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OCCURRENCE OF TYPES C AND D OF Clostridium botulinum IN CATTLE
IN THE CITY OF COCALINHO, MATO GROSSO. BRAZIL

ABSTRACT

In order to assess the occurrence and distribution of spores and toxins of Clostridium
botulinum types C and D in three farms in Cocalinho, at the Araguaia River valley, State of
Mato Grosso, Brazil, we analyzed sediment samples from 40 water holes, soil and cattle
feces, collected around water holes. Sediments were analyzed by direct method, whilst feces,
soil and also sediment samples were individually analyzed by indirect method. The detection
of spores and botulinum toxins in the filtered material was performed by bioassay in Swiss
Webster mice strain, as well as the serum-neutralization of the positive materials for typing.
Samples of cattle feces showed the largest positive rate for C. botulinum, with 25/40 (62.5%),
followed by soil, 12/40 (30%), and by sediment, 13/40 (32.5%). From the 40 cattle feces
samples, 25 (62.00%) were positive for Clostridium botulinum; six samples were identified as
type C, other six as type D, and 13 samples were classified as CD complex. From the equal
number (40) of soil samples, 12 (30%) were positive for C. botulinum; two samples were
identified as type C, other three as type D, and seven samples were classified as CD complex.
Regarding the 40 sediment samples, 13 (32.5%) were positive for C. botulinum; two samples
were identified as type C, other three as type D, and eight samples were classified as CD
complex. No botulism toxin was detected by indirect method.
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INTRODUCAO

O botulismo é uma intoxicacdo alimentar que afeta véarias espécies animais e é
decorrente da ingestdo de toxinas de Clostridium botulinum presentes nos alimentos segundo
Dutra et al. (1). A doenca é descrita no Brasil desde a década de 60 por Tokarnia et al. (2) e

! Departamento de Medicina Veterinaria, Escola de Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Goias, Rua 55, n° 626,
Apartamento 1201, Edificio Rio Sena, Jardim Goias, Goiania-GO. CEP: 74.810-230. E-mail: airesvet@gmail.com

2 Departamento de Medicina Veterinaria, Escola de Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Goias

3 Escola de Veterinaria — Aracatuba/UNESP

* AGRODEFESA, Goiania-GO

5 Secretaria de Salide, Aparecida de Goiania-GO

® Académicos de Medicina Veterinaria - Universidade Federal de Goias

IX Congresso Brasileiro Buiatria. 04 a 07 de Outubro de 2011. Goiania - Goias, Brasil.



ISSN 0102-5716 Vet. e Zootec. 2011 dez.; 18(4 Supl. 3): 832

tem sido associada a osteofagia decorrente da deficiéncia de fosforo no solo, tendo nos
sistemas extensivos de cria¢do o foco de sua descrigéo e discusséo.

O esporo do Clostridium botulinum é a forma mais resistente que se tém encontrado na
natureza entre os agentes bacterianos, conforme citacdo de Radostits et al. (3).

Na Regido do Vale do Araguaia, em funcao das caracteristicas topogréaficas, a pecuaria
de corte é a principal atividade econdmica. Os investimentos e as caracteristicas regionais
favoreceram a implantacdo da bovinocultura na regido. Entretanto, com relacdo ao aspecto
sanitario do rebanho, sabe-se que o solo da regido é deficiente em fésforo. Isto favoreceu o
aparecimento do botulismo endémico, principalmente na estacdo chuvosa, verificado também
por Langenegger (4), com a mortalidade de milhares de bovinos. Nessa regido, em virtude do
aumento do rebanho, da necessidade de dividir as pastagens para racionalizar o seu uso e da
existéncia de poucos mananciais hidricos, foi necessaria a construcdo de cacimbas artificiais.
As cacimbas sdo, portanto, construidas com a finalidade exclusiva de propiciar 4gua para 0s
animais. Em determinadas circunstancias ocorre o acimulo de matéria organica nas cacimbas,
constituida principalmente pelas fezes de bovinos, causando sérios prejuizos a pecuaria
nacional.

Nos ultimos anos, vem ocorrendo nessa regido, uma doenca denominada vulgarmente
de “Mal das Cacimbas”, descrito por Souza et al. (5). As caracteristicas epidemioldgicas,
clinico-patologicas e laboratoriais revelaram tratar-se de intoxicagéo botulinica, causada pelas
toxinas C e D, provenientes das dguas das cacimbas.

MATERIAL E METODOS

Com o objetivo de avaliar a ocorréncia de Clostridium botulinum tipos C e D em trés
criatorios de bovinos no municipio de Cocalinho, Vale do Araguaia, Mato Grosso, foram
colhidos sedimentos no interior de 40 cacimbas e uma amostra fezes e solo ao redor das
mesmas. Pelo método direto foram analisados os sedimentos. Ja as fezes, solos e também
sedimentos separadamente, foram submetidos ao teste indireto.

As amostras de sedimento, solo e fezes, sendo cada uma constituida de um volume
aproximado de 1.000 ml, 500g e 500g respectivamente, utilizando-se, na colheita, uma draga
“Petersen Grab” e coletores apropriados. As amostras foram dispostas em frascos limpos,
convenientemente lacrados e identificados com nimero de ordem geral. Dessa forma, as
amostras foram transportadas para o Laboratério do Departamento de Medicina Veterinaria da
Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Goias.

No laboratorio, cada amostra foi semeada em aliquotas de duas gramas em cinco tubos
de ensaio 20x200 mm, contendo 20 ml de meio de Wright. Os meios de cultura recém
semeados com as amostras foram aquecidos em banho-maria a 80° C, durante uma hora. Apds
o resfriamento no meio ambiente, os tubos foram incubados em estufa bacteriol6gica (35°C),
por um periodo de cinco dias. O conteudo liquido dos tubos foi colocado em um frasco,
centrifugado a 3.000 RPM, durante 10 minutos, e o sobrenadante foi filtrado em placas de
Seitz EK. Os filtrados foram acondicionados em frascos estéreis tipo penicilina e mantidos
congelados a -15°C, até o bioensaio em camundongo para deteccdo da presenca de toxina
botulinica. No bioensaio os camundongos foram observados duas vezes ao dia, durante dez
dias, com vistas a verificacdo da presenca de sinais clinicos sugestivos do botulismo:
respiracdo ofegante, incoordenacdo motora, dificuldade de andar, abdémen cintado, paralisia
flacida progressiva, incapacidade de locomogdo, asfixia e morte, segundo metodologia
empregada por Souza (6). Dos materiais considerados positivos no bioensaio em
camundongo, foram realizados o teste de soroneutralizagdo para a tipificacdo da toxina
botulinica.
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A deteccdo de esporos e toxinas botulinicas foi realizada nos filtrados pelo bioensaio
em camundongos da raga Swiss, linhagem Webster, da mesma forma que a soroneutralizagéo
para tipificagdo dos materiais positivos

Souza (5) verificou que, na regido do Vale do Araguaia, ocorre grande numero de
cacimbas. Em periodos de estiagens prolongadas, essas cole¢fes d’agua tendem a secar. Com
0 acumulo de mateéria organica, o baixo nivel d’agua e a presenca de peixes mortos e restos de
carcacas de bovinos e outras espécies animais em decomposi¢cdo aumentam 0s riscos de
ocorréncia do botulismo hidrico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap0s a utilizacdo do método direto para pesquisa de Clostridium botulinum, observou-
se que das 40 amostras de fezes de bovinos analisadas 25 (62,00%) foram positivas. Destas
seis pertenciam ao tipo C, seis ao tipo D e 13 ao complexo CD. Quanto as amostra de solo 12
(30%) foram positivas, destas duas foram identificadas como sendo do tipo C, trés do tipo D e
sete do complexo CD. Nas 40 amostras de sedimentos 13 (32,5%) foram positivas, destas
duas foram caracterizadas como sendo do tipo C, trés do tipo D e oito do complexo CD. Pelo
metodo direto ndo foi identificada nenhum tipo de toxina botulinica.

A construcdo artificial de cacimbas com a finalidade de serem utilizadas na
dessedentacdo de bovinos viabilizou até o presente momento a pecuéaria de corte desenvolvida
na regido. No entanto, devido as suas caracteristicas, as cacimbas criam condi¢fes
potencialmente favoraveis a disseminacdo de enfermidades de transmisséo fecal-oral e, ainda,
a de ocorréncia de problemas sanitarios em que a veiculacdo hidrica possa estar envolvida.
Amaral (7) cita que residuos provenientes de animais sdo frequentemente responsaveis pela
poluicdo d’aguas superficiais e subterraneas em muitas regides. Segundo o autor, pela acao
das chuvas, os eventuais residuos chegam as aguas em funcdo do arraste de material rico em
matéria organica e microorganismos. Todos esses processos certamente estdo envolvidos com
a problemética das cacimbas do Vale do Araguaia.

Os resultados da presente pesquisa devem ser analisados no contexto da evolugdo dos
problemas relacionados com o botulismo em bovinos no Brasil. Segundo (Ddbereiner et al.
(8), a ocorréncia em larga escala do botulismo endémico no Pais com a mortalidade de
centenas de milhares de bovinos e a inexisténcia da pratica de cremacdo de carcagas,
sobretudo nas criacBes extensivas de bovinos segundo Dutra & Ddbereiner (9), provocou uma
intensificacdo da contaminacdo ambiental pelos esporos da bactéria, principalmente a partir
de carcacas de bovinos supostamente acometidos pelo botulismo, citado por Souza (6). Os
bovinos, ao pastar em areas contaminadas pelo Clostridium botulinum, ingerem esporos que
sdo disseminados pelas fezes. Ao defecar no interior ou nas proximidades das cacimbas, 0s
animais veiculam ou criam condi¢Ges para o carreamento de esporos e matéria organica
vegetal para o interior da agua de dessedentacdo dos animais. As condi¢Bes das cacimbas,
com a presenca de matéria organica, inclusive fezes de bovinos, e a sua dindmica em termos
de variacdo dos niveis d’agua, associadas a ocorréncia de Clostridium botulinum, sdo
importantes componentes da cadeia epidemioldgica do botulismo bovino associado as
cacimbas. Com isto, cria-se um risco potencial para a ocorréncia de botulismo associado a
ingestdo da agua eventualmente contaminada. A deteccdo das toxinas botulinicas C e D, ou
caracterizadas como pertencentes ao complexo CD, revela o risco da formacédo de toxinas nas
cacimbas do Vale do Araguaia, e que é possivel detecta-las pelo bioensaio em camundongo e
tipifica-las pela soroneutralizagéo.

A presenca de carcagas no interior das cacimbas no final da estacdo seca € um
agravante que favorece a ocorréncia do botulismo hidrico. Pode-se observar, durante a
realizacdo do trabalho, que produtores que ja tiveram problemas provavelmente relacionados
com a ingestdo d’agua contaminada pelos animais, cercam o centro das cacimbas, evitando
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assim o acesso dos bovinos. Esse comportamento, baseado em observacfes empiricas, esta
cada vez mais comum no Vale do Araguaia.

As amostras de fezes de bovinos foram as que apresentaram maior quantidade de
Clostridium botulinum, com 62,5% de positividade, seguidas das amostras provenientes dos
sedimentos das cacimbas com 32,5% e do solo, 30%, fator que pode ser explicado pela
presenca natural do Clostridium botulinum no trato intestinal, conforme descrito por Souza et
al. (5).

CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos na presente pesquisa, € recomendavel que o0s
pecuaristas tomem providéncias cabiveis, tais como vacinar o gado contra o botulismo,
impedir o carreamento de residuos (fezes e carcacas) para o interior das cacimbas ou
modificar o sistema de bebedouro dos animais, uma vez que a tendéncia é o possivel aumento
da mortalidade dos animais provocada pela intoxicacdo botulinica, pois conforme
levantamento epidemioldgico, ainda sdo crescentes os relatos a cerca desta enfermidade.
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