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RESUMO

Foi avahada por um periodo de 12 meses consecutivos a ocorréncia de esporos de
Clostridium botulinum tipos C € D no solo/limo do interior de dez valas de captagdo hidrica
localizadas em areas de pastagem de bovinos, onde anteriormente foram registrados surtos de
botulismo associados a ingestio de d4gua contaminada, comparando-a com oito valas de captagdo
de areas agricolas. Foi avaliada ainda a ocorréncia de esporos da bactéria nas fezes de bovinos,
colhidas ao redor das valas de captagdo e analisadas algumas caracteristicas fisico-quimicas da
agua das valas. O trabalho avaliou também a possibilidade de cultivo de cepas de C. borulinum
tipos C e D em um sistema experimental simulado, constituido por solo, fezes de bovino e agua
de chuva. A evidenciagdo da presenga de esporos da bactéria, produtores de toxina botulinica, foi
realizada indiretamente pelo cultivo de amostras de solo/limo e de fezes de bovinos em meio de
cultura Cooked Meat medium e inoculagdo do sobrenadante em camundongo. A tipificagio das
amostras positivas no bioensaio foi realizada pela microfixagio de complemento com as
antitoxinas C ou D homélogas. Das 600 amostras de solo/limo das valas localizadas em pastagem
de bovinos, 358 (59,67%) foram positivas para a presenga de C. botulinum. Das 480 amostras de
areas agricolas, 22 (4,58%) foram consideradas positivas no bioensaio em camundongo. O
numero de amostras de solo/limo positivas para a presenga de C. botulinum das valas de captagdo
das é4reas de pastagem foi significativamente superior (p<0,05), quando comparado com os
resultados obtidos das valas de captagdo das areas agricolas. Das 502 amostras de fezes de
bovinos examinadas, 206 (41,2%) foram positivas no bioensaio em camundongo. A tipificagdo
por amostragem de 68 dos cultivos do solo/limo positivos das areas de pastagem revelou que 16

(23,53%) pertenciam ao tipo C, 22 (32,35%) ao tipo D e 12 (17,65%) ao complexo CD. Dezoito
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amostras positivas (26,47%) ndo foram tipificadas. Das 46 amostras de fezes positivas e
tipificadas, 8 (17,39%) foram pertencentes ao tipo C, 14 (30,43%) ao tipo D, 18 (30,13%) ao
complexo CD ¢ 6 (13,04%) ndo foram identificadas. Das 22 amostras do solo/limo positivas e
oriundas das areas agricolas, 6 (27,27%) foram pertencentes ao tipo C, 14 (18,18%) ao tipo D, 5
(22,73%) ao complexo CD e 7 (31,82%) ndo identificadas. Ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) entre o pH das colegdes de agua localizadas nas duas areas. Os valores da temperatura e
do teor de matéria organica foram significativamente superiores a favor das amostras de agua das
valas localizadas nas areas de pastagem. O cultivo de cepas dos tipos C e D em um sistema
experimental constituido por solo/fezes de bovino/agua de chuva foi realizado a temperatura
ambiente e avaliado por um periodo de até cinco semanas quanto ao numero de unidades
formadoras de colonias em m¢io de cultura TPGY-EY, presenca de toxina botulinica pelo
bioensaio e soroneutraliza¢do em camundongo, pH e teor de matéria organica. Nio foi registrado
crescimento bacteriano nos sistemas inoculados com o tipo C. A contagem do numero de
unidades formadoras de colonias dos sistemas inoculados com a cepa do tipo D apresentou
variagdes. O nimero de esporos foi significativamente inferior (p>0,05) na semana zero, quando
comparado com as cinco semanas seguintes. Paralelo ao crescimento bacteriano, foi evidenciada
a presenga de toxina botulinica em todos os sistemas inoculados e avaliados por cinco semanas
consecutivas. Ndo foram observadas mudangas significativas nos valores médios do pH, da

temperatura e da matéria organica dos sistemas inoculados com o tipo D.
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ABSTRACT

The occurrence of Clostridium botulinum type C and D spores was investigated in the soil/sludge
of ten water-catching ditches located in areas of cattle pasture where outbreaks of botulism had
previously occurred associated with the ingestion of contaminated water and compared to eight
water-catchment ditches in agricultural areas. The occurrence of Clostridium borulinum spores
was also investigated in cattle feces collected around the water ditches and some physicochemical
characteristics of the water in the latter were evaluated. The possibility of culturing Clostridium
botulinum type C and D strains in a simulated experimental system consisting of soil, cattle feces
and rain water was also explored. The presence of bacterial spores producing botulin toxin was
demonstrated indirectly by culturing soil/sludge and cattle fecal samples in Cooked Meat
Medium culture medium and by inoculating the supernatant in mice. The samples found to be
positive 1n the bioassay were typed by complement microfixation with homologous C or D
antitoxins. Of the 600 soil/sludge samples from the ditches located in the area of cattle pasture,
358 (59.67%) were positive for the presence of Clostridium botulinum. Of the 480 samples from
the agricultural areas, 22 (4.58%) were considered to be positive in the mouse bioassay. The
number of Clostridium botulinum-positive soil/sludge samples from the ditches in the pasture
areas was significantly higher (p<0.05) than the number detected in the ditches in the agricultural
areas. Of the 502 cattle fecal samples examined, 206 (41.2%) were positive in the mouse
bioassay. Typing by sampling 68 of the positive soil/sludge samples from the pasture areas
revealed that (23.53%) belonged to type C, 22 (32.35%) to type D, and 12 (17.65%) to the CD
complex. Eighteen positive samples (26.47%) were not typed. Of the 46 positive and typed fecal

samples, 8 (17.39%) belonged to type C, 14 (30.43%) to type D, 18 (30.13%) to the CD
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complex, and 6 (13.04%) were not identified. Of the 22 positive soil/sludge samples from
agricultural areas, 6 (27.27%) belonged to type C, 14 (18.18%) to type D, 5 (22.73%) to the CD
complex, and 7 (31.82%) were not identified. There was no significant difference (p>0.05) in pH
between the water samples collected in the two areas. Temperature and organic matter content
were significantly higher for the water samples collected from the ditches in the pasture areas.
Type C and D samples were cultured in an experimental system consisting of soil/cattle
feces/rain water at room temperature and assessed over a period of up to five weeks for colony
forming units in TPGY-EY culture medium, for the presence of botulin toxin by mouse bioassay
and serum neutralization, and for pH and organic matter content. No bacterial growth was
recorded in the system inoculated with type C. Counts of colony forming units in the systems
inoculated with type D showed variations, with the number of spores being significantly lower
(p>0.05) at week zero compared to the five subsequent weeks. In parallel to bacterial growth, the
presence of botulin toxin was detected in all system inoculated and evaluated over five
consecutive weeks. No significant changes in mean pH, temperature or organic matter content

were observed in systems inoculated with type D.
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1 INTRODUCAO

O botulismo € causado pela ingestio da neurotoxina produzida por Clostridium
botulinum. A toxina € absorvida pelo intestino e transportada até os nervos motores, onde
bloqueia a liberagdo de acetilcolina nas sinapses e nas jungdes neuromusculares. As toxinas
produzidas por Clostridium botulinum sdo extremamente potentes. Classificadas como tipos
sorologicos A, B, C, D, E, F e G elas possuem a mesma estrutura ¢ agdo farmacolégica. No
entanto, sio antigenicamente distintas. A toxina botulinica estd associada i intoxicacio no
homem, aves € nos animais. Nesta condi¢do, a toxina formada previamente ¢ veiculada pela
ingestdo de alimentos ou agua contaminados.

O Clostridium botulinum € um microrganismo ubiqiiitario encontrado no solo ou na agua
e pode multiplicar em alimentos se as condi¢des de conservagdo forem inadequadas. A bactéria
ocorre sob duas formas na natureza: vegetativa e esporulada. Na forma esporulada alguns
sorotipos resistem at€ 180°C por 10 minutos, podendo sobreviver no ambiente por varios anos.

No Brasil, o botulismo em bovinos assumiu uma grande importincia econdémica e
sanitaria (DOBEREINER et al., 1992; DUTRA & DOBEREINER, 1995), com perdas estimadas
de 1,5 bilhdes de reais nos Gltimos dez anos (DUTRA, 2001). Como conseqiiéncia dos altos
coeficientes de mortalidade registrados no pais e da inexisténcia da pratica de eliminagio correta
dos cadaveres da pastagem, houve a intensificagio da contaminagio ambiental pelos esporos do
Clostridium botulinum (SOUZA & LANGENEGGER, 1987).

Um aspecto epidemiologico importante que corrobora a dedugdo de que houve a
intensificagdo da contaminagdo ambiental pelo microrganismo foi o surgimento de surtos de

botulismo associados a ingestio de agua contaminada (DUTRA et al., 2001; SOUZA, 2001),



mitho, cama de frango, silagem e feno (DUTRA, 2001). Surtos de botulismo em bovinos,
atribuidos a ingestdo da toxina através da agua de dessedentagdo tém sido também registrados no
Senegal (DOUTRE, 1969; THIONGANE et al., 1984) e Africa do Sul, onde ndo raramente
ocorrem mortalidades com o envolvimento de centenas de animais (KRIEK & ODENDAAL,
1994).

Uma situagdo bastante peculiar no nosso pais surgiu a partir da ado¢do em larga escala de
praticas de conservagdo do solo, com a construgo de valas de captagdo de aguas de chuva. A
finalidade primaria da construgio das valas de captagdo foi a de evitar a erosdo, a secundaria foi
a sua utilizagio na captacéo de dgua para a dessedentacdo dos animais. Os animais tém acesso
direto as valas e freqiilentemente defecam no seu interior, facilitando a veiculagdo de patdgenos
pela rota fecal-oral.

O objetivo do presente estudo foi o de avaliar por um periodo de 12 meses consecutivos a
contamina¢do ambiental por esporos de Clostridium botulinum tipos C e D do solo/limo do
intenior de valas de captagdo de areas de pastagem de bovinos onde ocorreram surtos da doenga
associados a ingestdo de agua contaminada, comparando-a com valas de captagio de areas
agricolas. O trabalho pretendeu ainda averiguar a ocorréncia de esporos da bactéria nas fezes de
bovinos, colhidas ao redor das valas de capta¢dio e analisar as caracteristicas fisico-quimicas da
agua das valas. Objetivou também investigar a possibilidade de cultivo de cepas de Clostridium
botulinum tipos C ¢ D em um sistema experimental simulado, constituido por solo, fezes de

bovino e agua de chuva.



2 REVISAO DE LITERATURA

A distribuigio e habitat naturais do Clostridium botulinum variam amplamente, oscilando
entre solo, sedimentos de 4gua doce e marinha e possivelmente como habitante obrigatorio, ou ao
menos como integrante da microbiota digestiva normal de varios mamiferos terrestres, marinhos
e aves (SMITH, 1977).

O Clostridium botulinum tipo C é o mais sensivel para o oxigénio, quando comparado
com os tipos A e B. Seu crescimento em 2% peptona e 1% de glicose ¢ inibido com 3,8% de
oxigénio atmosférico ou pressio de oxigénio de 0,61 cm. Os tipos A e B deixam de crescer
quando a tenséio excede de 1,14 cm a 1,36 cm de O,, ou 7,16% ¢ 8,6% de oxigénio atmosférico,
respectivamente (MEYER, 192.9).

Segundo SMITH & SUGIYAMA (1988), o espectro de temperatura para o crescimento i#
vitro de diversas cepas de Clostridium botulinum tipos C e D é maior que outros tipos. A
temperatura otima de crescimento ¢ em torno de 40°C. Diversas cepas crescem bem entre 37°C e
45°C, crescem fracamente a 25°C e néo crescem a 10°C. O pH limitante para cepas isoladas do
solo € de 5,6, enquanto que o das cepas marinhas é de 5,1.

A relago entre lisogenizagio por fagos e a produgdo de toxina foi descrita por INOUE &
IIDA (1970). Os autores obtiveram, a partir de uma cepa toxigénica tratada com laranja de
acnidina, mutantes ndo toxicos € nio lisogénicos. Quando tais mutantes foram tratados com o
lisado obtido pela agio de mitomicina de cepas toxigénicas, converteram-se em toxigénicas e
lisogénicas (EKLUND et al., 1972). Estas cepas puderam ser convertidas novamente em

lisogénicas e toxigénicas, quando infectadas com um dos fagos isolados de bactéria tratada com
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mitomicina ou radiagio ultravioleta. Apds repetidas passagens em meios de cultura as cepas
perdem ainda a sua toxigenicidade. Apenas os fatores toxicos Cl1 ¢ D sio mediados por
bacteriéfagos (INOUE & IIDA, 1971).

A possibilidade de conversdo do tipo D para tipo C foi pela primeira vez observada por
INOUE & IIDA (1971). Segundo os autores, os Clostridium botulinum tipos C e D, semelhantes
em caracteristicas culturais € em outras propriedades, tém a possibilidade de que um tipo possa
converter-se em outro mediante o intercambio de fagos toxigénicos. Uma cepa ndo toxigénica do
tipo C, adicionada ao filtrado do cultivo de uma cepa toxigénica do tipo C, produziu uma cepa
toxigénica do tipo C. Uma cepa ndo toxigénica do tipo D ndo pode converter-se em outra
toxigénica do mesmo tipo, ao ser cultivada em filtrado do tipo D.

DOLMAN & CHANG ( 1972) agruparam os fagos que haviam encontrado em cepas de
Clostridium botulinum em quatro grupos. Os que atuavam sobre as cepas ndo proleoliticas dos
tipos B € F eram morfologicamente distintos dos que haviam nas cepas toxicas e nio toxicas do
tipo E. Os bacteriofagos mesofilos das diversas cepas do grupo 1 sdo semelhantes e a maioria
deles tem um fago icosaedrico de bainha contratil; outros contém um fago de tamanho
relativamente constante com uma cabeca alongada e gola larga e flexivel sendo que algumas
cepas contém ambos.

As cepas muito toxigénicas de todos os tipos formam poucos esporos (SKULBERG &
HAUSKEN, 1965). A maioria das cepas toxigénicas dos tipos C e D sio anaerobias obrigatorias
e ndo crescem na superficie de placas de 4gar sangue expostas a0 ar, entretanto as cepas menos
toxigénicas crescem em tais meios. O emprego de procedimento que ndo proporciona
anaerobiose estrita tende a selecionar variantes nfo toxigénicas ou pouco toxigénicas, € pode
ocorrer a perda de toxigenicidade nos cultivos armazenados.
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Segundo SMITH (1977), o Clostridium botulinum n3o é uma espécie bacteriana unica,
podendo ser dividida em varios grupos culturalmente distintos, semelhantes somente por serem
clostridios € que produzem toxinas de a¢d3o farmacologica similar, no entanto neutralizadas
somente pelas antitoxinas homologas. Estas diferengas culturais permitiram classificar o

Clostridium botulinum em quatro grupos, que sdo apresentadas no Quadro 1.

QUADRO 1 -  Caracteristicas dos grupos de Clostridium botulinum, segundo SMITH (1977)

Caracteristicas Grupo I Grupo II Grupo 111 Grupo IV
Tipo de Toxina A,B,F B,E,F C,D G
Digestio de Proteinas + - - +
Fermenta¢do da Glicose + + + -
Hidrolise da Gelatina + + + +
Formagdo de Lipases . + + + +
Produgio de Indol - - - -
Produtos da APIB,BIV  AB A,P,B  APIBB,IV
fermentacgdo

A = acido acético, B = acido butirico, IB = acido isobutirico, IV = 4cido isovalérico, P = acido propidnico.

OGUMA et al. (1986) descreveram as propriedades bioquimicas de algumas cepas do
tipo C e D, dividindo-as também em quatro grupos baseados nas estruturas antigénicas das
toxinas ¢ na relago entre produgio de toxinas e fagos e relatam também as divergéncias quanto
a atividade da lecitinase dos tipos C e D.

As reagbes cruzadas entre os tipos de toxinas C e D ocorrem devido 4 existéncia de
determinantes antigénicos comuns entre os fatores C1 e D (OGUMA et al.,1980).

Os Clostridium botulinum tipos C e D produzem toxinas complexas e a produgio das

toxinas dos tipos C ¢ D pode ndo ocorrer em meios convencionais, em meios que contém



quantidades elevadas de glicose, ou em meios que contenham quantidade apreciavel de carne
(JANSEN, 1971). GIMENEZ & GIMENEZ (1993), em revisdo sistematica sobre as questes
envolvendo a neutralizagdo para a tipificagiio das neurotoxinas botulinicas, sugerem estudos
sistematicos para elucidar os aspectos das reagdes cruzadas e denominagdes empregadas na
classificacdo sorologica dos tipos C e D do Clostridium botulinum. Ainda de acordo com os
autores, ¢ em conformidade com os registros da literatura, as toxinas botulinicas tipos C ¢ D
podem representar extremos de uma série de graus intermediarios de variantes soroldgicas.

Diversos trabalhos relatando a ocorréncia de Clostridium botulinum em ambientes
naturais foram publicados no século passado, normalmente registrando a sua presenca em locais
onde ocorreram surtos de botulismo em animais silvestres e domésticos.

QUORTRUP & HOLT (1941) sugeriram que a vegetagdo aquatica em decomposicio
favoreceria o crescimento de bactérias aerdbias e anaerdbias que utilizavam o oxigénio
dissolvido, produzindo zonas de anaerobiose, nas quais o Clostridium botulinum poderia se
multiplicar e produzir toxinas.

BELL et al. (1955) desenvolveram o conceito de micro-ambiente, baseados nos seus
dados de campo acompanhando surtos de botulismo em aves aquaticas, seguidos de estudos
laboratoriais. Esta hipotese pressupde a existéncia prévia do microrganismo no solo ou lama de
péantanos ou campos inundados e dependendo de certas condigdes, como grande quantidade de
maténa orginica em decomposigio e consumo de oxigénio pelas bactérias aerobias, a bactéria se
multiplicaria e produziria as suas toxinas.

O Clostridium botulinum ¢ encontrado com maior freqiiéncia em amostras de sedimentos
do fundo e nas margens dos lagos, do que em amostras de solo ao seu redor (BOTT et al. 1968).

Na Inglaterra, SMITH & MORYSON (1975) registraram a ocorréncia de Clostridium
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botulinum em amostras de limo, colhidas em lagoas e canais de Londres. Dos 69 locais
avaliados, 50 (72,5%) continham pelo menos um dos tipos B, C, D e E, com predominancia do
tipo B e freqiiéncia menor do tipo D. Na Franga, os mesmos autores analisaram amostras de limo
dos corregos da regido de Camargue e duas amostras (4,5%) foram positivas para o tipo E
(SMITH & MORYSON, 1977%).

SMITH (1975) isolou a partir do solo trés cepas de Bacillus cereus, trés de Clostridium
sporogenes, ¢ cinco de Clostridium perfringens, que produziam bacteriocinas ativas frente ao
Clostridium botulinum.

SMITH & MORYSON (1977°)compararam a ocorréncia de Clostridium botulinum entre
amostras de solo € limo. As amostras de solo foram obtidas a uma distancia de 200 metros dos
lagos que haviam apresentado contaminag3o do limo no ano anterior. Das 25 amostras de solo
examinadas, em apenas uma foi detectada a presenga do tipo B, enquanto que 25 amostras de
limo, 20 foram positivas para a bactéria.

Na Gra-Bretanha e Irlanda, SMITH et al. (1978), tentando verificar a ocorréncia de
Clostridium botulinum em ambientes aquaticos, examinaram 554 amostras de limo, das quais
167 (30,1%), 19 (3,4%), 6 (1,1%) e 15 (2,7%) continham os tipos B, C, D ¢ E, respectivamente, ¢
13 (2,3%) mais de um tipo.

GRAHAN (1978) analisou a inibi¢do do crescimento de Clostridium botulinum por
microrganismos isolados de sedimentos de lagos negativos para o microrganismo anaerébio. Na
ocasido isolou 108 espécies de bactérias, sendo 73,0% pertencentes ao género de Bacillus spp. e
sete diferentes amostras desta bactéria produziaram bacteriocinas contra o Clostridium botulinum
tipo C e que poderiam inibir este microrganismo no ambiente ou desnaturar a toxina botulinica

presente.



SMITH & MILLIGAN (1979), em Londres, analisaram 60 amostras de solos em areas de
comercializa¢@o de bovinos, e verificaram que 15 (25 %) continham Clostridium botulinum dos
tipos B, C, D e F. Em estudo anterior nos mesmos locais, apenas de 4 a 8% das amostras
apresentaram os tipos A e B.

GILL & PENNEY (1980) pesquisaram a presenga de Clostridium botulinum em amostras
de lama de 20 lagos na Nova Zeldndia e em 11 locais, dos 20 lagos examinados, foi detectada
somente a presenca de cepas produtoras de toxinas C, D ou C e D nos cultivos.

SONNABEND et al. (1987) avaliaram a prevaléncia de Clostridium botulinum tipo G e
outros tipos formadores de toxinas em 41 amostras de solo, sendo 21 de area cultivada,
moculando as amostras em meio de camne cozida, com e sem tratamento térmico, para a detecgdo
de esporos. Os sobrenadantes foram centrifugados e inoculados em camundongos € no caso da
observa¢do de sintomatologia de botulismo e morte dos animais inoculados, os materiais foram
submetidos ao teste de soroneutralizagdo em camundongo para a tipificagdo da toxina. Os
sedimentos das culturas positivas foram plaqueados em agar gema de ovo e a presenga do
Clostridium botulinum foi demonstrada em 18 amostras (43,9%) dos sedimentos.

SANDLER et al. (1993), nos Estados Unidos da América, avaliaram amostras de
sedimentos colhidas em locais onde o botulismo ocorria regularmente acometendo aves
aquaticas, € constataram que 54%, das 2200 amostras de todos os 10 pAntanos examinados num
periodo de 18 meses, foram positivas para Clostridium botulinum tipo C. Os pantanos que
permanecem alagados durante todo ano apresentaram um numero maior de positividade, quando
comparado com os pantanos que s3o drenados na primavera e reinundados no outono.

FACH et al. (1995) utilizaram um par de primer degenerado para ampliar especificamente
um fragmento de DNA de 260 bp de Clostridium botulinum tipos A, B, E, F e G. Cinco sondas
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individuais permitiram a identifica¢@o de cada tipo de toxina por hibridizagdo dos produtos do
PCR sendo a sensibilidade para a detecgdo foi de 10 bactérias por grama da amostra, € a
correlagcdo com o bioensaio em camundongo alcangou 95,6%.

A distnibui¢@o de Clostridium botulinum tipos A, B, E e F foi avaliada por HIELM et al.
(1998) com a utilizagdo do PCR, num um total de 333 amostras, o Clostridium botulinum tipo E
for encontrado em 68% dos sedimentos, em 15% das amostras de intestinos e em 5% das peles
dos peixes respectivamente. Nenhum outro tipo foi encontrado; e a contagem de esporos pelo
meétodo do nimero mais provavel foi consideravelmente mais alta para os sedimentos que para
os intestinos e pele dos animais com valores de 2x10°, 1,7x10%, e 3,1x10° de esporos tipo E por
grama nas amostras de sedimento, intestino de peixe e pele, respectivamente. A tipagem com
eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) de 42 amostras isoladas sugeriram que havia uma
grande diversidade genética entre as cepas.

WILLIAMSOM et al. (1999) empregaram uma metodologia incluindo a utilizagdo do
PCR in situ para o gene da toxina C1, com a ﬁnalidade de analisar amostras de sedimentos de
solos timidos e evitar o enriquecimento prévio das amostras colhidas em meios de cultura. Isto
evitaria a competitividade e a eventual agio inibitéria de outras microrganismos presentes nestas
amostras.

No Brasil, alguns estudos registraram a ocorréncia de Clostridium botulinum no solo,
sedimentos aquaticos e fezes de bovinos. No Estado do Ceara, WARD et al. (1967) isolaram os
tipos A, B, C e F em amostras de sedimentos marinhos.

SOUZA & LANGENEGGER (1987), no Estado de Goias, avaliaram 630 amostras de
solo colhidas em torno de cadaveres bovinos decompostos na pastagem e supostamente
acometidos pelo botulismo e das 630 amostras de solo examinadas, 224 (32,38%) foram positivas
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para os tipos A (21,57%), B (9.98%), C (18,14 %), D (20,10 %), complexo CD (37,74%) e G
(1,47%).

RIBAS et al. (1994) verificaram a presenca de esporos e toxinas de Clostridium botulinum
em 58 costelas de cadaveres de bovinos em diferentes estados de decomposi¢do, cothidas em
propriedades rurais situadas no Estado de S#o Paulo, Brasil onde haviam sido registradas
mortalidades pelo botulismo. Das 58 costelas, 17 foram positivas para a toxina botulinica tipo C e
10 para o tipo D, perfazendo um total de 27 amostras positivas (46,55%). Esporos foram
detectados em 32 amostras de costelas examinadas, incluindo todas as amostras que foram
positivas para a toxina.

A ocorréncia e distribui¢do de esporos de Clostridium botulinum tipos C e D em amostras
de solo, limo ¢ fezes de bufalos, colhidas aleatoriamente em &reas inundaveis da criagio de
bufalos na Baixada Maranhense, Estado do Maranhio, foram avaliadas por SILVA et al. (1996).
A evidenciagdo de esporos foi realizada em 40 amostras de fezes, 65 de limo e 35 de solo,
provenientes de quatro municipios. Os resultados revelaram que 104 (74,28%), das 140 amostras
examinadas, foram positivas para a presenga dos tipos C (14,29%), D (82,14%) e complexo CD
(3,5%).

SOUZA (2001) avaliou a ocorréncia e distribui¢io de esporos e toxinas de Clostridium
botulinum tipos C e D em cacimbas utilizadas como bebedouros de bovinos em pastagem no Vale
do Araguaia, Estado de Goids. Foram avaliadas 300 cacimbas de 130 propriedades rurais
localizadas em 12 municipios, nos anos de 1998 ¢ 1999 através da analise amostras de sedimento
das cacimbas, do solo superficial e de fezes de bovinos, colhidas ao redor das cacimbas. Foram
correlacionados ainda os valores obtidos da analise fisico-quimica de amostras de solo e do
sedimento das cacimbas com a ocorréncia de esporos e toxinas.
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As amostras de fezes de bovinos analisadas apresentaram positividade significativamente
superior para Clostridium botulinum (31%), quando comparadas com as amostras de solo
superficial (19%) e dos sedimentos (10%), a detecgdio de toxima botulinica, tipo C e/ou D nos
sedimentos das cacimbas foi possivel em seis amostras (2%), das 300 examinadas.

Na analise fisico-quimica da 4gua das cacimbas os valores médios das amostras que
continham esporos e/ou toxinas foram estatisticamente diferentes das amostras negativas, para a
demanda bioquimica e quimica de oxigénio, matéria orgnica ¢ pH e¢ em 100% das cacimbas
estudadas o aspecto da 4gua era turvo, sendo que 15,33%, das 300 cacimbas, apresentaram
carcateristicas objetaveis (odor putrido) e 84,67% nio objetaveis.

Com base nos resultados obtidos, o autor enfatiza o risco potencial permanente e
crescente para a ocorréncia da intoxicagio botulinica dos bovinos que utilizam dessa 4gua para a
sua dessedentagio.

DUTRA et al. (2001) descreveram a ocorréncia de sete surtos de intoxicagio botulinica
em bovinos nos Estados de S&o Paulo e Mato Grosso do Sul, associados possivelmente a ingestio
de 4gua contaminada.

O coeficiente médio de mortalidade foi de 20,1%, com letalidade de 99,92% e morbidade
de 31,62%. Dos cerca de 9.000 bovinos envolvidos nos surtos, 2.844 morreram com quadro
clinico predominantemente super agudo € agudo.

As circunstancias em que ocorreram os surtos estiveram relacionadas com a existéncia de
carcagas de animais decompostas ou matéria orgdnica vegetal em abundéncia na 4gua de
dessedentagéo dos animais. Foram detectadas toxinas botulinicas C e/ou D nas colegdes de agua,

nas visceras € no soro sangiiineo de parte consideravel dos materiais examinados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizacdo das analises
O estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Pesquisas em Enfermidades Infecciosas dos
Animais causadas por Anaerobios da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Curso de Medicina

Veterinaria, Departamento de Apoio, Producéo e Saude Animal, CAmpus de Aragatuba, SP.

3.2 Localizacdo das propriedades rurais e valas de captacio

Durante o periodo de 12 meses consecutivos, dos anos de 1999 ¢ 2000, as valas foram visitadas
regularmente para realizagdo das analises descritivas e colheita de amostras para o processamento
laboratorial. A escolha das valas de captacfio das éareas agricolas foi realizada considerando a sua
localizagdo, preferencialmente distante de areas de pastagem e tempo de existéncia relativamente
recente. Foram utilizadas dez valas de captacdo localizadas em pastagem de bovinos e oito em areas
agricolas.

Foram avaliadas no presente estudo propriedades rurais localizadas no Estado de Sdo Paulo,
nos municipios de Planalto (P1 a P4, pastagem de bovinos), Onda Verde (P5 a P8, pastagem de
bovino), Nhandeara (P9 e P10 pastagem de bovinos), Auriflama (P1 a P6, area agricola), Jales (P7,
area agricola) e Aracatuba (P8, area agricola). Nas propriedades com as valas de captagio localizadas
na pastagem de bovinos, ¢ utilizadas na dessedentagio dos animais, havia o histérico da ocorréncia de
botulismo em anos anteriores, com elevados coeficientes de mortalidade bovina e confirmados pelo

diagnostico clinico-patologico e laboratorial, com envolvimento dos tipos C e D (DUTRA et al., 2001)



33 Colheita das amostras de 4gua, solo/limo e fezes de bovinos

Foram realizadas visitas mensais nas propriedades por um periodo de doze meses, totalizando
até doze colheitas de amostras de agua, limo, solo e fezes de bovino. Nas valas localizadas na
pastagem foram colhidas amostras compostas do interior do bolo fecal de bovinos, encontrados no
solo e quando existentes. As amostras de fezes foram colhidas dentro de um raio de aproximadamente
30 metros a partir da vala de captagdo. Durante o periodo da seca, quando da nfo existéncia de agua
nas valas, as amostras de solo foram colhidas dentro da area de maior depressdo da vala. As amostras
de fezes e solo/limo, de 500g aproximadamente, foram colhidas em recipientes estéreis, transportadas
e conservadas a temperatura ambiente até o processamento.

Os critérios para colheita, transporte e conservagdo das amostras de agua foram de acordo com
a metodologia descrita no MANUAL DE OPERACAO E MANUTENGCAO E.T.A. (META,1973). A
analise fisico-quimica da agua foi realizada logo apds a chegada ao laboratdrio, enquanto que as
amostras de solo/limo e fezes foram analisadas em periodos distintos. Em cada visita foram colhidas
cinco repetigdes de cada material, para tentativa de detec¢do de esporos de Clostridium botulinum

tipos C e D.

3.4  Analise fisico—quimica da agua

Nas amostras de aguas foram avaliados o pH, com auxilio de peagametro digital, ¢ a
temperatura através de termOmetro de filamento de mercurio. O teor de oxigénio consumido foi
realizado pela reag@io de oxidagio pelo permanganato de potassio em meio acido. O calculo da
matéria orginica foi baseado no teor de oxigénio consumido, segundo medodologia descrita no

(META 1973).



3.5 Deteccio de esporos de Clostridium botulinum tipos C e D

Para a tentativa de detecg@o de esporos de Clostridium botulinum tipos C e D nas amostras de
solo do interior das valas de captagdo ou do limo, quando as mesmas continham 4gua, da mesma forma
que nas amostras de fezes colhidas ao redor das valas, foi utilizada a metodologia descrita por
VENKASTESWARAM et al. (1989), modificada pela utilizagdo do meio de cultura Choped Meat
Medium (CMM), que foi recomendado por DOWELL & HAWKINS (1974). As amostras foram
processadas adicionando-se 50g em 250 mL de agua peptonada a 0,1%. Apoés a homogeneizacdo e um
periodo de 30 min. de repouso foi realizada a centrifugago a 3000 rpm por 10 minutos e o precipitado
foi suspenso em solugdo fisioldgica e inoculado 0,1mL em 20 ml do meio de cultura CMM para o
exame indireto. ApOs a inoculagfio no meio de cultura, os tubos foram aquecidos a 80°C por 10 min.,
levados a estufa e mantidos na temperatura de 35°C durante 5 a 7 dias. A evidenciagio da presenca de
esporos de Clostridium botuliﬁum fo1 realizada indiretamente pela verificagdo da produgio de toxina
botulinica no meio de cultura, através do bioensaio em camundongo do sobrenadante da cultura
centrifugado e filtrado em Millipore (0,45 pm). A tipificagdo das amostras positivas no Bioensaio

foi realizada por amostragem pelo teste de Microfixa¢do de Complemento.

3.6 Bioensaio em camundongo para deteccio de toxina botulinica

O sobrenadante, esterilizado por filtragdo (Millipore 0,45 um), foi inoculado via
intraperitonial (0,5 mL) em camundongos da raga Swiss albina, linhagem Webster, com peso
corporal variando entre 20 a 25 g e submetidos a observagdo para os sinais de botulismo por 96
horas. Como controle foram inoculados camundongos com os mesmos materiais aquecidos a

100°C por 10 minutos, para inativagdo de toxina botulinica eventualmente presente.

14



3.7  Microfixacio de complemento
O teste de Microfixagdo de Complemento (MFC), para tipificagdo por amostragem dos
cultivos de solo ¢ fezes de bovinos considerados positivos para a toxina botulinica no bioensaio

em camundongo seguiu a metodologia descrita por WEISS & WEISS (1988).

3.8 Cultivo das cepas de Clostridium botulinum tipos C e D em sistema

solo/fezes de bovinos/dgua de chuva

Para a realizagdo do presente estudo foi simulada uma condigdio experimental para a
tentativa de evidenciagdo da eventual multiplicagdo de esporos de Clostridium botulinum tipos C
e D e formag@o das respectivas toxinas botulinicas. As amostras de solo/limo e de fezes de
bovinos, utilizadas para o preparo de um sistema composto, simulando as condi¢des fisicas e de
substrato existentes na natureia, foram colhidas no Sitio G., localizado no municipio de Santo
Antonio do Aracagua, SP. Nesta propriedade ndo havia o historico da ocorréncia de mortalidade
bovina sugestiva de botulismo em anos anteriores.

As amostras de solo/limo foram colhidas diretamente do sedimento de agude existente na
pastagem, ¢ as amostras de fezes foram colhidas diretamente da ampola retal de bovinos
pertencentes ao rebanho da propriedade. A agua de chuva utilizada no experimento foi colhida

diretamente da precipitag@o pluviométrica e armazenada em recipientes estéreis até o seu uso.

3.8.1 Preparo do sistema solo/limo/ 4gua de chuva/ fezes de bovino
Foram preparados 12 sistemas solo/fezes de bovino/agua de chuva. Cada sistema foi
constituido por 20g de solo/limo, 100g de fezes de bovino e 300 mL de agua de chuva

esterilizadas pelo processo de tindalizago.
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3.8.2 Testes de esterilidade e inocuidade do sistema solo/limo/igua de chuva/fezes de
bovino

Amostras do sistema solo/limo/agua de chuva fezes de bovino foram cultivadas em meio
de cultura BHI, Agar Sangue, Tioglicolato e TPGY-EY, para a verificagcdo da esterilidade e
inocuidade. Suspensdo de 0,5 mL do sistema, centrifugada e filtrada, foi inoculada em

camundongos via intraperitonial para comprovar a inocuidade dos sistemas.

3.8.3 Cepas de Clostridium botulinum tipos C e D

Foram utilizadas duas cepas liofilizadas de Clostridium botulinum. As cepas de C.
botulinum tipo C (STUAH-CbC) e C. botulinum tipo D (STUAH-CbD) utilizadas no presente
estudo, pertencentes a bacterioteca do Laboratério Pesquisas em Enfermidades Infecciosas
Animais causadas por Anaerobios, DAPSA, UNESP, Campus de Aragatuba, SP. A tipificacio

pela soroneutraliza¢do em camumdongo foi realizada para a confirmagio dos dois tipos.

3.8.4 Preparo do inéculo de Clostridium botulinum

As suspensdes de Clostridium botulinum tipos C e D foram preparadas em 400 mL de
Cooked Meat Medium (CMM), seguindo-se as recomendag¢ées de DOWELL & HAWKINS
(1974). Apos o periodo de incubagdo o sobrenadante foi centrifugado a 3000 rpm (centrifuga
Excelsa BABY I, modelo 206, FANEM) por 10 min. O sedimento foi lavado quatro vezes em
solugdo fisiologica estéril e o volume elevado para 35 ml com solugdo fisiologica estéril.

Foram utilizados cinco sistemas para o tipo C, inoculados com 5,90 x 10* unidades
formadoras de colonias (UFC) contidas em 5 mL. Da mesma forma, foram constituidos cinco

sistemas para o tipo D; cada sistema foi inoculado com 5 mL de uma suspensio contendo 2,15 X
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10* UFC. Como testemunha foi utilizado um sistema para cada tipo, ndo inoculados com a

suspenséo da bacténa.

3.8.5 Teste preliminar para detec¢ao de toxina tipo C e D na suspensiao bacteriana

O volume de cada suspensio bacteriana foi diluido 1:400 em agua de chuva esterilizada,
filrado em Millipore (0,45um) e inoculado em camundongo para verificagio da eventual
presenga das respectivas toxinas botulinicas. Todos os resultados obtidos foram negativos no

bioensaio em camundongo.

3.8.6 Contagem preliminar das unidades formadoras de colonias

A contagem das unidades formadoras de colonias nos sistemas foi realizada em meio de
cultura TPGY-EY (Agar tripticase-peptona-glicose-extrato de levedura e gema de ovo) confome
otimizagdo realizada por JUNQUEIRA & LEITAO (1997) e com diluigdes decimais seriadas de

acordo com metodologia descrita por SILVA et al. (1997).

3.8.7 Contagem bacteriana e detec¢io de toxina botulinica nos sistemas

Os sistemas foram mantidos em temperatura ambiente e presenga da luz solar indireta por
cinco semanas consecutivas. Foram colhidas semanalmente de cada sistema, apos leve
homogenizag@o, uma amostra de 5 mL para contagem de Clostridium botulinum. Da mesma
maneira, foi realizada a tentativa de detecgdo de toxina botulinica pelo bioensaio em camundongo

no sobrenadante dos sistemas, conforme metodologia descrita no item 3.6.
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3.8.8 Soroneutralizacio em camundongo

A soroneutralizagdo em camundongo para a tipificagdo da toxina botulinica com as
antitoxinas homoélogas foi realizada segundo normas recomendas por DOWELL & HAWKINS
(1974). As amostras positivas foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 min., o sobrenadante foi
filtrado em Millipore (0,45um) e 0,6 mL do filtrado foi adicionado a 30 uL com 1000 UI/mL de
antitoxina C ou D (Onderstepoort Veterinary Research Institute, Africa do Sul) incubada por 30
minutos a 37°C. Posteriormente, 0,5 mL desta mistura foi inoculada por via intraperitonial em
camundongos da raga Swiss albina, linhagem Webster, pesando entre (20-25g). O tipo de toxina

foi verificada quando da neutralizago pela antitoxina homéloga.

3.8.9 Anilise fisico-quimica da fase liquida dos sistemas
Na analise fisico-quimica da fase liqiiida dos sistemas foram avaliados os pardmetros de

pH, temperatura e matéria orgénica, conforme descrito no item 3.4.

3.9  Andlise estatistica

Para a analise estatistica da varidvel matéria organica foi utilizado o teste Mann-Whitney
(ZAR,1998), pH e temperatura o teste t para amostras independente (ZAR,1998), avaliadas nas
valas de captacdo localizadas nas areas de pastagem e agricolas, e comparandos os resultados
obtidos nas duas areas.

O teste do Qui-quadrado foi utilizado para comparar a porcentagem de amostras positivas

na deteccdo indireta de esporos de Clostridium botulinum nas duas areas estudadas. Os resultados
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da contagem bacteriana, pH e matéria organica dos sistemas solo/fezes de bovinos/agua de chuva
inoculados com C. botulinum tipos C e D foram submetidos a analise de variincia e comparagdo
de médias pelo teste de Tukey (ZAR,1998) ao nivel de significincia de 5%. As analises

estatisticas foram efetuadas empregando-se o Programa SAS (Statistical Analysis System,1998).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacio das valas de captacio, analise fisico-quimica da dgua e verificagiio da

presenca de esporos de Clostridium botulinum

Uma idéia parcial ¢ momentinea das valas de captagdio esta registrada na Fig. 1. As
dimensdes das valas de captagdo, localizadas na pastagem de bovinos ou em areas agricolas de
propriedades rurais situadas nos municipios de Planalto, Onda Verde, Nhandeara, Auriflama,
Jales e Aragatuba, Estado de Sdo Paulo, estdo registradas na Tab. 1. Foram avaliadas dez valas de
captacgdo localizadas em pastagem e oito em areas agricolas, durante 12 meses consecutivos dos
anos de 1999 e 2000. Os valores maximos e minimos das dimensdes aproximadas (em m?) das
valas de captagdo localizadas na pastagem de bovinos foram de 11,01 e 7.25m’ e nas valas
localizadas nas areas agricolas foram de 10,04 e 7,39m’, respectivamente. A representagdo
grafica dos valores das dimensdes médias esta na Fig. 1a. Os valores minimos € maximos das
profundidades médias das valas localizadas nas pastagens foram de 0,27m e 0,43m, e 0,36m e

0,54m nas areas agricolas, respectivamente (Tab. 2 ¢ Fig. 2).



FIGURA 1- Valas de capiagio em areas de pastagem de bovinos, localizadas em
propriedades rurais dos Municipios de Planalto (1 e 2), Onda Verde (3 ¢ 4),

Estado de Sdo Paulo, utilizadas na dessedeniac8o dos animais ¢ avaliadas no

presente estudo.



TABELA 1 - Dimensfio aproximada das valas de captag@o em pastagem de bovinos e areas
agricolas, localizadas em seis Municipios do Estado de Sdo Paulo

Dimens3o aproximada (m°)

Valas de captacio :
Pastagem de bovinos Area agricola
Pi 3,48 8,59
P2 9,24 9,69
P3 8,73 10,04
P4 10,95 9.42
P5 7,23 9,72
P6 7,71 8,17
P7 9,32 7,39
P8 9,48 9,62
P9 8,26 -
P10 11,1 -
Valor minimo 723 7,39
Valor maximo 11,1 10,04

P=Vala de captagdio.

Dimensoes

12 it

10

= O O

™~

P1 P2 P3 P4 P5 Pe P7 P8 P9 P10
Yalas de captacao

| Pastagem de bovinos O Area agricola

FIGURA la— Representacio grafica das dimens8es das valas de captaciic de pasiagem de

bovinos ¢ areas agricolas, localizadas em seis Municipios do Estade de S3o Paulo.
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TABELA 2 - Profundidade média obfida na 4rea central de valas de captacio em pastagem de

bovinos € areas agricolas
Profundidade média (m)
Walas de captagdo :
Pastagem de bovinos Area agricola
Pl 0,27 0,40
P2 0,37 0,42
P3 0,43 0,50
P4 0,31 0,51
PS 0,29 0,37
P6 0,28 0,36
P7 0,31 0,49
P8 0,37 0,54
P9 0,31 -
P10 0,43 -
Valor minimo 0,27 0,36
Valor maximo 0,43 0,54
Profundidade
0.6 {m)

04 1
0,3

P4 RS P8 P7
Valas de captagao

Pastagem de bovinos O Area agricola

FIGURA 2 — Profundidade média na area central das valas de captagio de pastagem de bovinos

¢ areas agricolas.
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O valor médio do pH da agua das valas de captagdo em pastagem de bovinos e area
agricola e a sua representagio grafica estdo na Tab. 3 e Fig. 3. Os valores da média e do desvio
padrdo do pH foram de 5,77+0,24 e 5,98+0,19 nas duas areas, respectivamente. Pelo teste t nio
houve diferenga significativa (p>0,05) entre o pH das colegdes de agua localizadas em area de
pastagem, quando comparado com os valores obtidos das cole¢des em areas agricolas.

Os valores obtidos na tomada de temperatura em aferigdes mensais consecutivas, por doze
meses, nas areas de pastagem e agricolas, sdo apresentados na Tab. 4 e representados na Fig. 4.
Os valores médios calculados e o desvio padrio foram de 28,6+1,3°C e 20,5+1,2°C,
respectivamente, com diferenga significativa (p<0,001) pelo teste de Mann-Whitney, entre as
temperaturas das valas localizadas nas areas de pastagem e areas agricolas.

O teor de matéria organica, avaliado nas duas situagdes, esta representado na Tab. 5 e Fig,
5. O teor médio da matéria orginica da agua das valas de captagdo de pastagem e de areas
agricolas, obtidas pela avaliagdo mensal, no periodo de um ano, apresentou valores das médias e
desvio padrio de 7.029,3%£5.077,5 ppm e 2.479,3+3.875,8 ppm, respectivamente. Houve
diferenca significativa (p<0,05), pelo teste de Mann-Whitney, a favor das amostras de agua

obtidas nas areas de pastagem.
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TABELA 3 - Valor médic do pH da agua de valas de captacio localizadas em pastagem de

bovinos e em 4reas agricolas
- pH
A e Pastagem de bovinos Area agricola

P1 5,99% 598
P2 <07 6,18
P3 597 6,29
P4 6,02 6,02
P5 5,49 5,99
P6 3,70 5,81
B7 551 5,74
P8 5,42 5,81
P9 6,04 -

P10 599 -

Meédia e desvio padrio 5,77+0,24 5,98+0,19

* Valor médio obtido em até 12 aferi¢des realizadas mensalmente, durante um ano.

pH médio
=
8
5
4
3
&
1
0
P1 P2 P3 P4 Bb P6 P7 F8 P9 P10
Yalas de captagao
@ Pasiagem de bovinos O Area agricola

FIGURA 3 - Representacdo grafica do valor médio do pH da 4dgua de valas de captacdc de

pastagem de bovinos e areas agricolas.



TABELA 4 - Temperatura média da 4gna, obtida nas valas de captagdo em pastagem de bovinos

¢ areas agricolas

Valas de captagdo '_I‘emperatura (QC),
Pastagem de bovinos Area agricola
P1 29,8* 221
P2 29,0 21,0
P3 28,9 21,9
P4 29.1 19,2
PS5 25,8 19,0
Po 27,6 19,1
P7 27,8 20,4
P8 28,6 20,9
P9 29,5 -
Pi0 30,1 -
Média e desvie padrdo 286+13 205+1.2
* Temperatura média obtida em até 12 aferigSes mensais consecutivas.
Temperatura
D
3% (°C)

P5 P8 BT P8
Yatas cle captagao

Pastagem de bovinos 0 Area agricola

FIGURA 4 - Representagdo grafica da temperatura média da 4gua das valas de captagéo de

pastagem de bovinos ¢ areas agricolas.



TABELA 5 - Teor de matéria organica da agua de valas de captacfo; amosiras obtidas em

pastagem de bovinos e 4reas agricolas.

¥ alasile capkaiio Ma?éna organica (pp’m)
Pastagem de bovinos Area agricola

Pl 18174%* 1139

P2 9937 1839

P3 3817 370

P4 7406 2142

P5 10480 11956

P6 9139 334

P7 39872 810

P8 2683 1388

P9 1919 -
P10 2756 -

Meédia & desvio padrio 7.029.3 +5.077,5 2.4973 +3.875,8

* Valor médio obtido pela avaliacio mensal por perfodo de um ano.

Média de matéria
organica {ppii)
20.000
13000 S e
16.000 +
14.000 - ! VP I W

Valas de captacao

@ Pastagem de bovinos O Area agricola

FIGURA 5 - Representacdo grafica do teor médio de maiéria orginica da agua de valas de

captacdo em pastagem de bovinos e areas agricolas.



A contaminagdo ambiental, pelos esporos de Clostridium botulinum, das valas de captagdo
de areas de pastagem de bovinos foi avaliada pela analise de 600 amostras de solo/limo, colhidas
no interior das valas de captagdo de agua, e 502 amostras de fezes de bovinos, colhidas ao redor
das mesmas. Das valas de captagio localizadas nas areas agricolas foram examinadas 480
amostras de solo/limo.

Nas 600 amostras de solo/limo das valas localizadas na pastagem de bovinos, 358
(59,67%) foram positivas para a presenga de toxina botulinica quando avaliadas pelo cultivo em
meio de cultura e inoculagdo do sobrenadante filtrado em camundongos; 242 (40,33%) amostras
foram consideradas negativas (Tab. 6 e Fig. 6).

Das 480 amostras de solo/limo examinadas, colhidas em oito valas de captagio
localizadas nas areas agricolas, 22 (4,58%) foram consideradas positivas no bioensaio em
camundongo e 458 (95,42%) negativas (Tab. 6 e Fig. 6).

O numero de amostras consideradas positivas para a presencga de esporos de Clostridium
botulinum no solo/limo das valas de captagio das areas de pastagem foi significativamente
superior (p<0,05), quando comparado com os resultados obtidos das valas de captagdo
localizadas nas areas agricolas.

Das 502 amostras de fezes de bovinos, colhidas ao redor das valas de captagdo das areas
de pastagem, 206 (41,2%) foram consideradas positivas para a presenga de esporos de
Clostridium botulinum, quando avaliadas pelo bioensaio em camundongo, € 296 (58,8%)
negativas (Tab. 7 e Fig. 7).

A tipificagdo dos cultivos positivos no bioensaio em camundongo foi realizada por
amostragem pela técnica de microfixagdo de complemento. Foram tipificados 68 cultivos das

amostras de solo/limo das areas de pastagem de bovinos. Destes cultivos, 16 (23,53%) foram
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neutralisados pela antitoxina C, 22 (32,35%) pela antitoxina D, 12 (17,65%) pelas duas
antitoxinas, sendo consideradas como pertencentes ao complexo CD, e 18 (26,47%) ndo foram
tipificadas (Tab. 8 e Fig. 8).

Das 46 amostras de fezes de bovino positivas no bioensaio em camundongo para a toxina
botulinica e tipificadas, 08 (17,39%) foram consideradas como pertencentes ao tipo C, 14
(30,43%) ao tipo D, 18 (30,13%) ao complexo CD e 6 (13,04%) ndo foram identificadas (Tab. 8
e Fig. 8).

Das 22 amostras positivas, obtidas dos cultivos das amostras de solo/limo colhidas em
areas agricolas e tipificadas, 06 (27,27%) foram pertencentes ao tipo C, 04 (18,18%) ao tipo D,

05 (22,73%) ao complexo CD e 07 (31,82%) ndo foram identificadas (Tab. 8 e Fig. 8).
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TABELA 6 -

Resultados da detecgiio de esporos de Closiridium botulinum nas amosiras de
solo/limo das valas de capiacdo de pastagem de bovinos e de areas agricolas

Esporos de Clostridium botulinum

Local N.de Amosiras positivas Amosiras negativas  Total de %
valas amostras
N. % N. % examinadas
Pastagem 10 358 59,67 242 40,33 600 100
Area agricola 08 2 4,58 458 95,42 480 100

M°® de amostras

700

600
500

Pastagem Area agricola
Valas de captacaoc

@ Negativo O Positive

FIGURA 6 — Representagio grafica do nliumero de amosiras de solo/limo de valas de captacio

de

pastagem de bovinos ¢ areas agricolas examinados, ¢ resultados obtidos na

verificac8o da presenca de esporos de Closiridium botulinum.
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TABELA 7 - Resultados da detecgdo de esporos de Clostridium botulinum nas fezes de bovinos,
cothidas em torno das valas de captagio na pastagem de bovinos

Esporos de Clostridium botulinum

N. da N. de N. de amosiras Total de amosiras de

! ' : Positive Negativo

vala colheitas  por colheita fezes examinadas N 7 N v

Pl 10 5 50 25 50 25 50
P2 12 5 60 29 48,3 31 S1.7
P3 11 5 55 30 54,5 25 455
P4 11 5 55 21 382 34 61,8

P5 10 4 40 14 35 26 65
P6 09 3 45 17 37.8 28 62,2
P7 11 S 33 17 51,5 16 48,5
P8 12 5 60 13 21,6 47 78,4
P9 12 5 60 25 41,6 35 58,4
P10 11 4 44 15 341 29 65,8
Total 502 206 41,2 296 58,8

N tle amosiras
50 -+

40

30

P1 P2 P3 P4 PSS P Pr P8 PS P10
Valas de captacao

Negativo O Positivo

FIGURA 7 - Representagdo grafica do resultado da analise das amostras de fezes de bovinos,
colhidas em valas de captacio de pastagem, para a evidenciacfo de esporos de

Closizidizan betulinum.
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TABELA 8 - Resultado da tipificacio pela microfixacfio de complemento de amostras positivas

no bioensaio em camundongo

Clostridium borulinum

Total de
Crigem AMOSIras Tipo C TipoD  Complexo CD NI*
pificadas 9, N % N % N %

Area pastagem
Solo/limo 68 16 2353 22 3235 12 17,65 18 2647
Fezes 46 08 17,39 14 3043 18 39,13 06 13,04

Area agricola
Solo/limo 22 06 2727 4 18,138 5 2273 T 3182
Total 136 30 22,06 40 2941 35 25,74 31 22,79

# MI = ndo identificadas.

i° de amosiras
25

20 +

15

Fezes de pastagem Solo/limo de pastagem  Solo/lime de arza
agricola

Tipo C B Tipo D O Compiexo CD W Nao identiicadas

FIGURA & — Representacdo grafica do resuliado da tipificacio da toxina botulinica pela
microfixagdo de complemenio das amostras positivas no bioensaio em

camundongo.



42  Cultivo de cepas de Clostridium botulinum tipos C ¢ D em sistema solo/fezes de

bovino/agua de chuva

Foram constituidos cinco sistemas solo/fezes de bovino/agua de chuva para cada tipo de
Clostridium botulinum C e D. Dois sistemas adicionais, um para cada tipo, foram utilizados como
testemunha. Os resultados das analises fisico-quimicas, do crescimento bacteriano e da detecgdo
e tipificagdo da toxina botulinica, obtidos nas colheitas semanais para o tipo C, estdo registrados
na Tabela 9. Nio foi registrado crescimento de Clostridium botulinum tipo C nas diluigdes
avaliadas, em amostragem semanal e por um periodo de 4 semanas. A presenga de toxina
botulinica, mesmo em niveis ndo suficientes para provocar a morte dos camundongos foi
detectada pela presenca de sintomas do botulismo, nas cinco repetigdes avaliadas e nas quatro
semanas sucessivas. Camundongos inoculados com sobrenadante do sistema testemunha ndo
apresentaram sinais da intoxicagio botulinica. A sintomatologia ou morte dos camundongos,
observada pela inoculagdo do sobrenadantes dos sistemas inoculados com esporos de Clostridium
botulinum tipo C, foram neutralisadas pela antitoxina homéloga (Tab. 9).

Os valores médios dos teores da matéria organica e dos valores de pH nos sistemas
inoculados com Clostridium botulinum tipo C estdo registrados na Tabela 10. As representagdes
graficas dos valores da matéria organica, temperatura e pH, obtidos nos sistemas, compdem as
Figs. 9, 10 e 11. Os valores médios semanais do teor de matéria orgdnica das repetigdes,
avaliados por quatro semanas consecutivas, ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey (p>0,05), e
ocorreram variagdes significativas nos valores do pH (p=0,0001) e a temperatura variou de 25°C

a 28°C dos sistemas inoculados com o Clostridium botulinum tipo C .
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TABELA 9 — Resultados das analises fisico-quimicas, quantificagdo da matéria organica,

contagem bacteriana, detecgdo e tipificagdo da toxina botulinica nos sitemas

solo/fezes de bovino/agua de chuva inoculados com Clostridium botulinum tipo C

Matéria Contagem bacteriana Bioensaio em
Sistemas Semanas pH Temp orginica (diluicdes) camundongo Soroneutralizagiio
O (ppm) (tipo)
Pura 1:10 1:100 Inativado Sem
inativar
1 0 3,20 28 20.000 * * *
1 5,15 28 20.000 - - - - + C
2 5.29 26 22.000 - - - - + C
3 521 25 21.500 - - - - + C
4 5,53 27 21.500 - - - - + C
2 0 5,52 28 21.500 * * *
1 5,11 28 21.500 - - - - + C
2 531 26 20.500 - - - - + C
3 548 25 23.000 - - - ; : C
4 5.53 27 22300 - - - - + C
3 0° 5,52 28 23.500 * * *
1 516 28 20.000 - - - - + C
2 5,33 26 20.500 - - - - + C
3 3,30 25 21.000 - - - - + C
4 558 27 20.500 - - . ; + C
4 0* 5.31 28 22.500 * * *
1 5,13 28 21.500 - - - - + C
2 53 26 20.500 - - - - + c
3 3,57 25 23.500 - - - - + C
4 558 27 22500 - - - - + C
3 0 532 28 21.000 * * *
1 5.11 28 21500 - - - - + C
2 5,31 26 20.500 - - - - + C
3 5,48 25 23.000 - - - - + C
4 558 27 22.500 - - ; ; + C
6! 0 5.30 28 23.000 T* * *
1 5,18 28 21.000 - - - - -
2 5.30 26 21.500 - - - - -
3 5,31 25 23.000 - - - - -
4 548 27 20.000

* A estimativa no ponto zero foi feita pelo calculo da diluig
sistema solo/fezes de bovino/agua de chuva, o que resultou em 1475 UFC/mL.

! Testemunho negativo.

- = Negativo.

+ = Positivo (Sintomas e 6bito).

+ = Sintomas.

a = Os parametros fisico-quimicos foram medidos antes da inoculagdo da suspensio de bactérias.
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TABELA 10 - Valores médios dos teores maténa orginica e do pH, avaliados no sistema

solo/fezes de bovinos/agua de chuva inoculados com o Clostridium botulinum

iipo C
Closiridium Matéria orglnica (X * s) pH(x £ 5)
botulinum tipo C
0 21.833 £ 1366 a 530 £ 0,05 b
1 20917 + 736 a 5,14 £ 0,03 ¢
Semanas 2 20917 £ 665 a 531 £0,01 b
3 22.583 + 1.068 a 539+ 0,14 b
4 21583 £ 1.114  a 556 £ 0,04 a
P 0,0595 0,0001
CV% 4,32 1,22

Médias seguidas da mesma letra na coluna nfo diferem emire si pelo teste de Tukey ac nivel de
significincia de 5% (p > 0,05).

Matéria Crogénica
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FIGURA 92 - Representacdo grafica das médias dos valores das analises do teor de matéria

organica nos sistemas inoculados com Closiridim borulinum tipo C.
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FIGURA 10

Representacdo grafica dos valores semanais da matéria orgénica nos sistemas

inoculados com Closiridium botulinum tipo C e testemunha.
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FIGURA 11 - Representagdo grafica das médias do pH e da

inoculados com Clostridium botulinum tipo C.
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Os resultados das analises fisico-quimicas, do crescimento bacteriano e da detecgéio e
tipificagio da toxina botulinica, obtidos nas colheitas semanais para os sistemas inoculados com
o Clostridium botulinum tipo D, estéo registrados na Tab. 11 e Tab. 12.

A contagem do numero de unidades formadoras de coldnias dos sistemas inoculados com
a cepa de Clostridium botulinum tipo D (Fig. 12) apresentou variagdes. O niimero de esporos foi
significativamente inferior (p>0,05), pelo Teste de Tukey, na semana zero, quando comparado
com as cinco contagens semanais seguintes (Tab. 12). Os valores registrados nas semanas 1, 4 e 5
foram significatinamente superiores (p=0,0001) aos das semanas 2 e 3. As representagdes
graficas destas variages estdio nas Fig. 13 e Fig. 14. O coeficiente de variancia calculado foi de
9,89% (Tab. 12). Em um dos sistemas néo foi possivel detectar o crescimento bacteriano, embora
tenha sido detectada a presenga de toxina botulinica pela inoculagdo em camundongo e
tipificagdo pela soroneutralizagio.

Nado foram observadas mudangas significativas nos valores da matéria organica
(p=0,1565), do pH (p=0,0529) (Tab. 12) e a temperatura variou de 24°C a 30°C nos sistemas
inoculados com cepa de Clostridium botulinum tipo D.

A representagdo grafica dos valores médios do pH, temperatura e da matéria orgénica,
confrontada com os valores em logaritmos das unidades formadoras de coldnias, compdem as
Fig. 15, 16 e 17. Da mesma forma, a Fig. 18 contrapde a representagio grafica dos valores

medios do pH com a temperatura dos sistemas inoculados com o Clostridium botulinum tipo D.
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TABELA 11 —Resultados das analises fisico-quimicas, quantificagdo da matéria orgénica,
contagem bacteriana, deteccdo e tipificacdo da toxina botulinica nos sitemas

solo/fezes de bovino/dgua de chuva inoculados com Clostridium botulinum tipo D

Matéria Contagem bacteriana Bioensaio em
Sistemas Semanas PH Temp. organica (diluigdes) camundongo Soroneutralizacio
°0) (ppm) (tipo)
Pura 1:10 1:100 Inativado Sem
inativar
1 0? 6,51 28 23.000 * * *
1 6.59 30 24.000 100 100 400 - + D
2 6.54 30 23.000 84 160 - - + D
3 6,73 26 22.000 80 - 200 - + D
4 6,65 24 22.300 - 220 - - + D
5 6.60 24 22.500 140 340 400 - + D
2 0? 6.48 28 22.000 * * *
1 6.27 30 22.000 148 180 400 - + D
2 6.26 30 24.000 84 160 - - + D
3 6,34 26 24.000 90 100 200 - + D
4 6.42 24 21.500 84 200 400 - + D
5 6.31 24 23.000 150 300 400 - + D
3 0* 6,48 28 21.000 * * *
1 6.28 30 22.500 140 - 400 - + D
2 6,57 30 24.000 90 - 200 - + D
3 6,66 26 21.000 90 - 200 - + D
4 6,68 24 20.500 - 240 - - + D
5 6,78 24 22.000 160 400 - - + D
4 0? 6,48 28 23.500 * * *
1 3.13 30 23.3500 128 140 400 - + D
2 6,52 30 24.000 80 - 200 - + D
3 6.66 26 22.000 100 180 - - + D
4 6.68 24 20.500 90 - 400 - + D
5 6.78 24 21.000 152 320 - - + D
) 0? 6.45 28 23.000 * * *
1 6.33 30 23.000 - - - - + D
2 6,33 30 22.000 - - - - + D
3 6,31 26 22.500 - - - - + D
4 6.30 24 21.500 - - - - + D
5 6.38 24 21.500 - - - - + D
6' 0* 6,43 28 22500
1 6.38 30 22.500 - - - - -
2 6,38 30 21.000 - - - - -
3 6.44 26 22.500 - - - - -
4 6.46 24 21.300 - - - - -
5 6.35 24 22.500 - - - -

* A estimativa no ponto zero foi feita pelo calculo da dilui¢do do inoculo de Sml de suspensio com 2,15x10* UFC em 400mL do
sistema solo/limo, agua de chuva e fezes de bovino. o que resultou em 53,7 UFC/mL.

! Testemunha.

- =Negativo.

+ = Positivo (Sintomas ¢ obito).

+ = Sintomas.

a = Os parémetros fisico-quimicos foram medidos antes da inoculag3o da suspensdo de bactérias.



TABELA 12 - Valores médios da contagem de esporos de Clostridium botulinum tipo D, da
maiéria orginica e do pH, avaliados nos sistemas solo/fezes de bovinos/agua de

chuva

C. botulinum tipo D  Contagem de esporos Matéria orgénica (¥ * ) pH(X = s)

0 50+0 ¢ 22.500+894 a 647+003 a
1 234+30 2 20833+753 a 6,38+0,12 a
Semanas 2 1289 b 23083+ 1.114 a 643+0,13 a
3 139+6 b 22.333+983 a 6,52+0,18 a
4 233+11 2 21750 +380 a 6,52+0,15 a
5 273+25 a 21917+736 a 6,52+020 a
P 0,0001 0,1565 0,0529
CV % 9,89 424 1,39

Médias seguidas da mesma letra na coluna n3o diferemn entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
significancia de 5% (p > 0,05),

FIGURA 12 - Aspecto do crescimente do Clostridium botulinum tipe D (% ) em wmeio de

cultura TPGY-EY inoculado cova solo/fezes de bovino/dgua de chuva.
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FIGURA 13 — Representacio grafica dos valores médios das unidades formadoras de coldnias

nos sistemas inoculados com Clostridium botulinum do tipo D.

Sistema 1 SISTEMA 2 SISTEMA 3 SISTEMA 4

@ Semana O E Semana 1 O Semana 2 M Semana 3 @ Semana 4 O Semana b

FIGURA 14 - Representagdo grafica da média das unidades formadoras de colonias (UFC) dos

sistemas inoculados com o Clostridium botulinum tipo D.
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FIGURA 15 - Representacgio grafica dos valores médios do pH e do logariimo das
unidades formadoras de coldnias dos sistemas inoculados com
Clostridium botulinum iipo D.
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FIGURA 16 - Representacdio grafica das médias da temperatura ¢ do logaritmo das

unidades formadoras de coldnias dos sistemas inoculados com o

Closiridium botulinum iipo D.
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FIGURA 17 - Representagdc grafica dos valores médios de matéria orgénica e do logaritmo das
unidades formadoras de coldnias dos sistemas inoculados com Closiridium

botulinum tipo D.
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FIGURA 18 — Representagio grafica dos valores das médias do pH e da temperatura dos

sistemas do tipo D.
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5 DISCUSSAO

O botulismo ¢ um importante problema sanitario, econdmico e ambiental da
bovinocultura brasileira. Nos bovinos trata-se de uma intoxica¢do, na qual a toxina formada
previamente € ingerida pelos anmmais. No pais, a doenca tem sido associada a osteofagia
(DOBEREINER et al., 1992), a ingestdo de alimentos contaminados (DUTRA, 2001) e a
presenca na pastagem de agua estagnada contaminada (DUTRA et al., 2001).

Os surtos de botulismo de origem hidrica, assim denominados quando a agua de
dessedendatacdo dos animais esta envolvida na veiculagio da toxina, ocorrem associados a duas
situagOes distintas. Uma delas decorre da presenga de cadaveres de pequenos animais ou mesmo
de bovinos que entram em decomposi¢do no interior das valas; a outra da presenca de grande
quantidade de material vegetalb em pequenas cole¢des de dgua estagnada, ambas com a presenga
de Clostridium botulinum tipos C e D e suas toxinas (DUTRA et al, 2001).

Dois aspectos relacionados com o botulismo associado a ingestdo de agua estagnada
foram objetos de estudo do presente trabalho: a verificagdo da contaminagdo ambiental pelo
Clostridium botulinum tipos C e D de valas de captag@o localizadas em areas agricolas e em area
de pastagem de bovinos, € o cultivo de cepas dos dois tipos em um sistema constituido por
solo/fezes de bovinos/dgua de chuva, para a verificagdo do eventual crescimento bacteriano e
tentativa de deteccio da toxina botulinica.

As valas de captacio utilizadas no presente estudo constituiram-se de cole¢des de agua de
chuva localizadas em depressdes especialmente construidas no solo com a finalidade de evitar ou
conter a erosdo decorrente da precipitagdo pluviométrica. Conseqiientemente, nas propriedades

rurais as valas acabam sendo utilizadas pelos animais para a sua dessedentagdo. Com o acesso



direto as valas, freqiientemente os animais defecam e urinam no seu interior, gerando situacdes
inusitadas e que potencialmente facilitam a transmissgio de enfermidades de veiculagéo feco-oral.

Os dados descritivos constantes das Tab. 1 a 5, referentes 4 dimensio e profundidade das
valas de captag@o e dos valores do pH, temperatura e do teor de matéria orgnica da 4agua das
valas de captagio refletiram as suas condigdes no momento das visitas mensais nas propriedades
ou da sua tomada e registro nas valas localizadas em areas de pastagem e agricolas. As variagdes
das dimensdes e profundidades das valas revelam a dindmica dessas cole¢des e estdo relacionadas
com diversos fatores, dentre eles a precipitagdo pluviométrica, o tipo de solo, o local da
constru¢do, a taxa de evaporagio € o consumo pelos animais quando localizadas em areas de
pastagem.

Os valores médios do pH néo diferiram quando comparados os registrados nas valas de
captagdo localizadas em areas de pastagem e agricolas. No entanto, ocorreram diferencas
significativas nos valores da temperatura média e nos teores da matéria organica. O fato dos
valores médios da matéria orgénica serem significativamente superiores nas valas de captagio
localizadas na pastagem de bovinos nio pode ser atribuido a presen¢a de animais. Por outro lado,
a tomada da temperatura da agua das valas nio foi correlacionada com a temperatura ambiental, o
que eventualmente poderia também contribuir para elucidar o porque dessas diferengas.

Os valores elevados da matéria organica das valas localizadas na pastagem devem-se
provavelmente a contaminacgio fecal provocada pelos bovinos, o que pode ser claramente
observado por ocasido das visitas. As variagdes dessa contaminagdo fecal decorrem da taxa de
lotagdo da pastagem, hébito dos animais e tempo de permanéncia no local. Deve-se ressaltar que

a construcdo das oito valas localizadas nas 4reas agricolas eram mais recentes que as localizadas
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nas areas de pastagem, ndo sendo possivel precisar o quanto por ocasiio do levantamento
efetuado nas propriedades.

A ocorréncia de esporos de Clostridium botulinum no solo/limo das valas de captagio
revelou a intensidade da contaminagdo ambiental pelo microrganismo, com valores
significativamente superiores das valas localizadas nas areas de pastagem e tendo como
referéncia valas localizadas em areas agricolas. Estes dados, em conjunto com os resultados que
demonstraram que 41,20% (206/500) das amostras fezes de bovinos colhidas ao redor das valas
continham esporos da bactéria, indicam o envolvimento da contaminagdo fecal bovina como
sendo um elemento importante na veiculacdo de esporos para as valas. Isto, no entanto, ndo
exclui a possibilidade da propria 4gua das chuvas carrear fezes e o0 microrganismo para o interior
das valas, uma vez que estas estdo localizadas em areas de sedimentaco, construidas com a
finalidade de captar 4gua de pequenas areas evitando assim a erosio.

A presenga de bactéria do género Clostridium, e em particular o Clostridium botlinum,
nas fezes de herbivoros e onivoros é amplamente conhecida (SEIFERT & BOEHNEL, 1994;
SILVA, 1996). NOTERMANS et al. (1981) avaliaram a persisténcia do C. botudinum tipo B em
uma fazenda de gado leiteiro apos um surto de botulismo. Na ocasido, constataram que a
adubac¢do do capim com as fezes de bovinos contendo esporos da bactéria fazia com que a
silagem preparada com a graminea estivesse contaminada, completando-se assim o ciclo do
microrganismo € os riscos de novas intoxicagdes. Esta situagdo encontra paralelo com as
observagdes do presente estudo, onde os animais eliminam pelas fezes esporos da bactéria e
contaminam direta ou indiretamente a dgua de dessedentag&o.

A tipificagio dos cultivos positivos no bioensaio em camundongo, realizada pela

microfixacdo de complemento e por amostragem, evidenciou a ocorréncia de Clostridium.
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botulinum dos tipos C e D, ou considerados como pertencentes ao complexo CD. Nas 46
amostras de fezes de bovinos positivas e examinadas pela microfixagio, seis (13,04%)
pertenceram a outros tipos de toxina botulinica, ndo sendo possivel a sua tipificagdo. Nas 22
amostras de solo das valas localizadas nas areas agricolas, positivas no bioensaio e que foram
tipificadas, sete (31,82%) pertenceram também a outros tipos de Clostridium botulinum. Isso
indica que outros tipos de Clostridium botulinum, além dos C e D, estio também eventualmente
envolvidos na contamina¢io ambiental nessas areas.

As valas de captagdo encontram paralelo na literatura com as cacimbas utilizadas como
bebedouros de bovinos no Vale do Araguaia, Estado de Goias, Brasil, e avaliadas por SOUZA
(2001) para a presenga de Clostridium botulinum tipos C e D. Segundo o autor, as cacimbas com
mais idade t€m maior probabilidade de estarem contaminadas com os esporos da bactéria. Da
mesma foma, as amostras de fezes de bovinos examinadas apresentaram maior positividade
(31%), quando comparadas com as amostras de solo superficial (19%) e das provenientes dos
sedimentos das cacimbas (10%).

No presente estudo a porcentagem de amostras de solo/limo, oriundas das valas de
captagdo da pastagem e positivas para a presenga da bactéria foi 59,67%, enquanto que a
positividade das amostras de fezes foi de 41,2%. A diferenga na intensidade da contaminacio
ambiental numa localidade decorre de uma série de fatores, dentre eles o historico da ocorréncia
de surtos anteriores da doenga (SEIFERT & BOEHNEL, 1994). A elevada positividade de
amostras de solo provenientes das valas de captagdo localizadas na pastagem decorre
provavelmente também do fato de que nas propriedades estudadas ocorreram surtos de botulismo

anteriormente, associados na ocasifo com a origem hidrica (DUTRA et al., 2001).
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O cultivo de cepas de Clostridium botulinum tipos C e D em sistemas constituidos por
solo, fezes de bovino e agua de chuva teve por objetivo verificar se ocorre a multiplicagdo
bacteriana e eventual formagdo de toxina botulinica, numa tentativa de simulagio das condigoes
em que sdo relatadas a ocorréncia de surtos da intoxicacdo associados a presenca de agua
estagnada (DUTRA et al., 2001) quando nfo sdo encontrados carcagas de animais no interior da
valas. N&o existem dados na literatura consultada sobre a quantidade minima de toxina
botulinica suficiente para desencadear casos individuais ou eventualmente surtos em rebanhos.

Da mesma forma ¢ desconhecida a dinadmica da formagéo da toxina na natureza e a sua
associagdo com surtos da intoxicagio.

Os valores da maténa orgénica, temperatura € do pH nos sistemas simulados, avaliados
por um periodo de quatro semanas consecutivas ndo apresentaram variagoes significativas para os
tipos C ¢ D. O mesmo ndao ocorreu, no entanto, com a contagem bacteriana. Ndo houve
crescimento bacteriano para o tipo C, enquanto que nos sistemas simulados inoculados com o
tipo D foi possivel verificar amplas variacdes na contagem bacteriana em pelo menos quatro das
cinco repetigdes avaliadas. O numero de esporos foi inferior na semana zero, quando comparado
com as cinco contagens semanais seguintes (Tab. 12). Os valores registrados nas semanas 1, 4 e
5 foram significativamente superiores aos das semanas 2 e¢ 3, com coeficiente de varidncia de
9,89%. A temperatura e o pH dos sistemas inoculados encontram-se dentro da faixa de
normalidade para o crescimento bacteriano i»n vitro, embora a temperatura tenha sido abaixo das
condigdes otimas para a multiplicac@o bacteriana relatadas por SMITH (1988).

Em todos os denominados sistemas, inoculados com a cepa de Clostridium botulinum do
tipo D, foi possivel detectar a toxina botulinica homologa pela soroneutralizagdo em

camundongo. Desta forma, pode-se concluir que houve multiplicagdo bateriana, seguida também
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da presenca de toxina botulinica em niveis detectaveis pelo bioensaio em camundongo por até
cinco semanas consecutivas, com desencadeamento de sintomas e morte dos camundongos e
neutraliza¢go pela antitoxina D.

Um aparente paradoxo, no entanto, ocorreu nos sistemas inoculados com a cepa do tipo C,
nos quais néo foi possivel evidenciar o crescimento bacteriano, mas a toxina pode ser detectada
pelo bioensaio e neutralizada pela antitoxina homologa. Neste caso, deve-se ressaltar que a
quantidade de toxina detectada, na maioria das avaliagdes, ndo foi suficiente para desencadear a
morte dos camundongos (Tab. 9). Foram observados apenas os sintomas do botulismo, sendo os
mesmos neutralizados pela antitoxina botulinica C.

Um aspecto a ser considerado refere-se a metodologia utilizada para o preparo da
suspensdo bacteriana das cepas do Clostidium botulinum para a inocula¢do nos sistemas, que néo
garantiu a utilizagio exclusiva da forma esporulada da bactéria. Nao foi possivel, desta maneira,
excluir a possibilidade de que a lise celular das formas vegetativas tenha sido responsavel pela
presenca de toxina botulinica detectada pelo bioensaio.

Diversos fatores estdo envolvidos na multiplicagio dos microrganismos anaerobios
esporulados e produgio de suas toxinas (SEIFERT & BOEHNEL, 1994). O cultivo de cepas de
Clostridium botulinum tipos C € D em sistemas constituidos por solo/fezes de bovino/agua de
chuva foi na realidade uma tentativa de simulago in vitro das condi¢Bes em que estio associadas
a ocorréncia de surtos de botulismo em condigdes naturais e sem a presenga de cadaveres nas
aguadas. Estudos desta natureza sdo complexos, uma vez que envolvem diferentes fatores, alguns

ainda desconhecidos e que sdo decisivos para a multiplicagdo bacteriana e eventual formacdo de

toxina. Por outro lado, ndo encontram paralelo na literatura.
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Estudos conduzidos para avaliar as condi¢des em que ocorrem a multiplicagio bacteriana
e formagéo de toxina botulinica em alimentos processados e destinados a alimenta¢cdo humana
foram realizados com outros tipos, excetuando-se os Clostridium botulinum C ¢ D (SMITH,
1977). As condigBes para a ativagdo e germinagdo dos esporos, crescimento pos-germinagio,
substratos ideais, condigdes 6timas de crescimento, resisténcia ao calor, a radiagdo, agentes
quimicos ¢ formagdio de toxinas foram amplamente estudadas para os tipos envolvidos no
botulismo humano.

A ocorréncia de esporos de Clostridium botulinum dos tipos C e D nas fezes dos bovinos
e no solo/limo do interior das valas de captagio de area de pastagem, associada a possibilidade de
crescimento bacteriano no sistema solo/fezes de bovino/dgua de chuva e presenca de toxina
botulinica, demonstrados no presente estudo para o tipo D, evidencia o envolvimento potencial
dessas colegdes de agua das chuvas como a origem da intoxicagio botulinica. Sdo necessarios
estudos para elucidar os mecanismos envolvidos na formagio da toxina botulinica e a
participagdo da agua das valas de captagdo no desencadeamento da intoxicagdo botulinica, com a
finalidade de fornecer subsidios para se indicar mudangas no sistema tradicional utilizado na

dessedentagdo de bovinos.
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6 CONCLUSOES

A avahagdo da contaminagio ambiental pelo Clostridium botulinum tipos C € D em valas

de captacio em 4areas agricolas e de pastagem de bovinos e o cultivo de cepas destes

mICTOTganismos em um sistema experimental constituido por solo/fezes de bovinos/agua de

chuva permitiram concluir que:

a)

b)

d)

e)

o teor de matéria orginica e a temperatura das valas de capta¢do localizadas nas
areas de pastagem foram superiores aos das valas localizadas nas areas agricolas;

a contamina¢io ambiental do solo/limo do interior das valas de captagdo
localizadas nas éareas de pastagem por esporos de Clostridium botulinum tipos C e
D foi sigIﬂﬁcaﬁvamente superior & contaminacio das valas de captagdo das areas
agricolas;

41,2% das amostras de fezes dos bovinos colhidas ao redor das valas de captacio
das areas de pastagem foram consideradas positivas para a presenga de esporos de
Clostridium botulinum, quando avaliadas indiretamente;

esporos de Clostridium botulinum dos tipos C e D, ou considerados como
pertencentes ao complexo CD, predominaram tanto nas amostras de solo/limo
positivas e tipificadas (73,5%), quanto nas amostras de fezes dos bovinos (86,9%),
quando comparados com 0s outros tipos;

ndo foi detectado crescimento bacteriano no sistema experimental constituido por

solo/fezes de bovino/agua de chuva inoculado com Clostridium botulinum tipo C;
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f) no sistema experimental constituido por solo/fezes de bovino/agua de chuva e
inoculado com Clostridium botulinum tipo D ocorreu a multiplicagfio bacteriana,

seguida da presenca de toxina homologa em niveis detectaveis pelo bioensaio em

camundongo.
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