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Pré-compostagem de cadaveres de bovinos acometidos pelo
botulismo!
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ABSTRACT.- Curci V.C.M., Dutra LS., Dobereiner J. & Lucas Junior J. 2007. [The effect of
composting cattle carcasses on botulinum spores and toxin content.] Pré-compostagem
de cadaveres de bovinos acometidos pelo botulismo. Pesquisa Veterinaria Brasileira 27(4):157-
161. Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento Tecnolégico do Agronegocio, APTA Regional
Extremo Oeste, Laboratério de Sanidade Animal, Av. Alcides Fagundes Chagas 122, Aragatuba,
SP 15055-240, Brazil. E-mail: vimcursi@aptaregional.sp.gov.br

Five carcasses of cattle that died from botulism were composted in individual isolated
beds with the purpose of monitoring the effect on spores of Clostridium botulinum and of
botulinum toxin. The diagnosis of botulinum poisoning was based on clinical and pathologi-
cal, epidemic and/or laboratorial characteristics. Of the five bovines with clinical signs of
chronic botulism, three were affected by the type D toxin, one by the CD complex, and one
was negative for toxin and spores of C. botulinum in the viscera using a mouse bioassay. The
composting process was carried out in beds with carcasses cut up and mixed with sawdust as
a carbon source. They were kept anaerobic under a plastic sheet for 50 days. The temperature
of the beds was monitored during the period and oscillated from 40.5 to 52.4°C. After this
time, soft tissue had complete decomposed with a significant loss of weight (26.5-44.5%). The
remaining bones no longer contained spores or botulinum toxin in the 5 samples taken from
each carcass. Only 2 of the 200 samples of homogenized remaining (40 for each carcass)
contained spores of C. botulinum type C. All samples were negative for botulinum toxin using
the mouse bioassay. Composting carcasses of cattle that died from botulism eliminated botu-
linum spores and toxin from the remains.

INDEX TERMS: Composting, bovine carcasses, botulism, botulinum toxin C and D, Clostridium botu-

linum.

RESUMO.- Foram pré-compostados, em células individuais e
isoladas, cinco cadaveres de bovinos acometidos pelo botulis-
mo com a finalidade de monitorar a presenca de esporos de
Clostridium botulinum e de toxina botulinica antes e apds o
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processo de decomposicao em leira estatica com fonte de
carbono. O diagnéstico da intoxicagao nos animais foi basea-
do nas caracteristicas clinico-patolégicas, epidemiologicas ou
laboratoriais. Dos cinco bovinos com evolu¢ao clinica croni-
ca de botulismo, cujos cadaveres foram pré-compostados, trés
foram acometidos pela toxina tipo D, um pelo complexo CD e
um dos animais foi negativo na tentativa de deteccao da toxi-
na e de esporos da bactéria nas visceras pelo bioensaio e neu-
tralizacao em camundongo. O processo de pré-compostagem
foi realizado em leira estatica, com o uso de material
carbonaceo umidificado como substrato e esquartejamento
do animal, vedado individualmente com lona plastica e sem
aeracao por um periodo de 50 dias. A temperatura das leiras
foi monitorada durante o periodo e oscilou de 40,5-52,4°C.
Ap0s a abertura das leiras, pode-se constatar a completa de-
composicao de todo material mole, com reducao significati-
va do seu peso (de 26,5-44,5%), restando apenas os 0ssos. Nao
foi detectado esporo ou toxina botulinica no interior dos os-
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sos (n=5 para cada cadaver). Nas 200 amostras examinadas
do homogeneizado restante (n=40 para cada cadaver), em
apenas duas amostras de uma leira foram detectados esporos
de C. botulinum tipo C, enquanto que todas foram negativas
para a tentativa de deteccao da toxina botulinica pelo
bioensaio em camundongo. Da forma como foi avaliado o
processo de pré-compostagem de bovinos mortos pela into-
xicacao botulinica nao contribuiu para a proliferacao de C.
botulinum.

TERMOS DE INDEXACAO: Compostagem, cadaver bovino, botulismo
bovino, toxinas botulinicas C e D, Clostridium botulinum.

INTRODUCAO

Dentre as acoes necessarias para a melhoria das condicoes
ambientais e sanitarias na producao de carne e leite, a des-
truicao de cadaveres de bovinos na propriedade rural é uma
medida de grande importéncia. Sao diversas as causas e situ-
acoes em que ocorrem mortes nos diferentes sistemas de pro-
ducao, e dentre as mais freqiientes esta o botulismo.

A enfermidade é uma das principais causas de mortalida-
de de bovinos em diversas regioes do pais, em decorréncia da
intensificacao da contaminagcao ambiental por Clostridium
botulinum, da presenca de cadaveres na pastagem e da
osteofagia manifestada pelos bovinos deficientes em fosforo
(Tokarnia et al. 1970, Dobereiner et al. 1992, Dutra 2001). A
ocorréncia do botulismo hidrico (Dutra et al. 2001), do
botulismo associado ao emprego da cama de frango na ali-
mentac¢ao animal (Dutra et al. 2005), assim como a ampla con-
taminacao ambiental pelos esporos da bactéria em extensas
regioes (Silva et al. 1998, Souza et al. 2006), principalmente a
partir de cadaveres bovinos decompostos na pastagem (Sou-
za & Langenegger 1987, Ribas et al. 1994), complementam o
raciocinio de que a inexisténcia de acoes efetivas para se re-
duzir a possibilidade de intensificacao da contaminagao
ambiental pela bactéria pode se traduzir em sérios prejuizos
a bovinocultura.

A inexisténcia de legislacao especifica sobre a destruicao
de cadaveres nos sistemas de producao do pais, a auséncia
de acoes de educagao sanitaria pelos 6rgaos oficiais e o pou-
co conhecimento por parte dos produtores das conseqiiénci-
as sanitarias e economicas de se deixar cadaveres entrarem
em decomposi¢ao na pastagem complementam o quadro fa-
voravel a ocorréncia da intoxicacao.

Assim, a pratica de se deixar cadaver bovino entrar em
decomposicao na pastagem, ou mesmo o seu enterro, coloca
em risco a satde animal e favorece a intensificacao da conta-
minacao ambiental por microrganismos potencialmente
patogénicos. Os esporos de C. botulinum estao entre os mais
resistentes esporos bacterianos, sobrevivendo mais de 30 anos
em um meio fluido e provavelmente por mais tempo em um
meio seco (Smith & Sugiyama 1988).

Outra preocupacao atual com a destruicao de cadaveres
de ruminantes nas propriedades rurais esta relacionada com
o cendrio internacional e diz respeito ao risco potencial da
encefalopatia espongiforme bovina (BSE) e das possiveis bar-
reiras sanitarias. Embora nao exista relato da sua ocorréncia
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no pais, a preocupacao deve existir, uma vez que a dissemina-
¢ao da enfermidade ocorre predominantemente pela ingestao
de residuos de carcaca bovina contaminada com o agente
etiologico. A osteofagia, a presenca de cadaver em decompo-
sicao na pastagem e o desconhecimento das causas das mor-
tes nas propriedades rurais passam também a ser potencial-
mente problematicas quando se pretende observar as medi-
das preventivas para diminuir o risco potencial da doen¢a e
atender ao principio da equivaléncia.

A exclusao dos animais mortos e de todas as matérias con-
denadas da cadeia alimentar dos animais de producao tem
sido uma preocupagao constante dos organismos governa-
mentais europeus devido as implicacoes econdmicas,
ambientais e sanitarias que poderiam resultar na incorreta
eliminagao desses residuos (Comissao das Comunidades Eu-
ropéias 2000). Assim, segundo esta Diretriz, a rastreabilidade
perde totalmente o seu sentido quando animais entram em
decomposicao na pastagem, mesmo que enterrados.

O uso da compostagem de residuos agropecuarios é uma
técnica que melhor condicao oferece para se obter a rapida
estabilizacao da matéria organica (Kiehl 1998). Este sistema
promove a reciclagem do material inicial que retorna para o
solo como fertilizante, além do fato de destruir bactérias
patogénicas, virus e parasitas (Hay 1996, Senne et al. 1994).

Na literatura consultada inexiste mencao sobre os efeitos
da compostagem de cadaveres de bovinos acometidos pelo
botulismo na recuperagao de esporos da bactéria e deteccao
de suas toxinas apos o processo. Diante da necessidade de se
avaliar e implantar medidas alternativas para a correta des-
truicao de cadaveres bovinos nas propriedades rurais, visan-
do a satde do rebanho e a preservacao ambiental, o presente
trabalho teve por objetivo verificar a viabilidade do Clostridium
botulinum e suas toxinas apds o processo de pré-compostagem
em leira estatica de cadaveres de bovinos acometidos pelo
botulismo.

MATERIAL E METODOS

Os bovinos, cujos cadaveres foram empregados no presente trabalho,
foram oriundos de propriedades rurais da regiao de Aragatuba, SP, e
apresentavam suspeita clinica inicial de intoxicacao botulinica. Os
animais foram encaminhados ao Setor de Enfermidades Infecciosas
dos Animais da Unesp por médicos veterinarios, onde foram
acompanhados na sua evolugao clinica até a morte. Os parametros
para a avaliacao clinica dos cinco animais, do processamento dos
materiais coletados para a tentativa do diagndstico etiol6gico e para
a deteccao de esporos de Clostridium botulinum no trato gastrin-
testinal foram os empregados por Dutra (2001). Nenhuma medida
de tratamento especifico ou mesmo geral foi implementada.

Pré-compostagem

Definiu-se como pré-compostagem o tratamento prévio de
cadaver bovino pelo periodo de 50 dias em leira estatica individual
com material carbonaceo (Fig.1 e 2). Este tratamento compreendeu
a fase anaerobia do processo, ou seja, a fase inicial do processo de
compostagem propriamente dita. A metodologia aplicada foi a da
compostagem natural, sem aeracao, até a decomposicao total do
tecido mole do cadaver, conforme descrito por Pedroso de Paiva &
Bley Junior (2001). O periodo de 50 dias foi arbitrado considerando-
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se que na literatura compulsada a decomposicao de cadaveres, e
conseqiientemente a diminui¢cao da matéria organica e da heteroge-
neidade do material, ocorreria neste periodo.

As leiras foram montadas individualmente em local coberto, em
dias diferentes, de acordo com a disponibilidade de cadaveres de
bovinos acometidos pelo botulismo. O material carbonaceo
empregado foi a maravalha na relagao de 11 litros/kg de carcaga. O
peso e/ou a dimensao das leiras variaram de acordo com o peso de
cada cadaver, sendo quantificado com o auxilio de uma balanga. Para
melhor acomodagao os cadaveres foram esquartejados, tendo-se o
cuidado de colocar as visceras brancas no centro da pilha, simulando
a condi¢ao natural em que ocorre a decomposicao. As leiras foram
recobertas (envelopadas) com uma lona plastica com a finalidade de
manter o sistema isolado durante o processo. A quantidade de agua
adicionada na montagem das leiras foi calculada a partir da
quantidade de carcaca e da umidade da maravalha adicionada,
utilizando-se a formula recomendada por Kiehl (1998) para que o
material ficasse proximo de 50-60% de umidade. Entretanto, as leiras
foram montadas com excesso de carbono (maravalha) e com pouca
adicao de agua devido a quantidade de agua e nitrogénio nas
carcagas, além da heterogeneidade do material inicial (carne, ossos,
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Fig.1. Montagem da leira em camadas alternadas de fragmentos de
cadaver bovino e maravalha (fonte de carbono), com o intestino

sendo colocado ao centro da pilha.

Fig.3. Revolvimento da leira apds 50 dias de pré-compostagem para
avaliacao da contaminacao do homogeneizado e das costelas
pelos esporos e toxinas de Clostridium botulinum.

visceras, contetido estomacal e intestinal, couro). A temperatura foi
aferida uma vez ao dia utilizando-se de termometro digital e avaliada
pela média de dez aferi¢oes em diferentes pontos de cada leira.

Apos o periodo de 50 dias, as leiras foram abertas e o material
revolvido no proprio local para sua homogeneizagao e oxigenacao
(Fig.3 e 4) e coleta das amostras (homogeneizado e costelas). O peso
das leiras foi avaliado no inicio (na montagem) e aos sessenta dias
do processo (10 dias apds a abertura das leiras).

Deteccao de esporos e/ou toxinas de Clostridium botulinum

Para a tentativa de diagnostico laboratorial do botulismo foram
coletadas amostras das visceras dos animais. Foram coletadas
amostras de figado (aprox.100g), contetido ruminal (20ml) e de
contetido intestinal (20 ml) de cada animal. Nos dois tltimos materiais
foi avaliada indiretamente a presenc¢a de esporos da bactéria. Os
contetidos ruminal e intestinal foram coletados por meio de pun¢ao
do rimen ou intestino com agulha e seringa, procurando-se assim
manté-los na sua integridade. Estas amostras foram avaliadas para a
presenca de esporos (n=25 para cada material) e toxina (n=>5 para
cada material). Foi analisada ainda para a presenc¢a de esporos uma
amostra composta (10g) de cada leira do material carbonaceo

Fig.2. Leira fechada ap6s a acomodac¢ao do material para o inicio do

processo de pré-compostagem em pilha estatica e sem aeragao.

et . M

Fig.4. Costela livre de tecido, observada apods a abertura de leira aos
50 dias do inicio da pré-compostagem de cadaver bovino
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(maravalha) in natura e utilizado no processo. Apods a abertura e a
homogeneizacao da(s) leira(s), foram coletadas aleatoriamente 40
amostras (1kg) do pré-composto ou composto imaturo, e cinco
costelas de cada animal pré-compostado, quando estas se apresen-
tavam limpas de todo tecido macio. O processamento das costelas
para deteccao de esporos e toxinas botulinicas foi de acordo com a
metodologia descrita por Ribas et al. (1994). As amostras foram
identificadas, acondicionadas em sacos plasticos e transportadas para
o laboratorio, onde permaneceram sob congelamento (-20°C) até o
seu processamento.

Esporos de Clostridium botulinum. As amostras coletadas fo-
ram semeadas em Cooked Meat Medium (CMM). Os meios de cultura
recém-semeados com as amostras (1g) foram aquecidos em banho-
maria a 80°C por 10min. para eliminacao de contaminantes e ativacao
dos esporos. Apos o resfriamento em meio ambiente, os tubos fo-
ram mantidos em anaerobiose a temperatura de 37°C por um periodo
de 5-7 dias. Apos este periodo, o sobrenadante da cultura foi
centrifugado a 3.000xg por 10 minutos e filtrado em Millipore
(0,45mm). A presenca de Clostridum botulinum foi detectada
indiretamente pela verificacao da toxina botulinica no meio de
cultura pelo bioensaio e a neutralizagao em camundongo com as
antitoxinas botulinicas homologas.

Toxina botulinica. As amostras foram avaliadas para a presenca
de toxina botulinica com o emprego do bioensaio em camundongo.
Para a eluicao da toxina, foi necessario triturar uma porgao de cada
amostra analisada com solucao de NaCl a 0,85% na propor¢ao 1:1, e
manté-la sob refrigeragcao por 12-24 h. Apos este periodo, 10 ml da
solucao foram centrifugados a 3.000xg durante 10 minutos para a
realizacao do bioensaio. O sobrenadante, filtrado em Millipore
(0,45mm), foi inoculado via intraperitoneal (0,5ml) em camundongo
da raga Swiss albina, linhagem Webster, com peso corporal variando
de 20-25g. Como controle foram inoculados camundongos com os
mesmos materiais aquecidos a 100°C por 20 minutos para inativagao
de toxina botulinica eventualmente presente. Os camundongos
inoculados foram observados por um periodo de 3 dias para a
verificagao de sinais clinicos sugestivos do botulismo.

Neutralizagao em camundongo. Os materiais que provocaram
mortes com sintomatologia clinica foram submetidos ao teste de
neutralizacao em camundongo para tipificacao das amostras,
segundo Dowell & Hawkins (1974). As antitoxinas utilizadas foram
obtidas do Center for Disease Control, Atlanta, Georgia, Estados
Unidos da América. O tipo especifico foi determinado quando
sobreviveu o camundongo inoculado com antitoxina homoéloga a
toxina presente no material. Em caso de neutralizacao com os dois
tipos (C e D), o material foi classificado como sendo pertencente
ao complexo CD.

Anilise estatistica

O teste t pareado (Zar 1998) foi empregado para comparar o
peso inicial das leiras e aos 60 dias de processo. A analise estatistica
foi efetuada empregando-se o programa SAS (1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacao das alternativas para a destruicao de cadaveres
nos sistemas de producao deve-se considerar a pratici-dade
do processo e as suas possiveis implicacoes ambientais e sa-
nitarias. A facilidade em se encontrar fontes de carbono, a pouca
complexidade do processo e o fato de promover a reciclagem
segura da matéria organica, transformando-a em fertilizan-
te, viabilizam a compostagem como biotecnolo-gia que aten-
de aos principios da sustentabilidade. Fatores como o tem-
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po e a temperatura do processo inviabilizam diversos mi-
crorganismos potencialmente patogénicos (Senne et al. 1994,
Hay 1996). No entanto, sao desconhecidos os efeitos da
compostagem sobre a viabilidade dos espo-ros de Clostridium
botulinum. Embora Bohnel & Lube (2000) tenham encontrado
esporos da bactéria em mais de 50% das 91 amostras avalia-
das de composto comercial doméstico na Alemanha, e ainda
a presenca de toxina livre em algumas amostras, a situacao
difere da do objeto do presente trabalho.

Dos cinco bovinos com evolugao clinica cronica e pré-
compostados, trés foram acometidos pela toxina botulinica
tipo D e um pelo complexo CD. Em apenas um dos animais
nao foi possivel realizar a comprovacao laboratorial da into-
xicacao pela deteccao da toxina botulinica em pelo menos
um dos materiais examinados. No entanto, diante desta situ-
acao o diagnostico laboratorial negativo nao exclui a possibi-
lidade da intoxicacao, prevalecendo o diagnostico clinico-
patologico e epidemiologico. Esta particularidade deve-se a
sensibilidade do bioensaio em camundongo, que é de 43,1%
quando se analisam amostras de figado e contetidos ruminal
e intestinal de bovinos suspeitos (Dutra 2001) e ainda a alta
suscetibilidade dos bovinos diante da toxina botulinica tipo
C, quando comparados com os camundongos que sao 12,88
vezes menos sensiveis (Moeller et al. 2003)

Por outro lado, a presenca de esporos de C. botulinum tipo
C nos contetidos ruminal e intestinal foi confirmada somente
em um dos cinco bovinos avaliados. Este aparente paradoxo
entre os tipos de toxina envolvidos na intoxica¢ao e a bacté-
ria presente no trato gastrintestinal deve-se, provavelmente,
as caracteristicas do botulismo bovino, em que os dois tipos
(C e D) sao os responsaveis pela intoxicacao, podendo inclusi-
ve ser encontrados normalmente na microbiota intestinal, ou
ainda pelo pequeno nimero de amostras avaliadas. Como
houve a preocupacao em manter a integridade do trato
gastrintestinal por ocasiao da pré-compostagem, a coleta dos
contetidos foi por puncao localizada, restringindo assim a
representatividade da amostra. Tal fato pode inclusive ter in-
fluenciado nestes resultados, uma vez que Dutra (2001) obte-
ve a positividade em todas as tentativas de deteccao de espo-
ros da bactéria no intestino de animais com sintomatologia
clinica da intoxicacao.

Embora nao represente as condi¢oes naturais da decom-
posicao de cadaveres, o esquartejamento dos animais nesta
etapa da avaliacao foi em decorréncia da facilidade de aco-
modacao das pecas em um sistema experimental fechado
(Fig.2) e da otimizacao da relacao entre a fonte de carbono e
o material a ser compostado, possibilitando a avaliacao do
processo. No entanto, procurou-se manter as visceras no cen-
tro do dispositivo (Fig.1), simulando assim uma situacao apro-
ximada do que ocorre em condi¢oes normais.

A temperatura média das leiras oscilou de 40,5-52,4°C na
maioria dos 50 dias do processo estatico e sem aeracao. Na
abertura e revolvimento das leiras, pode-se observar que as
carcacas foram praticamente decompostas, restando apenas
os 0ssos (Fig. 4). A reducao do peso das leiras apo6s o periodo
de pré-compostagem variou de 26,5-44,5%. Os valores da mé-
dia e do desvio padrao do peso inicial das leiras e aos 60 dias
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foram de 557,8 kg +159,0 kg e 347,2 kg +103,6 kg, respectiva-
mente, e a reducao foi de 37,7 6,8 kg. O teste t pareado evi-
denciou uma significativa reducao do peso (P=0,0027) das
leiras, o que indica que um dos objetivos do processo também
foi atingido na pré-compostagem, ou seja, a reducao significa-
tiva da massa de muasculos, visceras e outros tecidos moles,
decompondo-os nesta fase mais critica da compostagem. Se-
gundo Looper (2001), na compostagem é possivel a decompo-
sicao de 60-65% dos cadaveres de bovinos.

Nao foram detectados esporos ou toxinas de C. botulinum no
interior das 25 amostras de costelas examinadas dos cinco cada-
veres apos o processo da pré-compostagem. Evidentemente que
as condicoes encontradas por este microrganismo putrefativo
em cadaveres em decomposi¢ao natural nao sao as mesmas que
para os cadaveres envolvidos com a fonte de carbono, ressaltan-
do-se ainda que foram esquartejados. Ribas et al. (1994) verifica-
ram a presenca de esporos e toxinas de C. botulinum em 46,5%
das amostras de costelas de cadaveres de bovinos supostamente
acometidos pelo botulismo e decompostos naturalmente nas
pastagens. Portanto, tendo-se como parametro a possibilida-
de concreta de invasao da medula 6ssea das costelas pelo mi-
crorganismo e eventual formac¢ao de toxina em condi¢oes
naturais, pode-se constatar que a pré-compostagem de algu-
ma forma impossibilitou este evento.

No total das 200 amostras do homogeneizado, provenien-
tes dos cinco cadaveres decompostos, nenhuma foi positiva
para a presenca de toxina botulinica. Na deteccao de esporos
da bactéria, apenas 2 amostras (1%) de um dos cadaveres foram
positivas para o tipo C. Como também nao foram detectados
esporos nas 25 amostras de maravalha analisadas e emprega-
das na pré-compostagem, pode-se deduzir pela aparente segu-
ran¢a do processo quando executado nas condigoes experimen-
tais aqui descritas.

Os resultados da analise do homogeneizado coletado apos
a decomposicao aparente do material mole evidenciam que o
processo nao viabilizou a multiplicagcao de C. botulinum ou a
formacao de toxina. Ou mesmo se isto ocorreu, nao pode ser
evidenciado ao final de aproximadamente 50 dias com a tem-
peratura média das leiras oscilando de 40,5-52,4°C. Segundo
Haug (1993), Kiehl (1998), Senne et al. (1994), a compostagem
tem como um dos objetivos a inativacao térmica de patogenos;
nao sendo encontrado na literatura consultada nenhuma refe-
réncia relacionando C. botulinum com a compostagem de cada-
veres.

Sao varios os questionamentos sobre como o processo
biotecnologico da compostagem, com a participacao de diver-
sos microrganismos, interfere para inibir ou inviabilizar a mul-
tiplicacao de C. botulinum com a consequiente formacgao da to-
xina botulinica. Cabe ressaltar que a avaliacao da presenca de
esporos e toxinas de C. botulinum apo6s a pré-compostagem
deveu-se ao fato de que hipoteticamente seriam oferecidas
neste periodo as melhores condi¢coes para a bactéria se multi-
plicar, devido ao processo de decomposicao dos cadaveres em
leira estatica e sem aeragao.
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