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RESUMO 

DETECÇÃO MOLECULAR DE Brucella abortus, Toxoplasma gondii e 

Leshmania spp. EM FELÍDEOS SILVESTRES DE VIDA LIVRE E DE CATIVEIRO 

NO ESTADO DE MATO GROSSO – BRASIL 

A maioria das doenças infecciosas emergentes são predominantemente zoonoses sendo a 

grande parte de origem silvestre. Os felídeos silvestres desempenham importante papel na 

epidemiologia de patógenos que podem afetar a saúde tanto de animais domésticos como 

silvestres e a saúde humana, servindo como hospedeiros reservatórios. Dessa forma o objetivo 

foi diagnosticar através da técnica molecular da PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) as 

espécies de B. abortus, T. gondii e Leishmania spp. em amostras de sangue de felídeos silvestres 

de vida livre e de cativeiro do Estado do Mato Grosso, Brasil. Foram testadas 23 amostras 

sanguíneas de 06 espécies de felídeos silvestres (Leopardus colocolo, Leopardus pardalis, 

Leopardus wiedii, Pantera onca, Puma concolor e Puma yagouaorundii). B. abortus foi 

detectada em 4,34% (1/23), um Puma concolor de cativeiro. T. gondii estava presente 13,04% 

dos felídeos (3/23), sendo 2 animais de vida livre (Leopardus colocolo e Leopardus pardalis) 

e 1 animal de cativeiro (Puma concolor). Leshmania spp. estava presente 8,69% dos felídeos 

(2/23), sendo 2 animais de vida livre (Leopardus pardalis e Puma concolor). Os resultados 

obtidos demonstram que os microrganismos B. abortus, T.PCR gondii e Leishmania spp. estão 

presentes em felídeos silvestres. Esses animais desempenham importante papel na função 

ecológica, uma vez que são portadores de patógenos infecciosos mesmo sem o desenvolvimento 

de doença clínica. A detecção em animais de cativeiro e de vida livre demonstra a importância 

do monitoramento relacionado a agentes etiológicos de caráter zoonótico, para que possam ser 

adotadas medidas terapêuticas e profiláticas adequadas.  

Palavras chave: PCR, zoonoses, felídeos silvestres, doenças emergentes  



 
 

 

 

ABSTRACT 

DETECTION MOLECULAR OF Brucella abortus, Toxoplasma gondii and 

Leshmania spp. IN FREE-LIVING AND CAPTIVITY FELIDS IN THE STATE OF 

MATO GROSSO - BRAZIL 

Most emerging infectious diseases are predominantly zoonoses, most of which are of wild 

origin. Wild felids play an important role in the epidemiology of pathogens that can affect the 

health of both domestic and wild animals and human health, serving as reservoir hosts. Thus, 

the objective was to diagnose through the molecular technique of PCR (Polymerase Chain 

Reaction) the species of B. abortus, T. gondii and Leishmania spp. in blood samples from wild 

and captive wild felids from the State of Mato Grosso, Brazil. Twenty-three blood samples from 

6 species of wild felids (Leopardus colocolo, Leopardus pardalis, Leopardus wiedii, Pantera 

onca, Puma concolor and Puma yagouaorundii) were tested. B. abortus was detected in 4.34% 

(1/23), a captive Puma concolor. T. gondii was present in 13.04% of the felids (3/23), being 2 

free-living animals (Leopardus colocolo and Leopardus pardalis) and 1 captive animal (Puma 

concolor). Leishmania spp. 8.69% of the felids were present (2/23), being 2 free-living animals 

(Leopardus pardalis and Puma concolor). The results obtained demonstrate that the 

microorganisms B. abortus, T. gondii and Leishmania spp. are present in wild felids. These 

animals play an important role in the ecological function, since they are carriers of infectious 

pathogens even without the development of clinical disease. The detection in captive and free-

living animals demonstrates the importance of monitoring related to zoonotic etiological agents, 

so that appropriate therapeutic and prophylactic measures can be adopted. 

 

Keywords: PCR, zoonosis, wild felids, emerging diseases 
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1 INTRODUÇÃO 

O Estado de Mato Grosso é o único do país que engloba elementos bióticos dos biomas 

Amazônia, Cerrado e Pantanal sendo um hotspot de biodiversidade global. Esses biomas sofrem 

com a expansão da agricultura e pecuária que, segundo o Instituto de Defesa Agropecuária 

(INDEA) do Estado de Mato Grosso, detém 32,7 milhões de bovinos, sendo o maior produtor 

efetivo do país (IBGE, 2019; INDEA, 2022). 

 Com essa deterioração do habitat natural dos felídeos silvestres juntamente com a caça 

predatória e a escassez de presas para sua alimentação, o aumento na ocorrência de doenças 

infecciosas e zoonóticas tem sido um problema na conservação dos felídeos silvestres 

(NOWELL E JACKSON, 1996; FUNK et al., 2001). Assim, as doenças infecciosas e 

zoonóticas que repercutem negativamente em espécies silvestres, como a Brucella abortus (B. 

abortus), Toxoplasma gondii (T. gondii) e Leishmania spp., representam um perigo para saúde 

humana e animal (MISHRA et al., 2022).  

A B. abortus é uma das zoonoses mais comuns em todo o mundo, com mais de 500.000 

novos casos a cada ano (GODFROID et al., 2017). A pesquisa sobre Brucella sp. em animais 

silvestres são limitadas, principalmente em felídeos, além de ser difícil mensurar o impacto das 

infecções na vida silvestre na reemergência em animais e humanos, uma vez que a transmissão 

raramente é descrita e é pouco conhecida (DADAR et al., 2021).  

Em relação a toxoplasmose, estima-se que quase 30% da população humana mundial 

teve contato com o T. gondii, sendo essas infecções na maioria das vezes assintomáticas, no 

entanto podem levar a efeitos deletérios, principalmente em casos congênitos e em pessoas 

imunocomprometidas (JAFARI-MODREK et al., 2019; SAFARPOUR et al., 2020). Os 

felídeos são considerados hospedeiros definitivos, sendo responsáveis pela eliminação do 

parasita no ambiente, através da excreção de milhões de oocistos em suas fezes que podem 

sobreviver no solo mesmo por anos. Nos felídeos silvestres, esse patógeno pode agir 

negativamente na conservação da espécie e reintrodução do animal a natureza (ULLMANN et 

al., 2010). 

Já o protozoário do gênero Leishmania é considerado um parasita intracelular 

obrigatório que acomete humanos e animais (TOLENTINO et al., 2019). Traz graves problemas 

de saúde única e estima-se que um bilhão de pessoas vivam em áreas de risco para pelo menos 

uma das formas clínicas da doença, cutânea ou visceral, e cerca de 556 milhões de pessoas estão 

sob o risco de desenvolver a leishmaniose visceral (OMS, 2022). Felídeos silvestres são 

ocasionalmente diagnosticados com leishmaniose, mas tem sido relatada em áreas endêmicas 
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para leishmaniose humana e canina (PENNISI; PERSICHETII, 2018). O Estado de Mato 

Grosso é uma região endêmica para leishmaniose, e já foram identificados felídeos silvestres 

de cativeiros com Leishmania sp. (DAHROUG et al., 2010) bem como felinos domésticos 

(MADRUGA et al., 2018; SILVA et al., 2020). 

 Os felídeos silvestres são animais que em seu ambiente natural percorrem diversos 

territórios para sua sobrevivência. Dessa forma, estão expostos a patógenos presentes no 

ambiente ou proveniente de sua alimentação. Considerando o grau de vulnerabilidade das 

espécies de felídeos silvestres, juntamente com a diminuição dos seus hábitats e a existência de 

diversos felídeos em cativeiro, se faz necessário o monitoramento de potenciais agentes 

infecciosos para uma melhor compreensão da saúde silvestres, contribuindo dessa forma para 

ações de conservação, que estão em sua maioria em risco de extinção, seja em ambiente natural 

ou de cativeiro (NOWEL; JACKSON, 1996; Adania et al. 2014). Além disso, essa proximidade 

dos animais de cativeiro com humanos e animais doméstico pode aumentar o risco de 

reemergência de patógenos, servindo como sentinelas de riscos à saúde humana, animais 

domésticos e outras espécies silvestres (YON et al., 2019).  

Diante disso, a monitorização dessas zoonoses em felídeos silvestres é importante para 

conhecer o papel epidemiológico desempenhado como hospedeiros e/ou reservatório. Logo, o 

objetivo deste estudo foi detectar o DNA de B. abortus, T. gondii e de Leishmania spp.  através 

da técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) em amostras sanguíneas de cinco espécies 

de felídeos silvestres pertencentes a vida livre e a cativeiro no Estado de Mato Grosso, Brasil.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Microrganismos 

2.1.1 Brucella abortus 

B. abortus é uma bactéria intracelular pertencente ao Filo Proteobacteria e a classe 

Alphaproteobacteria. É um patógeno infectocontagioso e zoonótico conhecido por causar 

brucelose principalmente em bovinos e humanos, mas pode acometer outras espécies de 

animais tornando sentinelas em muitos casos (MORENO, 2014; SANTOS et al., 2020).  

A transmissão ocorre pelas vias nasal e oral através de inalação de aerossóis e pelo 

consumo produtos infectados (SANTOS et al., 2020).  É uma doença sistêmica no qual diversos 

órgãos ou tecidos do corpo podem estar envolvidos. Nos animais causa principalmente abortos 

que costumam ocorrer após a primeira infecção, infertilidade, nascimento de animais fracos ou 

natimortos (MORENO, 2014). 

 Dados de notificação da Organização Mundial da Saúde Animal (OIE) indicam vários 

casos suspeitos ou confirmados de brucelose em animais silvestres, especialmente infecção por 

B. abortus. Animais silvestres são suscetíveis à infecção e podem transmitir para outros 

espécies de animais silvestres e domésticos (CROSS et al., 2010). Apesar de número substancial 

de estudos e relatórios mundiais, ainda não há estimativas precisas sobre a prevalência da 

Brucella em felídeos silvestres (DADAR et al., 2021). 

Em muitas áreas, a epidemiologia da brucelose na vida silvestre está intimamente 

associada à ocorrência da doença na pecuária. Algumas espécies silvestres podem contribuir 

para a reintrodução de infecções por Brucella em bovinos, mesmo em regiões oficialmente 

livres de brucelose (DADAR et al., 2021).  

Infecções de felídeos de vida livre por diferentes espécies de Brucella vem sendo 

amplamente divulgados na literatura e existem desde o início do século XX (KOSOY; 

GOODRICH, 2019). Entretanto, ainda existem poucas informações sobre a Brucella em 

felídeos silvestres e os estudos conduzidos de detecção do patógeno foram em sua maior parte 

por técnicas sorológicas e bacteriológicas (KOSOY; GOODRICH, 2019).  

Animais de zoológico também são acometidos por Brucella spp. e uma possível fonte 

de infecção pode ser pela ingestão de carne, fruta, legumes e água contaminadas (OLIVEIRA-

FILHO et al., 2012). É importante destacar que a maioria dos animais introduzidos nos 

zoológicos são os confiscados por órgãos governamentais que estavam em situações ilegais ou 
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abusivas, incluindo serem criados como animais de estimação, no qual podem ter uma dieta 

variada. Com isso, é difícil determinar onde os animais de cativeiros foram expostos ao 

patógeno, se no ambiente doméstico, silvestre ou mesmo durante seu cativeiro.  

Para Almeida et al. (2013), a presença de Brucella spp. em zoológico levanta um 

crescimento preocupante com a possibilidade de transmissão entre humanos, animais silvestres 

e domésticos, resultando em graves problemas socioeconômicos e saúde pública. 

 

2.1.1.2 Diagnóstico 

O diagnóstico laboratorial baseia-se em métodos diretos e indiretos. Os métodos 

indiretos representados pela sorologia como, teste de Soroaglutinação com Antígeno Brucélico 

corado pelo Rosa Bengala (RBPT) que é o mesmo Antígeno Acidificado Tamponado (AAT), 

a soroaglutinação em tubo (SAT), Coombs e Fixação de Complemento (CFT), Teste do Anel 

do Leite (TAL), 2-Mercaptoetanol (2-ME) e o Teste Imunoenzimático (ELISA) 

(AKHVLEDIANI et al., 2017). 

Já os métodos diretos fazem referência ao isolamento do patógeno, que é considerado o 

padrão-referência, porém isolados de Brucella são de difícil cultivo e requerem condições 

especiais de segurança no laboratório (AKHVLEDIANI et al., 2017), e a detecção do agente 

pela PCR (DAHOUL et al., 2013). 

Os métodos indiretos são os mais utilizados para o diagnóstico, pois permitem o 

diagnóstico de mais de 95% dos casos (LAWINSKY et al., 2010). De acordo com Dahouk et 

al. (2013), os testes sorológicos são mais rápidos, sensíveis e eficazes, todavia não devem ser 

realizados isoladamente como único teste de escolha.  

A detecção do DNA bacteriano pela PCR por sua vez é mais sensível e rápida que o 

isolamento bacteriano e mais específico que os testes sorológicos servindo para a confirmação 

da espécie de Brucella envolvida como para a detecção do microrganismo em hospedeiros sem 

sinais clínicos.  

A utilização de biologia molecular mostra uma boa opção para o diagnóstico de 

brucelose visto que identifica novas espécies de Brucella de humanos, animais domésticos e 

silvestres (SCHOLZ; VERGNAUD, 2013). 
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2.1.2 Toxoplasma gondii 

Pertencente ao Filo Apicomplexa, o T. gondii é um protozoário zoonótico que infecta 

humanos e animais domésticos e silvestres (DUBEY et al., 2009). Possui como hospedeiro 

definitivo as espécies felídeas, que são responsáveis por liberarem oocistos pelas fezes 

contaminando o ambiente e os demais animais desempenham o papel de hospedeiros 

intermediários (DUBEY et al., 2009). 

A disseminação da toxoplasmose é de maior prevalência em países de clima quente e 

baixa latitude, onde favorecem a esporulação e a sobrevivência dos oocistos (SOUZA e 

BELFORT JR., 2014). A transmissão da toxoplasmose se dá principalmente através da ingestão 

dos oocistos esporulados, presentes em alimentos e na água (HILL e DUBEY 2002). 

T. gondii possui a característica de multiplicar-se em todas as células nucleadas do 

hospedeiro humano ou animal. Esse protozoário é responsável mais comumente por casos de 

infecção assintomática, porém quadros clínicos de abortamento, encefalites, uveítes e até morte 

são relatados tanto em animais como em humanos (GARCIA et al., 1999; JONES et al., 2000 

ABU-DALBOUH et al., 2012). Os membros da família Felídea, ou seja, gatos domésticos e 

silvestres, são as espécies animais-chave para a manutenção do T. gondii (ELMORE et al, 

2010). A eliminação dos oocistos nas fezes, é durante um período de 10 a 15 dias permanecendo 

viáveis e infectantes por mais de um ano em condições favoráveis (DUBEY, 2004, DUBEY; 

JONES, 2008, WEISS; DUBEY, 2009). A ativação da imunidade humoral e a produção de 

anticorpos impedem extravasamento de oocistos; no entanto, novos episódios de excreção 

podem ocorrer caso desenvolvam imunossupressão grave (DUBEY, 1995; JONES et al., 2008).  

O estilo de vida dos felídeos silvestres influencia na ocorrência de infecção e 

manutenção do T. gondii, uma vez que esses animais são carnívoros e caçam para se alimentar. 

(HATAM-NAHAVANDI et al., 2021). As infecções pelo protozoário já foram descritas em 

felídeos silvestres de cativeiro (CAÑÓN-FRANCO et al., 2013), pois felídeos domésticos estão 

frequentemente presentes nesses locais, juntamente com animais sinantrópicos, que constituem 

presas potenciais para carnívoros (ZARNKE et al., 2001). Além disso, carne bovina e de aves 

utilizadas na alimentação de animais silvestres em zoológicos podem ser importantes fontes de 

infecção (ANDRÉ et al., 2010). 
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2.1.2.1 Diagnóstico 

A infecção pelo T. gondii pode ser diagnosticada indiretamente, através de métodos 

sorológicos, e diretamente, por Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), hibridação, isolamento 

e anatomopatologia. O diagnóstico indireto é a pesquisa de anticorpos anti-T. gondii no soro 

dos humanos e dos animais (REAGHI et al., 2011; PEREIRA et al., 2012), enquanto os métodos 

diretos têm como objetivo demonstrar a presença do T. gondii nos tecidos, excreções ou fluidos 

corporais (VELARDE et al., 2009). 

A realização do diagnóstico molecular através de PCR foi descrita em meados da década 

de 80 (BURG et al., 1989). Diversos materiais como sangue, leite e tecidos como o cerebral, 

musculo cardíaco e esquelético, são utilizados para a extração e pesquisa de DNA de T. gondii 

(ESTEBRAN et al., 1998; MASON et al., 2010; CAMOSSI et al., 2011; SPALDING et al., 

2013).  

 

2.1.3 Leishmania spp. 

Os protozoários responsáveis pela leishmaniose são gênero Leishmania, pertencentes à 

Ordem Kinetoplastida e à Família Trypanosomatidae (ROSS 1903). São microrganismos 

pleomórficos com formas promastigotas (flageladas e extracelulares) e amastigotas (aflageladas 

e intracelulares) que se reproduzem assexuadamente humanos, animais domésticos e silvestres 

(NASCIMENTO et al., 2021).  

 Já foram descritas 22 (vinte e duas) espécies patogênicas para humanos. Conforme a 

espécie de Leishmania envolvida e a sua relação com seu hospedeiro, podendo apresentar 3 

formas clínicas, muco cutânea, cutânea ou visceral (LONGONI et al., 2012). 

Os hospedeiros vertebrados são animais silvestres ou domésticos. Os caninos 

desempenham papel importante na transmissão da doença uma vez que são reservatórios 

naturais (SOLANO GALLEGO et al., 2009). Em relação a hospedeiro invertebrados no Brasil 

temos as fêmeas de insetos dípteros do gênero Lutzomyia (Chang et al, 1985).  

Já foram detectadas em pequenos roedores, ovinos, caprinos, equídeos e felídeos 

domésticos (NEAFIE e CONNOR, 1976; WILLIAMS et al., 1991; VAN DER LUGT et al., 

1992; OZON et al., 1998; KOEHLER et al., 2002; NASCIMENTO et al., 2021).  

Registros de leishmaniose felina vem aumentando em gatos domésticos quando 

comparado aos silvestres no continente americano, em especial no Brasil (SOARES et al., 2016; 

ASFARAM et al., 2019).  
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O primeiro relato em felino no Brasil, foi em um gato doméstico (PASSOS et al., 1996). 

No entanto, Savani et al. (2010), no Estado de São Paulo, detectaram o primeiro caso autóctone 

da leishmaniose felina, no qual foi confirmado a presença de L. infantum. As espécies mais 

comuns que acometem os felinos no Brasil são Leishmania braziliensis, L. infantum e 

Leishmania amazonenses (SOUZA et al. 2005; FIGUEIREDO et al. 2009; CARNEIRO et al. 

2020; COSTA-VAL et al. 2020). 

Os carnívoros domésticos e silvestres são considerados reservatórios da L. infantum, os 

sinais clínicos da leishmania visceral são mais frequentes em canídeos silvestres do que nos 

felinos (ROQUE et al., 2014, SOUZA et al., 2014).  

Felídeos silvestres são ocasionalmente diagnosticados com leishmania, mas tem sido 

relatada em áreas endêmicas para leishmaniose humana e canina (SOARES et al., 2016; 

PENNISI; PERSICHETII, 2018).  

Felídeos silvestres assintomáticos foram relatados como positivos para L. chagasi no 

Estado de Mato Grosso, Brasil, onde 05 (cinco) pumas (Puma concolor) e 01 (uma) onça-

pintada (Panthera onca) tiveram amostras de sangue positivas detectadas pela técnica de 

Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restrição (PCR-RFLP) (DAHROUG et al., 

2010).  

Dahroug et al. (2011), relataram o primeiro caso de L. chagasi em leão africano 

(Panthera leo), sem sinais clínicos, através do PCR-RFLP, mantidos em zoológico em Mato 

Grosso.  

A PCR quantitativo em tempo real (qPCR) foi utilizada para detectar o DNA de 

Leishmania sp. em 04 (quatro) felídeos silvestres pertencentes ao Zoológico de Brasília, 

representados por 02 (dois) gato-palheiro (Leopardus colocolo), 01 (uma) jaguatirica 

(Leopardos pardalis) e 01 (um) puma (Puma concolor) (REIS et al., 2019). 

 

2.1.3.1 Diagnóstico 

O diagnóstico da leishmaniose é realizado através de testes laboratoriais, como o exame 

parasitológico, a Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI), o Ensaio Imunoenzimático 

(ELISA) e por meio da Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) (PEREIRA et al., 2008). 

 A forma amastigota do parasito em macrófagos é evidenciada por exame microscópico 

após escarificação, biópsia com impressão por aposição ou punção aspirativa da medula óssea, 

baço e nódulo linfático (ROMERO e BOELAERT 2010).  
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Ensaios sorológicos utilizados destacam-se a Imunofluorescência Indireta (IFA), Ensaio 

de Imunoenzimático (ELISA) (LUPPI et al., 2008), ligante de Fucose-Manose-ELISA (FML-

ELISA) (SANTIAGO et al., 2007), Ensaios de tira Imunocromatográfica (ICT) (MOLINA et 

al., 2012; ROSYPAL et al., 2010), Teste de Aglutinação Direta (DAT) (MOHEBALI et al., 

2005) 

Para o diagnóstico molecular utiliza-se a medula óssea, nódulo linfático, baço e tecidos 

de pele, no entanto, o sangue é a amostra geralmente mais usada para os testes moleculares. E 

das técnicas moleculares utilizadas a Reação em Cadeia da Polimerase – PCR é a de maior 

destaque (LUPPI et al., 2008). 

 

3 OBJETIVO 

3.1 Objetivo Geral 

  Detectar molecularmente agentes patogênicos de felídeos silvestres de vida livre e 

cativeiro do Estado de Mato Grosso, Brasil, e verificar eventuais reservatórios de 

zoonoses. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 Detectar a presença de DNA de B. abortus, T. gondii e Leishmania spp. em amostras de 

sangue total de felídeos silvestres de vida livre e de cativeiro pertencente ao Estado de 

Mato Grosso, Brasil, por meio da técnica de PCR. 

 Analisar os resultados a fim de obter um panorama de agentes patogênicos de felídeos 

silvestres do Estado de Mato Grosso. 

 Verificar a presença de eventuais patógenos que estão associados diretamente à 

conservação dos felídeos em vida livre ou em cativeiro. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Declaração de Ética 

A coleta foi realizada de acordo com o “Sistema de Autorização e Informação em 

Biodiversidade” (SISBIO) sob os números: 40617-1 e 42303. 

 

4.2 Amostras  

Entre o período de agosto de 2014 a agosto de 2018 foram coletadas amostras de sangue 

(1mL) do total de 23 felídeos silvestres, sendo 10 (dez) oriundos de cativeiro no qual pertenciam 

ao Zoológico da Universidade Federal de Mato Grosso (ZOO-UFMT) e 13 (treze) de vida livre 

que foram resgatados por órgãos governamentais para atendimento no setor de clínica médica 

de animais silvestres Hospital Veterinário da Universidade Federal de Mato Grosso (HOVET-

UFMT). 

As amostras de sangue foram armazenadas em tubos de polipropilenos estéreis 

individualmente, e encaminhados ao laboratório de Microbiologia do Hospital Veterinário da 

Universidade Federal de Mato Grosso, campus Cuiabá. 

4.3 Extração de Ácidos Nucléicos  

A extração de material genético das amostras foi realizada utilizando 250μL de sangue 

acrescido de 1mL de tampão de lise (100mM NaCl, 25mM EDTA, 100mM Tris-HCl pH 8,0, 

0,5% SDS e 0,1mg Proteinase K), que foi incubado a 56°C overnight e, posteriormente, tratado 

com método de fenol-clorofórmio de acordo com o protocolo de Sambrook e Russel (2004). O 

DNA foi ressuspenso em 50μL água ultrapura e armazenado à -20°C até a sua utilização. 

Para cada reação incluiu-se um tubo de controle positivo usando DNA de acordo com 

patógeno específico purificado e um tubo de controle negativo contendo água ultrapura. 

Posteriormente as reações foram processadas em termociclador ProFlex PCR (Life 

Technologies) (tabela 1). 

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5% e 

corados com Gel Red (Biotium), posteriormente visualizados em ChemiDoc ™ XRS usando o 

software ImageLab ™. O marcador de massa molecular empregado foi o Ladder 100pb 

(Sigma). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A amplificação do DNA das amostras de sangue para B. abortus foi detectado em 

4,35% (01/23) Puma concolor que era mantido em cativeiro.  

É difícil determinar se este animal foi exposto em vida livre ou em cativeiro, devido à 

ausência de histórico. Existem poucas informações sobre a prevalência da Brucella spp. em 

felídeos silvestres (KOSOY & GOODRICH, 2019). 

 Provavelmente uma fonte de infecção dos felídeos criados em cativeiros seria a dieta 

fornecida a eles onde na maioria das vezes é composto por vísceras e fetos (ALMEIDA et al., 

2013).  

Almeida et al. (2013) detectaram PCR positivos para B. abortus em P. onca e L. 

pardalis, e B. canis em P. concolor em animais de cativeiros.  

Em relação a sorologia, algumas espécies como a Panthera leo da Tanzânia, P. onca 

e P. concolor do Brasil e Lynx rufus dos Estados Unidos foram positivas para B. abortus 

(SACHS et al., 1968; HOQ, 1978; AlMEIDA et al., 2013; FURTADO et al., 2015).  

Já os anticorpos para B. canis foram detectados em L. rufus dos Estados Unidos, P. 

concolor e L. pardalis no Brasil (HOFF et al., 1974; ALMEIDA et al., 2013). E Furtado et al 

(2015) detectaram 01 (uma) Panthera onca de vida livre no bioma Cerrado soropositiva para 

Brucella spp.  

De acordo com Amjadi et al (2019), a Brucella pode ser transmitida pelo contato com 

as vias respiratórias, lesões na pele e trato gastrointestinal. Assim, nos animais selvagens a 

infecção ocorre pelo contato com animais infectados ou como uma infecção natural persistente 

em populações suscetíveis.  

O livre acesso de animais domésticos aos recintos dos animais de cativeiro é um outro 

fator de risco para a propagação desses patógenos, uma vez que os animais domésticos podem 

representar um reservatório de infecção para a vida selvagem, humanos e animais domésticos 

além de desempenhar um papel significativo na persistência da infecção (WARETH et al 2017).  

Com relação ao T. gondii, foi detectado seu DNA em L. colocolo, L. pardalis de vida 

livre e P. concolor que era mantido no zoológico da Universidade Federal de Mato Grosso.  

Nossos resultados revelaram um total de 13,04% (03/23) animais positivos para a PCR 

T. gondii, sendo 02/13 felídeos de vida livre e 01/10 de cativeiro. O que é um indicativo de uma 

parasitemia que pode ser uma reativação da toxoplasmose latente, ou decorrente de uma 

infecção primária e até mesmo uma reinfecção com genótipo diferente de T. gondii, uma vez 
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que esta pode ser estabelecida e circular na corrente sanguínea até imunidade específica se 

desenvolver contra o parasito (GOMEZ-RIOS 2019). No Estado de Mato Grosso, foi detectado 

DNA de T. gondii em 1/3 Jaguatirica de vida livre (L. pardalis) (WITTER et al., 2020).  

Foi relatado na região nordeste do Brasil, o isolamento de T. gondii em felídeos de 

cativeiro, em 01 gato mourisco (P. yagouaroundi) (PENA et al. 2011) e em 01 gato do mato 

(Leopardus tigrinus) (VITALIANO et al., 2014).  

E no Estado do Rio Grande do Sul, foram isolados T. gondii em 9/22 jaguarondi (P. 

yagouaroundi), 6/22 Gatos do mato grande (Leopardus geoffroyi), 8/28 gatos do mato (L. 

tigrinus), 6/10 Gatos maracajá (L. wiedii), 1 Jaguatirica (L. pardalis) e 1/7 gato-palheiro (L. 

colocolo) todos felídeos silvestres de vida livre (CAÑÓN-FRANCO et al., 2013).  

A manutenção do T. gondii em felídeos silvestres de cativeiro e os de vida livre está 

associada à forma como são alimentados e consequentemente como são infectados (HATAM-

NAHAVANDI et al., 2021). 

Outro protozoário pesquisado em nosso estudo, a Leishmania spp., foi detectada em 

8.69% 02/23 felídeos, dentre eles 01 P. concolor e 01 L. pardalis ambos de vida livre. 

No Brasil, os felinos são confirmados como potenciais reservatórios de leishmania spp. 

(MENDONÇA et al. 2020). Sendo o Estado de Mato Grosso uma região endêmica para 

leishmaniose visceral (DIAS et al., 2019; DIAS et al, 2021) e que em áreas endêmicas há 

possibilidade de infecção da fauna silvestre por este protozoário. 

A infecção natural de Leishmania (leishmania) infantum no Mato Grosso foi descrita 

em animais de cativeiros como jaguatirica (L. pardalis), puma (P. concolor), onça (Panthera 

onca) e leão africano (Panthera leo) (DAHROUG et al., 2010; DAHROUG et al., 2011).  

Por outro lado, em animais de vida livre há o relato apenas em uma onça-pintada no 

México (ZARZA et al., 2015). O felídeo P. concolor e o L. pardalis positivos na PCR para 

Leishmania spp. realizadas em nosso estudo são animais de vida livre e não tiveram relato de 

sinais clínicos, o que foi verificado por outros autores que encontraram felídeos infectados por 

L. L. infantum sem manifestações clínicas (DAHROUG et al., 2010; DAHROUG et al., 2011).  

 

6 CONCLUSÃO 

Podemos concluir que os microorganismos B. abortus,  Toxoplasma gondii e 

Leishmania spp. circulam entre espécies felideas silvestres que habitam o Estado de Mato 

Grosso. Esses animais desempenham um importante papel  na função ecológica, como 
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portadores de patógenos infecciosos e tornando indicadores da saúde ambiental, mesmo sem o 

desenvolvimento de doença clínica.  

A detecção desse patógeno em animais de cativeiro por meio de ferramentas 

moleculares mostra a importância desse monitoramento relacionado a agentes etiológico de 

caráter zoonótico, trazendo preocupações sobre a possibilidade de transmissão entre humanos 

e animais silvestres e domésticos, principalmente em regiões de grande biodiversidade e 

interesse ecológico, como o Estado do Mato Grosso. 

 

 



25 
 

Tabela 1. Patógenos, sequência dos oligonucleotídeos, tamanho do fragmento amplificado composição das reações e para realização das 

PCR 

 

 

Patógenos Primers AmplificaçãoReações Protocolo de Amplificação Autores

Brucella abortus 5’-GAC GAA CGG AAT TTT TCC AAT CCC- 3’ 10ng de DNA Desnaturação inicial (94°C por   5 min.) BRICKER 

5’-TGC CGA TCA CTT AAG GGC CTT CAT TGC CAG -3’ 500 pb 8 pmol primer 35 ciclos de desnaturação (94°C por 15 seg.) & HALLING, 1940

0,2nM de dNTPs Hibridização (60°C por 45 seg.)

3mM de MgCl2 Extensão (72°C por 30 seg.)

1x PCR buffer 10x (200mM Tris-HCL pH 8.4 e 500mM KCl) 01 ciclo de extensão final (72°C por 5 min.)

1U de taq DNA polimerase 

volume final: 25μL

Toxoplasma gondii 5’-GGAACTGCATCCGTTCATGAG-3’ 8 pmol  primer Desnaturação inicial (95°C, 5min) BURG et al. 1989

5’-TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC-3’ 194 pb 2.7mM MgCl2 30 ciclos (95°C, 30 seg.)

1x PCR buffer (20mM Tris-HCl; 50mM KCl; pH 8.4) Hibridização(56°C, 45 seg.)

0.2mM DNTPs Extensão (72°C, 2 min.)

1U Taq DNA polymerase 01 ciclo de extensão final (72°C, 5 min.)

10ng DNA

volume final: 25μl

Leishmania sp. 5'-GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(C/G)CGAA-3'  10ng DNA Desnaturação inicial (94°C, 4 min.) DEGRAVE et al. 1994

5' (C/G)(C/G)(C/G)(A/T)CTAT(A/T)TTACACCAACCCC-3'  120 pb 0.2 dNTPs (1 mM)                                          30 ciclos (94°C, 30 seg.)

3 pmol  Primer                                Hibridização (60°C, 30 seg.)

1U Taq DNA polymerase Extensão (72°C, 30 seg.)

1x PCR buffer (20mM Tris-HCl; 50mM KCl; pH 8.4) 01 ciclo de extensão final (72°C, 10 min.)

2 mM MgCL2                                                    

volume final: 20 µL
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Tabela 2. Resultados das Pcrs de acordo com a espécie, o habitat e os patógenos. 

Identificação Espécies felídeas Origem Municipio Leishmania sp. Toxoplasma gondii 

M941/14 Leopardus colocolo Vida Livre Várzea Grande 0 1 

M953/14 Leopardus pardalis Cativeiro Cuiabá 0 0 

M1328/14 Puma concolor Cativeiro Cuiabá 0 1 

M474/15 Puma concolor Vida Livre Pontes e Lacerda 0 0 

M609/15 Puma yagouaroundi Vida Livre NI 0 0 

M922/15 Panthera onca Vida Livre Marcelândia 0 0 

M1446/15 Leopardus pardalis Vida Livre Várzea Grande 0 0 

M382/16 Leopardus pardalis Cativeiro Cuiabá 0 0 

M462/16 Leopardus pardalis Vida Livre Barra do Bugres 0 0 

M708/16 Leopardus pardalis Cativeiro Cuiabá 0 0 

M849/16 Puma concolor Cativeiro Cuiabá 0 0 

M857/16 Puma concolor Vida Livre Acorizal 0 0 

M1013/16 Panthera onca Vida Livre NI 0 0 

M1036/16 Leopardus pardalis Cativeiro Cuiabá 0 0 

M1037/16 Leopardus pardalis Cativeiro Cuiabá 0 0 

M1102/16 Puma concolor Cativeiro Cuiabá 0 0 

M1226/16 Leopardus pardalis Vida Livre Barra do Bugres 0 1 

M75/17 Puma concolor Cativeiro Cuiabá 0 0 

M787/17 Leopardus wiedii Cativeiro Cuiabá 0 0 

M1309/17 Puma concolor Vida Livre Tangará da Serra 0 0 

M937/18 Puma concolor Vida Livre Cáceres 1 0 

M982/18 Leopardus pardalis Vida Livre Varzea Grande 1 0 

M1242/18 Panthera onca Cativeiro Cuiabá 0 0 

      

    TOTAL   2 (8,69%) 3 (13,04%) 

NI- Não Informado     
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ABSTRACT 

Purpose: 

Brucellosis is a zoonotic disease of great public health importance. In wild animals, Brucella 

abortus is one of the most diagnosed species, mainly in enzootic environments where domestic 

animals share the same environment. B. abortus is common in environments shared by cattle, 

wild, and domestic animals. This study aimed to detect the presence of B. abortus DNA in free-

ranging   and captivity felids at Mato Grosso State, Brazil 

Method: 

Polymerase chain reaction, based on the genetic element IS711, were performed in blood 

samples collected from 23 free-ranging and captive felids. The species represented include 

Leopardus colocolo, Leopardus pardalis, Leopardus wiedii, Panthera onca, Puma concolor, 

and Puma yagouaroundi. 

Results: 

DNA amplification of B. abortus was observed in only one captive P. concolor (4.34%). 

Conclusion: 

The detection of this pathogen in captive animals using molecular support tools demonstrates 

the importance of monitoring, as it raises concerns about the possibility of transmission between 

humans and wild and domestic animals, especially in regions of vast biodiversity, such as in 

the State of Mato Grosso, Brazil. 

Keywords: PCR; Brucella spp; Felidae; 
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Zoonotic diseases contribute to 60% of the emerging infectious diseases, and 71.8% of these 

originate from wildlife. Among pathogens, Brucella spp. have great zoonotic potential, with 

more than 500,000 new cases emerging each year 1. 

In wild animals, B. abortus is one of the most diagnosed species, especially in enzootic regions 

where domestic animals share the same environment 2. The presence of infectious pathogens 

in wild populations contributes to the spread of diseases, decline in species population and 

persistence in reservoir hosts 3. 

In recent years, One Health issue has been addressed for the control, eradication, and prevention 

of brucellosis at the wildlife, livestock, and human interface, considering the complex eco-

epidemiological aspects of this zoonosis 4. Thus, considering the importance of wild felids in 

the maintenance of the functional ecosystem. This study aimed to detect the presence of B. 

abortus DNA in blood samples from free-ranging and captivity wild felids at Mato Grosso 

State, Brazil. 

Whole blood samples (1 mL) were collected from 23 wild felids between August 2014 and 

August 2018 in the state of Mato Grosso, Brazil. The animals, ten from captivity and thirteen 

wilds, were rescued by environmental government agencies and admitted for rehabilitation at 

the Medical Clinic of Wild Animals, Veterinary Hospital, Federal University of Mato Grosso. 

Animal handling and sample collection were carried out in accordance with the “Sistema de 

Autorização e Informação em Biodiversidade” (SISBIO) n˚ 40617-1 e 42303. 

Genomic DNA extraction from the samples was performed using 250 µL of whole blood plus 

1 µL of lysis buffer (100 mM NaCl, 25 mM EDTA, 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.5% SDS, and 

0.1 mg proteinase K), which was incubated at 56°C overnight, and subsequently treated with 

phenol-chloroform 5. The DNA was resuspended in 50 μL ultrapure water and stored at -20°C 

until use. 

Polymerase chain reaction (PCR) was performed, based on the IS711 genetic element from 

Brucella abortus, using the following primers: forward 5'-GAC GAA CGG AAT TTT TCC 

AAT CCC-3' and reverse 5'-TGC CGA TCA CTT AAG GGC CTT CAT TGC CAG-3' 6, which 

amplified a fragment of 500 bp. Each reaction consisted of 10 ng of DNA, 0.4 pmol of each 

primer (forward and reverse), 0.2 nM of dNTPs, 3 mM of MgCl2, 1x PCR buffer, 1 U of Taq 

DNA polymerase (Invitrogen), and ultrapure water for obtaining a final volume of 25 μL. The 

amplification protocol was as follows: initial denaturation for 5 min at 94°C, 35 cycles of 

denaturation for 15 s at 94°C, hybridization for 45 s at 60°C, and extension for 30 s at 72°C, 

followed by a final extension cycle at 72°C for 5 min. PCR products were stained with GelRed 

(Biotium), separated by electrophoresis on 1.5% agarose gel (10 V/cm), and visualized on a 

transilluminator. 

Out of the total sample tested, one (4.34%) captive P. concolor was positive for B. abortus 

(Table 1). A likely source of infection in felines raised in captivity is their diet, which is mostly 

composed of viscera and fetuse from bovine slaughterhouses. 

Little is known about the prevalence of Brucella spp. in wild cats. Reports of Brucella spp. in 

populations of felids detected using PCR are rare. However detected B. abortus via PCR in P. 

onca and L. pardalis, and B. canis in P. concolor captive animals 7. 
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Some species, such as Panthera leo from Tanzania, P. onca and P. concolor from Brazil, and 

Lynx rufus from the United States were positive to DNA or antibodies against Brucella abortus 

8 – 9 – 7 - 10.  Antibodies against B. canis were detected in L. rufus from the United States, 

and in P. concolor and L. pardalis from Brazil  

 detected a free-living Panthera onca in the Cerrado-biome that was seropositive for Brucella 

spp. 7-10. 

Brucellosis occurs when contact is made between the agent and the respiratory tract, skin 

lesions, and/or gastrointestinal tract 12. In the wild, B. abortus infections in wild cats are 

generally associated with predation of infected cattle 11. 

Bovine brucellosis in Mato Grosso is associated with beef cattle and is the most frequent 

infection in animals that share the same habitat with cattle, domestic, and wild animals 13. In 

captivity, a possible source of infection in zoo animals may be associated with the ingestion of 

contaminated meat and water 14. 

Another risk factor for transmission could be close contact with domestic animals like stray 

cats, once these animals can access captive animal enclosures and infect these animals as well 

as the environment 2. 

The five specimens studied were at extremely high risk of becoming extinct in the wild: L. 

colocolo, L. wiedii, P. onca, P. concolor, and P. yagouaroundi. It is noteworthy that P. concolor 

is listed as threatened with extinction in Brazil and is considered a vulnerable species 15. The 

impact of wildlife Brucella infections on the emergence of brucellosis in animals and humans 

is difficult to measure, as bacterial transmission is rarely described and poorly understood 16. 

The present study showed that B. abortus circulates in wild felines in the state of Mato Grosso. 

These animals can play an important role in ecological function, as carriers of emerging 

infectious pathogens and indicators of environmental health, even without the development of 

clinical disease. The detection of this pathogen in captive animals using molecular tools 

demonstrated the importance of monitoring, as it raises concerns about the possibility of 

transmission between humans and wild and domestic animals, especially in regions of vast 

biodiversity and ecological interest, such as the state of Mato Grosso. 
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Tabela 1. Molecular detection by polymerase chain reaction (PCR) of Brucella abortus in the 

blood of wild free-living and captive felids from the state of Mato Grosso, Brazil, during 

2014-2018 

Species (n) 

 

Habitat 

 

Municipality Brucella 

abortus  

Leopardus colocolo  free-living Várzea Grande 0 

Leopardus pardalis  

Leopardus pardalis 

Leopardus pardalis 

Leopardus pardalis 

captive 

captive 

captive 

captive 

Cuiabá 

Cuiabá 

Cuiabá 

Cuiabá 

0 

0 

0 

0 

Leopardus pardalis  

Leopardus pardalis 

Leopardus pardalis 

Leopardus pardalis 

 free-living 

free-living 

free-living 

free-living 

Várzea Grande  

Barra do Bugres 

Barra do Bugres 

Várzea Grande  

 

0 

0 

0 

0 

Leopardus wiedii  captive Cuiabá 0 

Panthera onca  

Panthera onca  

 

free-living 

free-living 

Marcelândia 

NF 
0 

0 

Panthera onca  captive Cuiabá 0 

Puma concolor  

Puma concolor 

Puma concolor 

Puma concolor 

free-living 

free-living 

free-living 

free-living 

Acorizal 

Tangará da Serra 

Cáceres 

Pontes e Lacerda 

0 

0 

0 

0 

Puma concolor  

Puma concolor 

Puma concolor 

Puma concolor 

Captive 

Captive 

Captive 

Captive 

Cuiabá 

Cuiabá 

Cuiabá 

Cuiabá 

1 (4,34%) 

0 

0 

0 

Puma yagouaroundi free-living NF 0 

NF- Não informado 
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Abstract  

Bacteria of the genus Providencia are opportunistic pathogens in humans, widely distributed in the 

environment and associated with greater resistance to antibiotics, and this being uncommon the 

association with clinical diseases. Bacteria of the genus Providencia are opportunistic pathogens in 

humans, being associated with higher antibiotic resistance, and their association with clinical diseases are 

uncommon. This study reports the isolation of P. stuartii in two sheep that presented clinical signs of 
pneumonia. At necropsy there was severe and acute fibrinopurulent bronchopneumonia. Histologically, 

there were infiltrated neutrophils and fibrin in the alveolar lumen, and the alveolar septa presented 

multifocal thickening with moderate proliferation of pneumocytes and mononuclear interstitial infiltrate. 

Providencia spp. was isolated in the microbiological tests of the lung and tracheal secretions. The isolate 

was subjected to DNA extraction, polymerase chain reaction (PCR) for the 16SrRNA gene and sequencing 

of genomic DNA, which demonstrated 100% homology with P. stuartii. This is the first report of the 

presence of this microorganism as a cause of interstitial and fibrinopurulent bronchopneumonia in sheep. 

Therefore, it is suggested that epidemiological surveillance strategies should be carried out in animals to 

better understand their role in the dissemination of this pathogen. 

Keywords: Microbiology, Pathology, Pneumonia, Sequencing, Sheep. 

 

Resumo  

Bactérias do gênero providencia são patógenos oportunistas em humanos, amplamente distribuídas no 

ambiente e estão associadas a maior resistência aos antibióticos, sendo incomum a associação com 

doenças clinicas. Este estudo relata o isolamento de P. stuartii em duas ovelhas que apresentaram sinais 
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clínicos de pneumonia. Na necropsia havia broncopneumonia fibrinopurulenta aguda e grave. 

Histologicamente, havia neutrófilos infiltrados e fibrina na luz alveolar, e os septos alveolares 

apresentavam espessamento multifocal com proliferação moderada de pneumócitos e infiltrado 

intersticial mononuclear. Providencia spp. foi isolado nos exames microbiológicos do pulmão e secreções 

traqueais. O isolado foi submetido à extração de DNA, reação em cadeia da polimerase (PCR) para o 

gene 16SrRNA e sequenciamento do DNA genômico, que demonstrou 100% de homologia com P. 

stuartii. Este é o primeiro relato da presença desse microrganismo como causa de broncopneumonia 

intersticial e fibrinopurulenta em ovinos. Portanto, sugere-se que estratégias de vigilância epidemiológica 

devam ser realizadas em animais para melhor compreensão de seu papel na disseminação desse patógeno. 

Palavras-chave: Microbiologia, Patologia, Pneumonia, Sequenciamento, Ovinos. 

 

Resumen  

Las bacterias del género providencia son patógenos oportunistas en el ser humano, ampliamente 

distribuidos en el medio ambiente y asociados a una mayor resistencia a los antibióticos, siendo 

infrecuente la asociación con enfermedades clínicas. Este estudio reporta el aislamiento de P. stuartii en 

dos ovejas que presentaban signos clínicos de neumonía. En la necropsia había bronconeumonía 

fibrinopurulenta aguda y grave. Histológicamente había neutrófilos infiltrados y fibrina en la luz alveolar, 

y los septos alveolares presentaban engrosamiento multifocal con moderada proliferación de neumocitos 

e infiltrado intersticial mononuclear. Providencia spp. se aisló en las pruebas microbiológicas de las 

secreciones pulmonares y traqueales. El aislado se sometió a extracción de ADN, reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR) para el gen 16SrRNA y secuenciación del ADN genómico, que demostró una 
homología del 100% con P. stuartii. Este es el primer reporte de la presencia de este microorganismo 

como causa de bronconeumonía intersticial y fibrinopurulenta en ovinos. Por tanto, se sugiere que se 

lleven a cabo estrategias de vigilancia epidemiológica en animales para comprender mejor su papel en la 

diseminación de este patógeno. 

Palabras clave: Microbiología, Patología, Neumonía, Secuenciación, Ovino. 

 

1. Introduction  

The genus Providencia comprises gram-negative rods that include ten species: P. alcalifaciens, P. 

heimbachae, P. rettgeri, P. rustigianii, P. stuartii, P. vermicola, P. sneebia, P. burhodogranariea, P. thailandensis 

(Juneja & Lazzaro, 2009; Muller et al., 1986; Somvanshi et al., 2006) and the new species P. entomophila (Ksentini 

et al., 2019). Unlike other members of the Enterobacteriaceae family, they are characterized by the ability to 

oxidatively deaminate to the corresponding keto acid and ammonia (Farmer et al., 1985). 

Widely distributed in the environment, species of Providencia are important opportunistic pathogens in 

humans, being associated with higher antibiotic resistance (Wie, 2015). Research related to resistance genes and 

their environmental dissemination show their importance in public health (Iwata et al., 2020), mainly due to the 

growth of intrisic resistance to antibiotics that are considered last-resort treatments and the gene acquisition that 

code for different enzymes (Liu et al., 2020; Tavares et al., 2015). Providencia stuartii is present in the 

environment, including water and soil, and is also responsible for nosocomial infections (Liakopoulos et al., 2017). 

In humans, this bacterium has been isolated mainly from patients with chronic urinary tract diseases who are 

subjected to prolonged use of catheters (Barl et al., 2012; Wie, 2015). However, reports of the presence of renal 

and hepatic abscesses (Chamberland et al., 2013; Lin et al., 2017), meningitis (Sipahi et al., 2010), endocarditis 

(Krake & Tandon, 2004), conjunctivitis (Crane et al., 2016) and septic vasculitis (George et al, 2020) have also 

been described in the literature. 

Descriptions in animals are scarce in the literature, being associated with primate sepsis, ulcerative 

dermatitis and cellulitis in canine and diarrheal swine feces (Almeida et al., 2007; Liu et al., 2016; Papadogiannakis 

et al., 2007). In addition, Providencia spp. were found in retail meats in China and Japan (Di et al., 2018) and 

Barbour et al (2012) isolated of liver from broiler chicken in Lebanon, which could cause a serious public health 
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problem   

Therefore, this report describes the pathological findings, microbiological and molecular analyses of P. 

stuartii present in the lung of sheep with bronchopneumonia, highlighting that animals may be important sources 

of transmission to humans, in addition to enabling the spread of Providencia spp. in food. 

 

2. Methodology  

A batch of 150 sheep was purchased and introduced to a property in the municipality of Santo Antônio 

de Leverger -MT. Within 3 months, some animals showed clinical signs of difficulty breathing and coughing. Of 

these, two young male sheep, weighing 15 kg and 17.3 kg, presented slightly pale oral and ocular mucosa, evolving 

to death. 

A fragment of the lung and a sample of the tracheal secretion were sent for bacteriological isolation to the 

Laboratory of Microbiology (HOVET-UFMT), seeded in 8% Sheep Blood Agar, MacConkey Agar and Sabourad 

Agar, incubated in aerobic conditions at 37°C for up to 7 days, and after growth, colony identification was 

performed according to Quinn et al. (2011). 

For molecular characterization, the isolate was inoculated in Brain Heart Infusion Broth (BHI) and 

incubated at 37°C overnight. After centrifugation, the precipitate was resuspended in 1 mL lysis buffer (100 mM 

NaCl, 25 mM EDTA, 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.5% SDS, 0.1mg Proteinase K) and DNA was extracted using 

the phenol-chloroform method, according to Sambrook and Russell (2004). The DNA was resuspended with 50 μl 

of ultrapure water. To verify the integrity and quality of the extract, the DNA was stained with Gel Red (Biotium), 

subjected to 1.5% agarose gel electrophoresis at 100 V for 40 min, and visualized on ChemiDocTM XRS using 

ImageLabTM® software. 

PCR was performed to sequence the 16S rRNA, using the oligonucleotide pairs 27F: AGA GTT TGA 

TCC TGG CTC AG (Lane, 1991) and 1492R: GGT TAC CTT GTT ACG ACT T (Turner et al., 1999), amplifying 

products of 1424 bp. The reaction was performed with 10 ng genomic DNA, 0.4 pmol oligonucleotides, 0.2 mM 

dNTPs, 3 mM MgCl2, 1x PCR buffer 10x (200 mM Tris-HCL pH 8.4 and 500 mM KCl), 1 U of Taq DNA 

polymerase (Invitrogen) and ultrapure water q.s.p. to a final volume of 25 μL. The reactions were amplified in a 

My CyclerTM thermocycler (Biorad), with an initial denaturation of 5 minutes at 95°C, followed by 35 

denaturation cycles for 45 seconds at 95°C, hybridization for 1 minute at 52°C and 1 minute and 30 seconds at 

72°C extension and a final extension cycle at 72°C for 7 minutes.  

Amplification products, stained with Gel Red (Biotium), were subjected to 1.0% agarose gel 

electrophoresis at 100 V for 90 min, visualized on ChemiDocTM XRS using ImageLabTM® software, and 

purified using IllustraTM ExoProstarTM enzyme, following the manufacturer's instructions.  Subsequently, 

sequencing was performed using an ABI-PRISM 3500 Genetic Analyzer (Life Technologies Corporation, USA).  

 

3. Results  

After referral for necropsy, two samples were collected from the sheep for histopathological and 

microbiological analysis. In the post-mortem examination, the presence of yellowish mucous material was 

observed in most of the bronchial tree, obliterating the bronchial lumen. The pleural surface contained random 

reddish multifocal areas (“marbled pattern”), affecting 60% of the organ, with consolidation and the presence of 
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fibrin.  

Histological changes were similar in both animals, with thickened alveolar septa, associated with 

moderate proliferation of pneumocytes and mononuclear interstitial infiltrate. In the bronchiolar and alveolar 

lumen, there was a variable neutrophil infiltration associated with fibrin aggregates and cellular debris, in addition 

to the occasional necrosis of the alveolar septa and the rare presence of syncytial cells, lymphocytes and plasma 

cells. Occasionally there were fibrin thrombi in the vascular lumen. 

In the two lung samples, bacteria with phenotypic characteristics similar to P. stuartii were identified. 

The sequences obtained were compared and deposited into the GenBank database using the Basic Local Alignment 

Search Tool (BLAST) program (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) on the NCBI server (http: 

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) and the result demonstrated 100% identity with P. stuartii. The sequences were 

deposited at GenBank under the number MN733989. 

 

4. Discussion  

Respiratory diseases are common in domestic animals and theirs generate economic impacts related to 

productive loss, such as reduced weight gain and growth, drug costs and death (Azizi et al., 2013).  Pneumonia in 

sheep can occur in lambs and adult animals depending on the existence of predisposing factors, it being considered 

a common disease (Azizi et al., 2013; Glendinning et al., 2017). Factors such as age, geographic location, 

environmental stressors, climate, nutritional status, immunosuppression, unhygienic conditions, managing system 

can contribute to the development of this disease (Azizi et al., 2013; Bell, 2008; Kalogianni et al., 2020).  In sheep, 

the recent transport history can be considered a stress factor that predisposes to pneumonia (Brogden et al., 1998; 

Chakraborty et al., 2014; Scott, 2011). Reports of pneumonia in sheep caused by different etiologies have already 

been described in the literature (Azizi et al., 2013; Bell, 2008; Carmo et al., 2020; Cid et al., 2019; Jaÿ & Tardy, 

2019; Kalogianni et al., 2020), however there are no reports of P. stuartii. 

The macroscopic and histological changes found in the lungs of the sheep were compatible with interstitial 

and fibrinopurulent bronchopneumonia (Ackermann & Brogden, 2000).  Sepsis in primates by P. stuartii, with the 

presence of fibrin and edema in the bronchi and bronchioles, has also been described by Liu et al. (2016). 

Histologically, there was intense neutrophil infiltration and exudation of fibrin in the alveoli, bronchi and 

bronchioles. Exudate is accompanied by necrosis and degenerate neutrophils (Hussain et al., 2017). These 

microscopic findings were present in the sheep, indicating fibrinopurulent bronchopneumonia. Tracheitis and acute 

suppurative bronchopneumonia have been reported in lambs associated with bacterial infections (Azizi et al., 2013; 

Hussain et al., 2017).  

In the two lung samples, bacteria with phenotypic characteristics similar to P. stuartii (O'Hara et al., 2000) 

were isolated and their identity was confirmed molecularly (Ovchinnikova et al., 2013). The source of infection 

was not determined in these cases; however, it may have originated from the environment since it is found in soil, 

water and manure. 

As an opportunistic pathogen in humans and animals, P. stuartii can be associated with primary and 

secondary infections (O'Hara et al., 2000). This microorganism has rarely been described in the veterinary 

literature, with no reports on the presence of this microorganism as a pathogen in respiratory tract infections of 

sheep to date.  
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5. Conclusion  

Descriptions of respiratory diseases are common in farm animals, however, in sheep there is no 

pneumonia associated with P. stuartii. This etiological agent is an important public health pathogen that is 

associated with antibiotic resistance and it is widely distributed in the environment. There have been few studies 

on P. stuartii in animals, and this is the first report of the presence of this microorganism as a cause of interstitial 

and fibrinopurulent bronchopneumonia in sheep, confirmed by pathological findings, microbiological and 

molecular analyses. Therefore, it is suggested that epidemiological surveillance strategies should be carried out in 

animals to better understand their role in the dissemination of this pathogen. 
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Anexo A – CLASSIFICAÇÃO DO PERIÓDICO  

Artigo 1: Molecular detection of Brucella abortus in wild and captive felids 

 

 

 

 

 

Disponível em: 

https://sucupira.capes.gov.br/sucupira/public/consultas/coleta/veiculoPublicacaoQualis/listaC

onsultaGeralPeriodicos.jsf 

Acesso em: 29 de Dezembro de 2021. 

 

 

 

Artigo 2:  Bronchopneumonia in sheep associated with Providencia stuartii  
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ANEXO B – CONFIRMAÇÃO DA SUBMISSÃO DO ARTIGO 

Artigo 1: Molecular detection of Brucella abortus in wild and captive felids 
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Artigo 2:  Bronchopneumonia in sheep associated with Providencia stuartii  
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