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“OCORRENCIA DE CLOSTRIDIOS PATOGENICOS EM SOLO DE

PASTAGEM DA MICRO-REGIAO DE JABOTICABAL,SP”

RESUMO - Entre as espécies de Clostridium de importancia em patologia animal,
destaca-se o Clostridium perfringens, o Clostridium botulinum, o Clostridium
chauvoei. O objetivo desta pesquisa foi verificar a presengca de bactérias
anaerobias esporuladas (Clostridium sp), assim como, identificar as espécies de
Clostridium patogénicos para a saude animal, principalmente de bovinos, no solo
de pastagem da micro-regido de Jaboticabal, SP. Foram coletadas 250 amostras
de solo e realizadas contagens de bactérias esporuladas do género Clostridium e
identificacdo das espécies patogénicas presentes. Os resultados permitiram
demonstrar a contagem de UFC de Closrtidium sp com média em log 1 igual a
2,79, sendo que os valores minimo e maximo obtido foram 2,15 e 3,68
respectivamente. Para caracterizacdo e identificagdo, os resultados permitiram
identificar a presenca de bactérias anaerdbias esporuladas em 233 amostras
(93,2%), entre estas 180 eram do género Clostridium. Apoés realizagao bioquimica
foram identificados Clostridios patogénicos em 42 amostras, sendo o C.
perfringens em 23 amostras (9,2 %), o C. botulinum em 13 amostras (5,2%), e o
C. chauvoei em 6 amostras (2,4%). Para a pesquisa da toxina botulinica através
do teste de bioensaio em camundongos, revelou-se a produgao de toxina
botulinica em 13 amostras (5,2%), confirmando a toxigenicidade das amostras
identificadas de C. botulinum. Os resultados revelaram uma contaminacao
ambiental por Clostridios patogénicos capazes de prejudicar a saude animal,

podendo ocasionar grandes perdas econdmicas.



Palavras-Chave: Clostridium perfringens, C. botulinum, C. chauvoei ,patologia

animal.



“OCCURRENCE OF PATHOGENIC CLOSTRIDIOS IN PASTURE SOIL OF

REGION OF JABOTICABAL,SP”

SUMMARY - The species of Clostridium of major importance to animal
pathology are Clostridium perfringens, Clostridium botulinum, and C.
chauvoei. Considering this, the objective of this research was to verify the
presence of anareobic sporulate bacteria (Clostridium sp), and also identify
the species of pathogenic Clostridium for the animal health, mostly to bovine,
in pasture soil of Jaboticabal-SP. A total of 250 samples were collected and
used to determine the number of sporulated bacteria from Clostridium
genderand identify the pathogenic species present. The results demonstrated
that the average number of CFU in log 1o of Closrtidium sp was 2,79, and the
minimum and maximum values obtained were 2,15 and 3,68 respectively.
After characterization and isolation and identification, the results showed the
presence of 233 samples (93,2%) of sporulated bacteria, of these 180 were of
Clostridium gender. The biochemical tests were identified in 42 samples,
being 23 samples (9,2%) of Clostridium perfringens, 13 samples (5,2%) of
Clostridium botulinum and 6 samples (2,4%) of C. chauvoei. The research of
botulinum toxin throught the bioassay in mice was demonstrated the
presence in 13 samples (5,2%), confirming the toxigenicity of C. botulinum
identified samples. These results demonstrated an environmental
contamination with pathogenic Clostridios what could be a potential risk to the
health of the animals and also cause losses economical.

KEYWORDS: Clostridium perfringens, Clostridium botulinum, C. chauvoei, animal

pathology.



1. INTRODUCAO

A producédo animal no Brasil é realizada, principalmente, sob o pastejo
direto em pastagens tropicais cultivadas. O rebanho bovino encontra-se
distribuido por todo o pais, com principal participagdo da Regidao Centro-Oeste
constando de 34,80%, em seguida a regido Norte com 19,45%, Sudeste com
19,26%, Sul com 13,79% e Nordeste com 12,70%. Na regido nordeste do Estado
de S&o Paulo, a micro-regido de Jaboticabal apresenta 64.496 hectares de area
rural, entre estes estdo 1338 hectares de pastagem, ou seja 2,09% da area do
Municipio. A cultura da cana de agucar prevalece na economia da regido, porém
verifica-se uma parcela representativa de produtores de bovinos em que o
sistema de alimentag&o baseia-se principalmente na utilizagdo de pastagens.

Neste contexto, o solo, como substrato basico para o desenvolvimento e
crescimento das pastagens, representa um ecossistema dindmico e complexo.
Sua populacdo microbiana é representada por uma quantidade altamente diversa
de microrganismos como bactérias, fungos, algas, protozoarios e virus em
equilibrio dinamico.

A maioria das bactérias do solo é heterotréfica, sendo as mais comuns,
Arthrobacter, Pseudomonas, Rhizobium, Azotobacter, Nitrobacter,. Quanto aos
esporulados sua presenca € principalmente para as bactérias dos géneros
Bacillus, Clostridium, entre outras. Esses microrganismos sdo responsaveis por
grandes transformagdes bioquimicas, funcionando como elo entre animais, plantas
e meio ambiente (solo) promovendo a manutengao da vida na Terra. Pode ser

citado como exemplo um sistema simbidtico de fixacdo de nitrogénio realizado



pelo Rhizobium quando associados as leguminosas, que pode aumentar
consideravelmente a produgdo da safra, tornando a presenga desse
microrganismo de grande importancia na agricultura (PELCZAR et al., 1996).
Contudo, nesse mesmo ambiente, o solo pode abrigar bactérias patogénicas que
podem veicular ou causar infeccbes nos animais. Um dos principais
representantes da microbiota epifitica patogénica € o género Clostridium.

O género Clostridium estd constituido de bactérias anaerdbias, que
apresentam como principal caracteristica a producdo de esporos, o que os torna
resistentes a condicbes adversas. Sendo tais bactérias componentes da
microbiota do trato intestinal do homem e animais, além de estarem presentes no
solo e agua (STERNE & BATTY, 1975). Sua prevaléncia e distribuicdo tém sido
estudadas por todos os continentes principalmente Europa (KNOCK, 1952;
WILLIAMSON et al., 1999; DHAKED et al., 2002; ZECHMEISTER et al., 2005) .

Os animais podem-se contaminar com as bactérias diretamente do solo e
agua, através da ingestdo do pasto. Na espécie bovina, a via de contaminagéo por
Clostridium sp,pode ocorrer também através da ingestdo de materiais de origem
animal presente no pasto como, ossos de carcagas de animais em decomposi¢cao
(LANGENEGGER et al., 1983); ou por ingestao de agua contaminada por animais
mortos recentemente, contendo a toxina e esporos de Clostridium botulinum
(SCHOCKEN-ITURRINO et al., 1990; KRIEK et al., 1994).

Dessa forma, quando os esporos de Clostridium botulinum encontram
condi¢bes favoraveis para germinar, reproduzir-se e produzir toxinas, podem gerar
infeccbes endogenas. Outros clostridios, também presentes no solo, como C.

chauvoei, C. septicum, C. novyi, causam infeccbes exdgenas através da



contaminagdao em feridas ou pela ingestdo de esporos presentes no alimento
(ONDERDONK & ALLEN, 1994).

Deve-se ressaltar que existem ao redor de 100 espécies do género
Clostridium  distribuidas em  areas geograficas  distintas.  Contudo,
aproximadamente 10% s&o consideradas de importancia em patologia animal.
Tais espécies bacterianas podem ser,com base em sua patogenia, agrupadas
como causadoras de: - doengas neurotrépicas (Clostridium botulinum, C. tetani); -
mionecroses ou carbunculo sintomatico e gangrena gasosa (C. chauvoei, C.
septicum, C. novyi, C. sordellii e C. perfringens); - enterotoxemias (C. perfringens);
- hemoglobinuria bacilar e hepatite necrética (C. haemolyticum e C. novyi)
(LOBATO, 2000).

Admite-se que o Clostridium sp sejam ubiquitarios podendo, portanto,
manter-se no solo por longo periodo de tempo e eventualmente podem ser
transportados a longas distancias por diferentes animais (como urubus, lobos,
entre outros), fatores ambientais (como vento e agua) e outros mecanismos
biolégicos mais complexos (como furacao e ciclone) (HARIHARAN & MITCHELL,
1977; CASTEEL, et al., 2006).

Embora as clostridioses sejam enfermidades conhecidas ha um longo tempo,
ainda hoje elas representam um alto risco para a pecuaria, dado os significativos
danos econémicos que acarretam (DUTRA, 2001).

No Brasil, ndo ha trabalhos realizados com relagdo a quantificacdo de
bactérias anaerdbias esporuladas (Clostridium sp) em solos de pastagem e raros
sao os trabalhos recentes, que se dedicaram a fazer a identificacdo das espécies

patogénicas, de importancia em patologia animal. A grande incidéncia de casos de



Clostridioses em bovinos no Brasil, causando grandes porcentagens de perdas,

despertou incentivo a realizagao deste experimento.

Os objetivos do presente experimento foram:

1) Verificar a ocorréncia de microrganismos patogénicos do género Clostridium

de interesse na saude animal, em solo de pastagem da micro-regido de

Jaboticabal,SP;

2) Caracterizar e identificar as espécies patogénicas encontradas;

3).Verificar se as espécies encontradas s&o produtoras de toxina botulinica;



2. REVISAO DE LITERATURA

Desde que WAKSMAN & WOODRUFF (1940) verificaram a sobrevivéncia
de microrganismos patogénicos no solo, o estudo do solo como reservatorio
natural ou refugio temporario de microrganismos patdégenos, resultou no interesse
para maiores conhecimentos a este respeito.

O género Clostridium compreende um grupo de microrganismos Gram-
positivos, anaerébios, formadores de esporos e produtores de toxinas que se
encontram ubiquitariamente distribuidos. As condi¢cdes nutricionais favoraveis e a
anaerobiose presente no trato intestinal dos mamiferos s&do atrativas a diversas
espécies de clostridios (McCLAINE et al., 2004).

Existem ao redor de 100 espécies de Clostridium sp distribuidas em areas
geograficas distintas, muitas sdo constituintes das microbiotas intestinais dos
animais e humanos, e algumas podem causar enfermidades nos animais,
ocasionando grandes prejuizos econémicos (LOBATO & ASSIS, 2005).

As infecgdes e intoxicacbes causadas pelas bactérias do género
Clostridium nos animais, podem ser classificadas em grupos distintos, sendo que
aproximadamente dez diferentes sindromes em bovinos sao causadas por 14

espécies diferentes de Clostridium (LOBATO & ASSIS, 2005; STERNE, 1981).



2.1. As principais Clostridioses que ocorrem no Brasil

2.1.1. Botulismo (Clostridium botulinum) e Tétano (Clostridium tetani)

Sao doengas neurotrdpicas, ou seja, que afetam principalmente o sistema
nervoso, nas quais os agentes etioldgicos séo Clostridium botulinum (botulismo) e
C. tetani (tétano).

O botulismo €& uma intoxicagdo especifica, resultante da ingestdo e
absor¢cdo pela mucosa digestiva de toxinas pré-formadas pelo Clostridium
botulinum. Sob condicdes de anaerobiose e temperatura favoraveis, a bactéria se
multiplica e produz a toxina altamente letal, sendo responsavel por levar grande
numero de animais a morte.

O Clostridium botulinum €é um bastonete Gram positivo, anaerdbio
obrigatdrio, movel, peritriqueo. Pode ser destruido a temperatura de 121° C por 15
minutos, enquanto suas toxinas sao destruidas a 100°C por 20 minutos. O pH
ideal para o Clostridium botulinum é de neutro a alcalino, e a temperatura entre 30
e 37°C (QUINN et al., 1994), porém ha relatos da sobrevivéncia de esporos de C.
botulinum a temperatura de 4°C (SCHOCKEN-ITURRINO, 1980).

A grande importancia de Clostridium botulinum, deve-se a sua capacidade
de produzir esporos. O esporo bacteriano € o mecanismo mais eficaz de
sobrevivéncia na natureza. Os esporos de Clostridium botulinum estao entre os
esporos bacterianos mais resistentes, tendo sobrevivido mais de 30 anos em um
meio fluido e provavelmente por mais tempo em meio seco (SMITH & SUGIYAMA,

1988).



Sao conhecidos sete tipos sorolégicos deste microrganismo, com
distribuicdo mundial. Sendo estes sete produtores de 7 diferentes tipos de toxinas
(A, B, C,D, E, Fe G). As toxinas A, B, E, e F sao freqientemente responsaveis
pelo botulismo humano (ACHA & SYFRES, 1986), enquanto que as toxinas C e D
causam botulismo em bovinos, equinos, ovinos e esporadicamente em outros
animais (SMITH & SUGYIAMA, 1988). O Clostridium botulinum tipo G produz a
toxina G, que foi isolada no solo da Argentina e ja foi associada a ocorréncia de
intoxicagdes em seres humanos (GIMENEZ & CICCARELLI, 1976).

Em relagdo aos bovinos, as vacas sao as mais afetadas, em gestagédo ou
lactacdo, criadas em pastagens deficientes em fdésforo, as quais passam a
desenvolver o habito da osteofagia ou sarcofagia (forma endémica), podendo
ingerir junto com as carcagas neurotoxinas tipo C e D produzidas pelo C.
botulinum tipo C e D (LOBATO & ALMEIDA, 1997).

Juntamente com os alimentos, o esporo passa, em geral, pelo trato
digestorio do animal sem causar problemas, mas em carcagas 0 esporo encontra
condicbes ideais de anaerobiose para se desenvolver e produzir toxinas,
contaminando os ossos, cartilagens, tenddes e aponeuroses que sao mais
resistentes a decomposi¢cao. Com isso, ao ingerir fragmentos de tecidos e ossos
os bovinos podem adquirir a toxina e também os esporos, estabelecendo assim a
cadeia epidemioldgica (LANGENEGGER & DOBEREINER, 1988).

Os bovinos podem intoxicar-se também ao ingerir toxinas presentes em: -
cama de frango, feno ou silagens contaminadas (compactados acidentalmente
com pequenos animais em decomposicdo) (SMITH, 1977; SCHOCKEN-
ITURRINO et al,, 1991); - ou entdo, em aguas estagnadas (SCHOCKEN-

ITURRINO et al., 1990; DUTRA et al., 1990).



Quanto ao Clostridium tetani , sabe-se que €& encontrado
predominantemente no solo adubado e fezes de animais domésticos. Ademais €&
mundialmente distribuido no solo e frequentemente transitério no intestino.
Acomete todos os mamiferos, sendo que os equinos , ruminantes e suinos sao os
mais sensiveis. Animais que sido submetidos a tosquia, castragdo, cura de
umbigo, caudectomia, ou sofrem infecgdes urinarias poés-parto, ou ainda
participam de brigas, sdo mais susceptiveis a contaminagao pelo agente, podendo
desenvolver a doencga. Ainda foi verificado que o tétano pode ocorrer quando
feridas sdo infectadas com esporos do microrganismo, germinando e produzindo
toxina, porém ha relatos de surtos de bovinos sem nenhuma ferida, em uma
patologia denominada “tétano idiopatico” (STERNE, 1981). A doenga pode se
desenvolver num periodo de 1 a 3 semanas (BIZZINI, 1993).

Sabe-se também que os esporos do microrganismo podem-se manter

infectantes no solo por periodos superiores a 40 anos (LOBATO & ASSIS, 2005).



2.1.2. Mionecroses: Carbunculo sintomatico, Manqueira, Mal de ano
(Clostridium chauvoei) e Gangrena gasosa ou Edema maligno (C. septicum,

C. novyi, C. sordelli, C. perfringens)

Mionecroses sao resultantes da multiplicacdo e produgao de toxinas por
algumas espécies de Clostridium na musculatura, com a consequente leséo
muscular e toxemia. Varios fatores podem desencadear a infecgcdo como, traumas,
isquemias, entre outros. Estes fatores propiciam a germinagcdo de esporos e
consequente produgao de toxinas (LOBATO & ALMEIDA, 1997).

Vem ocorrendo, no pais, grande numero de surtos de mionecroses
decorrentes de falhas no processo de vacinacdo, como auséncia de trocas de
agulhas, excesso de matéria organica em criatorios. Carbunculo sintomatico é
uma mionecrose, também conhecida como “manqueira” e “mal de ano”, que tem
como principal agente o C. chauvoei. Os bovinos, ovinos e caprinos sao as
principais espécies acometidas. Suinos sdo raramente afetados e eqlinos sao
resistentes. O microrganismo pode ser encontrado no sistema digestivo, em
feridas e também no solo.

Esporos de C. chauvoei sao ingeridos através de alimentos e
permanecerem em laténcia na musculatura esquelética até que algum trauma
desencadeie a germinagao e desenvolvimento da doencga, caracterizado por uma
bacteremia e toxemia letais (SCHOCKEN-ITURRINO et al., 2000; LOBATO &
ASSIS, 2005). A doenca é freqientemente associada a presenga de pastagens
luxuriantes, coincidindo principalmente com o periodo de verdo em que ha

abundancia de chuvas nas pastagens , mas constitui um problema para algumas



areas secas (HULLAND, 1993). A sobrevivéncia de C. chauvoei no solo sob a
forma de esporos € um fator de grande significancia na transmissdo aos animais
(UZAL et al., 2003). A incidéncia da doenga tem aumentado depois do preparo da
terra para uso para pastagem (STERNE & BATTY, 1975).

A gangrena gasosa ou edema maligno afeta bovinos de qualquer idade, é
uma infecgdo exdgena, produzida por um ou mais microrganismos associados: C.
septicum, C. chauvoei, C. perfringens, C. novyi, C. sordelli. Estes microrganismos
infectam os animais através de feridas na pele, membrana mucosa, através de
tosquias, partos, castragdo, vacinas entre outros (SMITH, 1984; MORRIS et al.,
2002).

As lesbes sdo semelhantes a manqueira, entretanto a gangrena gasosa é
tipicamente uma celulite, ou seja, afeta principalmente o tecido subcutaneo
(HULLAND, 1993). Em geral, a musculatura esquelética e tecido subcutaneo
apresentam extensivo edema crepitante associado a ocorréncia de hemorragia e
necrose, exalando acentuado odor rangoso, podendo variar conforme a
associagcao dos microrganismos envolvidos (STERNE & BATTY, 1975; LOBATO &

ALMEIDA, 1997).

2.1.3. Enterotoxemia (Clostridium perfringens, C. sordelli, C. septicum)

E causada pelos cinco tipos de C. perfringens tipo A, B, C, D e E, além de
C. sordelli e C. septicum. . Devido a maior importancia sanitaria e econémica sera
descrita a enterotoxemia causada pelo C. perfringens tipo D. Este microrganismo

€ um bastonete Gram-positivo, anaerdbio, formador de esporos, que esta



amplamente distribuido no solo, nas fezes e nos intestinos de animais sadios.
Acomete ovinos, caprinos e bovinos. E também conhecida como doenga do rim
pulposo ou doenca da superalimentagdo. Mudangas bruscas na alimentacéo,
dietas ricas em carboidratos e proteinas, propiciam a germinagdo e produgao de
toxina (LOBATO & ASSIS, 2005).

Geralmente, animais com 3 dias e 6 meses de idade sdo os mais afetados.
Contudo, na regido Centro-Oeste do Brasil, a doenga acomete com maior

intensidade bovinos adultos (SILVEIRA et al., 1995).

2.1.4. Hemoglobinuria Bacilar (Clostridium novyi) e Hepatite Necroética (C.

haemolyticum)

Séo infecgdes nas quais os microrganismos C. haemolyticum e C. novyi s&o
responsaveis pelo quadro de hepatite necrotica e hemoglobinuria bacilar,
respectivamente.

Hemoglobinuria € uma enfermidade que ocorre em bovinos e ovinos, e esta
associada a areas umidas, ou seja em localizacdo geografica limitada. O principal
fator desencadeante da doencga esta relacionado com a migragcdo de vermes
trematdédeos, que causam danos no tecido hepatico, permitindo a proliferacdo do

agente e producgao de toxina. (VALENTE & CUTERI, 1997).



Hepatite necrética ocorre devido a associagdao de C. novyi e Fasciola
hepatica. A doenca também é conhecida como “black disease”, devido a presenca
de sangue venoso ciandtico no tecido subcuténeo, produzido pela agao da toxina

(SMITH, 1984).

2.2. Clostridios isolados de solos ou de animais

Clostridium botulinum é um microrganismo mundialmente disseminado e
tem sido isolado de amostras de solo de todos os continentes e em sedimentos. A
maior ocorréncia é no solo. A partir dai chega a contaminar alimentos, por se
transformar na forma altamente resistente de esporos, os quais resistem tanto ao
calor quanto a dessecacdo. (SCHOCKEN - ITURRINO, 1986).

Na Africa do Sul, o nome botulismo é “lamsiekte”, na Australia, "paralisia
bulbar”; no Sul dos Estados Unidos, “loindisease” e no Senegal, como “gniedo”. O
botulismo foi inicialmente descrito em bovinos por GRAHAM & SCHWARZE
(1921) na Australia, e logo apés por SEDDON (1922), quando descobriu que a
doenca nesses animais, chamada de “paralisia bulbar”’, era na verdade uma
intoxicagdo pelo consumo de restos de carne que teriam sido contaminados com o
microrganismo que ele denominou de Bacillus para Botulinus.

O Clostridium botulinum tipo D foi isolado da carcaca de uma vaca morta
por “Lamsiekte”, doenga paralisante, responsavel pela morte de muitas reses,

anualmente, na Africa do Sul (MEYEER & GUNNISON, 1928).



Na Africa, nas regides Sul e Sudeste, KNOCK (1952) relatou a presenca de C.
botulinum tipo D em 3% das amostras. O Clostridium botulinum tipo D foi detectado
no sul da Africa, onde ocorre grande nimero de perdas de bovinos (MASON, 1968).

Na Russia, um extenso trabalho foi realizado pro KRAVCHENKO &
SHISHULINA (1967), que examinaram mais de 4.200 amostras de solo na
pesquisa de C. botulinum e C. tetani.

No Japao, a maior frequéncia é de C. botulinum tipo E; KODAMA (1970)
analisou 6. 883 amostras de solo da zona costeira , rios e lagos, na regido de
Akita, isolando o C. botulinum tipo E de 20 amostras (0,3%).

NIEVES & GABALDON (1976) analisaram solos do Estado de Mérida, na
Venezuela, e relataram a presencga de Clostridium botulinum do tipo A e C.

SMITH (1978) verificaram a ocorréncia de C. botulinum e C. tetani em 260
amostras de solos dos Estados Unidos, demonstrando a presenca da primeira
bactéria em 61 amostras (23,5%) e do C. tetani em 88 amostras (33,8%).

NOTERMANS et al. (1979), em experimento realizado na Holanda,
demonstraram que o C. botulinum pode se multiplicar em pastagens, pode produzir
toxinas suficientes para matar uma vaca que ingerisse de 10 a 100 g de pasto
contaminado.

HUSS (1980) relata a distribuicao de C. botulinum em solos e sedimentos
marinhos na Dinamarca, Ilhas Faroe, Greeland, Bangladesh, descrevendo que as
amostras de solos cultivados apresentaram a maior presenga desse
microrganismo comparado ao solo virgem.

GALEY et al. (2000) descreveram surtos de botulismo em gado leiteiro,
resultante da ingestdo de alimento contaminado com esporos de C. botulinum, na

Califérnia. No mesmo ano, KELCH et al.(2000), relatam a morte de gado da racga



Holstein, contaminados por C. botulinum presente em cevada empacotada que servia
como alimento para os animais, no Estado de Tenesse Estados Unidos.

C. botulinum tem sido discutido como o agente causador da “doenga de pasto”
em cavalos, nos Estados Unidos (COLLIER et al.,, 2001) e Botulismo visceral em
gado, na Alemanha (BOHNEL et al., 2001).

No Brasil, WARD et al. (1967) foi pioneiro em analisar amostras de areias
coletadas de acudes do Estado do Ceara e praias de Fortaleza, sendo que 26
amostras constataram o C. botulinum tipos A, B, C, e F em 5 amostras (19,2%).

No Brasil, o botulismo bovino foi identificado pela primeira vez no Estado do
Piaui (TOKARNIA et al.,, 1970), nas décadas seguintes (1980 e 1990) foram
diagnosticados casos de Clostridioses em outras criagdes e em quase todo o
territorio brasileiro (DOEBEREINER et al., 1992).

TAVARES (1985), descreveram para o Brasil, a presenga de C. tetani nas
fezes de bovinos e de equinos, conseqlentemente a contaminacgao do solo.

DOBEREINER et al. (1992) descreveram o botulismo epizo6tico em bovinos
no Brasil, relatando também que amostras de solo das fazendas, com histérias
clinicas de botulismo seguido de mortes, verificaram a presenca de C. botulinum e
toxina botulinica. O bioensaio é ainda hoje o método “gold standard” para a
estimativa da bioatividade de todos os tipos e subtipos soroldégicos da toxina
botulinica (GAO, 1984).

Em todo o Brasil, surtos tém sido registrados nos ultimos anos, acometendo
sobretudo fémeas em gestacao ou lactagao, com a estimativa de centenas de mortes
(DOBEREINER et al., 1992; DUTRA & DOBEREINER , 1995). Um importante fator
que contribui para o agravamento do problema foi a intensificagdo da contaminagao

ambiental pelos esporos de C. botulinum, principalmente a partir de cadaveres em



decomposicdo nos pastos (RIBAS et al., 1994). Em Pernambuco, estes autores
verificaram a presenca de esporos e toxinas de C. botulinum em costelas de
cadaveres de bovinos em diferentes niveis de decomposicdo, obtidos em
propriedades rurais em que ocorreram mortalidades por botulismo, sendo que
46,55% foram positivas.

SILVA et al.(1998) realizaram estudos para verificar a ocorréncia de C.
botulinum tipos C e D em amostras de solo, limo e fezes de bufalos, em areas de
criacdo de bufalos do Estado do Maranhdo. Revelaram que 104 (74,3%) das 140

amostras analisadas foram positivas para C. botulinum.

A enterotoxemia € relatada ha tempos por criadores de bovinos, caprinos e
ovinos, e também por veterinarios como uma doenca comum e importante devido a
grande mortalidade que acarreta nos animais acometidos (STERNE & BATTY, 1978).
O microrganismo foi denominado inicialmente como Bacillus ovitoxicus, quando
isolado pela primeira vez em 1932 (citado por KRIEK, 1994). Em 1956, OXER
descreveu a enfermidade na Australia, com a bactéria ja denominada C. perfringes.
Na mesma época, diversos autores relatam a ocorréncia da enfermidade na
Alemanha, Inglaterra, Bulgaria, Canadd, Franca, Estados Unidos india, Ird, Russia,
Turquia, entre outros paises (JENSEN, 1974).

A primeira revisdo completa sobre as doengas causadas pelo C. perfringens foi
feita em Paris, por PREVOT et al. (1967) sendo estes os primeiros a analisar a
crescente freqiéncia de casos de enterotoxemias por C. perfringens em diversas

espécies de animais domésticos.



O agente esta disseminado na natureza e tem sido isolado principalmente de
solo em éareas enzdoticas de enterotoxemia, nos Estados Unidos (CARTER &
CHENGAPPA, 1993).

A persisténcia de C. perfringens no ambiente deriva de casos anteriores de
enterotoxemia ou da constante contaminagao fecal proveniente de varias espécies de
animais que tem o microrganismo como parte da flora intestinal normal (PUGH,
2002).

Na Venezuela, no Estado de Anzotegui, o C. perfringens foi isolado de bezerro
de 9 meses de idade, associado com quadro de enterotoxemia (PINEDA et al., 2004).

No Brasil, SARAIVA (1978) descreveu no Estado Rio Grande do Sul, casos de
enterotoxemia em 20 bovinos com a presencga de C. perfringens, sendo que 1 bovino
tinha 6 dias de idade, sendo este o primeiro caso diagnosticado em bovino com esta
idade no referido Estado.

Em 1995, BALDASSI et al. descreveram surtos de enterotoxemia causada por
C. perfringens em cabras em lactacdo. VESCHI et al. (2005) observaram surtos de
enterotoxemia em caprinos leiteiros, no Rio Grande do Sul.

Ainda no Brasil, GONCALVES et al.(2006) relataram o primeiro caso de
mastite necrética bovina por Clostridium perfringens tipo A, e descrevem também que
a grande contaminagcdo ambiental, favorecida pelas condi¢cbes climaticas e acumulo
de matéria organica, propiciaram a contaminagao da papila mamaria pelo
microrganismo, instalando o processo infeccioso.

Em 2006, no Estado de Minas Gerais, LOBATO et al. identificaram
enterotoxemia em 5 vacas em lactacao, ocasionada pelo C. perfringens tipo D, esses

animais tinham sido alimentados anteriormente com casquinha de soja contaminada.



Um levantamento sobre infecgdes clostridiais em animais, na india, HARBOLA
& KUMAR (1990), analisaram o conteudo intestinal e pedagos de musculos de
diferentes espécies de animais, entre estes 38 amostras de bovinos com casos de
black quarter e identificaram o C. perfringens em 5 amostras (13,1%) e C. chauvoei e
C. septicum em 13 amostras (34,2%).

No Brasil, chama-se a atengdo para o grande numero de surtos de
mionecroses que vém ocorrendo no pais decorrentes de falhas no processo de
vacinagao, principalmente devido a falta de assepsia no sitio vacinal, criatérios com
excesso de matéria organica, auséncia de trocas de agulhas entre animais, entre
outros fatores.

Em um levantamento realizado no Estado de S&o Paulo, durante 10 anos
(1970-1979), sobre a incidéncia da Gangrena gasosa e do carbunculo sintomatico,
BALDASSI et al. (1985) analisando 2082 amostras suspeitas das doencas citadas,
relataram a presencga de C. septicum em 63 amostras (3,02%) e C. chauvoei em 163
amostras (7,82%).

Em Itacarambi - Minas Gerais, ASSIS et al.(2002) reportaram um surto de
gangrena gasosa por C. septicum em bovinos, no qual os animais morreram 30 dias
apos a vacinagao Recentemente, ASSIS et al. (2005) descreveram outro surto de
carbunculo sintomatico, classico em bezerros de 4 - 8 meses de idade, provenientes
do municipio de Nova Unido, Minas Gerais.

No Estado da Bahia ocorreram dois surtos de mionecroses em ovelhas da raca

Santa Inés devido a C. chauvoei (ASSIS et al., 2004).



Sao raros os relatos sobre surtos de hemoglobinuria bacilar. Porém, na década
de 60, foi relatado um surto de Hemoglobinuria bacilar, na regido do litoral norte do
Estado do Rio Grande do Sul, onde ocorreu a morte de 2500 bovinos (GUERREIRO
et al., 1962). Nao foram encontrados relatos de isolamento ou detec¢do de C. novyi e

C. haemolyticum em solos de pastagem.

O uso de pastagens naturais no sistema pecuario justifica-se por ser uma
fonte de alimento de baixo custo para ruminantes. Além do mais, s&o
ecologicamente corretas e quando bem manejadas, reflete-se em ganhos

econdmicos (HEITSCHMIDT et al., 1996).



3. MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 250 amostras de solos de pastagem, para bovinos e
caprinos, em 25 fazendas da regido de Jaboticabal — SP, distribuidas por 22 regides
identificadas por GPS, podem ser visualizadas na Figura 1., no periodo de junho a
dezembro de 2006. As fazendas estdo caracterizadas na Tabela 1. utilizando-se as
coordenadas em latitude e altitude, apresentando solo tipo Latossolo Vermelho.
Segundo relato dos proprietarios das fazendas, todos os animais que se encontravam
no pasto foram vacinados conforme o quadro de vacinag&do obrigatéria, o que n&o
inclui vacinagao contra Clostridioses.

Na ultima década, tem havido um crescente numero de casos diagnosticados
de clostridioses em amostras de origem bovina em todo o pais (BALDASSI et al.,
2002). No entanto, ndao foram relatados pelos produtores problemas recentes e
suspeitos de clostridioses em bovinos nos locais de coleta do presente experimento.

Foram coletados aproximadamente 300g de solo, a uma profundidade entre 0
a 20 cm, usando-se espatulas e pa previamente esterilizados para cada amostra, e
acondicionados em sacos plasticos (TOME Jr., 1997), perfazendo um total de 12
amostras por fazenda. As analises microbioldgicas foram realizadas no Laboratério
de Microbiologia — Departamento de Patologia Veterinaria, da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, UNESP — Jaboticabal - SP.

No laboratério, as amostras foram devidamente registradas e conservadas

em geladeira até a realizacdo da analise microbiologica.
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Figura 1. Mapa com as localizagdes das propriedades onde foram coletadas amostras
de solo de pastagem, da micro-regido de Jaboticabal-SP, no periodo de junho a

dezembro de 2006.



Tabela 1. Localizagao das fazendas onde foram coletadas as amostras de solo de

pastagem, da micro-regidao de Jaboticabal-SP, no periodo de junho a dezembro de

2006.
Propriedades v gs g4 FUSO-22K UTM FUSO-22K
LATITUDE LONGITUDE NORTE LESTE
o1 2113'35,70082" -48 22' 52,79494" 7650517,2800 771813,5000
02 2109' 57,45593" -48 15' 38,42936" 7657020,2500 784460,6200
03 2113'51,25587" -48 22' 33,71685" 7650029,5700 772355,9200
04 2104 24,86094" -48 21' 45,24666" 7667432,5000 774043,8130
05 2106'55,94718" -48 21' 36,32077" 7662780,0000 774224,4380
06 21 16'47,47397" -48 18’ 32,56580" 7644490,6500 779220,1700
o7 2112 32,70493" -48 17" 53,71456" 7652310,4400 780474,6300
08 2112 09,10996" -48 19' 14,67676" 7653076,1300 778150,9600
09 2113'01,64919" -48 24' 42,34129" 7651616,9600 768670,5000
10 2113'37,65131" -48 17" 34,73970" 7650302,7600 780987,9100
" 21 11'33,20067" -48 24' 19,11587" 7654324,2100 769385,0900
12 2113'45,15497" -48 19’ 36,24737" 7650131,5200 777478,6400
3 2110 25,52073" -48 17" 08,99087" 7656201,4000 781832,0900
b 21 18'50,45046" -48 24' 36,58567" 7640882,7400 768660,4900
1 2111'17,09336" -48 23' 15,55118" 7654792,6800 771227,4200
10 2111'08,85583" -48 10’ 49,75757" 7654677,1610 792753,3100
1 21 15'52,79969" -48 24' 42,73874" 7646351,4100 768572,8000
18 2107'59,51194" -48 16' 47,89468" 7660683,7700 782517,9500
19 2107 45,16442" -48 16' 51,66456" 7661127,0900 782416,6800
20 2113 19,42920" -48 26' 08,51860" 7651110,4200 766175,5100
21 21 15'30,99508" -48 23' 59,32839" 7647001,7000 769835,8000
22

-21 15' 05,15285"

-48 22' 24,56905"

7647751,5700

772582,0200




3.1. CONTAGEM DE BACTERIAS ANAEROBIAS ESPORULADAS (GENERO
CLOSTRIDIUM SP)

As amostras de solo foram devidamente homogeneizadas e pesadas 25 g
de cada uma. Logo apds, estas foram diluidas em vidros contendo 225 mL de
agua peptonada estéril a 0,1%. Sendo que, a seguir elas foram agitadas por 5 min,
em agitador orbital. Todas as amostras foram submetidas a um choque térmico, a
temperatura de 80°C por periodo de 10 min, e resfriando-se rapidamente em agua
aproximadamente a 30°C, com a finalidade de destruir células vegetativas
contaminantes e ativar a germinagao dos esporos (AURELI & FERRINI,1983).

Apds o choque térmico, 1 mL de cada amostra foi diluido, com pipeta
estéril, em tubo contendo 9 mL de solucdo salina estéril a 0,85%, fazendo-se
diluicdes seriadas até 10° . De cada diluicdo foram retirados 0,1 mL e semeados
em placas de Petri estéreis, utilizando-se o Método em superficie, sendo que
foram utilizados 3 meios: Agar Padrdo para Contagem (PCA - DIFCO®); Agar
Sulfito Polimixina Sulfadiazina (SPS DIFCO®); Agar Reinforced Clostridial (RCA —
OXOID®), todos em duplicatas. As placas foram incubadas a 37°C, em jarras
anaerdbicas, com o sistema Gas-Pak® por um periodo de 5 (cinco dias)
(SEGNER et al., 1971), conforme esta demonstrado na Figura 2.

Apoés este periodo, nas placas com os dois primeiros meios (PCA e SPS)
foram observados crescimentos espalhados, disformes e difusos, impedindo a
individualizagdo para a contagem até as diluicdes testadas (10 ®°). No meio RCA,
as colbnias apresentaram-se mais individuais e com caracteristicas tipicas como

centro ressaltado e cor levemente amarelada, opaca, com margens irregulares em



forma rizoide, conforme demonstrado na Figura 3. De cada colbnia diferente foram
realizados esfregagcos corados pelo Método de Gram, confirmando as
caracteristicas morfolégicas sendo bastonetes Gram positivos, com esporos
subterminais e realizado o teste de catalase (catalase negativo) para diferencia-los
e descartar a suspeita do género Bacillus (catalase positivo). Apoés a confirmagao
foi realizada a contagem.

As médias do numero de colbnias por placa em UFC (Unidades

Formadoras de Col6nia) foram transformadas em logaritmo de Base 10.

Figura 2. Sistema de incubagéo para bactérias anaerébicas, jarras anaerdbicas
contendo placas semeadas com amostras de solos de pastagem da
micro-regido de Jaboticabal — SP, no periodo de junho a dezembro de

2006.



Figura 3. Placas com os meios Agar Padrao para Contagem (PCA); Agar Sulfito
Polimixina Sulfadiazina (SPS); Agar Reinforced Clostridial (RCA), para
contagem de bactérias anaerdbias esporuladas (Clostridium sp), em
solos de pastagem da micro-regido de Jaboticabal — SP, no periodo de

junho a dezembro de 2006.

3.2. CARACTERIZAGAO E IDENTIFICACAO DE CLOSTRIDIUM SPP
PATOGENICOS

Para o isolamento de bactérias esporuladas do género Clostridium, foram
pesados 25 g de cada amostra e diluidas em vidros com tampa de rosca contendo
225 mL do meio de enriquecimento Cooked Meat Médium (CMM — DIFCO®),
ajustado o pH para 7,2, previamente esterilizado e reduzido (POLAQUINI et al.,

2003) (Figura 4).



Apoés inoculagdo, as amostras foram submetidas a choque térmico em
banho maria a temperatura de 80 °C, por um periodo de 10 min, resfriando—se em
seguida a 30°C em agua com gelo. Os vidros foram hermeticamente fechados e
incubados a 37°C em estufa bacterioldgica, por um periodo de 24 - 48 h. Apos
este periodo, foi observado crescimento por meio da turvagao e produgao de gas,
como demonstrado na Figura 4. Os tubos positivos foram submetidos a
esfregagos corados pelo método de Gram, visualizando morfologicamente
bastonetes Gram positivos com esporos ovais subterminais caracteristicos do
género Clostridium, como descrito por HOLT et al. (1994).

As amostras positivas foram semeadas em 3 placas de Petri estéreis
contendo o meio Agar Reinforced Clostridial (RCA — OXOID®), sendo que 2 placas
foram incubadas por um periodo de 24 a 48 h em jarras de anaerobiose com o
sistema Gas-Pak® (SEGNER et al., 1971) e uma placa foi incubada em aerobiose,
para descartar a possibilidade de aerdbios (género Bacillus).

Apos o periodo de incubacdo, as colbnias apresentaram crescimentos
caracteristicos de Clostridium sp, como centro ressaltado e cor levemente
amarelada, opaca, com margens irregulares em forma rizéide, no agar RCA
(SMITH, 1977). Essas colbnias foram repicadas para tubos de ensaio contendo
caldo infusdo de cérebro e coracdo (BHI — DIFCO®), acrescidos de 0,5% de
cloridreto de cisteina (agente redutor) e incubados em anaerobiose a 37°C, por um
periodo de 24 a 48 h. Apds esse periodo, foram realizados, novamente,
esfregagos corados pelo método de Gram e o teste de catalase, para diferenciar
as colbnias de Clostridium sp de as Bacillus sp, ja que os Clostridios sao
bastonetes Gram positivos e catalase negativos, e os Bacillus sp, que sao

catalase positivos.



Posteriormente, foram realizados os testes para caracterizagdo bioquimica,
a fim de identificar as espécies patogénicas do género Clostridium presentes em
cada amostra, as provas recomendadas por QUINN, 1994, tais como: -
fermentacdo dos acgucares (glicose, maltose, lactose, sacarose); hidrdlise da
gelatina; teste da motilidade; produgcédo de indol; produgdo de gas; redugdo de
nitrato; atividade da lecitinase, lipase, hemodlise. Parte dos testes bioquimicos
podem ser observadas na Figura 5.

Considerando que o Clostridium botulinum, C. tetani, C. perfringens
produzem toxinas foi também realizado o teste biolégico para a deteccéo de

toxinas em camundongos criados em laboratério.

2.1. BIOENSAIO EM CAMUNDONGOS

As amostras positivas para o género Clostridium sp, em caldo BHI, foram
centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos e os sobrenadantes foram filtrados em
membrana Millipore (0,45um), para eliminar a presenca de bactérias e esporos.
Em seguida, 0,5 mL do filtrado foi inoculado intraperitonealmente em pares de
camundongos raga Swiss Albina, linhagem Webster, com peso corporal entre 22 e
25 g. Como controle, foram inoculados camundongos com os mesmos materiais
aquecidos a 100°C, durante 15 minutos, sofrendo a desnaturagao e inativagdo da
toxina eventualmente presente, descartando, desse modo, a ocorréncia de mortes

por presenca de outras substancias (SMITH, 1977).



Os animais foram observados duas vezes por dia, durante um periodo de 5
a 10 dias, observando a presenca de sintomas caracteristicos de botulismo, como
dificuldade de locomocgéo, dificuldade respiratéria (formagao de “cintura de vespa”)
ou pela morte dos camundongos por paralisia flacida, com exceg¢ao dos animais
que receberam a aliquota desnaturada (controle) que sobrevivem (HUHTANEN et

al., 1981).

Figura 4. Frascos contendo o meio Cooked Meat Médium (CMM), inoculados com
amostras de solo de pastagem ,da micro - regido de Jaboticabal-SP, no

periodo de junho a dezembro de 2006.



Figura 5. Identificagdo bioquimica das amostras de Clostridium spp. patogénicos em
solo de pastagem, da micro-regido de Jaboticabal-SP, no periodo de junho a

dezembro de 2006.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre as 250 amostras de solos de pastagem submetidas as analises para
determinar a frequéncia de Clostridium spp, 233 amostras (93,2%) demonstraram
positividade para bactérias anaerébias (do género Clostridium), e em 17 amostras
(6,8%) nao houve nenhum crescimento de bactérias anaerébias. O meio Reinforced
Clostridial Agar, foi o0 meio de cultura que apresentou o melhor crescimento para
contagem de Clostridium spp no presente experimento, como demonstrado na Figura

6.

Figura 6. Placa de Agar Reinforced Clostridial, para contagem de bactérias
anaerobias esporuladas (género Clostridium sp), em amostras de solo de
pastagem da micro-regido de Jaboticabal — SP, no periodo de junho

dezembro de 2006.



As contagens foram separadas por faixas de valores variando de 0 a 5000

UFC/g, desta forma foi possivel observar que as maiores contagens encontraram-se

na faixa entre 400-600 UFC/g, abrangendo 34% das amostras (85 amostras) nesta

faixa de valores. Logo apds, podemos observar que 32% das amostras (80amostras)

encontraram-se na faixa de 600-800 UFC/g, conforme demonstrados na Tabela 2.

Tabela 2. Faixas de valores das contagens, freqiéncia e porcentagens de

Clostridium spp, em amostras de solo de pastagem da micro-regido

Jaboticabal,SP.

de

CONTAGEM (UFC/g)

FREQUENCIA AMOSTRAS PORCENTAGEM

0-200

200 - 400

400-600

600 - 800

800 - 1000

1000 - 1200

1200 - 1400

1400 - 1600

4600 - 5000

17

85

80

29

16

0,4%

6,8%

34%

32%

11,6%

6,4%

1,6%

0,0%

0,4%




Os maiores valores das contagens foram obtidos nas propriedades
1,3,7,8,10,12,21,22, identificados e localizados na Figura 1. Os animais presentes
nestas propriedades eram na maioria bovinos e em pelo menos duas propriedades
havia a presenca de caprinos.

As contagens de UFC apresentaram valores entre 140 e 4792 UFC/ g. O valor
meédio das contagens foi de 2,79 log 10 (UFC)/ g de solo de pastagem, entre os quais
os valores minimos e maximos em logy, (UFC) obtidos foram 2,15 e 3,68

respectivamente, como demonstrado na Figura 7.

3,68

3,51 2,79
31 2,15

MINIMO MEDIA MAXIMO
VALORES

Figura 7. Valores médios das contagens de Clostridium sp em solo de pastagem,
da micro-regidao de Jaboticabal - SP, no periodo de junho a dezembro de

2006.

As amostras foram coletadas no periodo de junho a dezembro, estagédo de fim
de seca e inicio das chuvas. Assim, neste periodo houve uma elevagdo no indice

pluviométrico permitindo a migragdo dos esporos de bactérias até a superficie do



solo. Por este fato, os resultados obtidos pelo presente experimento foi possivel
observar um aumento no numero de esporos durante a contagem, sendo que as
maiores contagens foram nos meses de setembro e outubro, nos quais houve um
aumento de chuvas neste periodo, podendo-se relacionar o aumento de chuvas com
maior aparecimento no numero de esporos de Clostridium sp nas amostras (Figuras
8.e Figura 9.). Estes dados corroboram com BELL et al.,(1955) que descrevem que a
estacdo chuvosa do ano propicia a ocorréncia do botulismo, pois as mudancas na
temperatura e condigbes ambientais sdo capazes de estimular a germinagao de

esporos e multiplicacao desta bactéria.

4,25

4,2
415
41

4,05

3,95

contagens

385

38

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

jun.jul.agos. set.out. nov.dez.

meses de coleta —&— midadas contagens

Figura 8. Relag&o entre as médias das contagens com os meses de coleta de
amostras de solo de pastagem da micro-regiao de Jaboticabal-SP, no

periodo de junho a dezembro de 2006.



—«&@— dias de chuvanos meses

30
25 1
20 -
15 1
10 -

dias de chuva

Figura 9. Dias de chuva nos meses de coleta de amostras de solo de pastagem da
micro-regiao de Jaboticabal-SP, no periodo de junho a dezembro de

2006.

Diversos estudos tém sido realizados para se conhecer melhor a distribuicdo
geografica, a sobrevivéncia, a variabilidade sazonal do C. botulinum no solo e em
sedimentos (SERIKAWA et al., 1977; MARION et al., 1983; SANDLER et al., 1993;
LUQUEZ et al., 2005).

SANDLER et al. (1993), analisando a prevaléncia de C. botulinum em regides
pantanosas freqlentes e em regides pantanosas por inundagéo provocada pela
estacdo de chuva, no norte da Califérnia, relataram que houve um aumento na
deteccdo deste microrganismo nos pantanos sazonais, principalmente no més de
setembro. GIRARDIN et al. (2005) observaram a influéncia sazonal no
desenvolvimento populacional do Clostridium sporogenes. Estes resultados

confirmam entdo um maior suporte e uma explicagao bastante plausivel para terem



sido encontrados, no presente experimento, maior contagens de bactérias anaerdbias
durante a estagao chuvosa, em algumas fazendas da micro-regido de Jaboticabal-SP.

Em algumas fazendas, onde foram realizadas as coletas, havia a presenca de
pequenos cursos de agua e as pastagens ali localizadas estavam em uma
proximidade do rio que pode ter contribuido também para a influéncia de algum fator
destas condi¢gdes ambientais, sob determinados resultados que foram encontrados
em nosso experimento. HANG'OMBE et al.(2000) relataram que os rios de Zambia,
geralmente transbordam na estacdo de chuva e a maior parte das fazendas desta
area usa o rio como fonte de abastecimento de agua para o gado. Dessa forma,
aumenta o risco de ocorréncia de Clostridioses, na micro-regido de Jaboticabal-SP.
LEMOS (2005) ao estudar enfermidades do sistema nervoso de bovinos de corte das
regides Centro-Oeste e Sudeste, relata a ocorréncia de intoxicagdo hidrica por
botulismo em bovinos, decorrente do acumulo de agua da chuva ao redor de uma
carcacga de bovino enterrada no pasto, e em outra, uma aguada parada na qual nido
foram encontradas carcacas.

Sao poucos os trabalhos recentemente realizados sobre o aspecto da
contagem de bactérias anaerobias obrigatérias (Clostridium sp), por este fato nao
houve como comparar o presente estudo com muitos trabalhos.

O mais recente estudo foi realizado na Alemanha, por GESSLER & BOHNEL
(2006), que avaliaram a persisténcia e mobilidade de esporos de C. botulinum
introduzidos no solo associado com um composto organico (adubo). Neste
experimento, a contagem de bactérias anaerdbias detectadas no solo, a uma
profundidade de 0-5 cm, foi demonstrada entre 8 x 10° e 2,5 x 10° UFC g” e a
profundidade de 10-30 cm, a contagem foi demonstrada entre 5,0 x 10° e 4,7 x 10’

UFC g". Porém, SMITH (1975) analisando 21 tipos diferentes de solo dos Estados



Unidos, incluindo de pastagem, determinou a contagem de bactérias anaerobias
obrigatérias, pelo método do Numero Mais Provavel, e relatou uma média entre 2,7 x
10% e 3,3 x 10° /g. GIBBS & FREAME (1965) determinaram a populacdo clostridial em
6 amostras de solo utilizando o meio RCA (Reinforced Clostridial agar),
demonstrando que a média da contagem variou de 3,5 x 10* a 1,2 x 10° UFC/g. Os
resultados dos trabalhos acima descritos sdo superiores aos resultados obtidos pelo
presente experimento, cujas médias variaram entre 1,4 x 10° e 4,8 x 10° UFC/g.
Porém, nosso experimento permite conhecer o solo de pastagem da micro-regido de
Jaboticabal-SP, tal como a sobrevivéncia de bactérias anaerobias nestes solos
estudados, caracterizando como um fator de risco a saude animal e considerando
como um fator a contaminagdo ambiental por excrementos dos animais.

Os resultados obtidos para isolamento e identificagdo, entre o total de 250
amostras analisadas foram positivos em 233 amostras (93%), para bactérias
anaerodbias esporuladas (Clostridium sp e Bacillus sp), conforme demonstrado na

Figura 10.

7%

O bactérias anaerdbias
esporuladas

B sem crescimento
93% bacte rias anaerdbias
esporuladas

Figura 10. Ocorréncia de bactérias anaerdbias esporuladas de solo de pastagem da

micro-regiao de Jaboticabal,SP.



Entre as 233 amostras, 180 (72%) diferenciaram - se pelo método de Gram e
Catalase negativo, classificando-os como do género Clostridium. Apds a realizagao
dos testes toxigenicidade em camundongos, foram identificadas 42 amostras (16,8%)

de Clostridium sp patogénico, estes resultados podem ser visualizados na Figura 11.

42 ou 16,8%
180 ou 72%

O Clostridium sp

| Clostridium sp patogénicos

Figura 11. Ocorréncia de Clostridium sp patogénicos em solos de pastagem, da

micro-regiao de Jaboticabal,SP.

A reunido dos resultados das caracteristicas culturais, toxigénicas e
bioquimicas levaram a identificacdo de Clostridium perfringens em 23 amostras
(9,2%), Clostridium botulinum em 13 amostras (5,2%) e C. chauvoei em 6 amostras
(2,4 %). Todos os resultados obtidos pelo presente experimento estdo descritos na

Figura 12.
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Figura 12. Isolamento e ldentificacdo de Clostridium patogénicos em amostras de
solo de pastagem, da micro-regido de Jaboticabal,SP, no periodo de junho

a dezembro de 2006.

As amostras positivas para Clostridium botulinum foram submetidas a
verificagdo da presenga de toxina botulinica, através do biosensaio em
camundongos. O bioensaio em camundongos trata-se de um ensaio especifico, pois
apresenta alta sensibilidade toxicoldgica. O desenvolvimento e emprego de novas
técnicas imunoldgicas para a detecgédo da toxina botulinica ndo exclui a necessidade
da associacao deste ensaio. DUTRA (2001) determinou a sensibilidade do bioensaio
em camundongo obtendo positividade para a pesquisa de botulismo em 43,1% das
amostras. Em nosso experimento, todas as amostras de C. botulinum foram positivas
para toxina botulinica, ou seja, todas as 13 amostras (5,2%) de Clostridium botulinum
isoladas do solo de pastagem analisadas foram produtoras de toxinas botulinica.

Todos os resultados foram demonstrados na Tabela 3.



Tabela 3. Caracterizacao e ldentificacdo de Clostridium spp patogénicos em amostras
de solo de pastagem, da micro-regiao de Jaboticabal-SP, no periodo de

junho a dezembro de 2006.

Espécies de Clostridios patogénicos isolados N°amostraspatogénicas NC°amostras

isoladas patogénicas
isoladas em
Porcentagem
Clostridium perfringens 23 9,2%
Clostridium botulinum 13 5,2%
(produtores de toxina botulinica)
Clostridium chauvoei 6 2,4%
Total de amostras patogénicas isoladas 42 16,8%

Varios fatores podem contribuir para os resultados sobre a intensidade da
contaminagao ambiental por Clostridium sp. Dentre eles destacam-se a época do ano
(SANDLER et al., 1993), tipo de solo (LEITAO & DELAZARI, 1983), presenca de
surtos de botulismo e movimentacdo de animais responsaveis pela contaminacao
fecal (SMITH & YOUNG, 1980), aguas estagnadas (LANGENEGGER &
DOBEREINER, 1988), presenca ou ndo de microorganismos inibidores (GRAHAM,
1978) e a existéncia de cadaveres na pastagem. Em nosso experimento, a época do

ano (inicio das chuvas) e o acumulo de agua parada pelo pasto contribuiram para



deteccao dos Clostridios patogénicos isolados. Levando em consideragdo que os
meses de setembro e outubro foram detectados maior niumero de amostras positivas
para estas espécies bacterianas.

C. perfringens é o microrganismo patogénico de maior distribuicdo na natureza
(CATO et al., 1989) e foi a espécie toxigénica encontrada com maior freqiéncia em
nosso estudo, seguindo-se o C. botulinum e o C. chauvoei.

H4& uma enorme diversidade de microrganismos patogénicos presentes no
solo, como ja citado anteriormente, porém, na presente investigacdo nao foi
observada uma diversidade de bactérias em amostras de solos de pastagens devido
que a metodologia para o isolamento de Clostridium implica num choque térmico com
aquecimento das amostras a altas temperatura seguidas de um esfriamento em agua
com gelo o que elimina as formas ndo esporuladas. No entanto, a amostragem de
nosso estudo é representativa, uma vez que foram isolados Clostridios patogénicos
aos animais, o que pode repercutir em grandes perdas econdmicas. A grande
dificuldade de isolar “in vitro” todos os microorganismos, em uma amostra tao
complexa como o solo (RODRIGUEZ et al., 1993), pode explicar esta pequena
diversidade encontrada em nosso estudo.

Os resultados obtidos pelo presente experimento foram menores que os
demonstrados por HANG'OMBE et al. (2000) ao analisarem 46 amostras de solo de
Zambia, para a presenca do género Clostridium, e no qual descrevem a presenga de
C. perfringens em 14 amostras (30,43%) e de Clostridium chauvoei em 8 amostras
(17,39%), no entanto ndo evidenciaram a presenca de C. botulinum. Porém, SMITH &
YOUNG (1980) analisando 174 amostras de solo britanico, demonstraram a presenca
de C. botulinum em 10 (5,7%) amostras, comparando aos nossos resultados

podemos observar o isolamento de outras espécies patogénicas. KRIEK &



ONDENDAAL (1994) descrevem que o solo faz parte na determinagdo da
sobrevivéncia do C. chauvoei em areas de alta prevaléncia como no sul da Africa.

No presente experimento, o Clostridium botulinum foi encontrado em amostras
de solos de pastagens, mas apresentou-se em menor porcentagem comparada ao C.
perfringens, tal fato também foi encontrado por SMITH (1975) que descreveu que a
presenca de C. perfringens mais frequentes nos solos analisados pode inibir o
crescimento de C. botulinum. Um efeito inibitorio do Clostridium perfringens sobre C.
botulinum foi demonstrado em investigagdo realizada por MONGE-IZAGUIRRE &
RODRIGUEZ (1999), ao confrontarem 38 cepas de C. perfringens , isolados de solos
de Costa Rica, com cepas padrdo (ATCC 19399) de Clostridium botulinum. Estes
demonstraram que 58% das cepas de C. perfringens obtiveram um efeito inibitorio
sobre o C. botulinum. Embora sabendo que o C. botulinum foi detectado em menor
porcentagem em nosso experimento, ndo é possivel afirmar que houve um efeito
inibitério e observar que um microrganismo conseguiu se sobressair mais que o outro,
para tal seria necessario fazer “in vitro” um confronto para afirmar este fato, porém
nao foi o intuito do nosso experimento.

Em Costa Rica, no Planalto Central RODRIGUEZ et al. (1993) ao analisarem
30 amostras de solo identificaram 34 espécies de Clostridios (patogénicos e nao
patogénicos), sendo 37% (11 amostras) de C. perfringens, descrevendo também que
o C. botulinum se encontra presente em solos de Costa Rica, mas nao foram
detectados nas amostras analisadas.

SMITH (1975) analisou 21 amostras de solo dos Estados Unidos, e encontrou
11 tipos de Clostridios, sendo que foi detectado C. perfringens em 2 amostras e em
pelo menos 1 amostra era C. botulinum. Em contraste, SMITH (1977) em outro

experimento, verificando a ocorréncia de C. botulinum e C. tetani em 260 tipos de



solos diferentes, nos Estados Unidos, descreveu a presenca de C. botulinum em 61
amostras (23,5%) de e C. tetani. (78) amostras (30%). Neste mesmo ano, SMITH et
al. (1978) analisando 60 amostras de solo de Londres, descreveram a presencga de C.
botulinum em 15 amostras (25%).

Em nosso experimento, os resultados obtidos contradizem aos obtidos por
LEITAO & DELAZARI (1983) que ao analisarem 115 amostras de solo do Estado de
Sao Paulo, sendo que 40 eram provenientes de pastagem de bovinos, 35 de
pastagem de equinos e 40 de hortas comerciais, ndo relatando a presenca de C.
botulinum nas amostras de pastagens, mas nas hortas comerciais foram relatadas 15
amostras positivas para C. botulinum. Em nosso experimento, além da detecgéo de
C. botulinum, podemos ressaltar a producdo de toxina botulinica em todas as
amostras positivas para C. botulinum. Cabe ressaltar que a metodologia empregada
na tentativa de detecgdo da toxina por meio da inoculagdo em camundongos tem
limitagbes praticas conhecidas, principalmente devido a sua baixa sensibilidade
toxicologica e epidemiolégica (DUTRA, 2001), porém neste trabalho pdde-se
demonstrar a atual contaminagdo ambiental do microrganismo em questao.

Os resultados do presente estudo foram maiores do que os descritos por
YAMAKAWA et al. (1990) ao investigarem a presenca de C. botulinum e sua toxina
em 12 solos do Kenya, no qual relataram a presenga da toxina botulinica em 3
amostras (25%). CRETI et al (1990) analisando na cidade de Roma, a ocorréncia de
C. botulinum em 520 espécies de solo de pastagem nativa e cultivada, descreveram a
ocorréncia deste microrganismo em 7 amostras (1,3%), sendo estes produtores de
toxina tipo A (6) e tipo B(1).

Na Argentina, LUQUEZ et al., (2003) verificaram a presenga de clostridios

produtores de toxina botulinica em 250 tipos diferentes de solos de Entre Rios,



demonstrando positividade para estes microrganismos em 63% (22/35) de solos
cultivados, 17% (6/35) de solos virgens e 20% (7/35) de solos urbanizados. Em outro
estudo, LUQUEZ et al., (2005) avaliaram a distribuicdo de clostridios produtores de
toxina botulinica em 2009 solos da Argentina, relataram a maior prevaléncia deste
microrganismo em solos ndo virgens sendo positivos em 364 amostras (27%).
Comparando estes dados com os resultados obtidos pelo nosso estudo, podemos
dizer que o microrganismo esta presente no solo e que a sua grande maioria sao
produtoras de toxina botulinica como demonstrado por este trabalho.

No Brasil, na ultima década, tem havido um crescente numero de diagnostico
de clostridioses em amostras de origem bovina em todo o pais (BALDASSI et al.,
1988; BALDASSI et al., 1989; BALDASSI et al., 1991; BALDASSI et al., 2000;
BALDASSI et al., 2002). DOBEREINER (1979) e LANGENEGGER (1980) relatam
surtos de botulismo ocorridos em varios municipios no Sul do Estado de Goias,
originando a morte de milhares de cabecas de gado. Mais Recente, COLODEL et al.
(2003) descreveram surtos de enterotoxemias em cinco reservatorios caprinos no
Estado do Rio Grande do Sul, em que 104 animais morreram.

OTUKI (2004) demonstrou a situagdo no Brasil quanto a Clostridioses em
bovinos, no periodo de 2002 a 2003, em um total de 157 amostras, descrevendo o
isolamento de C. chauvoei em 2 amostras (1,27%), C. perfringens em 36 amostras
(22,9%), e a presencga de toxina botulinica em 10 amostras (13,33%) entre 75
analisadas. Nosso estudo foi possivel demonstrar que, mesmo na micro-regiao de
Jaboticabal-SP onde ndo ha grandes surtos de Clostridioses, os microrganismos
patogénicos estao presentes no solo de pastagem, capazes de permanecem no
meio ambiente ou contaminar os animais que se utilizam o pasto como fonte de

alimento e em condi¢gdes favoraveis multiplicam-se e produzem de toxina,



desenvolvendo assim, Clostridioses. NOTERMANS et al (1981) descrevem que
pode ocorrer persisténcia do C. botulinum, apds surto de botulismo, no meio
ambiente, principalmente nas pastagens, devido a constante contaminagéo do
mesmo com as fezes contendo este microrganismo, uma vez que podem
permanecer por anos sob a forma esporulada no solo.

A disseminacao de esporos de Clostridios no solo, geralmente, é carreada
diretamente pelos animais carnivoros, pela chuva, pelo declinio da area e
indiretamente pelo pasto, que ao nascer em local contaminado pelos esporos,
provavelmente carreia-os com mais frequéncia e sendo ingerido por qualquer
herbivoro serdo eliminados pelas fezes em outros pontos mais distantes (SOUZA
& LANGENEGGER, 1987). Isto explica os resultados obtidos em nosso
experimento, visto que a presenga dos microrganismos isolados foi maior em
épocas de chuva e a maioria das fazendas apresentava declividade nas areas de
pastagens, propiciando a transporte e isolamento dos Clostridios patogénicos pelo
presente trabalho detectados.

A grande maioria dos bovinos, vitimas de botulismo e enterotoxemia
enriguecem o solo pela constante contaminagdo fecal, que tem o microrganismo
como parte da flora intestinal normal (NIILO, 1993; SMITH & SHERMAN, 1994).
Assim como, a presenca de carcagas no pasto, mesmo que o animal ndo tenha
morrido por botulismo, seu cadaver pode ser fonte de intoxicagdo para outros
animais. SOUZA (1985) demonstra bem a freqléncia da distribuicado de esporos de
Clostridium botulinum nos cadaveres em decomposi¢cdo, na regido de Goias.
MOREIRA et al.(1980), também no Estado de Goias, obtiveram toxinas de C.
botulinum tipo C e D, a partir de culturas de solo provenientes de pastagens, onde

ocorreu um surto de botulismo em bovinos. TURNES et al. (1984) em Alegrete, Rio



Grande do Sul, coletando amostras de solo sob restos de carcagas decompostas de
bovinos, comprova a presencga de toxina botulinica.

Admite-se que os esporos de Clostridium sp sao ubiquitarios em todos os
continentes e se mantém no solo, mesmo em pequenas concentragcdes, durante
anos. Sabe-se que os esporos passam inofensivamente através do tubo digestério
dos animais vivos, mas com a morte do animal a flora bacteriana aerdbia,
consumindo o oxigénio do trato digestdrio, propicia condi¢des de anaerobiose para o
desenvolvimento dos microrganismos anaerébios principalmente o C. botulinum
cujas formas vegetativas invadem os tecidos em decomposigédo e produzindo toxinas
letais. Se um caso esporadico ocorra em regides com acentuada deficiéncia de
fésforo, pode-se compreender o ato da osteofagia, porém em regides com
mineralizagao correta, os bovinos podem contaminar-se durante o ato de pastagem e
desencadear a doenga quando algum fator predisponente ocorrer ou apenas
disseminar os esporos para outros locais através das fezes, promovendo uma
contaminagdo ambiental. Que por sua vez contaminara o pasto que ali nascer
carreando os esporos de Clostridium sp, formando uma cadeia epidemioldgica.

A ocorréncia em larga escala no pais de surtos de botulismo e enterotoxemia,
nas duas ultimas décadas causaram sérios prejuizos econdmicos aos produtores de
bovinos e caprinos (DUTRA et al., 2005; BALDASSI et al., 2002;. COLODEL et al.,
2003).

Varios fatores sao sugeridos como predisponentes para a ocorréncia da
enfermidade (clostridioses), entre os mais importantes sdo: a diminuicdo do
transito intestinal, mudangas bruscas na alimentacdo, mudanga de pastagem de
pobre para luxuriante, alimentagdo volumosos e ricos em graos ou mal

armazenadas (silagem de milho ou sorgo), dietas com altas quantidades de



proteina, verminoses, fatores estressantes, outras doengas debilitantes (UZAL,
1997).

O mais recente caso de diagnéstico de Carbunculo sintomatico (manqueira)
descrito no Estado de S&o Paulo, foi relatado por GREGORY et al. (2006) em bovino
com 1 ano de idade, sem raga definida, no qual apresentava dificuldade de
locomogédo do membro anterior direito, sendo que na regido acometida observou-se
mionecrose com crepitagdo ao toque e apos a analise microbioldgica foi detectada a
presenca de C. chauvoei. O C. chauvoei acomete bovinos, ovinos e caprinos de seis
meses de idade a 3 anos, podendo ser enddégeno ou ingerido. O animal ao se
alimentar do pasto pode ingerir cerca de 2400 g de solo por dia, ingerindo
concomitantemente a bactéria (GESSLER & BOHNEL, 2006). A sobrevivéncia do
microrganismo no solo sob a forma de esporos é o fator mais significante para
transmissdo aos animais, pois a ingestdo de pastos contaminados com esporos
constitui-se na principal via de transmissdo. No presente experimento foi possivel
verificar a sobrevivéncia de C. chauvoei nos solos de pastagem da micro-regido de
Jaboticabal-SP, demonstrando que a regidao nao esta isenta de microrganismos
patogénicos. O carbunculo sintomatico ocorre mundialmente com indices que diferem
dentro e entre areas geograficas, sugerindo reservatorio no solo ou fatores climaticos
ou sazonais ainda ndao bem definidos. Uma vez que area geografica tenha sido
contaminada, os esporos persistem por anos. Os surtos de bovinos tendem a ser
sazonais, ocorrendo mais comumente durante o verdo e outono, especialmente
depois de pesadas chuvas. Aparentemente ha uma relagdo entre a prevaléncia de
carbunculo sintomatico e a ocorréncia de chuvas.

A verificagao da ocorréncia de Clostridios patogénicos na micro-regiao de

Jaboticabal-SP ressalta a importancia da constante observagao por parte dos



proprietarios com cuidados de manejo e principalmente quanto a vacinagdo. Como
sugestdes para se evitar Clostridioses € necessario um controle e a profilaxia
baseada em medidas adequadas de manejo e principalmente na vacinagao
adequada a todo o rebanho com imundgenos eficientes. E necessaria também, a
conscientizagdo dos pecuaristas na realizagdo da segunda dose da vacina
conforme o programa e revacinagdo anual do rebanho; sendo muito comum os
pecuaristas deixar de dar a segunda dose. Muitos acreditam que as clostridioses
atingem somente animais jovens, mas ja ha relatos de animais infectados em
fases mais adiantadas da vida, uma vez que os animais estdo permanentemente
em contato com os agentes e fatores que poderdao desencadear a enfermidade.

A conscientizacdo do fato e da necessidade de seguir com rigor 0s
esquemas de vacinagdo, armazenamento de restos mortais de animais,
armazenamento correto de silagem e a néo utilizagdo de camas de frango como
silagem para a seca, fazem com que estas doencas possam ser evitadas e
evitando assim, grandes perdas econémicas.

Os resultados obtidos pelo presente experimento assumem importantes
significados, pois em todo territério brasileiro, inclusive na micro-regido de
Jaboticabal-SP, é usual e viavel a utilizagao de pasto como fonte de alimento para
os bovinos, mesmo que complementada, que ao ser ingerido ndo deixa de ser

uma fonte de transmissao de doengas como as Clostridioses.






5. CONCLUSOES

Podemos concluir que:

» A ocorréncia das bactérias anaerdbias esporuladas (Clostridium spp) no
solo de pastagem de micro-regido de Jaboticabal-SP foi significativa, com uma
meédia de 2,79 log UFC/g , confirmando a contaminagdo ambiental por estes

microrganismos;

» A diversidade de bactérias de Clostridios patogénicos nos solos de
pastagem confirmou a presencga de Clostridium botulinum, C. perfringens e C.

chauvoei sendo estes um risco a saude animal ;

» Dentre os isolados 5,2 % foi de Clostridium botulinum, todos produtores

de toxina botulinica, que normalmente causa a morte do animal.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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