdo de outro substrato semelhante a MFA,
ndo toéxico, que estimule a proliferacdo de bactérias com
atividade de dehalogenases; e 4) a administracdo de bac-
térias que degradam MFA (Camboim et al. 2012a, 2012b,
Oliveira et al. 2013, Santos et al. 2014). Considerando os re-
sultados negativos obtidos pela inoculacdo de MFA (Santos
et al. 2014), assim como o risco e as dificuldades de admi-
nistrar doses ndo téxicas de plantas que contem MFA4, fica
evidenciado a utilizacdo de bactérias que hidrolisam este
composto como uma alternativa viavel para conferir resis-
téncia a intoxicacgdo. Por outro lado, ndo se conhece o grau
nem a duracdo da resisténcia que pode ser adquirida pela
inoculagdo de bactérias, utilizadas isoladamente ou em um
consorcio de bactérias.

Novos trabalhos deverdo ser realizados para tentar au-
mentar a resisténcia e determinar sua duracdo, utilizando
diferentes bactérias por periodos diferentes. Outra variavel
a ser levada em consideracdo é a quantidade de planta que
0S animais ingiram espontaneamente, pois se com a inocu-
lacdo de bactérias se aumenta a resisténcia de forma que
os animais possam ingerir doses maiores sem adoecer, é
provavel que a ingestdo dessas doses em forma continuada
possa aumentar ou manter uma resisténcia necessaria para
ndo ocorrer mortes. Um fato bem conhecido é que animais
criados em areas onde ocorrem plantas que contem MFA
sdo menos susceptiveis que animais criados em areas onde
ndo ocorrem essas plantas (Silva et al. 2008). Porém, ndo
ha o conhecimento se essa resisténcia é adquirida pela in-
gestdo de doses ndo toxicas da planta ou é devido a selecdo
natural em consequéncia da morte dos animais suscepti-
veis.

O rol de bactérias que degradam MFA na resisténcia a
intoxicacdo por A. septentrionalis é evidenciado, também,
por estudos recentes do nosso grupo de pesquisa, que re-
velaram ser possivel evitar a intoxicacdo mediante trans-
faunacio de fluido ruminal de caprinos resistentes, que re-
ceberam bactérias que degradam MFA e posteriormente A.
septentrionalis, para caprinos susceptiveis (dados nao pu-
blicados). Resultados semelhantes foram encontrados por
Duarte et al. (2014), que induziram resisténcia em caprinos
por meio de transferéncia de fluido ruminal de animais re-
sistentes, que receberam doses repetidas nio téxicas de A.
septentrionalis, para animais susceptiveis.

Os sinais clinicos demonstrados pelos caprinos intoxi-
cados e as lesdes histologicas do animal que morreu foram
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semelhantes aos relatados anteriormente na intoxicacdo
por A. septentrionalis (Vasconcelos et al. 2008a, 2008b, Du-
arte et al. 2014).

CONCLUSAO

Conclui-se que a inoculagdo ruminal simultanea de Ancylo-
bacter dichloromethanicus e Pigmentiphaga kullae aumen-
ta a resisténcia a intoxicacdo por plantas que contém mo-
nofluoroacetato de sédio.
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