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Botulism in domestic animals is a fatal poisoning caused by ingestion of Clostridium
botulinum neurotoxin. This paper describes epidemiological, clinical and laboratorial as-
pects of a botulism type C outbreak in horses in a farm in Porto Alegre, Rio Grande do Sul.
From a total of 20 horses, seven (35%) were affected and died, and one was euthanized
after presenting poor prognosis. The horses, which were raised extensively, showed similar
clinical signs, that included limited mobility, lethargy, progressive flaccid paralysis, mus-
cle tremors, sweating, ataxia, and frequent falls. Four horses were necropsied and did not
show significant macroscopic and microscopic lesions. Brain and spinal cord samples were
analyzed by direct immunofluorescence and were negative for rabies. Liver fragments from
the four necropsied horses, soil sediment samples, and suspect water from two reservoirs
were evaluated by direct exam to verify the botulinum toxin and/or Clostridium botulinum
spores presence. In the serum neutralization bioassay in mice, the type C botulinum toxin
was detected in one liver sample, at the same time that the soil sediment and water samples
were negative in all assays. Based on the epidemiological, clinical and laboratory data the
etiological diagnosis of botulism was established by being caused by botulinum toxin type
C, and it is suggested that the stagnant water of the dams is the likely source of the toxin.

INDEX TERMS: Clostridium botulinum, horses, poisoning, botulism type C, botulinum toxin

type C.

RESUMO.- O botulismo nos animais domésticos é uma in-
toxicacdo fatal ocasionada pela ingestdo da neurotoxina de
Clostridium botulinum. Este trabalho descreve os aspectos
epidemiolégicos, clinicos e laboratoriais de um surto de
botulismo tipo C em equinos de uma propriedade rural no
municipio de Porto Alegre, Rio Grande do Sul. Do total de 20
equinos, sete (35%) foram acometidos e morreram, e um eu-
tanasiado apés apresentar progndstico desfavoravel. Os ca-
valos, criados extensivamente, apresentaram sinais clinicos
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semelhantes, caracterizados por dificuldade de locomocao,
letargia, paralisia flacida progressiva, tremores musculares,
sudorese, ataxia e quedas frequentes. Quatro equinos foram
necropsiados e ndo apresentaram lesdes macroscopicas e
microscopicas significativas. Amostras de encéfalo e medula
espinhal foram enviados para realizacdo do exame de imu-
nofluorescéncia direta e foram negativas para o virus da rai-
va. Fragmentos de figado dos quatro equinos necropsiados,
amostras de sedimento do solo e dgua suspeita de dois agu-
des da propriedade foram avaliados pelo exame direto para
a verificacdo da presenca de toxina botulinica e/ou esporos
de Clostridium botulinum. No bioensaio em camundongos e
soroneutralizacdo pode-se detectar toxina botulinica tipo C
em uma amostra de figado, ao passo que as amostras de se-
dimento do solo e dgua foram negativas em todos os ensaios.
Com base nos dados epidemiolégicos, clinicos e laborato-
riais pode-se estabelecer o diagnostico etiolégico de botu-
lismo causado pela toxina botulinica do tipo C, e sugere-se, a
agua estagnada dos agudes como aprovavel fonte da toxina.
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TERMOS DE INDEXACAO: Clostridium botulinum, equinos, intoxi-
cacdo, botulismo tipo C, toxina botulinica tipo C.

INTRODUCAO

O botulismo nos animais domésticos é uma intoxica¢do
frequentemente fatal ocasionada pela ingestdo da neuro-
toxina de Clostridium botulinum. A forma esporulada do C.
botulinum é altamente resistente e prevalente no solo, agua
estagnada e em matéria organica vegetal ou animal. Em
ambientes de anaerobiose e em diversos substratos, pro-
lifera-se e produz um dos sete tipos de toxinas (A-G), que
se diferenciam de acordo com as suas caracteristicas estru-
turais, atividade proteolitica e caracteristicas antigénicas
(Kriek & Odendaal 2004, Graga et al. 2010). A doenca afeta
diferentes espécies domésticas e aves silvestres com varia-
¢do na suscetibilidade quanto aos diferentes tipos de toxina
(Valentine & McGavin 2009). Em equinos, os sorotipos B e
C sdo frequentemente identificados, e ocasionalmente, os
sorotipos A e D (Dutra et al. 1993, Johnson et al. 2010). O
botulismo é uma importante causa de mortalidade na pe-
cuaria extensiva e, em bovinos, geralmente esta relaciona-
do com a osteofagia (Tokarnia et al. 1970, Dobereiner et al.
1992, Dutra 2001). Surtos associados a ingestdo de agua
contaminada foram descritos em bovinos no Senegal (Dou-
tre 1969, Thiongane et al. 1984) e em btifalos e bovinos no
Brasil (Langenegger & Débereiner 1988, Dutra et al. 2001).
O botulismo em pequenos ruminantes e em equinos é con-
siderado raro no Brasil (Fernandes & Riet-Correa 2007). O
objetivo deste trabalho é descrever um surto de botulismo
tipo C em equinos no Rio Grande do Sul, abordando seus
aspectos epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais.

MATERIAL E METODOS

Os dados epidemiolégicos e clinicos foram obtidos através das
visitas a propriedade e pelas informagdes relatadas pelo proprie-
tario. Em um equino foi realizado exame fisico geral e especifi-
co do sistema nervoso central de acordo com Riet-Correa et al.
(2002). Trés cavalos que vieram a dbito e um eutanasiado foram
necropsiados e ap6s andlise macroscépica, fragmentos de 6rgdos
foram coletados e fixados em formalina a 10%, processados roti-
neiramente para histologia e corados pela técnica de hematoxili-
na e eosina (HE). Amostras de encéfalo e medula espinhal foram
resfriadas e encaminhadas para exame de imunofluorescéncia
direta (IFD) para virus da raiva em laboratdrio oficial. Além disso,
fragmentos de figado, juntamente com amostras de solo do sedi-
mento e dgua dos agudes da propriedade, mantidos sob refrigera-
¢do, foram avaliados para a presenca de esporos de C. botulinum
(amostras de solo e dgua) ou de toxina botulinica (amostras de
figado e agua do acude) pelo teste de bioensaio em camundongo e
neutralizagdo pelas antitoxinas botulinicas homélogas, de acordo
com a metodologia descrita por Dutra (2001).

RESULTADOS

Achados epidemiolégicos, clinicos e laboratoriais

Sete equinos, de um total de vinte animais, morreram
em um periodo de quinze dias, em uma propriedade rural
localizada no municipio de Porto Alegre, no Estado do Rio
Grande do Sul. Os cavalos eram mantidos exclusivamente
sob pastejo em campo nativo de aproximadamente 28 hec-
tares. Segundo o relato do proprietario, dois novos agudes
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Fig.1. Acude da propriedade onde ocorreu o surto de botulismo
tipo C, contendo quantidade rasa de dgua e matéria organica
abundante de origem animal e vegetal.

Fig.2. Equino, fémea, em decubito esternal e com paralisia de
membros pélvicos.

foram abertos e continham quantidade rasa de 4gua e maté-
ria organica abundante de origem animal e vegetal (Fig.1).
Os equinos afetados tinham idade entre oito a 12 anos, de
ambos os sexos, eram everminados e vacinados contra rai-
va. Segundo o proprietario, todos os cavalos apresentaram
sinais clinicos semelhantes, caracterizados por letargia, su-
dorese, ataxia, quedas frequentes e paralisia de membros
pélvicos, sem alteracdo do apetite, evoluindo para dectbito
e morte. Por ocasido da visita, foi realizado exame clinico
geral e especifico do sistema nervoso de um equino, fé-
mea, e em bom estado corporal. A égua foi encontrada na
propriedade em decubito esternal (Fig.2) e alimentava-se
normalmente, sem dificuldades na apreensdo, mastigagdo
e degluticdo do pastejo. Quando estimulada, apresentava
dificuldade de locomocdo e tremores musculares intensos.
Arealizacdo do exame neurologico foi prejudicada pela gra-
vidade do estado clinico, entretanto foram identificados si-
nais caracterizados por paraparesia flacida, com hipotonia
de cauda, além de diminui¢do de sensibilidade do paniculo
e perda do tonus do esfincter anal. Devido ao quadro clini-
co desfavoravel deste animal, a eutandsia foi realizada. A
evolucdo clinica nos equinos observados variou de 24 a 48
horas.
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Ao exame macroscopico, seguido do histoldgico de ma-
teriais coletados de quatro equinos, ndo foram observadas
lesdes significativas. As amostras foram negativas para rai-
va no exame de [FD.

Em uma amostra de figado de um dos equinos necrop-
siados foi detectada pelo bioensaio em camundongo e so-
roneutralizacdo a toxina botulinica do tipo C. Nao foram
detectados esporos de C. botulinum nas amostras de sedi-
mento do solo dos agudes; da mesma forma que toxina ou a
bactéria nas amostras de adgua.

DISCUSSAO

O diagnostico de botulismo é realizado primariamente com
base no historico e sinais clinicos, ap6s a exclusdo de ou-
tras enfermidades neuroldgicas da lista de diferenciais, e
confirmado por testes laboratoriais (Wilkins 2007, Valen-
tine & McGavin 2009). O teste laboratorial de escolha é o
bioensaio em camundongos (Wilkins 2007). O diagndstico
de botulismo em equinos pela toxina tipo C neste estudo
foi baseado nos achados epidemioldgicos, clinicos e labora-
torial (bioensaio em camundongos). Embora nas amostras
de 4gua e do sedimento dos agudes suspeitos ndo se tenha
detectado a presenca de esporos de Clostridium botulinum
ou de toxina botulinica, a sua detecgdo em uma amostra
de figado de um dos equinos, associada os sinais clinicos e
evolucgdo clinica, corrobora o diagndstico etiolégico. A alta
suscetibilidade dos equinos a toxina botulinica (Kriek &
Odendaal 2004) e a complexidade em se detectar a toxina
em amostras de agua ou alimentos possivelmente contami-
nados (Dutra 2001, Dutra et al. 2001) auxiliam no enten-
dimento dessa particularidade do botulismo em animais
domésticos.

A baixa sensibilidade epidemioldgica do bioensaio em
camundongo é conhecida no diagnéstico do botulismo em
bovinos. Mesmo sendo considerado teste padrdo ouro para
o diagnéstico do botulismo, pois detecta pelo menos 1 DL50
da toxina quando presente no material suspeito, a sensi-
bilidade da soroneutralizacdo é de 41,3% quando se em-
prega amostras de figado, contetido ruminal e intestinal de
animais com quadro clinico da doenca (Dutra 2001). Nesse
contexto, o fato de detectar toxina botulinica em apenas
uma amostra de figado dos equinos necropsiados, sugere-
-se que esteja relacionado a alta suscetibilidade desta es-
pécie animal, as caracteristicas da toxina botulinica e as
limitagdes do bioensaio em camundongo.

Além da suscetibilidade dos equinos a toxina botulinica
(Valentine & McGavin 2009), a detecgdo da toxina botuli-
nica no meio ambiente, assim como de esporos da bacté-
ria, pode ser afetada por fatores, como o local e o momento
em que sdo realizadas as coletas de material, a diluicdo da
toxina em fontes como a agua e a baixa sensibilidade do
bioensaio em camundongo (Seifert & Bohnel 1994). Dutra
(2001) determinou a sensibilidade do bioensaio em ca-
mundongo em 43,1%, quando sdo examinadas amostras
dos animais com sinais clinicos de botulismo.

Equinos podem contrair a doenga de trés maneiras: por
ingestao da toxina pré-formada no alimento (intoxicagdo
da forragem) principalmente em equinos adultos; por in-
gestdo de esporos de C. botulinum tipo B que germinam no

trato gastrointestinal e produzem toxinas, principalmente
em potros de 1-3 meses de idade (botulismo toxinfeccioso);
ou pela contaminacao de ferimentos (botulismo de feridas)
por esporos de C. botulinum (Whitlock & McAdans 2006,
Wilkins 2007). Sua ocorréncia depende de uma série de fa-
tores envolvendo a intensidade da contaminag¢do ambien-
tal, presenca de substrato e a existéncia de condi¢des ideais
para a sua multiplicacdo e formacgao de toxina. O botulismo
ocorre, também, apos a ingestao de 4gua contaminada com
a toxina botulinica (Dutra et al. 2001). No presente traba-
lho, um importante fator que pdde ter contribuido para a
ocorréncia destes casos foi a possivel contaminagdo am-
biental pelos esporos de C. botulinum a partir da abertura
de novos agudes e lagoas para represar agua em periodos
de estiagem. Segundo Ribas et al. (1994) a contaminagdo
ambiental ocorre principalmente a partir de cadaveres que
entram em decomposi¢do no campo. Da mesma forma, a
existéncia de valas de captacao, utilizadas na dessedenta-
¢do dos animais, propicia condi¢des ideais a ocorréncia de
surtos de botulismo hidrico (Barros et al. 2006). Equinos
sdo extremamente sensiveis a toxina botulinica e quando
expostos a pequenas quantidades, podem desenvolver a
doenca (Schoenbaum et al. 2000, Pabilonia 2003). Apés a
ingestdo e absor¢do intestinal, a toxina bloqueia a trans-
missdo sinaptica nas jungdes neuromusculares, impedindo
o estimulo de contragdo, provocando paralisia flacida gene-
ralizada (Graga et al. 2010). Os sinais clinicos desenvolvi-
dos sdo caracterizados por dificuldade de locomocao, dimi-
nuicdo do tonus da musculatura da lingua, disfagia, ataxia
dos membros pélvicos e decubito (Kinde et al. 1991, Scho-
enbaum et al. 2000, Dutra et al. 2005, Graga et al. 2010).
A morte decorre da consequente paralisia da musculatu-
ra respiratéria (Pabilonia 2003). No presente trabalho, os
equinos apresentaram letargia, paraparesia flacida, quedas
frequentes evoluindo para decubito e 6bito, sem alteragdo
do apetite. Sinais clinicos semelhantes foram descritos por
Ricketts et al. (1984), Kinde et al. (1991) e Ostrowksi et al.
(2012), que relataram casos de botulismo na espécie.

Alguns equinos afetados pela doenga podem apresentar
pneumonia aspirativa causada pela disfagia, além de ne-
crose das miofibras em casos de decubito prolongado (Va-
lentine & McGavin 2009), degeneragao hepatica gordurosa,
excesso de liquido no saco pericardico, além de hemorra-
gias subepicardicas e subendocardicas observadas espora-
dicamente em alguns casos (Kriek & Odendaal 2004). Kin-
de etal. (1991), Pabilonia (2003) e Ostrowski et al. (2012),
descreveram alguns achados necroscopicos proeminentes,
como enterite catarral e hemorragica e edemas intramus-
culares multifocais, principalmente na cabeca e pescoco,
relatados em surtos de botulismo em equinos na Améri-
ca do Norte; entretanto, se tratam de lesdes inespecificas
e nem sempre relacionadas ao botulismo. Nos casos ana-
lisados, a apresentacdo clinica, associada com a auséncia
de lesdes no exame anatomopatolégico, corroboram com o
descrito por outros autores (Ricketts et al. 1984, Kelly et al.
1984, Schoenbaum et al. 2000).

Dentre os diagnésticos diferenciais de botulismo in-
cluem-se raiva, leucoencefalomalacia, mieloencefalite por
protozoario e intoxicacdo por antibiéticos ion6foros (Fer-
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nandes & Riet-Correa 2007). A raiva é uma enfermidade
neurolégica com manifestacdes clinicas variaveis e com
lesdes histoldgicas que se caracterizam por uma menin-
goencefalite e meningomielite ndo supurativa com gliose
multifocal, necrose neuronal e neuroniofagia, afetando en-
céfalo e, mais frequentemente, medula espinhal em equi-
nos (Bassuino et al. 2016). A meningoencefalite equina por
protozoario cursa com sinais clinicos de ataxia e paralisia
de membros pélvicos por provocar lesdes mais acentuadas
em medula espinhal (Vandevelde et al. 2012). A intoxicacdo
por antibiéticos ionéforos em equinos leva a um quadro de
miopatia necrdtica aguda que cursa com ataxia e fraqueza
dos membros pélvicos, caracterizados por andar rigido e
relutancia em se movimentar (Bezerra et al. 2000, Barros
2007). Embora as manifestacdes clinicas destas enfermi-
dades sejam similares as observadas no botulismo, lesdes
histopatolégicas sdo caracteristicamente ausentes em ca-
sos de botulismo em todas as espécies animais.
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