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BOTULISMO EM AVES NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO!
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Sinopse

Foram diagnosticados dez surtos de botulismo em pequenas criagfes de galinhas e patos manti-
dos soltos nos quintais de propriedades rurais do Estado do Rie de Janeiro.

A presenca da toxina betulinica foi comprovada no sbro sangiiineo das aves doentes e nas
culturas do contetido do inglivio, do intestino e do triturado do figado, A toxina foi identificada,
pelo teste da sbro-protecio em camundongos, como sendo do tipo C, o que vem a ser a primeira

confirmagio do botulismo em aves no Brasil.

Os autores recomendam incluir nos exames de rotina, a pesquisa da toxina botulinica nos soros
das aves doentes com sintomatologia de botulismo.

INTRODUGAO

O botulismo & intoxicacio especifica, resultante da
absor¢iio, pela mucosa digestiva, da toxina produzida
por Clostridium botulinum.

A doenca foi descrita pela primeira vez, no homem,
h4 mais de 200 anos, por médicos do sul da Ale-
manha e que designaram por botulismo a sindrome
de paralisia flicida progressiva, dilatagio pupilar, di-
ficuldade de deglutir e de falar, e alta letalidade,
freqiientt‘;mente observada em individuos apés a in-
gestio de salsichas estragadas (botulus — salsicha).
A etiolofia desta doenga foi descoberta por van
Ermengen que isolou em 1894 Clostridium botuli-
num e obteve a toxina em culturas.

Hoje sio conhecidos seis tipos toxicogénicos,
tipos A, B, C, D, E, ¢ F,

Os esporos de Cl, botulinum sio altamente resis-
tentes e encontrados ubigiiitiriamente no solo em vé-

0s

rias partes do mundo, Podem desenvelver-se em va-
rios substratos, desde que haja anaerobicse e tempe-
ratura adequada, como por exemplo: nos cadiveres,
em pocas ou lagoas com Agua estagnada e material
orginico, em conservas enlatadas, e também em de-
pdsitos de alimentos, em latdes ou barris, onde as
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formas vegetativas produzem a toxina altamente le-
tifera,

O botulismo das aves foi descrito pela primeira
vez nos Estados Unidos, por Dickson (1917), que
demonstrou ser a sindroma conhecida por “limber-
neck” (pescogo flicido), causado pela intoxicagio
botulinica. Posteriormente a doenga foi diagnosticada
em muitas espécies, em diferentes paises, e oriunda
de vérias fontes de infecgdo, predominando o tipo C,
como mostra o Quadro 1.

Os sintomas do botulismo em aves aparecem des-
de algumas horas até um a dois dias depois da
ingestdo da toxina.

Nos casos graves, sobressai a paralisia flicida da
musculatura das pernas, asas e pescogo. As aves ndo
conseguemn andar mais, permanecem prostradas com
as asas caidas e com o pescogo e cabeca deitados no
chio. Apresentam-se sonolentas com as pdlpebras
semicerradas e plumagem arrepiada, sendo que as
penas se destacam ficilmente. Nfo tém febre, re-
cusam alimentos, entram em estado comatoso e mor-
rem dentro de horas. Em casos mais leves, manifes-
tam apenas paresia dos membros, instabilidade ao
moverem-se e sonoléncia. Estags podem recuperar-se
e freqiientemente a recuperaciio se di ao fim de 3
a 4 dias.

A necrbpsia nio revela lesGes dignas de nota, As
vézes se encontram larvas de méscas no inglivio e
na moela e o contelido do trato digestive superior
emana cheiro desagradivel (Biester & Schwarze
1959).

O diagnéstico se baseia na sintomatelogia e na
comprovagio da presenca da toxina botulinica no con-
6:27-32, 1871
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QUADRO 1, Aspectos epizootioldgicos dos surtos de botulismo em aves
Tspécies de aves  Aves que Fonte de intoxicagio Tipo da Local efou pais Referéncias
morreram toxina .
Galinhas 4surtes(+ 100)  Lnlaiados de milho, vagem e H Califéroia, U.8.A. Dickson (1917)
abricd
643 Conserva estragada de vagem ? Califérnia, U.8.A. Hart (1920)
70 Resto de comida do restaurante A linojs, U.8.A. Groham e Schwarze (1921)
Muitas Cadéveres de aves e Jarvas de 1 (excluidos  Indians, U.B.A. Doyle (1923)
mésca AeB) )
104 ? ¢ 1llinois, U.8.A, Graham e Boughtlon (1923)
Muitos RagHo dos frangos A Buenos Aires, Argentina Fagonde e Bardi (1967)
30 Acesso a irea alagada com vege- C Western, Auatrélia‘n Gardiner (1967}
tais em decompogicfio
Patos 68 Cabega do suino fervida que o) Vitdria, Austrilia Pullar {1033)
ficou no meio ambjente
Algung Congerva estragada de ervilha ? Franga Dadot (1945)
170 Lagos artificial com éigua esta~ ? Uruguai Bryfres of ol, (1048)
ghada
10 Reatos de cozinha ? Inglaterra Cunning {1950)
50 Cadéveres de ratos D? Franca Rosai e Berujon (1950)
Gangoa Preiéria, Africa do Sul Marticéglia (1937)
13 Resto de cozinha 1 Inglaterra Cunnjng (1950)
Faistes 218 Carcaca de coelho com larvas C Subeis Dinter e Kcll (1954)
de Calliphora e Lucilia :
8.000 Nova York, U.B.A, Cheatum ef af. (1957)
10.000 Carcagaa de faisSes e larvas a ‘Wisconain, T.5.A, Yadlamudi el al. (1959)
de méscaa? .
4.000 Larvas de mosca (Lueilia illus- c Wiaconsin, U.8.A. Lee et al. (1062}
tris) ’
Carcaga o larvag de misca? C (alfa) Ilha Nicholaon, Canadé Fish ef al. (1967}
Perus Mais de 100 Pogas de fgua estagnada s U.B.A, Coburn e GQuertrup {1938) )
Avestrus Alguns Restos de eareagas, fragmentos ? Pretéria. Africa do Sul Theiler (1927)
de osso
Aves anuiticas 18 Poga d'dgua no jardim socldgico o] Pretoria, Lirics do Sul Robinson (1929)
efou silvestres de Pretéria
Grande mortan.  Lago com madéria orghnica, ¢ Califérnia, U.8.4. Giltner e Couch (1930)
dade 4gua alcalina .
Altamoriandade  Tdem, em virios lagos C T.8.A. Gunnison e Coleman (1932)
Idem, em virjoa lagos )
Mais de 8.000 Idem, em lago (o} Utah, U.8.A. Kalmbach ¢ Gunderson (1934)
Muitos Péntano com 14do & limo, vege- Cc Yitéria, Austrélia Pullar (1934) '
tais podres
130 Area alagada, em época quente T New South Wales, Austrilia  Rose (1534)
Mithares Lago com 4guas paradas, periocs c Alberta, Canadé Shaw e Bimpain (1936)
do quents
Muitos Lago cotn vegetais em decom- 1 Austrilia Farleigh (1949)
posiglio .
Terteno alagade com earcagas C (alfa) Australia Grubb {1964)
de aves
5.000 Lago? o E Michigan, U.B.A, Kaufwane & Fay (1964)
1.500 Pogas de agua em parques C Malmd, Sufeia Nilehn & Johannsen (1965}
1.000 Lagoas? c Miller 11967)

Dinamarca

Pesq. agropec. bras, Sér, Vet,, 6:27-32.

1971



BOTULISMO EM AVES NO ESTADO DO RIQ -DE JANEIRO 29

teddo do tubo digestivo e/ou nos alimentos suspei-
tos, mediante a inoculagio de filtrados em animais
de experimentacio. Segundo Quortrup e Sudheimer
(1943), a toxina botulinica se encontra em grande
concentragio no sangue de patos selvagens doentes,
sendo assim possivel usar o séro déles para inoculagio
em camondongos ¢ reproducio do botulismo nestes
animais. ’

O teste da sbro-protegio permite reconhecer o
tipo da toxina botulinica. As aves sio resistentes
para o tipo B (Graham & Schwarze 1921},

Na literatura brasileira Reis ¢ Nobrega (1856)
e Bueno et al. (1962) fazem referéncia ao botulismo
em aves, registrando sete casos em galinhas, diag-
nosticados clinicamente no periodo de 1930 a 1960,
no Instituto Bioldégico de Sio Paulo.

Tivemos oportunidade de diagnosticar dez surtos
de botulismo em galinhas e patos domésticos. No pre-
sente trabalho serd relatada a identificagio da doen-
¢a, o que constitui a primeira confirmagio do botu-
lismo em aves no Brasil.

MATERIAL E METODOS

Procedéncia das aves

As aves examinadas eram oriundas de pequenas
criagbes de galinhas e patos domésticos, mantidos sol-
tos em tdrno das residéncias. Procediam dos muni-
cipios vizinhos do nosso Instituto®, no Estado do Rio
de Janeira,

Exames clinico e andtomo-patolégico

Constavtam, éstes exames, de anamnese, exame cli-
nico, necrépsia das aves mortas ou doentes e coleta
de material para as pesquisas complementares. Era
puncionada a maior quantidade possivel de sangue,
O contedido do inglivio e do intestino e o figade
eram colhidos para exame bacteriolégico; o muco
traqueal, 0 bago e o encéfalo eram coletados para
exame viroldgico.

Pesquisa de toxina botulinica no sbro sangiiineo
das aves

A presenga de toxina foi comprovada pela inocula-
¢io do séro das aves doentes em camundonges, O
s6ro era inoculado em grupos de 8 ou 4 camundon-
gos, por via intraperitoneal, nas doses de 0,5 e
0,25 ml. Um grupo foi injetado com o séro in ne-
tura, outro grupo com sdro inativado a 56°C du-
rante 30 minutos e um terceiro grupo foi inoculado
com as mesmas doses de séro de galinha normal,

? Instituto de Pesquisas e Experimentagio Agropecufrias
do Centro-Sul (IPEACS), situado no municipio de Itaguai.

Obtengdo de culturas com torina botulinica

Culturas do conteiido do inglivio e do intestino e
de triturado de figado, em caldo de Wright (1933),
apds aquecimento a 70-75°C, durante uma hora, fo-
ram incubadas a 37°C durante 5 dias. No filtrade
destas em Seitz era evidenciada a toxina botulinica
pela inoculagdo, intraperitoneal, em camundongos,
também nas doses de 0,5 e 0,25 ml. O caldo de
Wright foi assim preparado:

Came mofda de bovine 500 g
Agua destilada 1,000 ml
Fosfate monopotissico (KH:PO.) 14 g
Fosfato dissddico (Na:zHPO.) 0,9 g

Peptona marca Difco 11,0 g

A mistura foi fervida durante 90 minutos e o rH
acertado para 7,4-7,8. As particulas de camme foram
separadas e colocadas em tubos de ensaio, tamanho
20 x 200, até a altura de 3 cm. Aos mesmos tubos
foi adicionado posteriormente o caldo até atingir a
altura de 9 em. Depois de autoclavados, durante
uma hora a 121°C, foram acrescidos, a cada tubo,

1 ml de solugfio a 10% de dextrose e 1 ml de sbro
de eqiiino.

Teste de s6ro-protecio

Nos ltimos trés surtos de botulisme (372/89, 11/
70 e 53/70), foi possivel realizar o teste da sbro-
protecdo com soros anti-botulinicos dos tipos C e D,
gentilmente cedidos pelo Instituto de Pesquisas Ve-
terindrias de Onderstepoort, Africa do Sul. Consis-
tiu na imunizagdo passiva de grupos de 3 ou de 4
camundongos com os soros tipos C e D, administra-
dos por via intraperitoneal, na dose de 0,25 ml, e,
3 horas depois, a inoculagio do material suspeito:
séro sangiiineo das aves doentes e filtrado das cul-
turas de conteddo do inglivic e do intestino e do
triturado do figado, Este fol aplicado por via lsub-
cutinea na dose de 0,25 ml.

RESULTADOS

A anamnese foi muito semelhante em todos os
surtos, Os proprietirios eram surpreendidos, de um
dia para outro, com o achado de vérias aves mortas
e/cu doentes, Em nenhum caso pdde ser elucidada
a fonte de contigio. Tudo indicava tratar-se de ca-
déveres de outras aves ou de animais silvestres nos
casos em que foram encontradas larvas de mdsca no
inglivie. Em outros, a fonte da toxina poderia ser
oriunda de pogas de fdgua com lama, pois virias
galinhas apresentavam os metatarsos enlameados. A
mortalidade era variada.

Pesq. agropec, bras., Sér, Vet., 6:27-32, 1871
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O exame clinico das 23 aves trazidas ao labora-
tério revelou sintomas de paresia e paralisia dos mem-
bros, das asas e do pescogo. Nos casos menos evo-
luidos, os animais tinham dificuldade de andar e de
ficar de pé. Permaneciam prostados, com as pdlpe-
bras semicerradas, mas respondiam espontineamente
a estimulos sensoriais. Nio apresentavam febre, mas
também nioc se alimentavam. Nos casos mais graves,
notava-se que as penas se desprendiam facilmente.
A evolugio da doenca variava de poucas horas a 3
dias. A morte era precedida por coma, mais ou me-
nos longo. Algumas aves, com sintomas leves como
sonoléncia e dificuldade de andar, sobreviveram, re-
cuperando-se rapidamente depois de 3 a 4 dias de
enférmas.

O exame anitomo-patolégico nio revelou lesdes
dignas de nota. A presenca de larvas de mdsca e o
odor pitride do contedde do inglivio eram suges-
tivos para a intoxicagio botulinica.

W. BRADA, ]J. LANGENEGGER e C. H. LANGENEGGER

A comprovagio da toxina botulinica no sbéro san-
giifneo das aves doentes foi feita por inoculagio em
camundongos, em confronto com o mesmo sbro ina-
tivado e séro de galinha normal, como mestra o Qua-
dro 2.

A tipificagio da toxina botulinica pbde ser feita
nos ultimos trés surtos, por meio do teste de sbro-
protecio. A toxina foi identificada como sendo do
tipo C, presente no sbro sanguineo das aves doen-
tes, como demonstra ¢ Quadro 3.

Nas culturas em caldo de Wright, semeadas com
material do contetido do inglivio, do intestino e do
triturado do figado, desenvolveu-se Clostridium bo-
tulinum, produzindo toxina em alta concentragio.
A toxina também foi identificada como sendo do
tipo C, por meio do teste da sdro-protegiio em ca-
mundongos, segundo mostra o Quadro 4.

QUADRO 2. Resultado da comprovagdo do toxina botulinica no sdro sangiifneo das aves doentes pela
tnoculagdo em camundongos
Siro suspeito (ndo aquecido) Séro suspeito (inativaao)s Biro de aves normais
Registro N.o de aves
ne examinadas Node Dage Ne de Doge Node Dose
camundongos inoedlada  Resultado camundongea inoculada  Resultado camundongoa inoculada  Resultado
{ml) {(m {m]
05,62 4 gal. 4 0,25 mortod 4 0,25 vivas 4 0,25 vivos
99/66 1 gal. 3 0,25 mortos 3 9,25 vivos 3 0,25 vivos
176/68 3 gal. 4 0,25 mortos 4 0,25 vivos 4 0,25 vivos
© 204166 2 gal. 4 0,25 mortos’ 4 0,25 vivos 4 0,25 vivos
2 patos

344/66 1 gal. 3 t,25 mortos 3 0,25 vivos * 3 0,25 vives

344/68 2 gal. 4 0,25 mortos 4 0,25 vivos 4 0,25 vivos

17/69 1 gal. 4 0,25 mortos 4 0,25 vivos L] 0,28 vivos

1 pato
= O siiro suppeito foi inativado a 56-°C, durante 30 minutos.
QUADRO 3. Resultados do teste da sbro-protegdo. Tipificacdo do séro das aves doentes
Baros antibotulinicos x toxina do sdro de aves doentes Teaternunhas
Registro  N.o de aves Node
n.e examinadas camundongos Sdro Toxina Soro Toxina Neo de Toxina
c suspeita  Resultade D guspeita  Resultado camundongos Puspeita  Resultado
(ml) (ml) {rml} {ml) (ml)

37289 2 gal. 3 0,23 0,25 vivos 0,25 0,25 morton 3 0,25 ‘mortos
11/70 2 gal. 3 0,25 0,25 vivos 0,25 0,25 mortos 3 0,25 mortos
53/70 2 gal. 3 0,25 0,25 wivos 0,25 0,25 mortos 3 0,25 mortoes
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QUADRO 4. Resultado do teste da sdro-protegio. Tipagem da ifoxina obtide em culturas
85ros antibotulinico x toxina de filtrado de culturas Testemunhas
Registro Cultiras Node "
n.e de GrgAos camundongos  Siro Toxina Séro Toxina Node Toxina
c puspeita  Resultado D suspeita  Resultado camundongos ®uspeita  Resultado
(mbo (o) @) () i)
372.’69 Inglivie 4 0,25 0,25 vivoa 0,25 0,25 mortos . 4 0,25 mortos
Intesting 4 0,25 0,25 vivos 0,25 0,25 mortos 4 0,25 Tortos
Figado 4 0,25 0,25 vivos 0.25 0,25 mortos 4 0.25 mortos
11/70 Inglivio 4 0,25 9,26 vivos 0,25 0,25 mortos 4 0,25 mortog
Intestino 4 0,25 0,25 vivoa 0,25 0,25 mortos 4 0,25 mortos
Figade 4 0,25 0,25 vivos 0,25 0,25 morioa 4 0,25 mortoa
53/70 Inglivio 4 0,25 0,25 vivos 0,25 0,25 mortos 4 0,25 mortoa
Intestine 4 0,25 0,25 vivos 0,25 0,28 mottos 4 0,25 mortos
' Figado 4 0.25 0.25 vivos 0.25 0,25 mortos 4 " 0,25 mortos
DISCUSSAO

A ocorréneia de botulismo em aves, segundo mos-
tram as nossas observacgdes, parece ser mais freqiien-
te entre nés do que se admitia, Na literatura brasi-
leira, excluindo os casos clinicos referidos por Reis
¢ Nobrega (1936) e por Bueno et al. {1982), diag-
nosticados no Instituto Bioldgico de Sdo Paulo entre
1930 e 1960, nio hi referéncias sébre esta doenga
no Brasil, :

No periodo entre 1954 e 1961, tivemos oportu-
nidade de suspeitar infoxicagGes, semelhantes ao bo-
tulismo, em 15 casos. Foi comprovado quimicamente
que trés déstes eram causados por envenenamento por
arsénico e dois casos provocados por intoxicachoe por
DDT ({confirmado também por teste bioldgico com
mdscas). Dez casos nio foram etioldgicamente escla-
‘recidos, embora o quadro clinico e a anamnese nos
levassem a suspeitar de botulismo, Os novos casos
que surgiram, a partir de entdo, foram examinados
visando ¢ diagnéstico de botulismo,

Nos primeiros experimentos comprovamos a - pre-
senga, no sdro das aves doentes, de uma substin-
cia toxica capaz de matar camundongos em poucas
horas, O mesmo séro, quando aquecido a 56°C, du-
rante 30 minutos e injetado nma mesma quantidade,
nio matava mais os camundongos. Este fato, aliado

a0 histdrico e ao resultado do exame clinico e anito- .

mo-patoldgico, levou-nos 3 conclusio de que se tra-
tava de toxina botulinica, Com éste . procedimento
nio foi possivel a tipagem sorolégica.

Com a obtenciio dos soros antibotulinicos tipos C
e D, conseguimos comprovar, nos trés ultimos sur-
tos, tratar-se de botulismo e reconhecer o tipo C
como tesponsivel pela doenca em nosso meio. Foi

possivel demonstrar a toxina botulinica no séro das
aves doentes e nas culturas do conteddo do inglivio
e do intestino, bem como nas de triturado de figado.

A demonstragio da toxina botulinica no sdro das
aves permite diagnosticar o botulismo em menos de
24 horas, enquanto, nas culturas, a obten¢io de to-
xina requer pelo menos 4 dias.

A confirmacio do diagndstico, apenas pela de-
monstragdo da toxina nas culturas, ou mesmo, o iso-
lamento de Clostridium botulinum seria pouco pru-
dente, pois o esporo pode ser encontrade ocasional-
mente no tubo digestivo, A obtengdo da toxina de
culturas do figado ji tem maior valor diagndstico. A
demonstragio da toxina no sangue e sua tipagern,
juntamente com a anamnese, sintomas e lesdes con-
firmam seguramente o diagndstico.

Além dos dez surtos de hotulismo apresentados
neste trabalho, queremos salientar que outras afec-
¢Oes, clinicamente muito semelhantes ao botulis;tno,
exigem diagnédstico diferencial cuidadoso. Registra-
mos, em um caso, quadro clinico de intoxicacio bo-
tulinica em patinhos, cujo diagnéstico revelou em-
pachamento. do inglavio com alimento fibroso e in-
festacAo maciga por Capillaria sp.; em outra oportu-
nidade, uma galinha de 4 anos de idade, apresen-
tando sintomatologia de botulismo, era apemas por-
tadora de intensa infesta¢io por cestédios.

O botulismo das aves assumin aspectos epizootio-
logicos muito interessantes quando Kalmbach (1930)
e Giltner ¢ Couch (1930) demonstraram que as
‘grandes mortandades de aves aquéticas silvestres, da
regiio ocidental dos Estados Unidos, eram causadas
por botulismo. Surtos semelhantes foram descritos
no Canadi por Shaw e Simpson (1930) e na Aus-
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trilia por Pullar (1934), Rose (1934} Farleigh
(1949), e por Nilehn e Johannsen {1963} e Miiller
{1967) nos paises nérdicos. Verificou-se que a fon-
te de intoxicagfo era a Agua de lagos, lagoas e pin-
tanos com agua estagnada e rica em matéra orgini-
ca, como folhas e vegetagio, em decomposicio, du-
rante periodos de grandes estiagens e temperaturas
quentes. Nestas circunstincias, criam-se condigBes
de anaercbiose que permitem o desenvolvimento de
Cl. botulinum e a producio da toxina pelas formas
vegetativas.

Entre as aves domésticas, o botulismo assume caré-
ter mais enzodtico ou apenas se constitui em surtos
esporddicos. Os surtos por nds observados irrompe-
ram esporadicamente em propriedades rurais, e ao
que tudo indica, a fonte de infecgio deve ser atri-

A

buida & ingestic de cadiveres, de diversas espécies,
ou o acesso a pogas d'dgua contaminadas.
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BOTULISM IN FOWLS IN THE STATE OF RIO DE JANEIRO

v

Abstract

The -diagnosis of ten outbreaks of botulism in home flocks of chickers and ducks, ranging free in rural

areas of the State of Rio de Janeiro, is desecribed.

The presence of botulinic toxin was confirmed in the blood serum of sick fowls, and in cultures of crop
and intestine contents and liver tissue. The toxin was identified as type C using the anti-toxin protection
test in mice. This appears to be the first confirmed case of botulism in fowls in Brazil.

The authors recommend the use of the anti-toxin protection test in mice using serum of sick fowls, as a

routine procedure in diagnostic work,
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