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DIAGNOSTICO DO BOTULISMO EM BOVINOS NO BRASIL PELA

TECNICA DE MICROFIXACAO DE COMPLEMENTO!

IVERALDO S. DUTRAZ, HANS-ERICH WEISS3, HANNELORE WEISS4 e JURGEN DOBEREINERS

ABSTRACT.- Dutra LS., Weiss H.-E., Weiss H. & Débereiner J. 1993. [Diagnosis of botulism
of caitle in Brazil by micro-complement fixation.] Diagnéstico do botulismo em bovinos
no Brasil pela técnica de microfixagdo de complemento. Pesquisa Veterindria Brasileira
13(3/4):83-86. Depto Med. Veterindria, FOA, Unesp-Campus de Aracatuba, C.P. 533, Aragatuba,
SP 16015-050, Brazil.

The heat induced micro-complement-fixation test was used for the laboratory diagnosis of
botulism in cattle. The following specimens were collected in southeastern and central- western
Brazil: Thirty six samples of blood serum, liver and rumen liquid from 23 bovines with clinical
signs of botulism (a condition commonly called “doenca da vaca caida™ — fallen cow disease) and
from 1 bovine inoculated subcutaneously with botulinum type C toxin. Samples of blood serum,
liver and rumen liquid collected from healthy bovines were used as negative controls. Sixteen out
of 17 serum samples were positive for botulinum toxin in cattle with clinical signs of acute,
subacute and chronic botulism. All 9 liver samples were positive including those from chronic
cases. Two samples of rumen liquid from bovines with the acute disease gave a positive test, but 2
other chronic cases were negative. All 3 samples collected from the bovine with subacute clinical
signs gave positive results. From 36 samples examined, 31 were positive; of these 2 were of type C,
5 type D and 24 samples had to be grouped within the CD complex. All samples gave negative
results with the mouse bioassay, including the material collected from the experimental case. In
conclusion at least one sample of each of the 24 cases examined gave a positive result for botulinum
toxin; thus this highly sensitive test confirmed the diagnosis that the “doenga da vaca cafda” is
indeed botulism, caused by type C and D toxins.

INDEX TERMS: Heat induced micro-complement-fixation test, botulism, botulinum type C and D toxins,

laboratory diagnosis, “°’doenga da vaca cafda’, cattle, Brazil,

SINOPSE.- Foi utilizada a técnica de Microfixacdo de Comple-
nento Induzida pelo Aquecimento para o diagn6stico laboratorial
io botulismo em bovinos. Neste sentido foram colhidas, nas re-
rides Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, 36 amostras constituidas
»or soro sangiifneo, figado e liquido ruminal de 23 bovinos com
juadro clinico de botulismo, vulgarmente conhecido como
‘doenca da vaca cafda”, e de 1 bovino intoxicado experimental-
nente pela toxina botulinica tipo C. Como-controle negativo fo-
-am utilizados soro sangiifneo, figado e liquido ruminal de bovi-
10s sadios. De 17 soros examinados de bovinos com quadros cli-
licos agudo, subagudo e crénico, 16 foram positivos para a pre-
enga de toxina; todas as 9 amostras de figado também foram
yositivas, mesmo de animais com intoxicagdo crénica. Duas
mostras de liquido ruminal de bovinos com doenga aguda foram
»ositivas no teste, enquanto 2 amostras colhidas de animais com
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evolucdo cronica foram negativas. As 3 amostras oriundas do
bovino intoxicado experimentalmente e apresentando evolugido
subaguda, foram positivas na Microfixacdo. Das 36 amostras
examinadas, 31 foram positivas no teste, sendo 2 pertencentes ao
tipo C, 5 ao tipo D, e 24 agrupadas dentro do complexo CD. To-
das essas amostras foram negativas no Bioensaio em camundon-
g0, inclusive o material colhido do bovino intoxicado experi-
mentalmente. Com base nos resultados, e tendo como referéncia
o Bioensaio em camundongo, a Microfixacdo de Complemento
demonstrou um excelente desempenho, permitindo o diagnéstico
laboratorial de botulismo em pelo menos um material de cada um
dos 24 casos examinados, confirmando assim o diagnéstico de
que a “doenca da vaca cafda” & de fato botulismo causado pelas
toxinas C e D.

TERMOS DE INDEXACAO: Técnica de Microfixagio de Complemento
Induzida pelo Aquecimento, botulismo, toxinas botulfnicas tipos C e D,
diagnéstico laboratorial, “‘doenca da vaca cafda’, bovinos, Brasil.

INTRODUCAO

O botulismo € uma importante causa de mortalidade de
bovinos adultos no Brasil (D&bereiner et al. 1992). O
diagndstico da doenga, vuigarmente denominada “‘doenga
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da vaca cafda” tem sido estabelecido pela sintomatologia,
auséncia de lesGes especfficas, histérico e quadro epide-
miolégico. Laboratorialmente o diagndstico € feito atra-
vés da inoculagio em camundongo de extrato hepético,
soro sangiifneo ou conteddo intestinal e ruminal de ani-
mais suspeitos e pela observagdo dos sinais da intoxica-
¢do; a confirmagdo ocorre quando a toxina presente no
material testado é neutralizada pela antitoxina botulfnica
especifica. Este procedimento € efetivo no diagndstico do
botulismo em aves, mas na maioria das vezes negativo
quando utilizado em material proveniente de bovinos in-
toxicados.

O desenvolvimento e utilizagio de técnicas “‘in vitro”
tém sido descritos, mas geralmente apresentam sensibili-
dade menor que a inoculagdo em camundongo (Smith
1977, Shone et al. 1985, Silva et al. 1991, Thomas
1991). Weiss & Weiss (1988) utilizaram a técnica de Mi-
crofixagdo de Complemento Induzida pelo Aquecimento
no diagnéstico do botulismo em aves e verificaram uma
sensibilidade 40 vezes superior que o Bioensaio em ca-
mundongo. Numa aplicagdo subseqiiente da técnica para
o diagnéstico do botulismo em bovinos na Alemanha,
Weiss et al. (1990) obtiveram resultados positivos em di-
ferentes maieriais biolégicos.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de
verificar os resultados da utilizagdo da Microfixacdo de
Complemento no diagnéstico do botulismo em bovinos
no Brasil, testando-se materiais colhidos em surtos da
doenca e de um caso experimental.

MATERIAL E METODOS

Colheita e preparo do material

Foram colhidas 36 amostras constituidas por soro sangiiineo
(20), figado (11) e liquido ruminal (5) de 23 bovinos com diag-
néstico clinico de botulismo (“doenga da vaca cafda”), apresen-
tando evolugdes clinicas aguda, subaguda e cronica e de 1 caso
subagudo de intoxicagdo experimental em bovino pela inoculagdo
subcutinea de toxina botulinica tipo C, obtida de cepa de campo
de Clostridium botulinum. As amostras foram colhidas logo no
inicio da abordagem clinica (soro sangiiineo) ou quando da ne-
cropsia dos animais, transportadas sob refrigeracdo e conserva-
dasa-20°C.

O preparo do material para realizagdo da técnica foi de acordo
com Weiss & Weiss (1988). Os soros sangiiineos foram centrifu-
gados duas vezes a 3.000 rpm e filtrados em membrana de 0,25
pm. Apés a filtragdo, aliquotas dos mesmos foram diluidas em
tampdo Veronal, pH 7,5, e aquecidas em banho-maria por 30 mi-
nutos a 56°C, para inativagdo do préprio complemento. As
amostras de figado foram maceradas com auxilio de areia estéril,
dilufdas 1:2 em tampdo Veronal e o perfodo de extracdo da toxina
foi de no minimo 1 hora; a inativacdo do complemento foi reali-
zada como descrita para o soro. O proeessamento das amostras
de liquido ruminal obedeceu os mesmos critérios. Os materiais
assim preparados foram considerados antfgenos prontos para uso.

Controle negativo

Para utilizagio como controle negativo na Microfixacio de
Complemento foram colhidas 5 amostras de soro sangiifneo, 4 de
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figado e 3 de liquido ruminal de bovinos sadios, abatidos em ma-
tadouro. Os mesmos procedimentos citados acima na conserva-
¢d0 e preparo dos materiais suspeitos foram adotados.

Bioensaio em camundongo

Para realizacio do teste em camundongo as amostras de figa-
do colhidas foram maceradas, diluidas 1:2 em tampao gelatina-
fosfato com pH 7,2, centrifugadas e passadas em filtro de Seitz
As amostras de soro sangiiineo e liquido ruminal foram centrifu-
gadas, filtradas e utilizadas sem qualquer dilui¢do. O perfodo de
observacdo dos camundongos foi de 4 dias a partir da inoculagac
de 0,5 ml do material via intraperitoneal.

Toxinas e antitoxinas botulinicas C e D

As toxinas botulinicas C e D utilizadas foram obtidas de cepas
de C. botulinum homélogas, cultivadas em meio de cultura de
Wright, com atividades biolégicas de 3,2 x 10* DLgp/ml ¢
1,7 x 104 DLsg/ml, respectivamente, determinadas em camun-
dongo. Para utilizagdo como controle positivo no teste as toxina:
foram dilufdas 1:5 em tampao Veronal. As antitoxinas botulfnicas
C e D foram cedidas gentilmente pelo Instituto Pasteur de Paris
Franca, e “Staatens Serum Institut” de Copenhagen, Dinamarca
respectivamente, e preparadas para uso no teste através da dilui-
¢do 1:5 em tampdo Veronal.

Microfixacdo de Complemento

Foi usada a técnica de Fixagdo de Complemento Induzida pelc
Aquecimento, realizada em microplaca, denominada aqui Micro-
fixacdo de Complemento, descrita por Weiss & Weiss (1988).

Componentes do sistema hemolitico e complemento. Hemi4ci
de carneiro, hemolisina anti-hemdcia de carneiro (Amboceptor) ¢
complemento de cobaio (Behringwerk, Marburg, Alemanha) fo-
ram preparados de acordo com Weiss & Weiss (1988). Para utili-
zagao no sistema hemolitico 15 ml de eritrécitos a 1,5% foran
dilufdos em 28 ml de tampdo Veronal e acrescidos de 1 ml de
amboceptor.

Determinacdo da concentragdo de complemento. Para cad:
antigeno testado, incluindo-se os controles negativos, foi deter-
minada preliminarmente a concentragdo de complemento de co-
baio a ser utilizada na pesquisa principal. Diluices geométrico:
de complemento em tampio Veronal, variando de 1:2 a 1:56 fo-
ram realizdas em microplacas de 96 pocos com fundo em U. En
cada pogo correspondente as diluigdes foram pipetados 25 w1 dc
antfgeno pronto para uso. Apés a homogenelzagao em agitado:
orbital o material foi incubado por 30 minutos a 37°C, seguindo-
se a pipetagem de- 30 .1 do sistema hemolitico em cada pogo
Novamente procedeu-se a homogeneizacdo e incubagao por mai:
30 minutos a 37°C. Em seguida a microplaca foi centrifugada po:
10 minutos a 3,000 rpm. Duas concentraces simultineas de
complemento foram escolhidas: uma em que foi vista o primeirc
botao de eritrécitos, e a diluigio anterior.

Pesquisa principal. A série de pogos situados no superior ds
microplaca com fundo em U foi utilizada para os materiais consi-
derados controles negativos; cada amostra de soro sangiifnec
testada teve como controle negativo uma outra amostra consti-
tufda também por soro e assim sugcessivamente com 0s outros
materiais. Em todos os pogos foram pipetados 25 .1 de tampac
Veronal. Na primeira série, correspondente ao controle negativo,
foram pipetados 25 p} do material controle. Nas segundas e ter-
ceiras séries de pogos foram pipetados 25 w1 do antigeno prontc
para uso. A partir da terceira fileira foi realizada wma diluicac
geométrica do material com auxilio de um diluidor manual. Em
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seguida foram pipetados em todos os pogos, inclusive os do ma-
terial controle, antitoxina botulinica C ou D, simultaneamente em
cada microplaca. Para cada material testado foram destinadas
luas fileiras verticais correspondente as duas concentragdes de
complemento determinadas anteriormente; em cada pogo foi pi-
betado 25 w1 de complemento. Logo ap6s procedeu-se a homo-
geneizagdo com auxilio de agitador orbital e incubagao da micro-
laca por 30 minutos a 37°C. Ap6s o perfodo de incubacdo foram
acrescentados 50 w1 do sistema hemolitico em todos os pogos.
Seguiu-se nova incubagdo por 30 minutos a 37°C, precedida
ambém de homogeneizacdo. Em seguida as microplacas foram
entrifugadas por 10 minutos a 3.000 rpm, procedendo-se entio
. leitura. Com base na antitoxina utilizada pode-se estabelecer
> tipo de toxina presente no material analisado (antigeno). A rea-
;40 foi considerada positiva quando os orificios contendo o ma-
erial controle apresentaram todas as hemécias lisadas, nas duas
concentragdes de complemento, € quando em pelo menos uma
das concentragdes do antigeno testado o botdo de eritrécitos es-
eve presente. Em cada microplaca constou além do controle ne-
gativo, o controle positivo, constituido pela toxina botulinica C
ou D.

RESULTADOS E DISCUSSAO

D Bioensaio em camundongo € considerado o teste mais
specffico para o diagnéstico do botulismo, apresentando,
10 entanto, baixa sensibilidade toxicoldgica. Isto faz com
Jue numa freqiiéncia relativamente alta, materiais prove-
rientes de bovinos suspeitos de intoxicagdo botulfnica
apresentem resultados negativos quando inoculados em
camundongo (Thomas 1991). O desenvolvimento e em-
orego de técnicas imunolégicas como a Hemaglutinagéo
eversa passiva (Sakagushi et al. 1974), o Radioimunoen-
saio (Boroff & Schu-Chen 1973), a Imunodifuséo (Mes-
randrea 1974), a Imunofluorescéncia (Aalvik et al. 1973)
> 0 teste de ELISA (Noack & Schliesser 1986) para de-
ecgdo de toxina botulfnica ndo tem contribufdo satisfato-
iamente para a substituigdo do Bioensaio, uma vez que
yossuem sensibilidade menor. Weiss & Weiss (1988)
adaptaram o teste de Fixagdo de Complemento visando o
liagn6stico do botulismo em aves, € estabeleceram, atra-
vés do célculo de diluigées, que a Microfixagio de Com-
slemento Induzida pelo Aquecimento seria 40 vezes mais
sensfvel que o Bioensaio. Dentro desta perspectiva foram
malisados no presente trabalho 36 materiais provenientes
le 23 bovinos com quadro sintomatoldgico dc botulismo
3 de 1 caso reproduzido experimentaimente em bovino
som toxina botulfnica tipo C. Os resultados obiidos na
indlise das amostras de soro sangiifneo de bovinos com
ntoxicagdo botuifnica aguda, sub-aguda e crénica sdo
wpresentados no Quadro 1. De 17 soros sangiifncos exa-
ninados, 16 foram positivos na Microfixagdo de Com-
slemento. A dificuidade ocorreu, no entanto, na determi-
1agdo do tipo de toxina botulfnica prcsente 10 material,
una vez que 10 amostras apresentaram reagOes seme-
hanies tanto para toxina botulfnica tipo C quanto para a
lo tipo D; desta maneira, foram classificadas como per-
encenies ao complexo CD. Da mesma forma, os extratos
iepéiicos examinados foram considerados positivos para
) compicxo CD, sendo apcnas 1 amostra positiva para

Quadro 1. Resultado das amostras de soro bovino suspeitas de conter toxina
botultnica, analisadas pelo Bio io em ¢ dongo e na Microfixacdo de
Complemento (MFC)

Evolugdio N2deamostras N2 de amostras N2 de amostras Tipos de toxina

clfnica examinadas  positivas no positivas na

Bioensaio MEC C D Cpa
Aguda 13 0 13 2 3 8
Subaguda 2 0 2 0o 0 2
Crénica 2 0 1b 0 1 o0

2 Agrupadas dentro de complexo CD.
b Amostra colhida no infcio dos sintomas; o bovino sobreviveu.

Quadro 2. Resultado das amostras de figado de bovinos com diagndstico
cltnico- patolégico de botulismo, analisadas pelo Bioensaio em camundongo
e na Microfixacdo de Complemento (MFC)

Evolugio N2deamostras N2 de amostras N2 de amostras Tipos de toxina

clfnica examinadas  positivas no positivas na

Bioensaio MFC C D CDh2
Aguda 6 0 6 0 1 5
Subaguda 2 0 2 0o 0 2
Crénica 1 0 1 0 0 1

2 Agrupadas dentro de complexo CD.

toxina botulfnica tipo D (Quadio 2). Oguma et al. (1984)
demonstraram que as toxinas tipos C e D possuem epfio-
pos comuns ¢ especfficos e que alguns epftopos comuns
contribucm para a neutralizag@o cruzada observada entre
os tfpos C ¢ D. Esta caracterfstica, associada ao fato da
Microfixagdo de Complemento ser um teste qualitativo,
certamente contribui para a dificuidade na determinagdo
exata do tipo de¢ toxina botulfnica quando utilizado para
andiise dc materiais de campo.

As amosiras de liquido ruminal de bovinos apresenta-
ram resuitados positivos quando provenientes de animais
com intoxicagdo botulfnica aguda, e negativos quando
obtida de animais com quadro crénico (Quadro 3). A de-
tecgdo de toxina botulfnica foi possfvel em extrato hepé-
tico de bovino com evolug@o crénica, quando necropsia-
do 12 dias apés o infcio dos sintomas (Quadro 4).

Todos os maicriais examinados na Microfixagdo de
Complemento foram negativos no Bioensaio em camun-
dongo. As amostras de toxinas botulfnicas tipos C e D
utilizadas como controle positivo no teste, foram positi-
vas, matando os camundongos com os sintomas caracte-
risticos dentro de poucas horas apds a inoculacéo.

Os resultados obtidos no exame dos materiais oriundos
do bovino intoxicado experimentalmente s@o apresenta-

Quadro 3. Resultado das amostras de lfquido ruminal de bovinos com
diagnéstico clinico-patolbgico de botulismo, analisadas pelo Bioensaio em
camundongo e na Microfixagdo de Complemento (MFC)

Evolucio N?de amostras N2 de amostras N° de amostras Tipos de toxina

clfnica examinadas  positivasno  positivasna —————————w —
Bioensaio MFC C D Cpa

Aguda 2 0 2 0o 0 2

Crbnica 2 0 0 0o 0 O

2 Agrupadas dentro do complexo CD.
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Quadro 4. Comparagdo do Bioensaio em camundongo com a Microfixacdo
de Complemento de materiais colhidos de bovino com botulismo de evolu¢dao
crénica, necropsiado 12 dias apds o infcio dos sintomas

Microfixagdo
Material examinado Bioensaio em camundongo
C D
Soro sangiiineo -a - -
Ffgado - +b +
Lfquido ruminal - - -

8 Negativo; b Positivo.

Quadro 5. Resultade do Bioensaio em camundongo e da Microfixa¢do
de Complemento de materiais colhidos de um bovino com botulismo induzdo
experimentalmente, com evolugdo clfnica subaguda

N2 de horas da Bioensaio Microfixacéo

Material examinado colheita apés infcio em —
dos sintomas camundongo C D
Soro sangiiineo 12 -a +b 4+
Soro sangiiineo 72 - + +
Ffgado 72 - + +

8 Negativo; b Positivo.

dos no Quadro 5. Da mesma forma que nos materiais
examinados acima, o Bioensaio em camundongo foi ne-
gativo; na Microfixagdo de Complemento, no entanto, as
amostras de soro sangiifneo e ffgado apresentaram reagéo
cruzada para toxinas tipos C e D, sendo portanto conside-
rados positivos.

Os resultados obtidos por Tokarnia et al. (1970) atra-
vés da detecgdo de cultivos de C. botulinum produtores
de toxinas C e D, em diferentes materiais biol6gicos co-
lhidos no Estado do Piauf durante surtos de botulismo em
bovinos, condizem com os achados do presente trabalho,
onde foi verificado que realmente as duas toxinas estio
envolvidas com surtos da doenga no Brasil.

Baseado nos resultados obtidos pela utilizagéo da Mi-
crofixagdo de Complemento em materiais colhidos de bo-
vinos com diagnéstico clfnico de botulismo, o teste de-
monstrou ter uma excelente eficdcia na detecgdo de toxi-
nas C e D, quando utilizado como referéncia o Bioensaio
em camundongo. Pelo menos 1 dos materiais examinados
de cada um dos 23 casos naturais da doenga foi positivo
no teste, confirmando o diagndstico-do botulismo para a
““doenga da vaca cafda’’.
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