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The present paper describes the subcutaneous inoculation of goats with botulinum toxin type C
to determine the doses required to cause various clinical signs, and to evaluate the bioassay as a
means of laboratory confirmation of the diagnosis of botulism. Serial double dilutions in doses
ranging from 15.6 to 500 DL50/kg were administered to 6 goats. The animals were checked daily
to observe development of characteristic signs. Blood and liver samples were collected to detect the
toxin by bioassay in mice. Doses of 500 and 250 DL50/kg induced acute botulism, death occurring
between 42 and 46 hours post-inoculation, but the toxin was only detected in serum samples taken
from the goat which received the larger dose. Animals inoculated with doses of 125, 62.5 and 31.3
DL50/kg developed the sub-acute form, but the toxin could not be detected in their blood serum.
The chronic form of botulism was observed in those which received 15.6 DL50/kg doses and the
toxin could not be demonstrated either in their serum samples. The results confirm that goats are
highly susceptible to botulinum type C toxin and that these animals develop the same clinical signs

as seen in bovines.

INDEX TERMS: Experimental botulism, goats, botulinum type C toxin, clinical signs, bioassay in mice.

SINOPSE.- O objetivo do presente trabalho foi reproduzir o
botulismo em caprinos, induzido pela toxina tipo C ¢ determinar
as doses para desenvolver as diferentes formas clinicas, bem co-
mo para avaliar a efic4cia do bioensaio em camundongos. Foram
utilizados 6 caprinos, inoculados por via subcutdnea com a toxina
tipo C, em doses de 500 a 15,6 DLs0/kg de peso vivo, em dilui-
¢oes duplas seriadas. Os animais foram observados quanto ao
desenvolvimento de sintomatologia caracteristica de botulismo e
amostras de soro sanguineo e figado foram coletadas para pes-
quisa da toxina pelo bioensaio em camundongos. As doses de 500
e 250 DL50/kg induziram quadro agudo de botulismo evoluindo
para a morte entre 42 e 46 horas p6és-inoculacdo. A toxina foi
detectada somente no soro do animal que recebeu a dose de 500
DL50/kg. Os animais que receberam as doses de 125, 62,5 e 31,3
DL50/kg desenvolveram quadro subagudo da doenga, ndo sendo
detectado a toxina nas amostras analisadas. Observou-se quadro
cronico de botulismo no animal inoculado com a dose de 15,6
DL50/kg, ndo se constatando a presenca da toxina no soro. Os
resultados confirmaram a alta susceptibilidade dos caprinos a to-
xina botulfnica tipo C, que apresentaram quadros clinicos seme-
Ihantes aos observados em bovinos.

TERMOS DE INDEXACAO: Botulismo experimental, caprinos, toxina
botulfnica tipo C, formas clinicas, diagndstico laboratorial pelo bioensaio.
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INTROCUCAO

Botulismo é uma enfermidade neuroparalftica causada
pela agfio de toxinas produzidas por Clostridiwn botuli-
num. Este microrganismo, sob a forma de esporos, € en-
contrado no solo, figua e na matéria orgénica de origem
animal e vegetal.

As toxinas botulfnicas sfio classificadas em 8 tipos so-
rologicamente distintos: A, B, C1, C2, D, E, F e G (Sugi-
yama 1980), embora possuam acdes farmacolégicas se-
melhantes. Atuam por meio de bloqueio da liberagéo de
acetilcolina nas terminagSes neuro-motoras, impedindo a
transmissfio dos impulsos nervosos, o que resulta em um
quadro de paralisia flcida.

As toxinas tipos C e D t8m sido descritas nos casos de
botulismo em ruminantes, particularmente na Austrélia,
Africa do Sul e Senegal (Theiler et al. 1927, Simmons &
Tammemagi 1964, Doutre & Chambron 1966), onde fo-
ram observadas altas mortalidades em bovinos com qua-
dro clfnico de botulismo epizoético.

No Brasil, a doenga em bovinos foi primeiramente
diagnosticada no Estado do Piauf (Tokarnia et al. 1970) e
mais tarde assinalada em. Goifis (Moreira et al. 1980) e no
Rio Grande do Sul (Turnes et al. 1984). No decorrer dos
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anos, o botulismo na sua forma epizo6tica assumiu gran-
de importincia para a pecuéria no Pafs, principalmente na
regidgo Centro-Oeste (Ddbereiner et al. 1992). Nesses re-
latos a doenca deveu-se 2 ingestdo de 0ssos e restos de
caddveres abandonados nos pastos, nos quais havia con-
digées de anaerobiose favordveis a proliferagdo de Clos-
tridium botulinum e produgdo da toxina. A osteofagia
estd associada a deficiéncia de f6sforo nas pastagens,
bem como 2 falta de suplementagdo adequada deste mine-
ral aos bovinos.

Em caprinos, ndo se tém descrito casos espontineos de
botulismo, embora esta espécie seja susceptivel a agao da
toxina C, que é geralmente o tipo responsivel pelo botu-
lismo associado a ingestdo de forragens contaminadas
(Smith 1977).

Fjoistad (1973) em trabalho experimental em caprinos,
através da administragdo oral de toxina botulfnica tipo C
beta determinou que doses de 500 a 1.000 MMLD/kg
(minmmum mouse lethal dose) de peso vivo sdo capazes
de provocar sintomas e morte por botulismo nesta espécie.

O presente trabalho teve como objetivos: (1) estabele-
cer as doses de toxina botulfnica tipo C, em DL5o/kg de
peso vivo, necessérias para produzir sintomatologia e/ou
morte em caprinos quando inoculadas por via subcutanea;
(2) determinar as diterentes tormas clinicas do botulismo,
correlacionando-as com os quadios observados em bovi-
nos; (3) avaliar o diagnéstico laboratorial de bioensaio
pela detecg@o da toxina em amostras de soro e {fgado dos
animais mnoculados.

MATERIAL E METODOS

Toxina

A amostra de toxina botulinica tipo C utilizada foi gentilmente
cedida pelo Laboratério Vallée Nordeste S/A (Montes Claros,
MG), consistindo de filtrados de culturas de Clostridium botuli-
num tipo C, sob condicdes estritas de anaerobiose (Wrigth 1933).
A poténcia do filtrado foi determinada através de inoculacdo e
camundongos (Notermans et al. 1982), calculando-se a DL50
pelo método de Reed & Muench (1938).

A poténcia da toxina botulinica tipo C utilizada no experi-
mento foi calculada em 10.000 DL50/ml, determinada apés ino-
culagao intraperitoneal em camundongos.

Tipificagdo da toxina botulfnica

Para a confirmacdo do tipo da toxina botulinica utilizada foi
realizado o teste de soroneutralizagdo em camundongos, de acor-
do com as normas recomendadas pelo Center for Disease Control
(CDC), Atlanta, Georgia, USA. As antitoxinas botulinicas mo-
novalentes tipos A, B, C, D e E (1 Ul), procedentes do Instituto
Pasteur (Paris), foram misturadas 2 toxina, na proporgio de 1:2 e
inoculadas em 2 camundongos, por via intraperitoneal, num vo-
lume de 0,5 ml, ap6s prévia incubagdo por 30 minutos a 37°C em
banho-maria. Os animais foram observados durante 4 dias e
considerou-se o teste positivo quando os animais sobreviviam até
o final do perfodo de observagao.

A toxina foi comprovada como sendo do tipo C, através do
teste de soroneutralizagdo em camundongos, pela ndo neutraliza-
¢a0 com as antitoxinas botulinicas monovalentes tip - A, B, D e
E, ocorrendo a neutralizagio somente com a antitoxina tipo C.
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Animais

Foram utilizados 6 caprinos mestigos, machos, com peso entre
22 e 57,5 kg, cedidos pelo Setor de Caprinocultura da Universi-
dade Federal de Uberlandia. Os animais foram mantidos em baias
individuais. Durante o e perimento foram feitas mensuracoes
didrias da ingestdo de 4gua e alimento (capim camerum picado).

A to in botlinica tipo C foi inoculada, por via subcutinea,
em diluicdes duplas seriadas a partir da dose de 500 DL50/kg de
peso vivo, como é de onstrado no Quadro 1.

Quadro 1. Esquema da inoculagdo de caprinos, por
via subcutdnea, com a toxina botulfnica tipo C

Caprino Peso Volume Dose
(kg) (ml)
DL50/kg DL50/total
1 57,5 2,87 500 28.750
2 22,0 0,55 250 5.500
3 45,0 0,56 125 5.625
4 31,2 0,20 62,5 1.950
5 29,0 0,10 31,3 906
6 34,0 0,05 15,6 531

Avaliagao clinica

Os animais foram observados, diariamente, quanto ao desen-
volvimento de sintomatologia caracteristica de botulismo. De-
terminaram-se as diferentes formas clinicas (superaguda, aguda,
subaguda e crdnica), em funcdo do tempo decorrido desde o inf-
cio dos sintomas até a morte do animal, Paralelamente, foram re-
gistrados parametros clinicos relativos a freqiiéncia cardfaca, fre-
~iliéncia respiratéria, movimentos rumenais, temperatura € mu-
cosas visfveis.

Avaliagao laboratorial

Foram realizadas colheitas de sangue, prévia e periodicamente
ap6s a inoc lacdo, sendo que nos primeiros 2 dias, as sangrias
foram feitas a cada 12 horas e nos dias posteriores, a cada 24
horas, objetivando-se a detecgdo da toxina no soro, através de
bioensaio em camundongos, segundo as normas recomendadas
pelo CDC.

Nos casos de morte, foram realizadas necropsias, registrando-
se os achados andtomo-patol6gicos. Foram coletadas amostras de
fig 4 , bago, cérebro, cerebelo e linfonodos mesentéricos para
exames histopatolégicos, sendo que as amostras de figado tam-
bém foram analisadas pelo bioensaio em camundongos, para pes-
quisa da toxina botulinica.

RESULTADOS
Avaliacao cltnica

Como demonstrado no Quadro 2, os Caprinos 1 e 2,
inoculados com as doses de 500 e 250 DL50/kg, respecti-
vamente, desenvolveram quadros agudos de botulismo,
com infcio dos sintomas ap6s 26 horas (Capr. 1) e 30 ho-
1as (Capr. 2) da inoculagdo. Foram observados anorexia,
adipsia, incoordenagdo motora progressiva, permanecen-
do os animais em decibito esterno-abdominal, paralisia
da lfngua com exteriorizagdo esponténea, sialorréia, pa-
ralisia dos misculos tordcicos evidenciada por respiragao
fortemente abdominal, evoluindo para a morte apés 42
horas (Capr. 1) e 46 horas “Capr. 2) da inoculagio (Fig. 1).
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Quadro 2. Resultados da avalia¢do clfnica e laboratorial dos caprinos
inoculados, por via subcutdnea, com a toxina botulfnica tipo C

Caprino Dose Detecgio da toxina  Sobrevida Quadro clfnico

DL50/kg (horas) de botulismo
Soro Ffgado

1 500 + - 42 Agudo

2 250 - - 46 Agudo

3 125 = - 76 Subagudo

4 62,5 - - 94 Subagudo

5 31,3 - - 140 Subagudo

6 15,6 - NR2 Niio letal Crémico

ANR

Fig. 1. Caprino 2 inoculado com 250 DL50/kg da toxina botultica tipo C,
apds 38 horas de inoculagdo (quadro agudo).

Nos 3, 4 e 5, inoculados, respectivamente
com 125, 62,5 e 31,3 DLs50/kg, observou-se sintomatolo-
gia caracteristica de botulismo semelhante & descrita ante-
riormente, porém com diferentes perfodos de incubagéo:
41 horas (Capr. 3) e 72 horas (Capr. 4 € 5). Os sintomas
evolufram de forma gradativa até a morte, que ocorreu as
76 horas (Capr. 3), 94 horas (Capr. 4) e 140 horas (Capr.
5) p6s-inoculacdo, caracterizando quadro subagudo da
doencga nos trés casos.

O Caprino 6, que recebeu 15,6 DL50/kg, desenvolveu
quadro crénico de botulismo, com infcio dos sintomas
apés 96 horas da inoculagao. O animal mostrou-se apéti-
co, diminuindo a ingestdo de alimento e dgua a aproxi-
madamente 1/3 da quantidade normal, ficando longos pe-
rfodos em deciibito esternal, com dificuldade para se le-
vantar ¢ ligeira incoordenacdo motora. Este quadro per-
durou por cerca de 4 semanas cvoluindo para a recupera-
¢ao do animal, porém com redug@o de 25 a 30% do seu
peso.

Os pardmeuros clinicos relativos a freqiiéncia cardfaca,
freqii®ncia respirairia, movimentos ruminais, temperatu-
ra ¢ mucosas visfveis, ndo apresentaram alteragdes rele-
vantes.

Avaliagdo laboratorial
A presenca da toxina botulfnica sé foi constatada no
soro sangufneo do Caprino 1, inoculado com 500

DLso0/kg, em amostra colhida as 18 horas, nédo sendo mais
detectada nas amostras de soro colhidas subseqiiente-
mente as 30 e 42 horas pés-inoculacdo. Nas amostras de
sorto dos caprinos 2, 3, 4, 5 ¢ 6 bem como nas amostras
de figado dos animais necropsiados (Capr. 1, 2, 3, 4, 5)
ndo foi confirmada a presenca da toxina botulfnica, pelo
bioensaio em camundongos (Quadro 2).

Os achados de necropsia nao revelaram lesdes especf-
ficas e ao exame histopatolégico, observaram-se hemor-
ragias perivasculares ¢ edema cerebral, mais acentuados

nos Caprinos 3,4 ¢ 5.
DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os caprinos apresentam alta susceptibilidade a toxina
botulfnica tipo C, embora nao se tenham relatos da ocor-
réncia de botulismo natural nesta espécie (Smith 1977).

Em trabalho experimental, utilizando a toxina botulfni-
ca upo C B, p-r via oral, Fjolstad (1973) determinou as
doses capazes de induzir sintomatologia € morte por bo-
tlismo em caprinos estabelecendo que 1 MMLD corres-
ponde a 1,2 — 1,3 DL50. Desta forma, a dose letal de 500
MMILD/kg correlaciona-se aproximadamente a 650
DLso/kg. Observou ainda que o tipo de alimento pode
ter alguma infiuéncia sobre a evolugéo e a letalidade do
botulismo em caprinos uma vez que os ammais tratados
com pastagens ou silagens toleravam doses maiores de
oxina que aqueles alimentados com feno.

Simmons & Tammemag: (1964) demostraram em bo-
wlismo bovino experimental pela toxina tipo D, que a via
oral requer uma quantidade de toxina significativamente
maior que a via parenteral (subcutinea), para produzir
quadros clfnicos de botulismo correspondentes. Em tra-
balho de botulismo experimental realizado em bovinos
com a toxina botulfnica tipo D, por via subcutédnea, foi
observado que a dose mfnima para causer sintomas e/ou
morte estaria entre 500 e 350 DLso/kg (Cardoso et al.,
dados ndo publicados).

Neste experimento, foi utilizado a unidade DLs0/kg
para melhor definir a quantidade de toxina botulfnica
(determinada pela toxicidade em camundongos) necessé-
ria para causar sintomatologia e/ou morte em caprinos.
Desta forma, a grande variacdo do peso corporal dos
animais em experimentagdo (22 a 57,5 kg) nao influen-
ciou a evolugdo e letalidade da doenga, uma vez que as
doses de toxina foram administradas em funcdo do peso
vivo de cada animal € nao em termos de volume.

Assim, utilizando-se doses de toxina botulfnica tipo C
de 500 a 15,6 DLso/kg, em diluigées duplas seriadas, fo-
ram observadas as formas clfnicas gradativas da doenca:
aguda, subaguda e crénica. Por conseguinte, foi estabele-
cido a dose mfmima letal (31,3 DL50/kg) necesséria para
induzir quadro subagudo de botulismo em caprinos.

As formas clfnicas aguda e subaguda ndo mostraram
diferencas significativas entre si quanto aos sintomas
apresentados pelos animais inoculados, porém observa-
1am-se variagGes no perfodo de incubagdo e tempo de
evolugé@o dos sintomas até a morte, que apresentaram uma
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relagdo 1nversa com a dose inoculada. Estes sintomas fo-
ram semelhantes aos observados em caprinos por Fjolstad
(1973) bem como em bovinos por Simmons & Tamme-
magi (1964).

O quadro crénico apresentado pelo caprino 6 muito se
assemelhou a forma clfnica correspondente em bovinos
(Simmons & Tammemagi 1964), enfatizando-se a anore-
xia e adipsia como sintomas precoces e predominantes,
resultando em considerdvel perda de peso.

O diagnéstico laboratorial sé pdde ser confirmado em
um dos casos agudos, pela deteccio da toxina somente no
soro do animal que recebeu a dose mais alta de toxina C
(500 DLs0/kg) e apenas na primeira amostra analisada as
18 horas pés-inoculagdo. Estes dados sdo concordantes
com os relatos de Simmons & Tammemagi (1964) e Car-
doso et al. (dados ndo publicados) que evidenciaram a
presenca da toxina no soro de bovinos como forma supe-
raguda de botulismo experimental, detectada pelo bioen-
saio em camundongos. Nos demais casos agudo, subagu-
do e crénico, a presenga da toxina nao pdde ser compro-
vada, provavelmente em virtude das menores doses ino-
culadas. A toxina ndo foi constatada em amostras de fi-
gado dos animais necropsiados, coletadas e processadas
imediatamente apés a morte dos mesmos. Os reiatos de
Fjolsiad (1973) sobre botulismo experimental em capri-
nos demonstraram a presenga da toxina C bela em amos-
was de figado somente quando coletadas apds 20 horas da
morte. Isto sugere que a toxina encontrada no figado po-
de ter sido um evento post-mortem, pela migragdo de
baciérias do trato gastrintestinal ao ffgado, portanto, sem
valor para o diagnéstico.

A auséncia de lesGes especificas nos achados de ne-
cropsia € a presenca de hemorragias perivasculares ¢
edema cerebral também foram observados em botulismo
bovino, relatados por Pamukcu (1954), Simmons &
Tammemagi (1964), e Blood et al. (1988).

Os resultados do presente trabalho confirmaram a ex-
trema susceptibilidade dos caprinos & toxina botulfnica
tipo C, apresentando quadros clfnicos de botulismo muito
semelhantes aos observados em bovinos. A dificuldade
do diagnéstico da doenga, através da detecgdo da toxina
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em amostras de soro e tfgado pelo bioensaio em camun-
dongos, também ¢ verificada nesta espécie, a nao ser nos
quadros superagudos, quando doses suficientes de toxina
estdo presentes nas amostras analisadas.
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