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RESUMO

O trabalho foi realizado atraves de estudo dos aspectos epidemioldgicos, clinicos, patoldgicos
e laboratoriais do botulismo em bovinos no Estado de Santa Catarina, durante os anos de 1987
a 2008. Os dados foram adquiridos através de informacfes obtidas dos arquivos do Setor de
Patologia Animal CAV/UDESC e nas propriedades em que a enfermidade continuou a
ocorrer. Nas propriedades com botulismo associado a deficiéncia de fosforo, os bovinos eram
mantidos em campos nativos, na maioria dos casos, localizados na regido do Planalto Serrano.
A doenca manifestou-se principalmente nos meses de verdo, em vacas com terneiro ao pe,
sem suplementagdo mineral e que ndo eram vacinados contra botulismo. Nas propriedades
visitadas foram observados inimeros 0ssos de cadaveres espalhados nas pastagens. Oito
surtos de botulismo foram acompanhados no periodo de 2006 a 2008, sendo sete deles
relacionados a caréncia de fosforo e osteofagia e um associado & pastagem de aveia adubada
com compostagem incompleta de carcagas de suinos e aves. Em todos 0s surtos o0s sinais
clinicos consistiam em paresia, paralisia progressiva, decubito seguido de morte. A necropsia
ndo foram evidenciadas lesdes, porém fragmentos de o0ssos foram encontrados misturados ao
conteido do reticulo de dois bovinos. No exame histolégico ndo foi observado lesbes
significativas. Na analise microbioldgica das amostras coletadas de sete surtos foi isolado C.
botulinum. No botulismo associado a deficiéncia de fosforo foi detectada toxina botulinica
tipo C em conteldo intestinal de um bovino e tipo D a partir de 0ssos e amostras de solo
coletado. No botulismo associado a alimentos contaminados, foi detectados esporos do
Clostridium botulinum tipo D nas amostras da compostagem, de solo e 0ssos das carcagas
espalhadas na pastagem. O diagnostico de botulismo foi estabelecido através da analise dos
aspectos epidemioldgicos, clinicos e patoldgicos associado & detecgdo da toxina botulinica
presente nos surtos acompanhados.

Palavras-chave: Botulismo. Bovinos. Toxina botulinica.



ABSTRACT

The study was carried out through the epidemiological, clinical, pathological and laboratory
findings of botulism in cattle in the state of Santa Catarina, during the period from 1987 to
2008. The data were obtained through information from the files of the Department of Animal
Pathology CAV/UDESC and in the properties which the disease continued to occur. In
properties with the botulism associated phosphorus deficiency cattle, the animals were kept on
native pastures, in most cases, located in the Planalto Serrano. The disease occurred mainly in
the summer months, when cows with calf without mineral supplementation and that were not
vaccinated against botulism. In the farms visited, there were several bones of corpses
scattered in the pastures. Eight outbreaks of botulism were studied from 2006 to 2008,
including seven cases related to phosphorus deficiency and osteophagia, and one case
associated with oat pasture fertilized with incomplete decomposed carcasses of pigs and
poultry. In all outbreaks clinical signs consisted of paresis, progressive paralysis and
recumbency followed by death. At necropsy there were no lesions, but bone fragments were
found mixed with the contents of the reticulum of two cattle. On histological examination,
significant lesions were not observed. In the microbiological analisys performed in the
samples collected from seven outbreaks C. botulinum was isolated. In the botulism associated
phosphorus deficiency, botulinum toxin type C was detected from the intestinal contents of
cattle and type D on samples collected from bone and soil. In the botulism associated with
contamineted feed, was detected spores of C.botulinum type D isolated from samples of
compost, soil and bones of carcasses scattered in the pasture. The diagnosis of botulism was
established through the analysis of epidemiological, clinical and pathological findings
associated with the detection of toxin present in outbreaks studied

Keywords: Botulism. Bovine. Botulinum toxin.
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1 INTRODUCAO

No Estado de Santa Catarina, a populacdo bovina € em torno de 3.488.992 cabecas
(IBGE, 2007) e estima-se que a mortalidade anual seja de 7%. Essas perdas representariam
aproximadamente 245.000 bovinos mortos anualmente e um grande prejuizo econdmico. Em
um estudo retrospectivo dos anos de 2000 a 2008, de 3822 exames de bovinos realizados pelo
Setor de Patologia Animal - CAV/UDESC, as doencas infecciosas foram responsaveis por
17,71% (677/3822) da causa mortis dos animais, sendo as doengas causadas pelo género
Clostridium responsaveis por 13,14% (89/677) delas. Dentre estas, o botulismo apresentou a
maior incidéncia correspondendo a 39,33% (35/89) dos casos analisados.

O botulismo em bovinos € uma doenga de importancia econdmica e sanitéria, sendo
uma das principais causas de morte em animais no Brasil. A doenca é causada pela ingestdo
da toxina tipo C ou D produzida pelo Clostridium botulinum e geralmente esta relacionada a
deficiéncia de fosforo associada a osteofagia, e a ingestdo de alimentos ou 4gua contaminados
pela toxina botulinica.

A doenca provoca um quadro clinico-patoldgico caracterizado por paralisia flacida
progressiva, decubito e morte por parada respiratoria, com auséncia de lesdes macroscopicas e
histoldgicas primérias associadas a doenga. O diagnostico presuntivo é baseado na
epidemiologia e no quadro clinico apresentado pelo animal. A comprovacdo laboratorial é
feita por meio de testes laboratoriais a partir de amostras coletadas de animais suspeitos
(figado, conteddo ruminal e intestinal).

Em Santa Catarina, o primeiro diagnostico de botulismo foi realizado no ano de 1983,
através de dados epidemioldgicos e sinais clinicos, no Municipio de Lages, na regido da
Coxilha Rica. Antes de 1983 a doencga era rotineiramente diagnosticada como raiva. O
niamero reduzido de medicos veterinarios bem como o desconhecimento da doenca e da sua
relacdo com a deficiéncia de fosforo contribuiu para o ndo diagnéstico da mesma. A partir de
1983, com a criacdo do Laboratério de Patologia Animal - CAV/UDESC, a doenca comegou
a ser diagnosticada na regido, mas sem o conhecimento das toxinas envolvidas nos casos.

Diante do exposto, o presente trabalho visa, por meio de levantamento epidemiolégico

e acompanhamento de casos clinicos, tracar um panorama do botulismo no Estado de Santa
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Catarina, descrevendo a epidemiologia, quadro clinico-patolégico da doenca, além da

deteccdo das toxinas envolvidas nos casos clinicos acompanhados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Clostridium botulinum; ASPECTOS MICROBIOLOGICOS E TOXICOLOGICOS

2.1.1 Caracteristicas microbioldgicas

Clostridium botulinum é um microorganismo pertencente & familia Bacillaceae e ao
género Clostridium, que compreende um grupo de bactérias essencialmente anaerdbias e
putrefativas (BLOBEL & SCHLIESSER, 1990; KRIEK & ODENDAAL, 1994;
HATHEWAY & FERREIRA, 1996). E um bastonete gram positivo, mével, com flagelos
peritriquios, medindo 0,15-2,4 por 3,0-2,2 micrémetro, formador de esporos e produtor de
toxinas. Desenvolve-se em pH entre 7,0-7,6 e em temperaturas variando entre 25 a 37 °C. O
esporo € bastante resistente, entretanto pode ser destruido na temperatura de 121 °C por 15
minutos (SMITH, 1977; KRIEK & ODENDAAL, 1994; HATHEWAY & FERREIRA,
1996).

A distribuicdo e habitat naturais do C. botulinum variam amplamente, tendo uma
localizagdo cosmopolita (MEYER & DUBOVSKY, 1922a; MEYER & DUBOVSKY, 1922b;
MEYER & DUBOVSKY, 1922c; TOKARNIA et al., 1970a; SMITH, 1977). Seu
desenvolvimento pode ocorrer tanto em substrato animal como vegetal em decomposicéo
(KRIEK & ODENDAAL, 1994), além de poder ser encontrado como habitante obrigatério ou
mesmo como integrante da microbiota digestiva normal de varios mamiferos e aves (SMITH,
1977).

A toxina € responsével por produzir um quadro geralmente fatal, ndo febril,
denominado de Botulismo, que € caracterizado por paresia e paralisia flacida nos musculos da
locomogdo, mastigacdo e degluticdo (SMITH & SUGIYAMA, 1988; KRIEK &
ODENDAAL, 1994). A doenca ocorre em Varias espécies animais, como: bovinos
(THEILER, 1920; THEILER & ROBINSON, 1927; ROBINSON, 1930; HENNING, 1956;
CALVET et al., 1965; TOKARNIA et al., 1970a; TURNES, LANGENEGGER & SCARSI,
1984; LANGENEGGER, SCARSI & MARTINS, 1984; DIVERS et al., 1986; GIBSON,
1986; LANGENEGGER, DOBEREINER & TOKARNIA, 1983; MCLOUGHLIN,
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MCILROY & NEIL, 1988; DOBEREINER et al., 1992; DUTRA, WEISS & DOBEREINER,
1992; DUTRA & DOBEREINER, 1995; LOBATO et al., 1995; LISBOA et al., 1996;
DUTRA, 2001; DUTRA et al., 2001; DUTRA, SOUZA & DOBEREINER, 2001; DUTRA,
DOBEREINER & SOUZA, 2005; LOBATO et al., 2008), ovinos e caprinos (THEILER,
1927), equinos (ROBINSON, 1930; SWERCZEK, 1980a; SWERCZEK, 1980b; MACKAY
& BERKHOFF, 1982; HAAGSMA et al., 1990), asininos, muares (ROBINSON, 1930) e,
mais raramente, em suinos (BEIERS & SIMMONS, 1967). Humanos (VAN ERMENGEM,
1897; GIMENEZ & CICCARELLI, 1976; FRANCIOSA et al., 1999; GELLI, JAKABI &
SOUZA, 2002; CARDOSO et al., 2004; KEET & STROBER, 2005; CERESER et al., 2006)
e outras espécies animais como cdes (BARSANT et al., 1978; DEZFULIAN & BARTLETT,
1984; WALLACE & MCDOWELL, 1986), martas, aves domésticas e silvestres (SMITH,
OLIPHANT & EVANS, 1983), animais de laboratério e algumas espécies de peixes séo
susceptiveis a desenvolverem a doenca (SMITH & SUGIYAMA, 1988).

Van Ermengem (1897), em 1895, isolou pela primeira vez o microorganismo durante
intoxicagdo alimentar em humanos, a partir de presunto cru. Na ocasido o agente foi
denominado Bacillus botulinum (latim “butulus™ = salsicha). Nas duas décadas seguintes foi
descoberto que existiam diferentes cepas de C. botulinum e, inclusive, outras espécies de
Clostridios (C. butyricum e C. baratti) que produziam tipos diferentes de toxinas
(CARRUTHERS, 2002).

A primeira teoria de que um agente anaerdbio estivesse associado a causa do
botulismo, foi proposta por Kerner em 1817 (MOORE & NAUMANN, 2003), observando
que os alimentos responsaveis pela intoxicacdo em humanos, eram embutidos envoltos por
estdbmago e intestino grosso e que, 0s casos mais frequentes, ocorriam em embutidos fervidos
ou figado defumado, levando-se a conclusdo de que se tratava de um microorganismo
termorresistente (SMITH, 1977). Posteriormente este agente foi cultivado e denominado por
Van Ermengem, em 1897.

Burke em 1919 foi o primeiro a reconhecer os diferentes tipos de C. botulinum,
designando-os por tipo A e tipo B.

Em 1922, Bengston, isolou e identificou o C. botulinum tipo C alfa (também
denominada de cepa de Bengston), a partir de larvas de moscas, em cadaveres de frango que
haviam morrido com paralisia. No mesmo ano, Seddon, identificou o tipo C beta (também
conhecida como cepa de Seddon), a partir de 0ssos de bovinos mortos por paralisia bulbar,

denominando-o de Bacillus parabotulinum (SEDDON, 1922).  Estudos posteriores
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evidenciaram que os diferentes tipos de C. botulinum tipo C formam um grupo complexo e
heterogénio, diferindo da classificacdo inicial proposta por Bengston (1922).

O C. botulinum tipo D foi identificado, em cadaveres de bovinos mortos por
“Lamsiekte” (doenca paralisante) (THEILER & ROBINSON, 1927) e o C. botulinum tipo E,
foi verificado ap6s o estudo de duas cepas de pescado, uma isoladas por Bier em 1936 e outra
por Hazen, em 1937. A cepa tipo F, foi isolada de um surto de botulismo, a partir de amostra
de pasta de figado embutida, de preparo caseiro (MOLLER & SCHEIBEL, 1960). O C.
botulinum tipo G foi identificado em amostras de solo na Argentina (GIMENEZ &
CICCARELLI, 1970), sendo posteriormente associado a intoxicagdes naturais em seres
humanos (GIMENEZ & CICCARELLLI, 1976) e mais tarde denominada de C. argentinense
(SUEN et al., 1988).

Atualmente s&o conhecidos sete tipos de Clostridium botulinum: A, B, C (C; e Cy), D,
E, F e G, sendo todos diferencidveis por meio de provas soroldgicas especificas
(SUGYIAMA, 1980; SILVA et al., 1991; SANTOS et al., 1993; KRIEK & ODENDAAL,
1994).

Ha uma grande variacdo entre as cepas de C. botulinum, surgindo varios esquemas de
classificagdo. Estes esquemas empregam diversos parametros como: 0s baseados em
propriedades de cultivo, em producdo de lipase, na estabilidade de esporos, nos produtos
metabdlicos finais, na atividade proteolitica, na temperatura de crescimento, nos antigenos de
membrana e na homologia dos &cidos nucléicos (HATHEWAY & FERREIRA, 1996).

As caracteristicas culturais e antigénicas permitem dividir os diversos tipos de C.
botulinum em quatro grupos sendo tal classificagdo baseada na homologia de cada grupo e na
uniformidade dos produtos proteoliticos das cepas (SMITH, 1977).

O primeiro grupo compreende todas as amostras do tipo A e todas as amostras
proteoliticas dos tipos B e F. O segundo grupo inclui as amostras do tipo E e amostras ndo
proteoliticas do tipo B e F. O terceiro grupo contém todas as amostras dos tipos C e D
(SMITH & HOLDEMAN, 1968; SMITH & HOBBS, 1974; SMITH, 1977; HOBBS et al.,
1982). O quarto grupo corresponde as amostras do C. botulinum tipo G (SMITH, 1977;
HATHEWAY, 1995), que foi renomeado de C. argentinense, devido suas diferencas culturais
e metabdlicas (KRIEK & ODENDAAL, 1994).

O C. botulinum é encontrado ubiquitariamente sob a forma de esporos, no solo, na
agua e no trato digestivo de diferentes espécies animais (TOKARNIA et al., 1970b; SMITH,
1977; DUTRA et al., 1993; KRIEK & ODENDAAL, 1994). Em sua forma vegetativa,

desenvolve-se em ambientes de anaerobiose como em carcagas em decomposicao
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(TOKARNIA et al., 1970a; KRIEK & ODENDAAL, 1994), matéria vegetal em putrefacdo
(KRIEK & ODENDAAL, 1994), ou no lodo de A&guas paradas (LANGENEGGER,
DOBEREINER & TOKARNIA, 1983; SOUZA, 2001; FERREIRA, 2002) e nestas condicGes
ocorre a formacéo de toxinas potentes e antigenicamente diferentes entre si (OGUMA et al.,
1980; OGUMA et al., 1981; OGUMA et al., 1984; OCHANDA et al., 1984; TERAJIMA et
al., 1985; MORIISHI et al., 1989).

A esporulacdo é uma caracteristica importante do género Clostridium e corresponde ao
mecanismo mais eficiente de sobrevivéncia do microorganismo (KRIEK & ODENDAAL,
1994). Os esporos do C. botulinum mantém-se viaveis no solo, mesmo em pequenas
concentragBes durante muitos anos (SEIFERT & BOHNEL, 1994), passam inofensivamente
por meio do tubo digestivo dos animais (SEIFERT & BOHNEL, 1994) e a sua ocorréncia nas
fezes constitui-se numa das formas de disseminagéo na natureza (BLOBEL & SCHLIESSER
1980; SOUZA, 2001; FERREIRA, 2002).

Os esporos de C. botulinum sdo os mais resistentes entre os esporos de bactérias,
permitindo que o mesmo sobreviva em meios com condi¢es adversas ao seu crescimento.
Séo resistentes aos raios ultravioletas e varios agentes quimicos (alcodis, componentes
fenolicos, compostos de aménia quartendria e mercurios organicos). Substancias tais como
Oxido de etileno ou de propileno e formaldeido matam os esporos de C. botulinum, porém,
ndo muito rapidamente. Os esporos sdo efetivamente destruidos pelo aquecimento com
temperaturas entre 80 a 121°C, por 15 minutos e por meio da irradiacdo (SMITH, 1977;
KRIEK & ODENDAAL, 1994; HATHEWAY & FERREIRA, 1996).

As amostras de C. botulinum so sensiveis a presenca de oxigénio, o qual inibe o seu
crescimento; estes microorganismos podem ser considerados como anaerébios estritos, com
excecdo de algumas amostras do grupo trés (KRIEK & ODENDAAL, 1994). A maioria das
amostras toxigénicas dos tipos C e D sdo muito exigentes em termos de crescimento, sendo
que este ndo ocorre em superficies que tenham sido expostas ao ar em alguns minutos
(SKULBERG & HAUSKEN, 1965). Entre os tipos, o C é o mais exigente quanto a
anaerobiose (MEYER, 1929). As amostras mais tdxicas sdo as mais exigentes e formam
poucos esporos (SKULBERG & HAUSKEN, 1965).
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2.1.2 Neurotoxinas botulinicas

2.1.2.1 Estruturas

A toxina botulinica é uma neurotoxina de peso molecular variavel, porém elevado
(ABRAMS, KEGELES, HOTTLE, 1946) de 150 a 160.000 daltons, e é sintetizada como
cadeias de polipeptidios simples. Durante o processo de biossintese é associada a proteinas
atoxicas, formando um complexo protéico (POULAIN & HUMEAU, 2003). Depois de
produzidas e liberadas pelas bactérias, as toxinas sdo clivadas por protedlise e formam dois
fragmentos ndo idénticos, onde um é constituido de uma cadeia ou subunidade pesada, com
peso molecular de 100.000 daltons e o outro de uma cadeia ou subunidade leve, com peso
molecular de 50.000 daltons, ligadas por uma ponte dissulfidrica e outras ligacbes ndo
covalentes (STEPHEN & PIETROWSKI, 1986; POULAIN & HUMEAU, 2003).

As toxinas botulinicas apresentam as mesmas propriedades da maioria das proteinas,
exceto a relativa resisténcia a protedlise enzimatica em condi¢cBes naturais. Podem ser
inativadas por tratamento com temperaturas a 80 °C por 10 minutos (SMITH, 1977).

Sua estrutura molecular é complexa e isto é verificado no seu comportamento como
antigeno, sendo que os peptideos homologos responsaveis pela patogénese da doenga podem
ter acdo secundaria como agente imunogénico (SUGIYAMA, 1980; SAKAGUCHI, 1983).

Atualmente sdo conhecidos distintos sorotipos de toxinas botulinicas: A, B, C, D, E, F,
G. Embora todos interfiram na liberagdo da acetilcolina nas terminagdes nervosas, existem
diferencas entre eles com relagdo & biossintese, tamanho e mecanismo de acéo intracelular
(CARRUTHERS, 2002; POULAIN & HUMEAU, 2003).

Em estudos de amostras do tipo C, Jansen & Knoet (1977), concluiram que o principal
fator toxico € o fator Ci, sendo esta uma caracteristica relevante para a classificagdo da
bactéria que seria apenas C. botulinum tipo C, com base na produc¢do do fator toxico C;. A
toxina C, ndo é considerada uma neurotoxina, devido a auséncia da ligacdo covalente entre as
cadeias leve e pesada e pela auséncia da agdo neurotdxica (HAUSCHILD, 1990). As toxinas
A, B, E e F sdo frequentemente responsaveis pelo botulismo em humanos (ACHA &
SZYFRES, 1986) enquanto as toxinas C e D e mais raramente as toxinas A e B causam o
botulismo nos animais (SMITH & SUGIYAMA, 1988; KRIEK & ODENDAAL, 1994),
estando as toxinas C e D relacionadas aos casos de botulismo em ruminantes, principalmente
em bovinos (TOKARNIA et al., 1970a; LANGENEGGER, DOBEREINER, & TOKARNIA
et al., 1983; KRIEK & ODENDAAL, 1994; DUTRA, 2001).
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2.1.2.2 Mecanismo de agéo

A intoxicacdo ocorre a partir da ingestdo da toxina botulinica previamente formada
pelo C. botulinum nos alimentos e aguas contaminados e nos 0ssos em decomposi¢do
(TOKARNIA et al, 1970a; LANGENEGGER, 1981; KRIEK & ODENDAAL, 1994,
DUTRA, 2001). A toxina consegue passar ilesa pela acdo do suco gastrico devido a presenca
das proteinas atoxicas. Ao chegar ao intestino delgado e na porcdo mais alta do intestino
grosso, ocorre dissociacdo da toxina com as proteinas transportadoras, levando a ligacédo da
mesma com o receptor na superficie dos enterdcitos (POULAIN & HUMEAU, 2003).

O complexo neurotoxina e receptor sofre endocitose, sendo transportado para a
membrana basal da célula da mucosa intestinal onde é secretada por exocitose. Esse processo
permite a neurotoxina atravessar a barreira digestiva e disseminar-se pelo organismo atraves
da corrente circulatéria e linfatica. Através da disseminagdo pelo organismo, a neurotoxina se
liga as terminacOes nervosas periféricas, principalmente as colinérgicas (sistema nervoso
autbnomo simpético e parassimpatico), penetrando nas mesmas e inibindo a liberagdo da
acetilcolina. Sua agdo limita-se ao sistema nervoso periférico, pois a neurotoxina ndo
consegue atravessar a barreira hematoencefalica (POULAIN & HUMEAU, 2003).

O modo de acéo intracelular da neurotoxina pode ser divida em trés fases:

1) Ligacdo ao terminal neuronal pré-sinéptico;

2) Internalizagdo (Compreendendo endocitose e translocagéo);

3) A acdo intraneuronal que leva a inibigdo da liberagdo do neurotransmissor;

Para exercer o seu efeito é essencial que a toxina penetre no terminal nervoso. Esta
internalizacdo é feita por um mecanismo, envolvendo as vesiculas endociticas/lisossomais,
mediado por receptores. Este processo é independente do calcio e é dependente de energia e
parcialmente, de estimulacdo nervosa (PURVES, AUGUSTINE & FITZPATRICK, 2004,
DRESSLER, SABERI & BARBOSA, 2005).

A cadeia pesada € responsavel pela internalizacdo da toxina nos terminais colinérgicos
pré-sindpticos. Por outro lado, a cadeia leve é uma zinco-endopeptidase, responsavel pelos
seus efeitos toxicos. Trabalhos bioquimicos tm mostrado que essas toxinas sdo proteases
altamente especificas que clivam proteinas SNARE (Soluble NSF Attachment protein
Receptors) pré-sinapticas envolvidas com o processo de exocitose das vesiculas sinapticas nos

terminais nervosos. A destruicdo destas proteinas pré-sindpticas é a base para a acéo destas
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toxinas sobre a liberagcdo de neurotransmissores (PURVES, AUGUSTINE & FITZPATRICK,
2004; DRESSLER, SABERI & BARBOSA, 2005).

Inicialmente, a neurotoxina liga-se aos receptores de membrana pré-sindptica do
terminal nervoso motor de maneira irreversivel. Essa especificidade ao local de ligagéo
garante & toxina alta seletividade para sinapses colinérgicas. Esses receptores pré-sinapticos
sdo responsaveis pela endocitose da neurotoxina para o terminal nervoso motor (POULAIN &
HUMEAU, 2003).

Apos a interiorizacdo da molécula, a mesma é separada em duas cadeias polipeptidicas
por proteases presentes no terminal nervoso motor. Essa clivagem da neurotoxina é
considerada um passo importante para sua ativacéo, uma vez que, enquanto cadeia Unica de
150.000 daltons, a neurotoxina apresenta pouca atividade farmacol6gica. Com a clivagem,
tém-se dois fragmentos de polipeptideos: uma cadeia pesada com 100.000 daltons e uma leve
com 50.000 daltons (SETLER, 2002; WENZEL, 2004).

Apobs a clivagem, a cadeia leve é translocada através da membrana da vesicula
endocitica para dentro do citossol e se liga com alta especificidade ao complexo protéico
SNARE (Soluble NSF Attachment protein Receptors). O alvo protéico também varia
conforme o sorotipo da neurotoxina botulinica. Atuando como enzimas, as cadeias leves de
cada um dos sete sorotipos clivam uma ligacdo peptidica distinta em um ou mais pontos das
proteinas SNARE, de tal forma que nenhum dos sorotipos atua exatamente no mesmo local, o
que faz com que suas caracteristicas de acdo e suas poténcias variem substancialmente,
embora todos os sorotipos apresentem o mesmo efeito final: inibicdo da liberacdo de
acetilcolina na terminagédo nervosa (SETLER, 2002; POULAIN & HUMEAU, 2003).

A clivagem proteolitica do complexo SNARE realizada pela cadeia leve da toxina
botulinica previne a fixagdo da vesicula sindptica na superficie interna da membrana celular,
resultando, assim, no bloqueio da fusdo vesicular, efeito este que impede a liberacdo de
acetilcolina, induzindo paralisia flacida nas fibras musculares atingidas (DRESSLER,
SABERI & BARBOSA, 2005).

A acdo da neurotoxina botulinica no terminal pré-sinaptico ndo promove nenhuma
alteracdo na excitabilidade neuronal. A entrada de ions célcio que desencadeia a liberagéo da
acetilcolina permanece inalterada, bem como o processo de sintese, armazenamento ou
recaptacdo do neurotransmissor pelo terminal pré-sinaptico Somente a liberacdo do
neurotransmissor, que esté correlacionado com o grau de clivagem das proteinas € bloqueada
(POULAIN & HUMEAU, 2003).
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A toxina C, ndo é considerada uma neurotoxina (HAUSCHILD, 1990). Esta toxina
tem acdo vascular, letal e enterotoxica (OHISHI, IWASAKI & SAKAGUCHI, 1980; OHISHI
& DASGUPTA, 1987). O mecanismo de agéo da toxina C, ocorre por meio da sua ligagdo
com a proteina plasmética no limen intestinal, promovendo a vacuolizacdo das células
epiteliais, necrose da mucosa intestinal, edema intercelular, acumulagdo de fluido intestinal,
além de aumento da permeabilidade vascular, hipotensdo e hemorragias pulmonares
(SIMPSON, 1982; OHISHI & ODAGIRI, 1984; AKTORIES et al., 1986).

Nos ruminantes, parte da toxina botulinica ingerida pelos animais pode ndo ser
absorvida ou pode ser inativada por processos digestivos destrutivos (ALLISON, MALQY, &
MATSON, 1976). No entanto, ndo se conhece quanto tempo a toxina pode permanecer, apds
sua ingestdo, no trato intestinal ou na corrente sanguinea (FJOLSTAD,1973).

A neurotoxina botulinica produz paralisia flacida progressiva e os animais morrem
devido a parada respiratoria. De acordo com Smith & Sugiyama (1988), mesmo que a toxina
botulinica se ligue aos receptores de forma irreversivel, ela ndo causaria paralisia
inicialmente. No entanto, ap6s ocorrida a fixagdo da toxina no terminal pré-sinaptico, a
antitoxina homologa ndo possuiria mais a capacidade de neutralizd-la (STEPHEN &
PIETROWSKI, 1986).

2.2’INTOXICAQAO B,OTULI'NICA EM BOVINOS: EPIDEMIOLOGIA, ASPECTOS
CLINICOS E PATOLOGICOS

2.2.1 Epidemiologia do botulismo em bovinos

O botulismo em bovinos é uma doenca de grande importancia econdmica e sanitéria,
sendo uma das principais causas de mortalidade em animais adultos no Brasil (TOKARNIA
et al., 1970a; LANGENEGGER, SCARSI & MARTINS, 1984; LANGENEGGER et al.,
1981; TURNES LANGENEGGER & SCARSI, 1984; DOBEREINER et al., 1992; DUTRA
& DOBEREINER, 1995; DUTRA, 2001, LEMOS, 2005). A doenca é causada pela ingestdo
das toxinas tipo C ou D produzidas pelo C. botulinum, e sua ocorréncia esté relacionada
principalmente ao manejo inadequado e & alta contaminacdo ambiental pelos esporos da
bactéria (TOKARNIA et al., 1970a; MOREIRA, LIMA & LEITE, 1980; LANGENEGGER
et al., 1981, LANGENEGGER, SCARSI & MARTINS, 1984; TURNES, LANGENEGGER
& SCARSI, 1984; TOKARNIA, DOBEREINER, MORAES et al., 1988; DUTRA, 2001;
SOUZA, et al., 2001).
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O botulismo bovino recebe diversas denominagdes de acordo com o autor e o local de
ocorréncia, tais como: Doenca das Planicies nos Estados Unidos (SCHMIDT, 1916), Doenca
Paralisante ou “Lamsiekte”, na Africa do Sul (THEILER, 1920), Paralisia Bulbar na Australia
(SEDDON, 1922), Paralisia dos membros, no Senegal (CALVET et al., 1965), e Mal Del
Aguapey na Argentina (ZURBRIGGEN et al., 1986).

No Brasil, 0 botulismo foi denominado de Doenca da Mao Dura, no estado do Piaui,
(TOKARNIA et al., 1970a), Mal do Alegrete, no Rio Grande do Sul (LANGENEGGER,
SCARSI & MARTINS, 1984; TURNES, LANGENEGGER & SCARSI, 1984), Brabeza ou
Mal do Transporte, no Mato Grosso do Sul (DUTRA & DOBEREINER, 1995), Doenga da
Vaca Caida, na Regido Sudeste (DUTRA & DOBEREINER, 1995); Mal das Palhadas, em
Goias (DUTRA, 1997.Comunicagdo pessoal) e Mal das Cacimbas, também no estado de
Goias (SOUZA, MARQUES & DUTRA, 1997).

Pode-se classificar a apresentagéo do botulismo em bovinos por meio de duas formas:

a forma associado a deficiéncia de fosforo e associado a alimentos e d4gua contaminados.

2.2.1.1 Botulismo associado a deficiéncia de fosforo

A forma do botulismo associado a deficiéncia de fésforo em bovinos acomete animais
criados extensivamente em regifes geograficas com deficiéncia de fésforo no solo ou nas
pastagens e onde o0s animais ndo recebem suplementacdo mineral adequada (TOKARNIA et
al., 1970a; LANGENEGGER, DOBEREINER & TOKARNIA, 1983; DUTRA &
DOBEREINER, 1995; DUTRA, 2001). Esta forma de ocorréncia é descrita como causa de
mortalidade em bovinos, em diversos paises, como na Africa do Sul (THEILER, 1920;
ROBINSON, 1930; THEILER & ROBINSON, 1927; HENNING, 1956; KRIEK &
ODENDAAL, 1994), no Senegal (CALVET et al., 1965), na Australia (SEDDON, 1925;
CRAVEN, 1964; SIMMONS & TAMMEMAGI, 1964), Estados Unidos (SCHMIDT, 1916) e
paises na América do Sul, incluindo o Brasil (TOKARNIA et al., 1970a; LANGENEGGER,
SCARSI & MARTINS, 1984; TURNES, LANGENEGGER & SCARSI, 1984; MENDEZ et
al., 1987; BALDASSI et al, 1991; DOBEREINER et al., 1992; DUTRA & DOBEREINER,
1995; LISBOA et al., 1996; DUTRA, 2001) e Argentina (ZURBRIGGEN et al. 1986).

A deficiéncia de fosforo é observada no solo e nas pastagens localizadas nas regides
tropicais e subtropicais, ocorrendo em quase todos os solos do mundo (UNDERWOOD,
1981; McDOWELL, 1999; TOKARNIA, DOBEREINER, & PEIXOTO, 2000). A quantidade

de fosforo presente nas forragens destas regides varia consideravelmente e é influenciada pela
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disponibilidade do elemento no solo, pelo estagio e maturidade da planta e pelo clima
(UNDERWOOD, 1981). A deficiéncia de fosforo atinge varias espécies animais, merecendo
atencdo especial os bovinos, (GONZALEZ, OSPINA & BARCELLOS, 1998), sendo que
dentre estes, 0s mais afetados sdo bovinos em pastejo, especialmente as vacas em gestagéo ou
em lactacdo e menos frequentemente em machos e novilhas (TOKARNIA et al., 1970a;
TOKARNIA et al.,, 1970b; LANGENEGGER, 1981; DUTRA & DOBEREINER, 1995,
LISBOA et al., 1996).

Nas regides onde ha a deficiéncia de fosforo no solo, a suplementagdo nas dietas €
obrigatoria, principalmente, para animais herbivoros estritos, como os ruminantes. Isto corre
porque as forrageiras, que normalmente ndo possuem grandes quantidades de fosforo,
apresentam quantidade ainda menor, quando provenientes de solos pobres deste mineral
(TOKARNIA et al., 1970a, TOKARNIA et al., 1970b; UNDERWOOD, 1981).

Em periodos de deficiéncia, os animais sdo capazes de remover até 30% de fdosforo
depositado nos ossos (GONZALEZ, OSPINA & BARCELLOS, 1998). Bovinos, com dieta
deficiente em fosforo (severa ou prolongada), podem desencadear anormalidade nos 0ssos e
dentes, crescimento abaixo do normal, queda na producdo de leite, diminuicdo do apetite,
baixa eficiéncia do alimento, comprometimento da fertilidade e a alteragcbes nos héabitos
alimentares, que leva a ingestéo de ossos (osteofagia) ou alotriofagia (UNDERWOOD, 1981).
Este habito é chamado de pica e encontra-se associado a ocorréncia de botulismo em bovinos
(TOKARNIA et al.,, 1970a; TOKARNIA, et al., 1970b; LANGENEGGER, SCARSI &
MARTINS, 1984; TURNES, LANGENEGGER & SCARSI, 1984; DOBEREINER et al.,
1992; DUTRA & DOBEREINER, 1995; LISBOA et al., 1996; DUTRA, 2001)

Os primeiros casos de botulismo, associado a deficiéncia de fésforo, foram relatados
na Africa do Sul, onde a doenga era uma das causas mais importantes de mortalidade na
Provincia do Cabo. Na regido, a doenga ficou conhecida como “Lamsiekte”. As mortes
comumente iniciavam na estacdo quente, quando O pasto era escasso e 0S animais
apresentavam osteofagia. A doenga comegava a diminuir, quando iniciavam os periodos de
chuvas e a qualidade do pasto melhorava, tornando-se mais vigoso (KRIEK & ODENDAAL,
1994). Dentre as categorias de animais mais atingidos, estavam as vacas em lactacéo e
animais em fase de crescimento (HENNING, 1956).

Em 1920, Theiler reproduziu experimentalmente a doenca, fornecendo aos bovinos
pupas de varejeiras coletadas proximo a carcaga de bovino morto pela doenga, confirmando
que “Lamsiekte” era causada pela ingestdo de 0ssos de carcagas de animais em decomposigao

nas pastagens. Em 1956 (Henning) associou a ocorréncia de “Lamsiekte” com o apetite
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depravado, manifestado pelos animais e a deficiéncia de fosforo observada nos solos e nas
pastagens.

Theiler (1920) explicou a causa de “Lamsiekte” em bovinos através de seis elementos,
onde a retirada de um deles impediria a ocorréncia da doenga, sendo eles: 1 - a presenca do
agente toxigénico, o qual produz a toxina durante sua multiplicacdo em matéria organica em
decomposicéo; 2 - a toxina produzida; 3 - material de carcagas onde o agente multiplica-se e a
toxina é elaborada; 4 - osteofagia, induzindo o animal a devorar ossos putridos ou material de
carcagas que normalmente evitariam; 5 - deficiéncia de fosforo na vegetacéo onde 0s animais
pastejam; 6 - deficiéncia de fosforo no solo.

Robinson (1930) identificou a bactéria causadora da doenca como pertencente ao
grupo dos Clostridium, sendo neste caso o C. botulinum dos tipos C e D.

Ha uma aparente variacdo geogréfica na distribuicdo dos diferentes tipos de C.
botulinum envolvidos no botulismo em bovinos. A toxina botulinica tipo B parece ser a causa
mais frequente do botulismo em animais pecudrios nos Estados Unidos e na Europa, as
toxinas dos tipos C e D parecem ser a causa mais importante do botulismo em paises do
Hemisfério Sul, América do Sul, assim como na Australia e na Africa do Sul (KRIEK &
ODENDAAL, 1994).

O primeiro diagnostico da ocorréncia de botulismo no Brasil foi realizado na Regido
de Campo Maior, no estado do Piaui em bovinos criados extensivamente (TOKARNIA et al.,
1970a). A doenca ficou conhecida como “Doenca da M&o Dura” e o C. botulinum tipos C e D
foi isolado das carcacas de bovinos acometidos pela doenga (TOKARNIA et al., 1970a). Em
1984 a doenca foi relatada no Rio Grande do Sul, sendo conhecida como “Mal do Alegrete”
(LANGENEGGER, SCARSI & MARTINS, 1984) e a partir de amostras de solos subjacentes
as carcacas e em amostras de cadaveres de bovinos putrefatas foi detectada a presenca do C.
botulinum tipo D (TURNES, LANGENEGGER & SCARSI, 1984). Em 1987 a doenga foi
novamente descrita no Rio Grande do Sul, no municipio de Rio Grande, também associada a
presenca de C. botulinum tipo D em amostras de solos subjacentes as carcagas em
decomposicio (MENDEZ et al., 1987). A doenca também foi descrita no Estado de S&o
Paulo, com isolamento C. botulinum tipos C e D (LISBOA et al., 1996, DUTRA, 2001) e no
Estado de Santa Catarina (GAVA, 1987. Comunicagéo pessoal).

No Brasil, os fatores que contribuiram para a disseminac¢do do botulismo associado a
deficiéncia de fésforo foram: 1) deficiéncia de fésforo nas regifes do cerrado e campos
naturais e a inadequada suplementacdo mineral, desencadeando a osteofagia; 2) o incremento

na demanda de fésforo dos animais melhorados zootecnicamente, principalmente das racas
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zebuinas; 3) introducdo de forrageiras com baixa demanda de fosforo (por exemplo:
Brachiaria spp), que permitiu a ocupagdo de extensas &reas para criacdo de bovinos; 4) o
aumento da mortalidade de bovinos pelo botulismo e a inadequada remogéo de carcagas
contaminadas pelo C. botulinum nos locais de ocorréncia da doenca (LANGENEGGER,
DOBEREINER & TOKARNIA, 1983; LANGENEGGER, SCARSI & MARTINS, 1984;
DOBEREINER et al., 1992, DUTRA, 2001).

2.2.1.2 Botulismo associado a alimentos e 4gua contaminados

A forma do botulismo associado a ingestéo de aguas e alimentos contaminados ocorre
em animais quando estes recebem alimentos ou &gua contaminados pela toxina botulinica,
resultando em mortalidade de um grande nimero de animais em um curto periodo de tempo
(DUTRA et al., 1990; KRIEK & ODENDAAL, 1994, DUTRA, 2001).

Alimentos contaminados e armazenados em condigdes inadequadas podem servir de
substrato para o crescimento do C. botulinum e produgdo de toxinas (KRIEK &
ODENDAAL, 1994, DUTRA, 2001). O mesmo pode ocorrer em aguas estagnadas, valas de
captagdo ou ao redor de cochos de sal, bem como em cacimbas utilizadas como bebedouros
para bovinos (DUTRA et al., 1990; SOUZA, MARQUES & DUTRA, 1997; SOUZA, 2001;
DUTRA, DOBEREINER & SOUZA, 2005; SOUZA et al., 2006).

O botulismo hidrico, através da contamina¢do de dgua com carcagas foi descrito no
Senegal em bovinos, ovinos, asininos e equinos, associados as toxinas botulinicas dos tipos C
e D (THIONGANE, LEFORBAN & DOUTRE, 1984); no Canada em bovinos, associados a
toxina botulinica tipo C (WOBESER, BAPTISTE & CLARK, 1997) e no Brasil em bufalos
(LANGENEGGER & DOBEREINER, 1988) e em bovinos relacionados a toxinas botulinicas
tipos C e D (DUTRA et al.,, 1990; SOUZA, MARQUES & DUTRA, 1996; SOUZA,
MARQUES & DUTRA, 1997, DUTRA et al., 2001).

A ocorréncia de casos de botulismo associados & utilizagdo da cama de frango
contaminada pode ocorrer por meio da administracdo da cama de frango como alimento para
bovinos (McLOUGHLIN, MCILROY & NEIL, 1988; KRIEK & ODENDAAL, 1994) ou por
meio da sua utilizacdo como adubagéo para as pastagens, possibilitando o0 acesso e a ingestao
pelos animais (HOGG, WHITE & SMITH, 1990; VERONEZI et al., 2009).

Como suplementacdo alimentar a ingestdo de cama de frango foi associada a surtos na
Inglaterra  (McLOUGHLIN, MCILROY & NEIL, 1988; NEILL, McLOUGHLIN &
MCILROY, 1989 e HOGG, WHITE & SMITH, 1990), no Quebec (BIENVENU & MORIN,
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1990) e no Brasil (LOBATO et al., 1995; ORTOLANI et al., 1996; DUTRA et al., 2001;
DUTRA, DOBEREINER & SOUZA, 2005, e LOBATO et al., 2008). Como fertilizante de
pastagem a intoxicacdo foi descrita na Irlanda do Norte (MCLLROY, MCCRACKEN &
HUEY, 1987) e na Inglaterra, (CLEGG et al. 1985).

Smith (1977) denominou de “intoxicagdo da forragem”, o botulismo decorrente do
consumo de feno ou silagem contaminada pela carcaca de pequenos animais mortos
acidentalmente e incorporados ao alimento durante a sua preparagdo. A contaminagdo de
silagem foi descrita na Holanda (BREUKINK et al., 1978; HAAGSMA & TER LAAK ,
1978) e na Finlandia (MYLLYKOSKI et al., 2009). No Brasil essa forma foi descrita
associada ao consumo de silagem de milho (VARGAS et al., 1997; DUTRA, SOUZA &
DOBEREINER, 2001), de sorgo (DUTRA, 2001) e milho contaminado (DUTRA, 2001;
COSTA, SALVADOR & PEREIRA, 2008).

Surtos de botulismo foram relatados associados a ra¢do contaminada com toxina tipo
C, nos EUA (GALEY et al., 2000). Também foram relatados surtos associado a contaminagao
do feno de festuca e de centeio, ambos ocasionados pela toxina tipo B, nos Estados Unidos
(WILSON, BOLEY & CORWIN, 1995). Ainda no Canada, foi descrito, surto relacionado a
utilizagdo de residuos de padaria na alimentagdo de bovinos em confinamento, com deteccéo
da toxina botulinica tipo D (HEIDER, MCCLURE & LEGER, 2001).

Surtos por meio da ingestdo de toxinas botulinicas produzidas em pocas de &gua
estagnadas também foram relatados. Isto ocorreu devido & presenga de carcagas ou mesmo
matéria organica vegetal em decomposi¢cdo (SOUZA, MARQUES & DUTRA, 1997;
DUTRA, 2001; FERREIRA, 2002; SOUZA et al., 2006).

2.2.2 Quadro clinico-patoldgico do botulismo em bovinos

Os sinais clinicos apresentados pelos animais variam consideravelmente e dependem
da quantidade de toxina absorvida. Quanto maior a quantidade da toxina ingerida, menor é o
periodo de incubagdo e mais rapida é a evolucdo clinica (HENNING, 1956).

Animais afetados pelo botulismo sdo afebris e tipicamente manifestam quadro clinico
de paralisia flacida parcial ou completa dos masculos da locomog&o, mastigacdo e degluticdo.
A paresia, que progride & paralisia, normalmente comega nos membros posteriores, evoluindo
progressivamente, afetando os membros anteriores, 0 pescogo e a cabega. A percepcao
sensorial e os reflexos pupilares sdo mantidos durante um tempo consideravel apos o inicio da

paralisia, e, geralmente, os animais permanecem mentalmente alerta. Em alguns casos atipicos
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é visualizada apenas a paralisia dos mdsculos da mastigacéo e degluticdo, porém os masculos
do sistema locomotor ndo estdo afetados (STOBER, 1984; STOBER, 2002). Na fase final da
intoxicacdo botulinica, os animais assumem a posi¢cdo de decubito lateral, morrendo em
periodos varidveis (KRIEK & ODENDAAL, 1994)

Um sinal clinico muito importante, observado em casos de botulismo, é a dificuldade
respiratoria apresentada pelos animais, que é observada nos flancos, principalmente quando os
animais se encontram em decubito. A respiracdo é bifasica no momento da inspiracdo, com
uma répida tentativa inicial de distensdo do torax, seguida de uma segunda fase, que
geralmente € prolongada e dificultosa, que conta com o auxilio do diafragma. O movimento
de expiracdo é prolongado. Na evolucdo clinica superaguda essa dificuldade respiratoria é
mais acentuada. Este tipo de respiracdo abdominal ou diafragmética, sendo bifasica no
movimento de inspiragdo, ocorre apenas em casos de botulismo, devido alguma miodistrofia
diafragmatica ou quando ha hérnia diafragmatica (STOBER, 1984; STOBER, 2002).

A doenca foi arbitrariamente dividida em quatro formas clinicas de evolugdo
(HENNING, 1956). Formas superaguda, aguda, subaguda e cronica, baseadas no inicio da
doenga, na sucessdo dos eventos durante o desenvolvimento de paralisia em grupos
musculares diferentes e na severidade dos sinais clinicos (THEILER & ROBINSON, 1927).

A forma superaguda da doenga caracteriza-se por apresentar uma evolu¢do muito
répida, com a morte ocorrendo até 24 horas ap6s o inicio dos sinais clinicos. Em condicdes
naturais, casos de intoxicagdo superagudos sdo dificeis de serem observados e 0s animais séo
normalmente encontrados mortos. Experimentalmente os sinais clinicos observados
constituem no comprometimento dos musculos da locomocéo, mastigagdo e degluticdo. Os
animais ficam deitados e apresentam paralisia dos membros posteriores (STOBER, 1984).
Quando permanecem em decubito esternal, os animais se mantém em posi¢cdo de auto-
auscultacdo, com a cabega voltada lateralmente ao flanco, podendo ocorrer & protrusdo da
lingua e sialorréia intensa (STOBER, 1984; DUTRA, 2001).

Na forma aguda a evolucéo clinica ocorre no periodo de 24 a 48 horas. Os sinais
clinicos se comparados com os da forma superaguda seriam os mesmos, diferindo apenas na
intensidade da evolucdo da doenca. O apetite pode estar presente em alguns casos, porém na
maioria destes, ele estd ausente (STOBER, 1984; DUTRA, 2001).

A forma subaguda da doenga caracteriza-se por evolugdo de trés a sete dias. No inicio
do curso da doenca, o0 animal permanece em pé, pode manifestar dificuldade de locomogéo,
podendo cair, quando forgado a se movimentar. Os musculos da mastigacéo e da degluticdo

ndo estdo totalmente afetados, podendo se observar alguns movimentos de deglutigdo. Nesta
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forma de evolucdo da doenca, os sinais clinicos diferem da forma aguda apenas na intensidade
e no periodo de evolugdo (STOBER, 1984; DUTRA, 2001).

Na forma crénica do botulismo, a evolucdo clinica e eventualmente a morte ocorrem
acima de sete dias. O tonus muscular geralmente permanece aparentemente inalterado. Os
movimentos mastigatorios sdo lentos, permitindo que o animal possa se alimentar, aliado a
paralisia dos membros posteriores, permanecendo em decUbito a maior parte do tempo. Em
alguns casos, os animais conseguem se levantar sem auxilio (STOBER, 1984; DUTRA,
2001). Ainda pode ser observada perda da condicdo corporal e, até mesmo, desidratagdo,
quando o apetite estiver comprometido (DUTRA, 2001).

Na fase final da intoxicacdo botulinica, em todas as formas, os animais assumem a
posicdo de decubito lateral, morrendo em periodos variaveis (DUTRA, 2001)

Atualmente descreve-se uma nova forma de intoxica¢do botulinica em bovinos,
denominada de “botulismo visceral”, secundéria & absor¢do de pequena quantidade da toxina
botulinica durante um longo periodo de tempo, interferindo no controle neuroldgico da
fisiologia intestinal (BOHNEL, SCHWAGERICK & GESSLER, 2001; BOHNEL,
NEUFELD, & GESSLER, 2005). Essa forma ainda néo foi relatada no Brasil.

Geralmente ndo sdo observadas lesBes macroscopicas ou microscopicas primarias
associadas a intoxicacdo botulinica em bovinos (TRUEMAN et al.,1992; DUTRA, 2001;
LEMOS et al., 2001; RADOSTITS et al., 2002), apesar de, na necropsia poder ser encontrado
material alimentar suspeito ou mesmo pedagos de 0ss0s nos pré-estdmagos ou estdmagos,
podendo ser sugestivo de botulismo (RIET CORREIA et al., 1983; MENDEZ et al., 1987).
AlteracBes inespecificas como hemorragias subendocéardias e subepicérdicas, excesso de
liquido no saco pericérdico e edema pulmonar podem ser observadas, assim como alteracdes
gordurosas no figado e necrose de dectibito em grandes massas musculares (HENNING,
1956; TRUEMAN et al.,1992). Ainda pode estar presente uma enterite catarro-hemorragica e
congestéo intestinal (HENNING, 1956).

2.2.3 Diagnéstico clinico e laboratorial do botulismo em bovinos

O diagnostico de botulismo em bovinos é feito através dos dados epidemioldgicos,
juntamente com o quadro clinico-patoldgico e auséncia de lesdes especificas observadas no
exame de necropsia (KRIEK & ODENDAL, 1994; DUTRA, 2001). O diagnostico definitivo

de botulismo é feito através da presenca e identificagdo da toxina botulinica em amostras



31

coletadas dos animais doentes ou mortos hd pouco tempo ou na fonte suspeita de conter a
toxina (KRIEK & ODENDAL, 1994).

Embora a detec¢do da toxina botulinica confirme o diagnostico de botulismo, esta
apresenta muitas dificuldades de demonstracdo, devido ao seu mecanismo de agéo,
susceptibilidade do animal e a baixa sensibilidade dos testes disponiveis, pois apds atingir a
sinapse neuromuscular, a toxina altera sua atividade bioldgica, dificultando sua deteccéo e a
confirmacdo do diagnostico (SMITH, 1977; KRIEK & ODENDAAL, 1994; CARDOSO et
al., 2004; DUTRA, 2001).

Laboratorialmente o diagndstico de botulismo é feito por meio da inoculacdo em
camundongo de amostras de figado, conteldo intestinal, conteido ruminal ou soro sanguineo
de animais suspeitos de botulismo, assim como de amostras de alimentos relacionados a
intoxicagdo ou amostras ambientais para a identificagdo de cepas isoladas (DOWELL &
HAWKINS, 1974; SMITH, 1977). A confirmagdo ocorre quando a toxina presente no
material testado € neutralizada pela antitoxina botulinica especifica (SMITH, 1977)

Os materiais suspeitos sdo inoculados intraperitonealmente em camundongos. Um
segundo grupo de animais de laboratério inoculados previamente com antitoxinas especificas
recebem o material suspeito com inoculagdo intraperitoneal. Esses animais sdo observados
por um periodo de 96 horas. O teste é considerado positivo, quando 0s animais sem protecéo
desenvolvem sinais clinicos e morrem e 0s animais soroneutralizados ndo desenvolvem o
quadro clinico (SMITH, 1977).

O bioensaio e a soroneutralizagdo em camundongo corresponde a uma técnica sensivel
e especifica para o diagnostico de botulismo, contudo apresentam algumas limitagdes como o
tempo necessario para a realizacdo e o grande nimero de animais utilizados, principalmente
quando ocorrem mortes ndo especificas nos animais de laboratorio envolvidos no teste
(Hatheway & Ferreira, 1996). Além disso, podem ocorrer erros como a inibicdo da
neutralizacdo devido a presenca de substancias de baixo peso molecular que podem ser letais
para os camundongos (Dezfulian & Bartlett, 1984).

Para avaliar a sensibilidade epidemioldgica da soroneutralizagdo em camundongo
Dutra (2001) realizou um estudo comparativo entre as amostras de soro sanguineo, figado,
contetdo ruminal e conteudo intestinal de bovinos com botulismo aplicando a técnica de
soroneutralizacdo em camundongos, obtendo os seguintes resultados: Quando foram
utilizadas as quatro amostras, 43,4% dos materiais foram considerados positivos em pelo
menos uma destas. Quando em andlises simultaneas, o teste apresentou sensibilidade de 43,1

% para avaliacdo das amostras do figado e contetido intestinal simultaneamente; de 43% para
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analise simultanea das amostras de figado, conteldo ruminal e intestinal e de 31,8% na
analise em conjunto das amostras de figado e conteddo ruminal. Quando analisados
separadamente a sensibilidade do teste foi menor, sendo de 21,1% no figado, 19,88% no
contetdo ruminal, de 18,65% e no contetdo intestinal e 3,67% no soro sanguineo.

Além do bioensaio e soroneutralizacdo outros testes podem ser usados para o
diagndstico do botulismo como, radioimunoensaio (RIA), hemoaglutinagdo reversa passiva
(RPHA), latex aglutinacdo reversa passiva (RPLA), ensaio imunoenzimético (ELISA)
(TAKAHASHI, KAMEYMA & SAKAGUCHI, 1990), microfixacdo de complemento
(WEISS & WEISS, 1988; WEISS et al., 1991; DUTRA et al., 1993, MENEGUCCI, DUTRA
& DOBEREINER, 1998), imunoafinidade em coluna cromatografica (GESSLER, HAMPE &
BOHNEL, 2005; KLEWITZ et al., 2006) e PCR (Polymerase Chain Reaction) (CHAFFER et
al., 2006). Entretanto, o desenvolvimento e utilizacdo de técnicas “in vitro” geralmente
apresentam sensibilidade menor que a inoculagdo em camundongos (SMITH, 1977; SHONE
et al., 1985; TAKAHASHI, KAMEYMA & SAKAGUCHI, 1990; SILVA et al., 1991;
THOMAS, 1991), que apesar de apresentar sensibilidade de apenas 43,4%, (DUTRA, 2001),
continua sendo o teste o mais sensivel e especifico para a deteccdo da toxina botulinica.
(TAKAHASHI, KAMEYMA & SAKAGUCHI, 1990). Com excecdo, a técnica de
microfixacdo do complemento, que apresentou resultados satisfatérios se comparados ao
bioensaio em camundongo (WEISS & WEISS, 1988; WEISS et al., 1991; DUTRA et al.,
1993).

Vérios fatores estdo envolvidos na baixa sensibilidade da técnica de bioensaio e soro
neutralizagdo em camundongo como o tempo entre a coleta das amostras e a realizacdo do
teste, pois a sensibilidade é diretamente proporcional a rapidez com que € realizado, bem
como a adequada refrigeracdo das amostras coletadas. Além disso, a existéncia de associa¢do
significativa entre a evolucdo clinica e o resultado da soroneutralizagdo em camundongos
também influenciam na especificidade do teste. Em um estudo com 327casos analisados o
resultado positivo na soroneutralizacdo foi de 45,83% na evolucdo clinica superaguda, 56%
na aguda, 31,86% na subaguda e 18,42% dos animais com evolugdo crénica (DUTRA 2001).
Outro ponto a ser considerado no diagnostico laboratorial € o fato de que 0 0s esporos podem
estar presentes saprofitamente no conteudo intestinal e figado de animais saudaveis
(MULLER 1967 e DUTRA et al. 1996).

Estes fatores ressaltam a importancia do histérico clinico e a auséncia de achados
anatomopatolégicos para o diagnostico do botulismo em bovinos (MULLER, 1967,
LANGENEGGER & DOBEREINER, 1988; SANTOS et al., 1993; LISBOA et al., 1996;
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DUTRA, 2001; LEMOS, 2005). Segundo Dutra (2001) o diagnostico, mesmo que negativo no
bioensaio e soronuetralizacdo, pode ser realizado com base nos sinais clinico-patoldgicos e

epidemioldgicos da doenga.

2.2.4 Diagnostico diferencial

Deve-se fazer o diagnostico diferencial das doengas que cursam com sinais
neuroldgicos assim como das doencas que cursam com sinais musculares (KRIEK &
ODENDAAL, 1994). Dentre as doengas, deve-se levar em consideracgdo a raiva, intoxicagao
por chumbo, doenca de aujeszky, abscessos cerebelares e listeriose (STOBER, 1984; KRIEK
& ODENDAAL, 1994).

Em relagdo aos ruminantes, devem-se incluir outros diagndsticos diferenciais
importantes como a polioencefalomaldcia, hipocalcemia, hipomagnesemia, miopatias
nutricional ou induzida por intoxicagéo por plantas e intoxicacdo por ion6foro. Em bovinos, a
ingestdo da toxina produzida pelo fungo Aspergillus clavatus, intoxicagdo por
organofosforado e babesiose cerebral, visto essas doengas possuirem alguns sinais clinicos
semelhantes ao botulismo (KRIEK & ODENDAAL, 1994).

2.2.5 Tratamento e controle do botulismo em bovinos

Pode-se realizar a administracdo do anti-soro hiperimune polivalente ou especifico
para a toxina envolvida no surto, podendo ajudar na recuperacgdo dos animais acometidos nas
fases iniciais da doenga. Outros sinais clinicos inespecificos podem ser tratados, como a
desidratacdo através da administragéo de fluidos por via oral e animais em decubito lateral por
meio de um sistema de apoio para manté-los em decubito esternal. As medidas indicadas na
prevencdo do botulismo associado & osteofagia em animais criados extensivamente sdo a
vacinagdo, a corre¢do da deficiéncia de fosforo e a remogdo das carcagas (KRIEK &
ODENDAAL, 1994; DUTRA, 2001).

A vacinagio contra botulismo é usada eficientemente na Africa do Sul desde 1938
(MASSON et al., 1938). Esta pratica também é empregada na Australia (BENNETTS &
HALL, 1938; CRAVEN, 1964, TAMMEMAGI & GRANT, 1967; JANSEN, KNOETZE &
VISSER, 1976) e no Brasil (DUTRA & DOBEREINER, 1996 e LOBATO et al.,1999;
DUTRA, 2001; FONSECA, 2001; STEINMAM, et al., 2006; CURCI et al., 2008).
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A correcdo da deficiéncia de fosforo deve ser feita no solo ou na suplementagio
animal, que pode ser feita com o uso de misturas minerais, contendo como fonte de fésforo a
farinha de osso ou fosfato bicalcico. A suplementagdo mineral na racdo ndo s reduz
osteofagia e consequentemente a doenca, como também traz outros efeitos benéficos como o
aumento na produtividade (KRIEK & ODENDAAL, 1994).

A remocdo das fontes da intoxicagdo é feita por meio da remogdo das carcagas nas
pastagens e incineracdo. Esta prética previne a multiplicacdo dos agentes nas carcacas, a
producdo de toxinas e a contaminagdo do solo com os esporos. A prética de enterrar as
carcacas também ndo é recomendada, pois pequenos mamiferos ou animais selvagens podem
desenterrd-los e arrasta-los para fora, ficando novamente disponiveis para os animais (KRIEK
& ODENDAAL, 1994; DUTRA, 2001). A pré-compostagem de cadaveres pode ser uma
alternativa eficiente na destruicdo de residuos agropecuarios, quando respeitados os devidos
periodos para decomposicdo (CURCI et al., 2007).

Outro método para o controle do botulismo, particularmente em relagdo ao controle do
botulismo associado a alimentos contaminados, pode ser feito a partir da inspegdo rigorosa
dos suplementos alimentares fornecidos aos animais. As silagens devem ser produzidas em
condicBes de pH &cido que impedem a germinacdo dos esporos ai presentes e a consequente
producéo de toxinas, visto que estas ndo ocorrem em pH inferior 5,3. Fenos devem ser
desidratados como indicado e armazenados de forma adequada, para também se evitar a
producéo de toxinas. Aliadas a essas medidas, a vacinagcdo deve ser empregada de forma
estratégica, principalmente, em confinamentos onde se utilizam suplementos alimentares com
risco de conterem a toxina botulinica (KRIEK & ODENDAAL, 1994; DUTRA, 2001).

2.3 IMPORTANCIA ECONOMICA DO BOTULISMO NO BRASIL

Em 1970 foram registrados os primeiros surtos de intoxicagdo botulinica em bovinos no
interior do Piaui. Na ocasido, foi comprovado pela primeira vez, a ocorréncia da doenca no
Brasil, estando associada a alta contaminacgdo por C. botulinum, ao habito dos animais de roer
0ss0s, a0 melhoramento zootécnico do gado nativo, e criacdo destes em &reas pobres em
fosforo e sem a adequada suplementacdo mineral (TOKARNIA et al., 1970a; TOKARNIA et
al., 1970b; TOKARNIA et al., 1988). A partir dessa data foram observados cada vez mais
surtos de botulismo em extensas regides dos estados do Maranhdo, Tocantins, Goias, Bahia,

Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Espirito Santo e Sao
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Paulo (TURNES et al., 1984; DOBEREINER et al., 1990; DOBEREINER et al., 1992;
DUTRA et al., 1990).

Na década de 1960, no Estado do Piaui, a doenca dizimou um grande nimero de animais
na regido, onde 15.000 bovinos, de um total de 100.000, morreram num periodo de seis anos
(TOKARNIA et al., 1970). Nas décadas de 1970, 1980 e até meados de 1990, o botulismo foi
responsavel por grandes surtos nas regides Centro-Oeste e Sudeste do pais. As estimativas
indicaram que mais de seis milhGes de animais morreram entre 0os anos de 1985 a 1999
devidos a intoxicagdo nessas regides (DUTRA & DOBEREINER, 2004).

No Brasil, notadamente a partir de 1986, pecuaristas e técnicos tiveram sua atencdo
voltada para crescente mortalidade de vacas, principalmente gestantes ou lactantes, ocorrendo
em pastagens de solos pobres em fosforo e com maior severidade nos periodos chuvosos.
Uma comisséo foi convocada para estudar a causa mortis, concluindo-se que se tratava de
botulismo. Na ocasido estimou-se que o0 pais ja havia perdido cerca de 50 mil cabecas, vitimas
da doenca (ROSA, 1986).

Em 1987, no Rio Grande do Sul, em um surto de botulismo morreram 23 animais de de
um total de 990 bovinos (MENDEZ et al. 1987). Em 1990 foram diagnosticados surtos de
botulismo nos Estados de S&o Paulo e Mato Grosso do Sul onde, de um total de 7.260 animais
existentes nas propriedades, 2.566 animais morreram (DUTRA et al., 1990). No Mato Grosso
do Sul, entre os anos de 1996 e 1998, estimou-se que o botulismo levou a perda de 195.000
bovinos de uma populacéo de 23 milhdes de cabecas e esta elevada mortalidade se estendeu
por outras regides do pais como sudeste, nordeste e norte, alcangando o status de uma das
principais causas de mortalidade em bovinos, resultando em grandes perdas econdémicas na
bovinocultura nos diversos sistemas de producdo (LIMA & NETA et a., 2007).

Além do botulismo associado a deficiéncia de fosforo a intoxicagdo botulinica associada
a alimentos e dguas contaminados também tem causado prejuizos econdmicos para pecuaria
nacional. Em um estudo com &gua contaminada nos Estados de do Mato Grosso do Sul e S&o
Paulo, cerca de 9.000 bovinos envolvidos nos surtos, 2.844 morreram com a doenga (DUTRA
etal., 2001).

A cama de frango contaminada foi responsavel, nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais,
entre 1989 e 2000, pela morte de 455 animais de um total de 1.535 bovinos (DUTRA et al.,
2005). No estado da Paraiba, em um surto com 88 bovinos, 85 morreram de botulismo. Em
uma segunda propriedade morreram 233 caprinos, 145 ovinos e 30 bovinos apo6s alimentagéo

com cama de frango contaminada (LOBATO et al., 2008)
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Em Minas Gerais, de 148 animais alimentados com milho contaminados, 38 bovinos
morreram (COSTA et al., 2008). Em Mato Grosso do Sul de 8.188 animais, 521 animais
morreram de botulismo apds o consumo de silagem em péssimo estado de conservagdo
(DUTRA, SOUZA & DOBEREINER, 2001).

O botulismo é uma das principais causas de mortalidade de bovinos no Brasil. Os
prejuizos diretos causados pela enfermidade nos ultimos 15 anos somam mais de 1,8 bilhdes
de reais. Como néo se trata de doenca de notificacdo obrigatdria aos 6rgdos governamentais, o
botulismo é considerado como um problema sanitéario préprio dos sistemas de producéo. No
entanto, com as exigéncias do mercado europeu, para que os paises fornecedores de carne
bovina determinem com precisdo as causas de mortalidade bovina com sintomatologia
nervosa, o diagnostico desta enfermidade passa a ter prioridade (DUTRA, 2003).

Em um estudo realizado no Mato Grosso do Sul, de agosto de 1993 a novembro de 2000,
foram examinados 1307 materiais provenientes de necropsia de bovinos dos quais 890
(68,09%) possuiam histérico de sintomatologia nervosa, sendo que as doencas mais
diagnosticadas foram o botulismo (244 «casos), seguida de raiva (98 casos),
polioencefalomalacea (74 casos) e encefalite por Herpesvirus (50 casos) (BARROS, LEMOS
& CAVALLERO, 1999). Em Santa Catarina de 2000 a 2008, de 3.585 materiais analisados,
55 casos apresentavam sintomatologia nervosa, desses 21 foram diagnosticados como
botulismo, seguidos de intoxicacéo por Sida carpinifolia (9 casos), febre catarral maligna (6
casos) e raiva (5 casos) (Setor de Patologia Animal - CAV/UDESC, dados ndo publicados).
Esses trabalhos ressaltam a importancia econdmica do botulismo nos diferentes estados

brasileiros.



37

3 OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivos:

Realizar levantamento de casos de botulismo em bovinos no Estado de Santa Catarina
observados no periodo de 1987 até 2008, diagnosticados pelo Setor de Patologia Animal, do
Centro de Ciéncias Agroveterinirias da Universidade do Estado de Santa Catarina
(CAV/UDESC).

Caracterizar alguns aspectos epidemioldgicos, clinicos, lesionais e deteccdo de toxinas
botulinicas de casos acompanhados nos anos de 2006 a 2008 no Estado de Santa Catarina:

1) Realizar uma andlise retrospectiva dos casos suspeitos de botulismo bovino no

Estado de Santa Catarina e atendidos pelo Setor de Patologia Animal no periodo
de 1987 a 2008.

2) Realizar um estudo epidemioldgico prospectivo em propriedades rurais com
histérico de ocorréncia de mortalidade bovina causada pelo botulismo no periodo
de 2006 a 2008 e localizados no Planalto Serrano Catarinense.

3) Acompanhar surtos de mortalidade bovina no Estado de Santa Catarina,
provocados pela doenca no periodo de 2006 a 2008 e realizar a tentativa de

diagnostico clinico-patoldgico, epidemioldgico e laboratorial.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado em trés etapas: levantamento de historicos, de dados
epidemioldgicos, acompanhamento clinico e patoldgico de bovinos com botulismo e

identificacdo da toxina botulinica.

4.1. LEVANTAMENTO EPIDEMIOLOGICO

O levantamento de histéricos foi realizado em duas etapas: levantamento de casos
clinicos diagnosticados e levantamento de dados a campo.

A primeira parte consistiu no levantamento de casos de botulismo diagnosticados pelo
Setor de Patologia Animal CAV/UDESC durante o periodo compreendido entre os anos de
1987 e 2008.

Para isso foram revisados todos os diagnosticos compativeis com botulismo em
bovinos registrados pelo setor no periodo de 1987 a 2008, sendo compilados dados referentes
as localizacBes das propriedades, dados epidemioldgicos gerais, idade dos animais, sinais
clinicos, lesBes macroscopicas e histologicas.

A segunda etapa consistiu na realizagdo de visitas as propriedades rurais com histérico
anterior de ocorréncia do botulismo endémico, e no levantamento de historicos. Nas
propriedades procurou-se obter informacdes atuais relacionadas ao manejo zootécnico e
aspectos epidemioldgicos relacionados a condi¢do de risco potencial para a ocorréncia da

intoxicagé&o.
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4.2 ACOMPANHAMENTO DE CASOS CLINICOS.

Consistiu no acompanhamento de animais clinicamente doentes e na realizagcdo de
necropsia dos casos com evolugdo e morte espontdnea ou eutanasia quando em estado in
extremis’.

Amostras de visceras foram coletadas em formalina a 10% para exames histoldgicos.

Amostras de figado (aproximadamente 100g), conteddo ruminal e intestinal
(aproximadamente 20 ml de cada) e amostras de compostagem incompleta de carcagas de
suinos e aves suspeitas de estarem contaminados foram conservadas sob refrigeracdo (2 a 8°
C) ou congeladas (-20° C) até a analise microbioldgica para a tentativa de deteccdo de toxina

botulinica.

4.3 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

4.3.1 Exame histoldgico

As amostras de todas as visceras foram coletadas e conservadas em formalina
tamponada a 10% por 72 horas. Os fragmentos foram desidratados em &lcool, clarificados em
xilol e incluidos em parafina. Sec¢bes de trés micrémetros de espessura foram coradas pela
técnica de hematoxilina e eosina (HE) (PROPHET et al., 1992) e observados no microscopio
Optico no Laboratério de Patologia Animal CAV/UDESC.

4.3.2. Exame microbioldgico

O exame microbioldgico foi realizado no Laboratério de Enfermidades Infecciosas dos
Animais da Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Odontologia e Curso de Medicina
Veterindria, UNESP - Campus de Aragatuba, S&o Paulo. Foram realizadas tentativas de
deteccdo de toxina botulinica nos materiais bioldgicos coletados dos animais suspeitos (exame

direto) ou ainda a verificagdo da presenca do C. botulinum pela formacéo de toxina botulinica

! A eutanasia foi realizada segundo a Resolucéo N° 714 de 20 de Junho de 2002, do Conselho Federal

de Medicina Veterinaria.
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em cultivo bacterioldgico nas amostras de solo, 0sso e amostras de compostagem incompleta

de carcagas de suinos e aves (exame indireto).

4.3.2.1 Exame direto

As amostras de figado foram maceradas em Gral estéril com solugdo fisiologica
tamponada, enquanto as amostras de contetido ruminal e intestinal foram apenas diluidas (1:2)
em gral estéril, também com solucdo fisioldgica, de acordo com metodologia proposta por
Smith (1977), para tentativa da deteccéo da toxina botulinica.

Cada amostra foi homogeneizada até a obten¢do de uma suspensdo uniforme. Em
seguida o material foi coado em gase estéril e mantido sob refrigeracdo por um periodo de 12
a 24 horas para a eluicdo de toxina eventualmente presente. Apos este periodo, o material foi
novamente centrifugado a 5000 rpm (Centrifuga Excelsa Baby, Fanen) por 15 minutos e o
sobrenadante filtrado (Filtro Millipore, 0,22 pm) foi inoculado em camundongo (bioensaio

em camundongo).

4.3.2.2 Exame indireto

As amostras de alimento, 0sso e solo suspeitos foram diluidas em solugéo fisioldgica,
em Gral estéril, coadas e inoculadas (1g) em meio de cultura de carne bovina cozida (meio de
Wright), segundo o procedimento descrito por Smith (1977). O material foi submetido ao
tratamento térmico em Banho-maria a temperatura de 80°C por 60 minutos. ApoOs este
procedimento 0 meio de cultura inoculado foi mantido incubado por cinco dias a 35°C em
anaerobiose (Jarras Oxoid, Anaerogen). Apos este periodo o sobrenadante foi centrifugado a
5000 rpm (Centrifuga Excelsa Baby, Fanen), por 15 minutos, filtrado em Millipore (0,22
pm), estando assim preparado para a realizacdo do bioensaio em camundongo e

soroneutralizacdo. .
4.3.3 Bioensaio em camundongo
Todas as amostras processadas para a tentativa de detecgdo de toxina botulinica

(exame direto) ou deteccdo de esporos da bactéria (exame indireto) foram divididas

inicialmente em duas fragfes: uma a ser inoculada diretamente nos animais e outra submetida,
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previamente, a tratamento térmico de 100°C por dez minutos, para a inativacdo da toxina
possivelmente presente.

As amostras foram inoculadas (0,5 mL) via intraperitoneal em camundongos da raga
Swiss, linhagem Webster, de ambos 0s sexos, com peso de aproximadamente 20 gramas,
segundo o procedimento descrito por Smith (1977).

Os camundongos foram observados diariamente por um periodo de 96 horas para
verificar os sinais clinicos sugestivos de botulismo: dificuldade respiratéria, incoordenagao
motora, dificuldade de locomogdo, abdémen cintado, asfixia e morte. As amostras ndo
inativadas pela temperatura e que causaram morte ao camundongo foram consideradas

suspeitas.
4.3.4 Soroneutralizagdo em camundongo

Na soroneutralizagdo, empregou-se quatro grupos de camundongos em duplicatas. Os
Grupos 1 e 2 receberam, respectivamente, antitoxinas C e D?, ambas na quantidade de 10
Ul/mL. Apo6s 24 horas foram inoculados 0,5 mL de cada material considerado suspeito no
teste do bioensaio em camundongo. O Grupo 3 foi inoculado unicamente com o material (0,5
mL) suspeito, enquanto que o Grupo 4 consistiu de camundongos desafiados com o material
inativado por tratamento térmico.

Os camundongos inoculados foram observados por um periodo de 96 horas para a
verificacdo dos sinais clinicos caracteristicos de botulismo e morte. A toxina foi tipificada
quando os camundongos inoculados com a antitoxina homologa, aquela presente nos

materiais, sobreviveram.

2 Antitoxinas botulinicas C e D obtidas do “Center for Disease Control”, Atlanta, Georgia, Estados

Unidos da América.
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5 RESULTADOS

5.1 LEVANTAMENTO EPIDEMIOLOGICO

5.1.1 Ndmero de municipios com diagnéstico de botulismo em bovinos

No periodo de 1987 a 2008 foram registrados 40 casos compativeis com botulismo,
verificados em seis cidades do estado de Santa Catarina, diagnosticados pelo Setor de
Patologia Animal CAV/UDESC. As cidades correspondentes estdo ilustradas no mapa do
estado de Santa Catarina (Figura 1). Dos 40 casos, 30 (75%) foram registrados em Lages; dois
(5 %) casos nos municipios de Campo Belo do Sul, Erval Velho e Ponte Alta e um caso
(2,5%) em Capéo Alto, Correia Pinto, Joinville e S&o Cristévéao do Sul.

LEGENDA

[“]campo Belo do sul
. Capdo Alto
-Correia Pinto
Mlerval veino

Joinvile

Lages
- Ponte Alta
[Hsao cristovao do sul

Figura 1- Mapa de Santa Catarina ilustrando os municipios onde ocorreram casos de botulismo em bovinos
registrados nos arquivos do Setor de Patologia Animal CAV/UDESC, no periodo compreendido entre
1987 a 2008.
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Com relacdo a localizagdo das propriedades onde os casos de botulismo ocorreram, foi
possivel verificar que a maioria dos casos ocorreu no Planalto Serrano Catarinense (Figura 2)

com 36 (90%) casos dos 40 registrados, especificamente no municipio de Lages com 30
(75%) casos, destes 26 (86,67%) casos na regido da Coxilha Rica.

Ponte Alta
()

Otacilio Costa
o

$ao José do Cerrito
o

Correia Pinto
o

Anita Garibaldi
()

Bocaina do S

Campo Belo dp Sul

Capdo Alto
®

Sao Joaquim

Figura 2 - Mapa do Planalto Serrano Catarinense, com destaque para 0 municipio de Lages. No canto
inferior esquerdo da figura, mapa de Santa Catarina destacando a regido do Planalto
Catarinense.

5.1.2 Numero de casos diagnosticados

Na andlise retrospectiva dos histéricos referentes aos casos de botulismo pode ser
verificado que o nimero de animais acometidos pela doenga é maior do que os materiais
processados para o exame laboratorial, pois nos histéricos é frequente a queixa de varios

animais doentes, com 0s mesmos sinais clinicos, mas nem todos estes animais foram



44

necropsiados para diagndstico laboratorial. O comparativo entre 0 nimero de casos analisados
e nimero de animais doentes esta descriminado na Figura 3. O nimero de animais mortos

supostamente por botulismo totalizou 132 bovinos.

Comparativo entre o n° de animais necropsiados e o n® de animais

50 doentes por botulismo

45
40
35
30
25
20
15
10

1 N° DE ANIMAIS
NECROPSIADOS

¥ N° DE ANIMAIS DOENTES

N°® de casos

1987

Figura 3 - Gréafico dos casos de botulismo registrados nos arquivos do Setor de Patologia Animal -
CAV/UDESC, no periodo compreendido entre 1987 a 2008, com comparativo entre nimero de
animais doentes e nimero de animais necropsiados.

5.1.3 Epoca do ano

A distribuicdo quanto a época do ano que a doenca ocorreu no Estado de Santa
Catarina esta ilustrada na Figura 4. Nela pode-se observar que a maioria dos casos ocorreu
entre dezembro a abril, 0 que correspondeu a forma associada a deficiéncia de fésforo. O
surto ocorrido em julho foi devido a forma de botulismo relacionada a alimentos
contaminados e estava associado ao consumo de compostagem incompleta de carcaca de

suinos e aves.
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Figura 4 - Variacdo sazonal da ocorréncia de botulismo no Estado de Santa Catarina registrada no Setor de

Patologia Animal - CAV/UDESC, no periodo compreendido entre 1987 a 2008.

5.1.4 Categoria de animais envolvidos

Com referéncia a categoria dos animais envolvidos pode-se constatar que 36 animais

acometidos (90%) foram fémeas adultas, a maioria em lactacdo, trés machos (7,5%) e um

caso (2,5%) o sexo ndo foi informado.

5.1.5 Distribuigdo quanto a fonte de intoxicagdo botulinica

Com base nos historicos dos materiais enviados e nos casos acompanhados 0s surtos

foram agrupados em botulismo associado a deficiéncia de fosforo com 38 (95%) casos e na

forma associada a ingestdo de alimentos contaminados em dois (5%) casos. Os dados

referentes a classificacdo estdo sumarizados na Figura 5.

Os casos de botulismo associado a deficiéncia de foésforo ocorreram no Planalto

Serrano e no municipio de Joinville e o surto associado a ingestdo de alimentos contaminados

ocorreu no municipio de Erval Velho.
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Formas de ocorréncia do Botulismo

— M Associada a deficiéncia de
fosforo

— MW Associada a alimentos
contaminados

Formas do Botulismo

Figura 5 - Classificacdo dos surtos de botulismo no Estado de Santa Catarina registrados no Setor de Patologia
Animal - CAV/UDESC, no periodo compreendido entre 1987 a 2008.

5.1.6 Sinais clinicos

Os sinais clinicos relatados e observados encontram-se na Tabela 1. De uma maneira
geral, os sinais com maior frequéncia registrados foram a dificuldade de locomocéo, andar
rigido, paralisia dos membros posteriores, permanéncia em decubito, diminuicdo do ténus da
musculatura da lingua, diminuicéo do ténus da cauda, estado mental alerta e alotriofagia.

Alotriofagia foi constatado em 23 casos (57,5%) dos 40 analisados, sendo que destes,
12 casos (30%) estiveram relacionados com a osteofagia e 11 casos (27,5%) associados a
perversdo do apetite com ingestdo de pedras, plasticos e terra.
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Tabela 1 - Frequéncia dos sinais clinicos, em ordem decrescente, registrados nos historicos dos casos de
botulismo arquivados no Setor de Patologia Animal - CAV/UDESC durante o periodo de 1987 a

2008
SINAIS CLINICOS FREQUENCIA
Decubito permanente 31
Osteofagia 23
Paralisia dos membros posteriores 19
Incoordenagdo motora 18
Diminuicéo do ténus da lingua 11
Andar rigido 05
Percepgdo sensorial normal 05
Diminuicdo do ténus da cauda 04
Incapacidade de levantar 04
Diminuigdo do ténus da musculatura dos membros 03
Perda da sensibilidade dos membros 02
Dificuldade de apoiar os membros anteriores 01
Dificuldade respiratdria 01
Diminuicdo do apetite 01
Salivagdo 01

5.1.7 LesBes macroscopicas e histologicas

Os principais achados de necropsia estdo ilustrados na Tabela 2. Estes revelaram a
ocorréncia de corpos estranhos nos pré-estbmagos em 12 casos analisados. Também foi
registrada a ocorréncia de lesbes inespecificas, tais como: equimoses no epicardio em 11
casos, lesdes de decubito em quatro casos e avermelhamento na mucosa intestinal em 15
€asos.

Nos exames histoldgicos 30 casos ndo apresentaram lesdes histolégicas e em seis
houveram lesbes inespecificas, caracterizadas por satelitose (dois casos) no sistema nervoso
central, edema de submucosa do rdmen, infiltrado mononuclear na mucosa intestinal,

hemossiderose no bago e mineralizagao de tbulos renais (um caso cada).
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Tabela 2 - Frequéncia dos achados de necropsia em casos de botulismo registrados no Setor de Patologia Animal
- CAV/UDESC, durante o periodo de 1987 a 2008

ACHADOS DE NECROPSIA FREQUENCIA
Avermelhamento na mucosa intestinal 15
Corpo estranho no rumen/reticulo (ossos, plasticos, pedras) 12
Epicardio com equimoses 11
Ressecamento do contetido dos pré-estbmagos e intestino 04
LesBes de decubito (edema e necrose muscular) 04
Auséncia de lesdes 10

5.1.8 Visitas as propriedades rurais

5.1.8.1 Caracterizacdo da propriedade

Em decorréncia dos surtos de botulismo se restringiu a regido do Planalto Serrano, no
municipio de Lages, propriedades dessa regido foram visitadas para a realizacdo de
levantamentos sobre as condicdes de manejo e as praticas sanitarias adotadas nos seus
sistemas de producao.

As fazendas caracterizam-se por extensas areas de campo nativo, dedicadas a criagao
extensiva de bovinos de corte (Figura 6 A e B).

A inspecdo dos campos era realizada apenas uma vez por semana ou no maximo em
dias alternados. Os locais para o fornecimento do sal mineral, quando existentes, eram
formados por cochos de madeira descobertos espalhados aleatoriamente nas pastagens, nao
respeitando dimensBes e nem numero adequados ao total de animais do rebanho (Figura 7 A,
B e C). Em algumas propriedades foram observados cochos cobertos, porém os cochos
também ndo respeitavam as dimensfes minimas necessarias, conforme o nimero de animais
(Figura 7 A).

A alimentacdo dos animais era baseada em campo nativo. A maioria das propriedades
ndo fornecia sal mineral aos animais, muito das propriedades forneciam apenas sal comum
(NaCl).
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Figura 6 - A e B — Rebanho de bovino de corte nos campos nativos do Planalto Serrano Catarinense.
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Figura 7 - Propriedades no municipio de Lages, SC. A - Cocho de madeira coberto utilizado para o fornecimento
de sal mineral aos bovinos, com desproporcéo entre tamanho de cocho e nimero de animais. B e C-

Cochos de madeira descobertos utilizados para o fornecimento de sal mineral.
Foi possivel verificar vérias carcacas de bovinos mortos em diferentes graus de
decomposicao nas pastagens ou mesmo restos de 0ssos espalhados pelos campos, alguns dos

quais com sinais de terem sidos mastigados ou roidos (Figura 8 A, B e C).
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Figura 8 - Propriedades do Planalto Serrano Catarinense: A e B - Carcacas de bovinos em diferentes estagios de
decomposigéo. C - Ossos espalhados pelas propriedades.

Ainda durante a visita pode-se observar a perversao dos habitos alimentares dos
bovinos sendo registrados com frequéncia animais com 0ssos na boca (Figura 9 A e B) e
ingerindo terra. Na maioria dos casos, 0s animais observados com alotriofagia eram fémeas

novilhas e adultas.
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Figura 9 - A e B - Bovinos com osteofagia em campos nativos, Planalto Serrano Catarinense.

5.2 ACOMPANHAMENTO DE CASOS CLINICOS DE BOTULISMO

Durante o periodo compreendido entre os anos de 2006 a 2008 foi possivel o
acompanhamento de oito surtos de botulismo. Destes, sete ocorreram na regido do Planalto

Serrano Catarinense, sendo trés surtos no municipio de Lages, na regido de Coxilha Rica, um



53

surto em cada municipio de Campo Belo do Sul, Correia Pinto e Ponte Alta. Também foi

acompanhado um surto no Oeste Catarinense, no municipio de Erval Velho.

5.2.1 Surtos acompanhados no periodo de 2006 a 2008.

5.2.1.1 Primeiro surto

Este surto ocorreu na cidade de Correia Pinto, no Planalto Serrano Catarinense. O caso
aconteceu em margo de 2006. O animal acometido era um bovino, fémea com quatro anos.
Segundo o proprietario ocorreram mortes semelhantes anteriormente, chegando a morrer mais
de 20 bovinos em um ano. Nos ultimos seis meses ja morreram trés vacas com 0S mesmo
sinais clinicos. Os animais ficavam prostrados, com incoordenacdo motora e normalmente
eram encontrados em decubito. A morte ocorria em torno de 48 horas. A vaca encontrava-se
em decUbito esternal, ficando com a cabega voltada para o flanco. No exame clinico
observou-se que o animal apresentava diminuicdo do ténus da lingua, flacidez muscular,
paralisia dos membros posteriores e permanecia em alerta (Figura 10). Apds o exame clinico,
o animal foi eutanasiado para realizagcdo da necropsia. A necropsia observou-se apenas uma

leve ascite.

Figura 10 - Bovino de corte, fémea, adulta com botulismo. Animal em decubito esternal, com incapacidade de
retrair a lingua apds tracionada.
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5.2.1.2 Segundo surto

Este surto de botulismo ocorreu na regido de Coxilha Rica, interior do municipio de
Lages. A propriedade possui criagdo extensiva de bovinos em pastagens constituidas apenas
de campo nativo. Na propriedade ha historico de ocorréncia de osteofagia e relatos de animais
encontrados em decubito esternal, seguido de morte.

Os casos acompanhados ocorreram no final de dezembro de 2006 e até janeiro de
2007. Neste surto foi acometido um total de oito animais, sendo que destes, quatro foram
necropsiados. Todos o0s bovinos que morreram eram vacas adultas, com terneiro ao pé e que
se alimentavam de campo nativo, ndo recebiam suplementag&o mineral e ndo eram vacinados
contra o botulismo. Sete eram animais mesticos e um bovino era pardo suico.

Duas vacas, uma mestica e uma pardo suica, foram observadas em decubito esternal
com paralisia dos membros pélvicos, sendo posteriormente encontrados mortos e
necropsiados. Mais dois animais foram trazidos Setor de Patologia, para acompanhamento da
evolucdo clinica e realizagdo de necropsia. Um chegou morto e outro foi acompanhado até a
morte. O animal vivo chegou ao laboratdrio, em decubito esternal e permaneceu assim por
dois dias. No exame clinico observou-se que o animal apresentava leve dificuldade
respiratoria, diminuicdo do tbnus da lingua e da cauda, flacidez muscular, paralisia dos
membros posteriores. Permanecia frequentemente com a cabega voltada para o flanco. Ao
tracionar a lingua, esta demorava alguns minutos para retornar a posi¢do inicial (Figura 11 A).
Ainda foi observado diminui¢do dos movimentos ruminais e hipotermia. No final do segundo
dia, o animal foi encontrado em decubito lateral, morrendo em poucas horas. Nas necropsias
ndo foram encontradas lesdes, apenas observou-se em um dos animais, fragmento 6sseo no

reticulo (Figura 11 B).

5.2.1.3 Terceiro surto

Este terceiro surto de botulismo também ocorreu na regido de Coxilha Rica, no
municipio de Lages. Os casos acompanhados ocorreram em janeiro de 2007. A propriedade
possui criagdo extensiva de bovinos de corte em campo nativo. Neste surto foram acometidos
quatro animais, sendo que destes, trés foram necropsiados. Todos os bovinos que morreram

eram vacas adultas, mesticas e com terneiro ao pé. Os animais ndo eram vacinados contra o
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botulismo e ndo recebiam suplementagdo mineral. Os animais da propriedade possuem o

habito de roerem 0sso0s.

Figura 11 - Bovino de corte, fémea, com botulismo. A - Animal em decubito esternal, cabeca voltada para o
flanco esquerdo, exposicdo da lingua ap6s tragdo. B - Fragmento dsseo no reticulo (circulo).

Um animal foi encontrado morto e necropsiado pelo veterinario da propriedade. Dois
animais foram vistos arrepiados, sendo encontradas em decubito esternal no dia seguinte.

Apos dois dias de decubito, as vacas foram encontradas mortas. No exame de necropsia dos
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animais ndo foram observadas lesdes macroscopicas. No entanto, em uma vaca, foram

encontrados pequenos fragmentos de 0sso no reticulo.

5.2.1.4 Quarto surto

Este surto ocorreu na cidade de Campo Belo do Sul, no Planalto Serrano Catarinense.
A propriedade possui criacdo extensiva de bovinos. O caso acompanhado ocorreu no inicio de
marco de 2007. O animal era um bovino, fémea adulta e mestica.

Na primeira visita & propriedade, o animal encontrava-se em decutbito esternal e
percepcdo sensorial normal. Alimentava-se e bebia 4gua normalmente, porém ndo conseguia
se levantar. Os sinais clinicos consistiam em paralisia dos membros posteriores e auséncia do
reflexo anal e da cauda. Os pardmetros clinicos (frequéncia cardiaca e respiratoria,
movimentos ruminais, temperatura e coloracdo das mucosas) encontravam-se todos normais.
Na segunda visita, foi realizada a necropsia do animal. Este permaneceu cinco dias em
decubito. No exame de necropsia foi observado &reas de hemorragia na musculatura da regido
do peito, ceco conteildo seco e mucosa intestinal com sufusdes. Nos demais 6rgdos ndo foram

observados alteraces macroscdpicas.

5.2.1.5 Quinto surto

Este surto ocorreu na cidade de Capdo Alto, também localizada no Planalto Serrano
Catarinense, em abril de 2007. De um total de 400 animais, dez adoeceram, apresentando
decubito seguido de morte. Um animal foi necropsiado. Segundo o proprietario, este tipo de
problema s6 ocorreu com vacas que tinham terneiro ao pé. Somente as vacas com terneiro ao
pé adoeceram.

O exame clinico e a necropsia do animal acometido foram realizados na propriedade.
O bovino foi encontrado em decubito e estava consciente. Alimentava-se e bebia agua
normalmente, apresentava paralisia dos membros posteriores, porém mantinha o ténus da
lingua apos retragéo.

No exame de necropsia pode ser verificado edema na regido peitoral e leve edema na
regido da musculatura dos membros posteriores. No restante ndo foram observadas lesdes

macroscopicas.
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5.2.1.6 Sexto surto

O sexto surto ocorreu na cidade de Ponte Alta, no Planalto Serrano Catarinense, em
junho de 2007. Segundo relato do proprietario casos semelhantes ocorreram nos anos
anteriores, sendo que em 2005 e 2006 foram acometidos trés animais em cada ano. Até junho
de 2007 de 25 animais dois bovinos j& morreram. Os animais alimentavam-se apenas de
campo nativo e recebiam sal comum (cloreto de s6dio). Nunca receberam sal mineral para
bovinos. Todos as animais acometidos manifestavam 0s mesmos sinais clinicos,
caracterizados por incoordenacdo motora, perda dos movimentos, decUbito esternal,
evoluindo para decubito lateral e morte. Um animal permaneceu em decubito por um periodo
de 30 dias.

O animal acompanhado era um bovino, fémea da raga Gir com seis anos de idade. O
animal apresentava paralisia flacida dos membros anteriores e posteriores, porém respondia
ao reflexo de dor e apresentava o tonus da musculatura da lingua e do &nus. O animal foi

eutanasiado. Na necropsia ndo foram observadas lesdes significativas.

5.2.1.7 Sétimo surto

Este sétimo caso de botulismo ocorreu no municipio de Erval Velho, no oeste de Santa
Catarina, em uma propriedade de gado leiteiro. Os casos acompanhados ocorreram em julho
de 2007. O rebanho era constituido de 30 animais, destes seis adoeceram e todos morreram.
Os animais foram acompanhados clinicamente, sendo realizado a necropsia de um dos
bovinos.

Os animais acometidos pastejavam em pastagem de aveia e recebiam concentrado no
cocho. A pastagem era dividida em pequenos piquetes por cerca elétrica e, dois meses apds o
plantio da aveia, compostagem incompleta de carcagas de suinos e aves foi sobreposta em
alguns deles (Figura 12).

Os animais que estavam nesses piquetes, adoeceram em dois a trés dias apos a
distribuicdo da compostagem. A doenga ocorreu naqueles piquetes onde a compostagem foi
espalhada, ndo sendo verificada nos demais. Na observagdo da pastagem constatou-se que
havia boa oferta de pasto verde e também restos de carcacas de aves e suinos, ndo totalmente

decompostas (Figura 13 A e B).
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Figura 12 - Pastagem de aveia usada na alimentacdo de bovinos leiteiros, onde foi espalhado compostagem
incompleta de carcacas de suinos e aves. No detalhe restos dsseos na pastagem. Erval Velho, Oeste
Catarinense.

Segundo o proprietario, a parte superior da composteira era retirada sempre que
preciso, ndo sendo levado em consideracdo o tempo necessario para decomposicdo das
carcacas. Os animais acometidos apresentavam dificuldade de locomocdo, paralisia
progressiva, iniciando nos membros posteriores e atingindo os membros anteriores e decubito
lateral, permanecendo conscientes, mas com diminuicdo do ténus da lingua e cauda (Figura
14 A e B).

O animal que foi eutanasiado para necropsia era um bovino, fémea, adulto da raca
holandés preto e branco.



59

Figura 13 - Pastagem de aveia contaminada com carcagas de suinos e aves em estado incompleto de
decomposig¢do. A — Carcaca de suino. B — Carcaga de frango.
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Figura 14 - Vacas leiteiras com botulismo. A — Animais adultos em decubito esternal, com incapacidade de
levantar. B — Bovino com paralisia flacida de membros posteriores e cabeca voltada para o flanco
esquerdo.

5.2.1.8 Oitavo surto

Este surto ocorreu em uma propriedade localizada na regido da Coxilha Rica. A
propriedade possui criacdo extensiva de bovinos de corte em pastagens constituidas apenas de
campo nativo. Os casos relatados pelo proprietario comegaram no inicio de setembro até final
de dezembro de 2008. Todos os bovinos acometidos eram vacas adultas, acima de cinco anos,

que estavam em gestacdo ou em lactacdo com terneiro ao pé e que ndo eram vacinados contra
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0 botulismo. A suplementagdo mineral era fornecida irregularmente aos animais, em cochos
de madeira descobertos.

A propriedade ndo tem funciondrio e os animais eram observados somente no final de
semana. Segundo relato do proprietario da fazenda, os animais eram vistos roendo 0ss0S
frequentemente, inclusive ingerindo restos dos caddveres dos bovinos mortos em
decomposic¢éo. Os animais acometidos apresentavam incoordenagdo motora, dificuldade de
locomocdo e posteriormente foram encontrados em decubito esternal. Na inspecdo
subsequente, a maioria dos animais ja eram encontrada morta. A doenga s era verificada nos
piquetes da propriedade em que h& carcagas em decomposic&o.

Em visita a propriedade podem-se observar restos de carcacas em diferentes estagios
de decomposi¢do e restos 6sseos espalhados pelas pastagens, muitos dos quais distantes das
areas em que os animais haviam morrido (Figura8 A, B e C).

Neste surto de 70 bovinos, seis animais adoeceram e morreram, sendo que destes
nenhum foi necropsiado, pois se encontravam em estado avangado de decomposicao e, muitas
vezes, restando apenas 0ssos. Foi coletado amostras de solo abaixo dos cadaveres e amostras
de ossos de um animal em decomposicdo para realizagdo indireta do teste de bioensaio e
soroneutralizacdo (Figura 15).

Durante a visita o proprietario foi orientado para vacinar os animais, fornecer
suplementacdo mineral e queimar 0s 0ssos. Apds a primeira dose da vacina, um animal
adoeceu e morreu. Ap6s a segunda dose ndo foram mais observados casos de botulismo na

propriedade.

5.2.2 Coeficientes de mortalidade, morbidade e letalidade

A letalidade de todos os surtos foi de 100%. A mortalidade de cada surto esta

descriminada na Tabela 3.
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Figura 15 - Carcaga em decomposicio. Area de coleta de solo e 0ssos da carcaca para cultivo microbiolégico,
Lages, SC.

Tabela 3 - Taxas de mortalidade, morbidade e letalidade referentes aos surtos acompanhados de 2006 a 2008
pelo Setor de Patologia Animal - CAV/UDESC

i Animais Taxa de
Total Doentes Mortos Mortalidade Morbidade Letalidade
1 130 4 4 3,07% 3,07% 100%
2 300 8 8 2,66% 2,66% 100%
3 180 4 4 2,22% 2,22% 100%
4 340 1 1 0,29% 0,29% 100%
5 400 10 10 2,50% 2,50% 100%
6 25 3 3 12,00% 12,00% 100%
7 30 6 6 20,00% 20,00% 100%
8 70 6 6 8,57% 8,57% 100%
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5.3 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

5.3.1 Exame histoldgico

Nos surtos classificados como primeiro, segundo, terceiro, quarto, quinto e sexto néo
foi observado nenhuma alteragdo microscopica. No entanto, no exame histoldgico do sétimo
surto pode ser verificado, no sistema nervoso central, figuras de satelitose de intensidade

moderada e edema acentuado difuso na camada muscular do rimen.

5.3.2. Exame microbioldgico

O resultado do teste de bioensaio em camundongo encontra-se na Tabela 4. O
resultado da soroneutralizagdo em camundongo para tipificacdo da toxina botulinica dos

materiais positivos encontra-se na Tabela 5.

Tabela 4 - Resultados do teste de bioensaio em camundongo dos materiais coletados nos surtos acompanhados
durante os anos de 2006 e 2008 pelo Setor de Patologia Animal - CAV/UDESC

Material Surto Figado Conteddo Amostras
Ruminal Intestinal Solo Osso
Bovino 1 N° 2 Negativo NA* Negativo NC** NC
Bovino 2 N° 2 Negativo NA Negativo NC NC
Bovino 3 N° 2 Negativo NA Positivo NC NC
Bovino 4 N° 3 Negativo NA Negativo NC NC
Bovino 5 N° 3 Negativo NA Negativo NC NC
Bovino 6 N° 4 Negativo Negativo NA NC NC
Bovino 7 N° 5 NA Negativo Negativo NC NC
Bovino 8 N° 6 NA NA Negativo NC NC
Bovino 9 N° 7 Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo
Amostra 10 N° 8 NC NC NC Positivo Positivo

*NA: material ndo apropriado para anélise
**NC: ndo coletado
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Tabela 5- Resultados do teste de soroneutralizagdo em camundongo para tipificacdo da toxina botulinica dos
materiais coletados nos surtos acompanhados durante os anos de 2006 e 2008 pelo Setor de Patologia
Animal - CAV/UDESC

. . Contetdo Amostras
Material Surto Figado
Ruminal Intestinal Solo Osso
Bovino 3 N° 2 -* - Tipo C - -
Bovino 9 N° 7 - - - Tipo D TipoD
Amostra 10 N° 8 - - - TipoD Tipo C

* Auséncia de resultado

Vale ressaltar que para realizacdo da tipificacdo da toxina botulinica dos fragmentos
6sseos da compostagem do surto 07 e das amostras de solos dos surtos 07 e 08, foram
realizadas varias diluicbes do sobrenadante obtido a partir do cultivo bacteriano dos materiais
em meio de Wright (carne moida cozida), devido & concentragdo da toxina ser muito elevada,
matando todos os camundongos soroneutralizados com as antitoxinas C e D. O resultado 05,
onde o0s resultados positivos significam que o0s camundongos soroneutralizados
desenvolveram os sinais clinicos e morreram, impossibilitando a determinagdo da toxina e 0s
animais negativos correspondem aos camundongos soroneutralizados que ndo morreram,

possibilitando, assim, a tipificacdo da toxina botulinica.

Tabela 6 - Resultados do teste de soroneutralizagdo em camundongo, ap6s diluigdes, para tipificacdo da toxina
botulinica dos materiais coletados nos surtos acompanhados durante os anos de 2006 e 2008 pelo
Setor de Patologia Animal - CAV/UDESC

RESULTADOS
DILUICOES 1:10 1:100 1:1000 1:10000 Tipificacédo
Surto 07: solo Positivo® Positivo Positivo Negativo Tipo D
Surto 07: 0sso Positivo Positivo Positivo Negativo Tipo D
Surto 08: solo Positivo Positivo Negativo® Negativo Tipo D

! Camundongo soroneutralizado com antitoxina C e D que morreu.
2 Camundongo soroneutralizado com antitoxina C e D que ndo morreu.

Os camundongos submetidos ao bioensaio com materiais positivos desenvolveram os
sinais clinicos semelhantes ao botulismo, que se caracterizaram por dificuldade respiratoria,
incoordenagdo motora, abdomen cintado, dificuldade de locomocéo, paralisia dos membros
posteriores, asfixia, evoluindo para morte (Figura 16 A e B).
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Figura 16 - Camundongos submetidos ao teste de bioensaio e soroneutralizagdo. A — Camundongo com
acinturamento do abdomen. B — Paralisia flacida dos membros posteriores.

As colbnias bacterianas obtidas dos materiais (fragmentos 0sseos, solo e amostras da
compostagem) cultivados em meio de Wright (carne moida cozida) que cresceram na placa de
agar sangue foram submetidas a coloracdo de Gram para a verificagdo da bactéria. O C.
botulinum apareceu como bastonetes gram positivos, alongados e cilindricos, apresentando

diferentes tamanhos com a presenca de esporos subterminais e livres (Figura 17)

Figura 17 - Formas evolutivas do C. botulinum. No detalhe, bastonetes (seta) de C. botulinum com esporos
subterminais e livres (ponta de seta). (Coloracdo de Gram, objetiva 100x).
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho foi registrada a ocorréncia de surtos de mortalidade em bovinos
com paralisia flacida progressiva que, na necropsia e nos exames histoldgicos, ndo mostraram
alteracOes significativas, caracterizando o quadro de botulismo. O quadro clinico lesional
observado é idéntico ao descrito nas intoxicagdes por botulismo por Tokarnia et al., (1970a);
Langenegger, (1981); Langenegger, DoObereiner & Tokarnia, (1983); Riet-Correia et al.,
(1983); Stbber, (1984); Turnes, Langenegger & Scarsi, (1984); Ddbereiner et al., (1992);
Kriek & Odendaal, (1994); Dutra & Ddbereiner, (1995); Lisboa et al., (1996); Souza,
Marques & Dutra, (1996); Souza, Marques & Dutra, (1997); Dutra, (2001); Dutra et al.,
(2001); Stober, (2002); Dutra et al., (2005); Lemos, (2005); Veronezi et al., (2007); Veronezi
et al., (2009).

Em Santa Catarina, o botulismo ocorreu na forma associada a deficiéncia de fésforo e
na forma associada a ingestdo de alimentos contaminados, sendo a forma associada a
deficiéncia de fosforo a mais importante no Estado e responsavel pela mortalidade de bovinos
no planalto serrano nos meses de dezembro a abril.

A letalidade de todos os casos acompanhados foi de 100%, semelhantes ao observado
por Dutra (2001) e Lemos (2005). As taxas de morbidade e mortalidade ndo puderam ser
calculadas nos casos do levantamento epidemioldgico, pois o nimero total de cabecas nem
sempre era relatado em todos os historicos, mesmo assim pode-se constar que as taxas de
morbidade e mortalidade estavam em torno de 2%. Nos surtos acompanhados de 2006 a 2008
a mortalidade variou de 0,29% a 12% na forma de botulismo associada a deficiéncia de
fosforo e de 20% na forma associada a alimento contaminado.

A forma associada & deficiéncia de fosforo ocorreu principalmente em criaces
extensivas de bovinos de corte, mantidos apenas em pastagens de campo nativo, do Planalto
Serrano Catarinense. Essas regides sdo conhecidas por apresentarem relativa deficiéncia de
fésforo no solo e nas pastagens (Embrapa, 2001). Os animais ndo recebiam suplementacgdo a
cocho, ou, se recebiam, era irregular. A doenca ocorreu, principalmente, nos meses de
dezembro a abril. Os mesmos fatores epidemiolégicos também foram observados por

Tokarnia et al., (1970a), Langenegger, Dobereiner & Tokarnia, (1983), Langenegger &
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Ddbereiner, (1988), Dutra & Ddbereiner, (1993), Lisboa et al., (1966) e Dutra, (2001) em
surtos de botulismo associado a deficiéncia de fosforo.

Nessa regido é comum a queima das pastagens nos meses de julho e agosto, o que
determina o rebrote das pastagens nos meses de setembro e outubro, época que coincide com
0 periodo de parigdo. Nessa época as pastagens tém maior oferta de alimento e maior
disponibilidade de fosforo. Com a chegada do verdo, nos meses de dezembro a fevereiro a
pastagem estd madura, com menores teores de fosforo, justamente quando a fémea tem maior
exigéncia nutricional, pois esta no periodo de lactagdo.

A necessidade de fosforo manifesta-se mais acentuadamente nas vacas em gestacao ou
em lactacdo. E justamente nesta ocasido que se acentua a deficiéncia de fosforo, a tal ponto
que o animal sente a necessidade de supri-la buscando outras fontes, tais como 0ssos de
animais mortos (osteofagia), assim como a procura de outros materiais, diferentes dos
habituais a sua alimentacdo (alotriofagia), como pedras, terras ou pléastico (TOKARNIA et al.,
1970a; TOKARNIA et al., 1970; LANGENEGGER, 1981; LANGENEGGER et al., 1983;
DUTRA & DOBEREINER, 1995, TOKARNIA, DOBEREINER & PEIXOTO, 2000). No
presente estudo, o habito de alotriofagia e osteofagia foi constatado em visitas as propriedades
e nos historicos clinicos. A osteofagia € um habito caracteristico da deficiéncia de fésforo, no
entanto a ingestdo de terra pode estar associada & deficiéncia de outros minerais como cobalto
e cloreto de sodio (RADOSTITS et. al, 2002).

Em relagdo a categoria dos animais acometidos, pode-se verificar que a maioria dos
casos ocorreu em vacas, que estavam em gestacdo ou em lactagéo. Estas observacoes estdo de
acordo com Langenegger & Ddbereiner, (1980); Dutra (1991); Dobereiner et al., (1992),
Ortolani, (1993), Lisboa et al., (1994), Kriek & Odendaal, (1994) e Dutra (2001), os quais
afirmam que estas categorias de animais sdo as que mais frequentemente manifestaram
osteofagia, quando submetidas a dietas pobres em fosforo.

Outro componente importante para a ocorréncia de botulismo é a intensidade da
contaminagdo ambiental pelo C. botulinum (TOKARNIA et al., 1970a; LANGENEGGER et
al., 1983; LANGENEGGER & DOBEREINER, 1988; DOBEREINER et al., 1992; DUTRA,
2001), ampliada pela presenca de carcagas de bovinos, supostamente mortos pelo botulismo,
decompostos nas pastagens (SOUZA, 1985; RIBAS et al., 1994). Nas propriedades visitadas
era frequente a observagéo de carcagas em decomposi¢do expostas nas pastagens, facilitando
assim, a contaminagdo do meio.

Nos 34 surtos relacionados a osteofagia, verificou-se & existéncia de condicdes

favoraveis a ocorréncia do botulismo. Pode ser observado que a prética de suplementacéo
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mineral, eliminacdo de carcagas e a vacinagdo dos animais contra o botulismo nas
propriedades séo praticas que, na maioria dos casos, ndo eram realizadas e quando eram
feitas, apresentaram irregularidades, sendo realizada por alguns anos e ap6s o
desaparecimento da doenca deixadas de serem praticadas. Esses fatores foram descritos por
Langenegger & Ddobereiner, (1988), Dobereiner et al., (1992), Dutra, Weiss & Ddbereiner,
(1992) e Dutra, (2001) que salientam que a ocorréncia do botulismo em bovinos, associado a
deficiéncia de fosforo, no Brasil, nas regides do cerrado e campos naturais, é determinada pela
inadequada suplementacdo mineral, inadequada remogdo de carcagas contaminadas nos locais
de ocorréncia da doenga e ndo vacinagdo contra botulismo.

Durante as visitas nas propriedades, além das carcagas expostas, pode se observar a
ineficiéncia da suplementacdo mineral, que ou ndo era realizada, devido a auséncia de cochos
ou quando presentes eram cochos descobertos e/ou 0 nimero era insuficiente em relagdo a
quantidade de bovinos existentes no rebanho.

Outro fator epidemioldgico também verificado nas propriedades foi a presenca de
animais silvestres como urubus (Coragyps atratus) e graxaim (Cerdocyon thous) que
contribuem para a disseminagdo do C. botulinum de um piquete, ao outro, ou de uma
propriedade a outra, pois estes animais transportam ou mesmo desenterram 0s restos dos
cadaveres, deixando-os expostos nas pastagens, sendo fontes potenciais de contaminacéo
(DUTRA, 2001).

No levantamento dos casos de botulismo pode se observar a ocorréncia de pico da
doenca no ano de 1987, seguida de diminuicdo do nimero de casos nos anos subsequentes.
Isso ocorreu devido a um trabalho de extenséo, realizado pelo Setor de Patologia Animal
CAV/UDESC, que consistia em levantamento de casos, realizacdo de necropsia e diagndstico,
além da divulgacdo de préaticas de manejo, como suplementagdo mineral, remog&o de carcacas
e vacinacdo, o que contribuiram para a diminuicdo do niimero de casos.

Um segundo pico de casos foi observado no ano de 2007 e alguns fatores contribuiram
diretamente nesse aumento: a negligéncia dos proprietarios com relacdo ao controle dos
fatores epidemioldgicos associados ao botulismo, como vacinagdo, destino das carcagas no
campo e principalmente a suspensdo da suplementacdo mineral dos animais, sendo esse
ultimo item agravado pela alta no preco. Durante esse ano e 0 ano subseqiiente novamente 0s
proprietarios foram orientados para realizarem a vacinagdo. Segundo as agropecudrias da
regido, o ano de 2007 foi o ano que ocorreu maior nimero de vendas de vacinas contra
botulismo na regido (BORGES, 2009. Comunicagdo pessoal). Este fato contribuiu

significativamente e para a diminuicdo da doenga no ano de 2008.
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A queda no nimero de casos de botulismo ap6s a vacinagéo é um fator que pode ser
atil no diagndstico de botulismo endémico, pois em rebanhos vacinados ha uma drastica
diminuicdo do nimero de casos afetados em rebanhos que receberam a primeira e a segunda
vacinagdo em um periodo de intervalo de um més cada (DUTRA & DOBEREINER, 1996;
KRIEK & ODENDAAL, 1994; LOBATO et al.,1999; DUTRA, 2001; FONSECA, 2001;
CURCI et al., 2008). A diminuicdo do nimero de casos apds a vacinagdo pode ser observada
no monitoramento dos animais do surto oito, onde, antes da vacinagdo adoeceram cinco
animais, ap0s a primeira vacinacdo apenas um animal adoeceu e ap06s a segunda dose da
vacina, ndo houve mais animais doentes.

Quanto a forma do botulismo associada a ingestdo de alimentos contaminados, essa foi
associada a presenca de carcacas de suinos e aves ndo totalmente decompostas, utilizada
como adubo em pastagens de aveia, sendo a possivel fonte de contaminagdo do alimento
responsavel pela intoxicacdo botulinica. A compostagem é um meio eficaz de inativacdo de
agentes infecciosos, desde que respeitado o tempo minimo para decomposicdo completa
(CURCI et al., 2007), o que ndo foi verificado nesse caso. Casos semelhantes foram descritos
na Inglaterra, com cama de frango espalhada em uma parte do pasto utilizado pelos animais
(CLEGG et al., 1985) e na Irlanda do Norte, com utilizacdo da cama de frango como
fertilizante do pasto, contendo carcacas de aves em decomposicio (MCLLROY,
MCCRACKEN & HUEY, 1987).

Os sinais clinicos observados nos casos associados a deficiéncia de fosforo e associado
a ingestdo de alimentos contaminados acompanhados, ou nos historicos dos materiais
enviados estdo de acordo com os descritos por Theiler & Robinson, (1927), Stober, (1984),
Stober, (2002) e Dutra, (2001). A evolugdo clinica do quadro de intoxica¢do botulinica
apresentou uma enorme variagdo com casos em que a morte ocorreu rapidamente, como pode
ser observado no surto associado a utilizacdo de compostagem incompleta para adubagdo das
pastagens ou até 30 dias em casos associados & osteofagia.

A manifestacdo dos sinais clinicos e a evolucéo da doenca é dose/toxina dependente,
sendo que quanto maior a quantidade de toxina mais rapida é a evolucdo dos sinais clinicos e
morte dos animais (SANTOS et al, 1993; KRIEK & ODEDAAL, 1994; ORTOLONI et al.,
1996). E provavel que no surto associado a ingestio de alimento contaminado a quantidade de
toxina disponivel fosse alta, pois os animais morreram em até quatro dias. Outro fator que
corrobora para essa hipotese é a rapida evolucédo clinica e morte dos camundongos na prova

de soroneutralizacdo, do material isolado do surto, que foi inferior a uma hora.
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Animais que apresentam o habito de roer 0ssos acabam adquirindo a doenga apos a
ingestdo de material contaminado durante o pastejo e, geralmente, desenvolvem a forma
subaguda ou a forma cronica da doenga. Nessas condigdes raramente desenvolvem as formas
mais agudas da doenca (THEILER & ROBINSON, 1927; HENNING, 1956), podendo ser
observados os animais clinicamente doentes.

Nos surtos associado a osteofagia, 0os animais foram encontrados em decubito ou
mortos no campo. Isso se deve, em parte, ao fato da doenga ocorrer em propriedades com
grandes extensdes de terra, onde as inspe¢Oes dos campos sdo feitas apenas uma vez por
semana ou no méximo em dias alternados.

O botulismo € caracterizado por auséncia de lesdes macroscopicas, visto que a toxina
botulinica age na sinapse neuromuscular (HENNING, 1956; KRIEK & ODENDAAL, 1994).
Nesse estudo, 0s achados de necropsia revelaram a ocorréncia de lesdes inespecificas, muitos
das quais associadas as condigBes em que 0s animais se encontravam como lesdes de decubito
por tempo prolongado. Os achados de necropsia do presente trabalho sdo compativeis com os
observados por outros autores (HENNING, 1956; TRUEMAN et al., 1992; KRIEK &
ODENDAAL, 1994; DUTRA, 2001; LEMOS et al., 2001; LEMOS, 2005) e possivelmente
ndo tem relacdo direta com a acdo neurotodxica da toxina botulinica.

Em 12 casos foram observados avermelhamento da mucosa intestinal que talvez possa
ser determinada pela toxina tipo C,, produzida por cepas de C. botulinum tipo C, que embora
ndo possua acdo neurotoxica, pode causar acimulo de fluido intestinal e aumento de
permeabilidade vascular (SIMPSON, 1982; OHISHI & ODAGIRI, 1984; AKTORIES et al.,
1986; HAUSCHILD, 1990).

Em quatro casos foi relatado o ressecamento do contetdo dos pré-estdbmagos e
intestino, lesdo que pode estar relacionada com a desidratagdo devido ao decubito e ndo
acesso a agua e, ndo necessariamente seja uma alteragdo especifica da doenga.

Na necropsia de dois bovinos foram observados fragmentos de 0ssos. Além disso, no
levantamento epidemioldgico 12 casos relataram a presenca de corpo estranho no rimen ou
reticulo (osso, pléstico e pedra). Fragmentos de 0ssos podem ser encontrados no rimen e
reticulo em alguns casos de botulismo (MENDEZ et al., 1987; RIET-CORREA et al., 1984).
A presenga de 0sso nos pre-estdbmagos € apenas uma evidéncia de osteofagia e ndo um dado
conclusivo para o diagnostico de botulismo, pois o animal pode desenvolver o habito de
mastigar 0ssos, sem necessariamente degluti-los. Outro ponto que deve ser levado em

consideracdo é que ndo necessariamente 0 0sso contenha a toxina botulinica.



71

No presente estudo ndo foi verificado leses histoldgicas especificas. Porém as figuras
de satelitose encontradas em duas amostras submetidas a exame histologico s&o
possivelmente decorrentes de animais que permaneceram em decubito por um periodo
prolongado de tempo, ndo devendo ser levada em consideracdo como lesdo primaria associada
ao botulismo. O mesmo é visto em casos de hip6xia, resultando no aumento numérico de
células oligodendrogliais nas proximidades dos neurdnios. A auséncia de lesdes histoldgicas
esta de acordo com a literatura (HENNING, 1956; TRUEMAN et al.,1992; KRIEK &
ODENDAAL, 1994; DUTRA, 2001; LEMOQOS, 2005).

Os sinais clinicos, juntamente com o exame histolégico, possibilitaram & excluséo de
outras enfermidades, envolvendo o sistema nervoso e neuromuscular de bovinos, como raiva,
a doenca de aujeszky, listeriose, babesiose cerebral, intoxicagdo por chumbo, abscessos
cerebelares, poliencefalomalacea, meningites bacterianas, linfossarcoma infiltrado no canal
medular e miopatia nutricionais e tdxicas, pois apresentam lesdes histoldgicas caracteristicas.

Em Santa Catarina, para diagnostico diferencial de botulismo, assume importancia a
raiva e a babesiose cerebral por serem as doengas mais comumente diagnosticadas com sinais
neuroldgicos, linfossarcoma, quando infiltrado na medula espinhal e a intoxicacdo por plantas
do género Senna.

Das sete amostras coletadas de animais clinicamente doentes, somente em um caso foi
possivel detectar a toxina botulinica de maneira direta. Segundo Smith (1977), a tentativa da
deteccdo de toxina botulinica nos animais doentes ou mesmo mortos, apresenta dificuldade
pelas caracteristicas da agdo da toxina e da susceptibilidade do bovino, pois uma vez atingido
a sinapse neuromuscular a toxina perderia a atividade bioldgica, dificultando ou
impossibilitando sua detec¢do. Dutra, (2001) em seu estudo verificou que a anélise individual
de amostras de figado, conteddo ruminal e intestinal além de soro sanguineo apresentaram
pequena contribuicdo para o estabelecimento do diagnéstico laboratorial do botulismo.

A sensibilidade epidemioldgica da soroneutralizagdo em camundongo, no diagndstico
laboratorial de botulismo em bovinos, em pelo menos uma das quatro amostras analisadas
(figado, contetido ruminal e intestinal e soro sanguineo) é de apenas 43,4%, (DUTRA, 2001),
apesar de o teste de bioensaio e soroneutralizacdo em camundongo ser o teste mais sensivel e
especifico para a deteccdo da toxina botulinica (TAKAHASHI, KAMEYMA &
SAKAGUCHI, 1990).

Em surtos de botulismo, associados a osteofagia ou a ingestdo de alimentos
contaminados, a tentativa de detecgdo da toxina botulinica apresenta resultados bastante

irregulares, quando se utilizam amostras de soro sanguineo e visceras de bovinos (CLEGG et
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al., 1985; BALDASSI, 1986; THOMAS, 1991; BALDASSI et al., 1991; LOBATO, 1997), o
mesmo ocorreu em animais intoxicados experimentalmente (COLBACHINI, SCHOCKEN-
ITURRINO & MARQUES, 1999).

No presente estudo, o diagndstico de botulismo no surto sete e oito foi indiretamente
confirmada pela deteccdo da bactéria e suas toxinas, de amostras do solo e de fragmentos
6sseos, conseguindo-se determinar que as toxinas presentes, foram do tipo C e D, visto que,
dos materiais bioldgicos o resultado foi negativo no caso do surto sete e, que nao foi possivel,
coletar material dos animais acometidos no surto oito. O teste indireto, também foi usado
como método auxiliar de diagnostico por Ribas et al., (1994) e Souza (1985). O simples
isolamento do microorganismo tem valor epidemioldgico questiondvel ou nulo, uma vez que
somente a presenca da carcaca contaminada ndo resulta na doenga. No entanto é um indicador
potencial de ocorréncia da intoxicagdo diante da osteofagia, a0 mesmo tempo em que, na
auséncia do microorganismo e de suas toxinas, a doenga ndo ocorreria.

As toxinas detectadas nos casos associados a deficiéncia de fosforo foram as tipo C e
D, j& no surto associado a ingestdo de alimento contaminado foi isolado somente a tipo D.
Isso estd de acordo com Lisboa et al. (1996), Dutra (2001), e Lemos (2005) onde nos surtos
associados a osteofagia as toxinas C e D estiveram envolvidas, € nos surtos associados a
alimentacdo a tipo D foi a predominante (DUTRA et al., 1993; DUTRA, 2001). A deteccédo
de toxina tipo C e D é o esperado nessa regido, pois essas sdo as toxinas predominantes no
hemisfério sul (KRIEK & ODENDAAL, 1994; RADOSTITS et al., 2002).

O diagnostico de botulismo, ndo pode ser consolidado, apenas na obtencdo de culturas
toxicas do conteudo gastrointestinal ou de figados, pois os esporos podem estar presentes
saprofitamente. Miller (1967) e Dutra et al. (1996) demonstraram que culturas de figados de
animais sadios, recém mortos podem conter C. botulinum, em cerca de 3 a 4% e 16 % dos
casos, respectivamente. Esta possibilidade ressalta a importancia do histérico clinico e a
auséncia dos achados anatomopatoldgicos para o diagndstico do botulismo em bovinos
(MULLER, 1967, LANGENEGGER & DOBEREINER, 1988; SANTOS et al., 1993;
LISBOA et al.,, 1996; DUTRA, 2001; LEMOS, 2005). Outro fator importante a ser
considerado é a sensibilidade epidemioldgica de 43,4% da soroneutralizagdo em camundongo
(DUTRA, 2001), evidenciando que o diagnostico deve ser realizado com base nos sinais
clinico-patoldgicos e epidemioldgicos.

O botulismo associado & ingestdo de alimentos contaminados ocorreu com menor
frequéncia no Estado e para esse, 0 método mais eficaz de prevengdo, € o fornecimento de

alimento de boa qualidade aos animais.
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O presente trabalho relata a importancia sanitaria do botulismo associado a deficiéncia
de fosforo como causa de morte em bovinos, no estado de Santa Catarina, principalmente na
regido do Planalto Serrano. Os dados aqui apresentados reforgam a necessidade de divulgagéo
da ocorréncia da doenca, além de ado¢do de medidas profilaticas especificas nos sistemas de
criagOes extensivos, incluindo a correta suplementagdo mineral, a eliminacdo das carcagas nas

pastagens e a vacinagao.
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho obtido por meio do estudo dos aspectos epidemioldgicos, clinicos,

patoldgicos e laboratoriais do botulismo em bovinos no estado de Santa Catarina, durante o

periodo compreendido entre 0s anos de 1987 a 2008, permitiu concluir que:

a)

b)

c)

d)

e)

9)

No estado de Santa Catarina ocorreu o botulismo na forma associada & deficiéncia
de fosforo (relacionada com osteofagia) e na forma associada & ingestdo de
alimentos;

A forma associada a deficiéncia de fosforo tem importancia econdémica na regido
do Planalto Serrano, onde ocorreu a maioria dos casos;

Na forma de botulismo associada a deficiéncia de fosforo os fatores
epidemioldgicos relevantes sdo a deficiéncia de fosforo, a ndo suplementagdo
mineral, a auséncia de vacinagdo dos animais e presenca de carcagas nas
pastagens;

Os surtos de botulismo endémico ocorreram de dezembro a abril, acometendo,
principalmente, vacas, em gestacdo ou em lactacéo;

A forma de botulismo relacionada a alimentos contaminados foi associada a
utilizacdo de compostagem incompleta de carcagas de suinos e aves para adubagdo
de pastagem;

Tanto na forma de botulismo associado a deficiéncia de fosforo, quanto na forma
associada a ingestdo de alimentos contaminados os principais sinais clinicos
relatados consistiam em incoordenagdo dos membros posteriores, diminui¢do do
tonus da musculatura da lingua, paralisia flacida progressiva, decubito e morte. Na
necropsia e exame histoldgico ndo foram observadas alteragdes significativas;

Os tipos de toxinas C e D foram o0s responsaveis pelos surtos associados a
osteofagia. O Tipo D foi responsavel pelo surto associado a utilizacdo de

compostagem incompleta na adubagéo de pastagem.
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h) O diagnostico de botulismo bovino, na maioria das vezes, pode ser realizado pela

epidemiologia associada ao quadro clinico-lesional da doenca.
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