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Introdução

O Botulismo nos bovinos, descrito no Brasil pela
primeira vez em 1970, no Piauí24 e, posteriormente,
1983, em Alegrete, Rio Grande do Sul12, constitui
uma intoxicação alimentar provocada pela ingestão
de toxina pré-formada pelo Clostridium botulinum
no alimento. Na espécie bovina, os animais podem
intoxicar-se pela ingestão de restos de carcaças,
portadoras da toxina, encontradas no pasto12,24; por
silagens, onde a bactéria presente no organismo de
aves e pequenos mamíferos que são compactados,
por descuido, durante o enchimento do silo, encon-
tra aí condições de se multiplicar e produzir a toxi-
na7,19; ou por ingestão de água onde cadáveres de
animais, contendo a toxina, possam ter sido lança-
dos6. Mais recetemente, carcaças em camas de
frango adicionadas às rações têm conduzido à
ocorrência do botulismo9,16, porém, com freqüência
pouco significativa por se tratar de um hábito ainda
não muito difundido.

No Brasil, onde grandes áreas do solo são pobres
em minerais, notadamente o fósforo4, os acidentes
botulínicos ocorrem mais comumente pela ingestão
de restos de carcaças contaminadas. Em virtude da
carência mineral, os animais são levados a desen-
volver hábitos de aberração do apetite, ingerindo
restos de cadáveres.

O diagnóstico desta intoxicação fundamenta-se
na detecção da toxina botulínica nos conteúdos gás-
trico e intestinal, hemosoro e fígado do animal mor-
to ou doente e, quando possível, no próprio alimen-
to suspeito de estar contaminado3. A presença de Cl.
botulinum nos órgãos dos animais afetados não
constitui base definitiva no estabelecimento do diag-
nóstico, uma vez que a bactéria não encontra condi-
ções necessárias para se multiplicar e produzir a
toxina "in vivo"11.

A confirmação laboratorial do diagnóstico clínico,
que se constitui no objetivo principal do presente
trabalho, é de extrema importância uma vez que a
sintomatologia nervosa apresentada nesses casos é
comum a muitas enfermidades. O tratamento de
botulismo, em nível de rebanho, não é economica-
mente viável porém, medidas profiláticas gerais de
manejo e específicas de vacinação devem ser
adotadas.

Material e Método

Duarante 4 anos (1986-1989) foram efetuados
exames laboratoriais em materiais diversos oriundos
de bovinos mortos ou sacrificados com suspeita clí-
nica de botulismo. Esses eram originários dos Esta-
dos de São Paulo, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais, Goiás, Bahia, Pará, Maranhão,
Distrito Federal e Roraima.

Foram registradas 235 ocorrências, sendo exami-
nados: amostras de fígado, conteúdos de rúmen,
omaso, abomaso, retículo e intestinos, além de
hemosoro. Destes, no mínimo, duas amostras de cada
caso clínico foram examinadas, perfazendo um total
de 517 testes realizados (Tabela l).



Com exceção do hemosoro, os demais materiais
eram triturados e diluídos em tampão de gelatina
fosfatada, pH 6,2, na proporção de 1:2 (peso/volu-
me). Após um período de 12 a 18h mantidas a 4°C,
as amostras homogeneizadas eram centrifugadas a
2.000 rpm por 30 min em centrífuga refrigerada5.

O sobrenadante, assim obtido, era destinado à
inoculação de camundongos albinos pesando entre
18 e 20 g, na dose de 0,5 ml por via intra-peritoneal,
segundo o seguinte esquema: 7 grupos com 3 ani-
mais recebendo cada um deles um tipo diferente de
inóculo.

Grupo animal Inóculos

Grupo l - sobrenadante puro
Grupo 2 - sobrenadante aquecido (100°C/

10 min.)
Grupo 3 - sobrenadante tratado com tripsina

(0,2%)
Grupo 4 - sobrenadante tratado com tripsina

e aquecido
Grupo 5 - sobrenadante puro tratado com

soro anti-botulínico polivalente
Grupo 6 - sobrenadante puro tratado com so-

ro anti-botulínico monovalente C
Grupo 7 - sobrenadante puro tratado com so-

ro anti-botulínico monovalente D.

O hemosoro era inoculado nas mesmas condi-
ções descritas para os sobrenadantes, constituindo
apenas os grupos 1,2,5,6 e 7.

Os animais eram observados por um período de
até 96 h. Quando os representantes dos grupos 1 e/
ou 3 manifestavam sintomatologia ou morte, os dos

grupos 5,6 e 7 eram submetidos à inoculação para
se confirmar a presença da toxina botulínica e efe-
tuar sua tipificação.

Para análise estatística dos dados obtidos foi rea-
lizado o teste do x2, com nível de significância de
5%.

Resultados

Dos exames realizados, somente em 37 materiais
(27 casos clínicos), foi verificada a presença de to-
xina termolábil e, em apenas 7 deles, se caracterizou
a toxina botulínica dos tipos "C" e "D".

Quando esta toxina estava presente no inóculo,
os animais dos grupos 1 e 3 eram os que mostravam
alguma sintomatologia e/ou morte. Nestes, inicial-
mente, observou-se tendência a isolar-se, eriçamento
dos pêlos, corrimento ocular, cerramento das pálpe-
bras, fezes aderentes ao orifício anal, esforço abdo-
minal à respiração, perda do tono muscular bem
evidente ao nível do abdome e, em seguida, morte.

Na presença da toxina botulínica, o grupo 5 so-
brevivia em virtude da neutralização da mesma, efe-
tuada pelo contacto prévio com o anti-soro
polivalente e a sobrevivência dos animais dos gru-
pos 6 ou 7 indicava o tipo de toxina botulínica pre-
sente no inóculo, uma vez que esta havia sido
inativada pelo anti-soro específico.

O teste do x2 para épocas (Tabela 2) revelou ní-
vel de significância de 4,3 demonstrando que não
houve influência do ano nos resultados dos testes
para a toxina, podendo-se considerar o universo das
amostras para a fase seguinte (Tabela 3) da análise,
que apresentou um nível de significância de 11,1.
Os 4 diferentes tipos de amostras também permitem
que se faça sua decomposição entre os contrastes:
conteúdo gástrico-intestino e fígado-soro; conteúdo
gástrico e intestino; fígado e soro, para os quais se
obteve os seguintes índices de x2: 9,6; 0,7 e 0,8.



Discussão e Conclusões

Face aos números obtidos para a toxina termolábil
e botulínica considerou-se, na análise, apenas pre-
sença de toxina. Assim, considerando-se a Tabela l ,
verifica-se que para os anos de 1986 e 1987 ocorre-
ram as duas, em proporções semelhantes, enquanto
que para 1988 e 1989, praticamente só ocorreu a
toxina termolábil. Considerando-se apenas "toxina",
não houve influência do ano na sua incidência.

Com relação a origem do material, os conteúdos
gástricos e intestinais, apresentaram a maior fre-
qüência e, em termos estatísticos, equivalem-se, de-
vendo ser os de eleição para a obtenção de amostras.

Até o momento, são conhecidos 7 tipos de toxinas
botulínicas: A, B, C, D, E, F e G22. Nos bovinos são
descritas as toxinas botulínicas C2 e D21.

De acordo com o "Center for Disease Control"3, a
prova "in vivo" para a pesquisa da toxina botulínica
é a de escolha, por ser bastante sensível, de alta
confiabilidade e apresentar grande especificidade.
Assim, o diagnóstico clínico deve ser confirmado
em nível laboratorial pela detecção da toxina e sua
identificação pela soroneutralização "in vivo", uma
vez que o botulismo, pela sintomatologia, pode ser
confundido com outras enfermidades.

O teste de ELISA tem, atualmente, sido emprega-
do com o intuito de evitar a utilização de animais de
laboratório, diminuir o tempo de diagnóstico e de-
tectar frações não tóxicas da toxina1 7 . A
soroneutralização "in vivo" continua sendo de am-
pla utilização por dispensar equipamentos sofistica-
dos e, por mais subjetiva que seja a sua interpreta-
ção, o observador treinado não deixará de perceber
a sintomatologia clara e que culmina, invariavel-
mente, com a morte dos animais. Possui como prin-
cipal fator restritivo, o uso de animais de experi-
mentação, adicionando-se o fato de necessitar de
período longo de observação para o diagnóstico
difinitivo.

A simples presença do agente bacteriano não se
configura como diagnóstico conclusivo, visto que,
sendo CL botulinum uma bactéria telúrica, esta é fa-
cilmente encontrada na natureza. Por suas
característcas de agente anaeróbico, além dessa con-
dição, necessita de pH, temperatura e nutrientes
adequados ao seu desenvolvimento e à produção da
toxina, condições essas não encontradas no organis-
mo vivo adulto11.

Admitindo-se a dificiência de fósforo nas pasta-
gens4,23, os animais são levados ao hábito da
osteofagia, valendo-se das carcaças abandonadas nos
pastos. Mesmo que um animal não tenha morrido
por botulismo, seu cadáver pode ser fonte de intoxi-
cação botulínica para outros animais14. CL botulinum
presente no intestino e fígado encontra no processo
de putrefação e na câmara de anaerobiose, formada
pela presença do couro deste animal, condições de
se multiplicar e, portanto, produzir a toxina
botulínica21.

Nos trabalhos sobre a prevalência de esporos de
Cl. botulinum no país8,13,15,25, admite-se que estes
sejam ubiqüitários podendo, portanto, manter-se no
solo por longo período de tempo, e eventualmente
serem carreados a longas distâncias por diferentes
espécies animais, fatores ambientais e outros meca-
nismos biológicos mais complexos10. Souza21 de-
monstra muito bem a freqüência de distribuição de
esporos nos cadáveres em decomposição na região
de Goiás.

Assim, devido a carência mineral das pastagens e
a possível presença dos esporos do Cl. botulinum no
solo e, conseqüentemente, nos conteúdos
gastrointestinais e fígado de animais sadios, o
botulismo é passível de ocorrer no país.

A baixa proporção de diagnósticos confirmados
não exclui a possibilidade de estarmos frente a re-
sultados falso negativos, devendo-se considerar
como causas: pequenos volumes de materiais;
estocagem a temperaturas abaixo do ponto de con-
gelamento; coletas efetuadas quando a toxina não é
mais detectável1; transporte inadequado dos mate-
riais para o laboratório20 e toxicidade não específica
dos extratos nos testes de soroneutralização em ca-
mundongos18. Porém, acredita-se que outras enfer-
midades possam estar envolvidas2 e, portanto, outros
diagnósticos devam ser efeutados.

Mesmo no botulismo humano onde todas as variá-
veis podem ser melhor controladas, levantamento fei-
to pelo "Center for Disease Control", na investigação
de 438 surtos suspeitos no período de 1964-73, con-
firmou-se apenas 17% destes como botulismo; para
os demais, outras causas foram atribuídas3.

Assim, guardadas as devidas proporções, acredi-
ta-se que outras enfermidades possam estar envolvi-
das nessas mortalidades2, visto que outras toxinas
bacterianas devam estar presentes.



Na complexidade do quadro que ora se observa, a
carência mineral é um fato notório e predominante,
podendo mesmo ser encarada como fator predispo-
nente a quadros patológicos mais complexos.
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BALDASSI, L. et al. [Bovine botulism: laboratorial con-
firmation of clinical diagnosis during the period 1986-
1989]. Rev. Saúde públ, S. Paulo, 25: 371-4, 1991. Five
hundred and seventeen specimens relating to a total of
235 clinical cases of bovine botulism occurring over period
of four years (1986-1989) were studied. These samples
came from the States of S. Paulo, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Goiás, Bahia, Pará,
Maranhão, Distrito Federal and Roraima. Laboratorial tests
were performed on these samples with a view to toxin
detection. Toxin types C and D were detected being found
in the liver and in gastric and intestinal contents. The
small number of confirmed cases led to the supposition of
the participation of other diseases in these deaths reported,
even if false negative cases are taken into account.
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