DOI: 10.1590/1808-1657v76p4492009

COMUNICACAO CIENTIFICA

IDENTIFICACAO DA TOXINA BOTULINICA
TIPO C E D EM BOVINO - RELATO DE CASO

A.F.C. Nassar, S. Miyashiro, G. Daniel, S.F. Souza, F. Peracoli

Instituto Biologico, Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Sanidade Animal, Av. Cons. Rodrigues Alves,
1252, CEP 04014-002, Sao Paulo, SP, Brasil. E-mail: nassar@biologico.sp.gov.br

RESUMO

O presente trabalho descreve um quadro de botulismo em bovino fémea proveniente do
Municipio de Sdo José dos Campos, SP, que apresentou no pés-parto um quadro de paralisia flacida
de membros posteriores seguida de 6bito, em propriedade de criagdo extensiva de corte. Foi
possivel detectar a toxina botulinica tipos C e D a partir dos contetidos ruminal e intestinal pela
técnica de soroneutralizagdo em camundongo. Surtos de botulismo em bovinos sdo frequentes no
Brasil, geralmente devido ao hédbito de osteofagia, que leva a ingestdo de toxina produzida pelo
bacilo anaerébio Clostridium botulinum. A falta de suplementacdo mineral pode ser um fator
desencadeador do quadro de botulismo, aliado a auséncia de um manejo adequado.
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF BOTULINIC TOXIN TYPECAND DIN A BOVINE - CASEREPORT. The
present study reports a case of botulism in a female bovine from Sao José dos Campos, state of
Sdo Paulo, Brazil, that presented flaccid paralysis after calving and died, ona property of extensive
beef production. It was possible to detect botulinic toxin types C and D from the ruminal and
intestinal contents through mouse seroneutralization assay. Cases of bovine botulism are
frequent in Brazil, usually associated with the ingestion of carcasses as a result of pica in
phosphorus deficient areas, which leads to the ingestion of the toxin produced by the anaerobic
bacilli Clostridium botulinum. The lack of mineral supplementation can be a trigger for cases of
botulism, together with the absence of adequate management.

KEY WORDS: Clostridium botulinum, botulism, bovine.

O botulismo é uma doenga frequente no pais cau-
sada pelas toxinas classificadas de A a G, que sdo
antigenicamente distintas produzidas pelo
Clostridium botulinum, sendo que a intoxicagdo em
bovinos é mais comumente causada pelas toxinas C
e D, embora haja relatos de casos de botulismo em
bovinos no Brasil por toxinas tipo A e B (SCHOKEN-
IturrINO et al., 1990; Losato et al., 1988).

C. botulinum é um bacilo anaerébio, Gram-positi-
vo, formador de esporos que o torna extremamente
resistente possibilitando suasobrevivéncia e sua dis-
seminagdo por longos periodos nos mais diversos
ambientes, proliferando em matéria vegetal e cadave-
res que entram em decomposi¢do no pasto, dgua
estagnada, feno, milho, silagem, casca de soja
peletizada, racdo e principalmente por cama de fran-
go. Este Gltima tem seu uso proibido no Brasil pela
Instrugao Normativa n°®15 do Ministério da Agricul-
tura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) como umas
das medidas preventivas para se evitar no pais os

riscos potenciais da Encefalopatia Esporgiforme Bo-
vina (BSE), mas sabe-se que ainda ¢é utilizada na
suplementacdo alimentar de bovinos, principalmen-
te pela dificuldade de fiscalizacdo e inexpressivas
agdes de educagao sanitaria (BiENVENU et al., 1990;
BrasiL, 2001; Dutra et al., 2005). Dessa maneira ainda
tem sido relatada como maior fonte de infec¢do para
animais confinados nos tltimos anos, em fung¢do da
presenca de restos de aves, nos quais produz uma
neurotoxina que, quando ingerida, causa doenga
(ScHOKEN-ITURRINO, 1990; JoNEs, 1991).

Além da falta de manejo sanitério, a contribuigdo
mais comum para os animais contrairem a doenga
consiste no manejo nutricional incompleto, com falta
desuplementagdo mineral de qualidade acarretando
em deficiéncia de foésforo (Tokarnia etal., 1970),levan-
do os animais a desenvolver perversao de apetite
passando a ingerir e roer ossos dos cadaveres deixa-
dosnopasto, além de comer tambémrestos de tenddes
emusculos, onde estdo presentes as toxinas e também
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esporos, estabelecendo assim a cadeia epidemiolégica
do botulismo a campo (LANGENEGGER;, DOBEREINER,
1988). DuTrA; DOBEREINER (1995) relataram que surtos
tém sido registrados em extensas regides do pais
acometendo principalmente fémeas em gestacao ou
emlactagdo, comestimativa de centenas e milhares de
mortes. Os animais afetados tornam-se prostrados e
tém dificuldade para se manter em dectibito esternal,
porém a consciéncia é mantida até o final do quadro,
quando o animal entra em coma e morre [RISTIC;
McInTRE, 1981). Quando ingerida e absorvida, as
toxinas ligam-se a receptores no Sistema Nervoso
Periférico, bloqueando a liberagdo da Acetilcolina,
que atua como mediadora do impulsonervoso, deter-
minando assim um quadro de paralisia flacida
(CARTER; CHENGAPPA, 1991).

O diagnéstico dessa intoxicacdo é baseado na
deteccao da toxina botulinica nos contetidos gastrico
e intestinal, hemosoro e figado do animal morto ou
doente ou quando possivel do alimento suspeito
(HunTANEN, 1979).

Foi investigado o material de um bovino do sexo
feminino de 5 anos, recém-parida que apresentou
quadro de paralisia flicida de membros posteriores e
morte, ocorridonaregido deSao José dos Campos, SP,
em propriedade de criagdo extensiva de corte. Dois
meses antes foi relatada a morte de 10 animais com a
mesma sintomatologia, sendo que na propriedade
nao hé suplementacao mineral adequada e vacinas
contra botulismo ndo eram aplicadas.

As amostras de contetido ruminal e intestinal do
animal acometido foram trituradas e diluidas em
tampao gelatina fosfatada (pH 6,2) na proporgao de
1:2 (peso/volume). Ap6s um periodo de12a18 horas
mantidas em refrigeracdo a 4° C, as amostras
homogeneizadas foram centrifugadas a 8.000 x g por
8 minutos a 8° C. Foram retiradas duas aliquotas de 1
mL do sobrenadante, a primeira sendo tratada com
tripsina (0,2%) e outra aliquota sem tripsina. Ap6s 30
minutos de incubacéo a 37° C, as amostras foram
inoculadas em camundongos albinos pesando entre
18 a 20 g, na dose de 0,5 mL por via intraperitoneal .
Os animais foram observados por um periodo de 96
horas (BaLpassi et al., 1991). Para confirmagao e
tipificagdo da toxina, o material suspeito foi primeira-
menteaquecido a100° C para inativacdo das toxinas,
pois elas sdo termoldbeis, e inoculados 0,5 mL em
camundongos. Outra aliquota do material foi tratada
com as antitoxinas C na dosagem 458 Ul/mL ecoma
toxina D na dosagem 10 UI/mL, e realizada a
soroneutralizacdoeinoculacdoemcamundongo para
tipificagdo da toxina botulinica, reinoculando novos
camundongos na mesma dosagem.

Em 24 horas ap6s a inoculagao, os camundongos
inoculadoscomesem tripsinaapresentaramericarde
pélos, fezes aderentes ao orificio anal, perda do ténus

muscular bem evidente em abdome e, em seguida,
mortelevandoasuspeitade diagnéstico de botulismo.

Ap6s o choque térmico e o tratamento das amos-
tras com as antitoxinas C e D, os camundongos nao
foram a 6bito apds as 96 horas de observagao, confir-
mando a inativagdo da toxina pelo aquecimento a
100° C e pelas antitoxinas C e D.

O botulismo no Brasil é conhecido como “doenca
da vaca caida”, afeta bovinos leiteiros e de corte, cau-
sando maiores perdas no gado de corte, acometendo
principalmente animais criados em sistema extensivo.
Isso pode ser explicado pela deficiéncia de fésforo nas
pastagens formadas, bem como pela contaminacao da
dgua com restos de caddveres que sao lancados nela
(TokarN1A et al., 1970; DUTRA; DOBEREINER, 1995).

A confirmac¢do da toxina botulinica é realizada
pela técnica de soroneutralizacdo e inoculacdo em
camundongo preconizada pelo “Center for Disease
Control” (CDC) por ser uma técnica sensivel, de alta
confiabilidade e apresentar grande especificidade
(SmiTH, 1977; BALDASS], et al., 1991).

Segundo Jones (1991), a determinacdo da toxina
em contetido ruminal e ou intestinal fornece evidén-
cias circunstanciais para o diagnoéstico definitivo de
botulismo, enquanto que no figado a toxina, quando
encontrada, pode ter sido produzida somente no
quadro final da doenga ou no post-mortem, o que nao
pode servir como critério para diagnéstico.

HEeiper et al. (2001) reportaram um caso de diag-
noéstico presuntivo de botulismo pela toxinatipoDem
cinco bovinosno Canada. O diagnéstico utilizado foi
por meio dos sintomas clinicos associados ao isola-
mento do agente do conteddo ruminal. Segundo
TrUEMAN et al. (1992), o C. botulinum podeserencontra-
do na microbiota normal do animal, porém é muito
dificil encontrar o bacilo no conteddo ruminal de
animais sadios, dessa maneira HEIDER ef al. (2001)
procederam o diagndstico presuntivo de botulismo
causado pela toxina tipo D.

O presente relato confirma a presenca de toxina
botulinica do tipo C e D em bovino fémea, por meio da
técnica de soroneutralizagdo e inoculagdo em camun-
dongo, causado pelas toxinas tipo C e D. O ndo forne-
cimento de suplementacdo mineral aos animais cria-
dos em sistemas extensivos, principalmente em vacas
recém-paridas que necessitam de umasuplementacdo
adequada, podeter favorecidoadepravagdo doapetite
jadqueno pastoonde essesanimais permaneciamhavia
presenca de ossos e restos de cadaveres, considerado
importante fator de risco para a ocorréncia da doenca.
Portanto, para o controle do botulismo nos rebanhos,
pode-seadotar trés medidas principais: eliminacaoda
fonte de contaminacao, suplementacdoadequadacom
fésforoaliadoavacinacdo dorebanho, jaqueapreven-
¢doéamelhorformaparacombateradoenca, e garantir
asanidade do rebanho.
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