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RESUMO

Foi avaliada a distribuicao de esporos de Clostridium
botulinum em torno de 30 cadaveres decompostos de bovinos, su
postamente vitimas de botulismo, de 15 municipios no sul de
Goias. A partir do local em que o cadaver se decompos e na di
recao dos quatro pontos cardeais, coletaram-se 630 amostras de
solo. A deteccao de toxina botulinica dos filtrados das 630
culturas de solo foi obtida pela inoculacao em cobaias e reve
lou a presenca em 221 culturas (35,07%). A identificacao dos
tipos de Clostridium botulinum, utilizando-se a tecnica de so
ro-neutralizacao em camundongos, permitiu reconhecer as toxi-
nas de 204 (32,38%) culturas pertencentes a cinco tipos, sen-
do 44 do tipo A (21,57%); dois do tipo B (0,98%); 37 do tipo
C (18,14%); 41 do tipo D (20,10%); 77 do complexo CD (37,74%)
e tres do tipo G (1,47%). 0s tipos E e F nao foram encontra-
dos. As toxinas de 17 (2,69%) culturas nao puderam ser identi
ficadas conclusivamente.
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1. INTRODUCAO

A regiao de cerrado do Estado de Goias desenvoiveu
se no setor da agropecuaria, a partir da decada de 1960, com
a implantacao de grandes projetos agropecuarios.

Com a substituicao gradual das pastagens nativas por
pastagens cultivadas e a introducao de bovinos selecionados,
desencadearam-se 0s surtos enzooticps de botulismo (LANGENEGGER
& DOBEREINER, 1980), emergidos no final de 1977, tendo ocasic
nado a mortalidade de milhares de bovinos, principalmente va-
cas em gestacao e em lactacdo, cujos cadaveres decompostos nas
pastagens, certamente contribuiram para o enriquecimento do
solo por esporos de Clostridium botulinum.

A importancia das pesquisas voltadas para o C(Clos-
tridium botulinum repousa principalmente na elevada patogeni-
cidade da toxina produzida por esta bacteria, tanto nos ani-
mais como no homem. Nos animais, principalmente nos bovinos,
o botulismo torna-se um problema economico pela alta taxa de
mortalidade de animais em regioes com solos e pastagens caren
tes em fosforo (THEILER, 1920; SEDDON, 1922). No homem, alem
do botulismo classico, de origem alimentar, a bacteria pode
tambeém provocar aquele oriundo de lesao septica, anfractuosa
e profunda (MERSON & DOWELL, 1973) e o botulismo infantil
(PICKETT et alii, 1976).

BURKE (1919) demonstrou pela primeira vez a presen




ca do esporo do Clostridium botulinum no solo, sendo que 0S
primeiros estudos sobre sua distribuicao no solo foram reali-
zados por MEYER & DUBOVSKY (1922b) nos Estados Unidos. Os re-
sultados desses estudos deram lugar a uma serie de trabalhos
em varios paises do mundo, onde as pesquisas sobre Clostridiunm
botulinum vem se desenvolvendo, 0 que permite a coleta de va-
1i0sas informacoes relacionadas com aspectos diversos, como &
distribuicao de seus esporos no ambiente natural, em alimen-
tos mais frequentemente contaminados e aprimoracao de tecni-
cas mais adequadas para seu isolamento e identificacaoc.
Sabe-se que 0 Clostridium botulinum tem seu habitat
original e preferencial no solo, embora haja variacoes na fre
gtlencia de isolamentos nos diversos tipos de solos. As eviden
cias indicam a ampla distribuicao de Clostridium botulinum nos
varios continentes e paises, nao se podendo afirmar que exis-
tam areas de exclusao da bacteria na superficie terrestre.

2

provavel que as variacoes relatadas nos indices de ocorrencia nos v
rios paises sejam muito mais devidas as deficiencias em ter-
mos qualitativos e quantitativos das pesquisas voltadas parea
0 Clostridium botulinum do que uma eventual irregularidade na
distribuicao do mesmo.

No Brasil foram poucas as pesquisas sobre a presen
¢a de esporos de Clostridium botulinum no solo, impedindo,por
tanto, uma avalicao mais concreta de sua ocorrencia.

Neste trabalho procurou-se avaliar a presenca de
esporos de Clostridium botulinum no solo de uma regiao enzoo-
tica de botulismo.

As areas escolhidas foram propriedades de 15 muni-
cipios situados em regiao de cerrado. localizados no sul de
Goias.

Baseados nestes problemas e considerando-se que sao
relativamente poucos os trabalhos de pesquisa sobre Clostridiur
botulinum no Brasil e especialmente no Estado de Goias, onde
o botulisno ocorre sob a forma enzootica, este trabalho tem
0s seguintes objetivos:

1. Revelar a presenca de tipos de (Clostridium
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botulinum existentes no solo nesta regiao.

2. Avaliar a distribuicao de esporos de Clostridium
botulinum em torno de cadaveres decompostos de bovinos viti-
mas de botulismo.

3. Demonstrar a importancia dos cadaveres decompos
tos na contaminacao do solo por esporos de Clostridium botulinum e,
consequentemente, no agravamento do botulismo enzootico na Fe
giao.

4, Analisar as correlacoes lineares entre os valo-
res de analises quimicas e fisicas com a fregliencia dos tipos

de Clostridium botulinum no solo da regiao.




2. EVOLUCAO DOS ESTUDOS SOBRE Cilostridium botulinum
E EPIZOOTIOLOGIA DO BOTULISMO BOVINO NO ESTADO
DE GOIAS

2.1. Primeiros isolamentos dos tipos de (Clostridium

botulinum

Ha varios seculos ja se conhecia, na Europa, o sin-
drome do botulismo, mas somente VAN ERMENGEM (1897), na Ale-
manha, conseguiu esclarecer a etiologia, demonstrando que a
toxina, altamente letal, era produzida pelo Clostridiwn botulinum,
encontrada em salsichas (latim = botulus) e outros produtos de
origem animal e vegetal mal conservados.

BURKE (1919), nos Estados Unidos, diferenciou, pela
primeira vez, toxinas de Clostridium botulinum, designando-as
por tipos A e B. BENGSTON (1922), tambem nos Estados Unidos,
isolou de Tarvas da mosca Lucilia caeser, encontradas em cadé
ver de ave, o Clostridium botulinum tipo C alfa. SEDDON (1922),
na Australia, descobriu Clostridium botulinum tipo C beta em
cadaver de bovino. THEILER & ROBINSON (1927) encontraram 0
Clostridium botulinum tipo D, na Africa do Sul, em cadaver de
bovino que havia morrido de "Lamsiekte" (doenca paralisante) .
KUSMIR et alii (1937), na Russia, isolaram de peixe Clostridium
botulinum tipo E. MOLLER & SCHEIBEL (1960), na Dinamarca, iso
laram Clostridium botulinum tipo F de pate de figado. GIMENEZ
& CICCARELLI (1970a), na Argentina, identificaram Clostridium
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botulinum tipo G, presente no solo.

2.2. Relacido dos tipos de Clostridium botulinum cCoOm
as propriedades do solo

S3o poucas as informacées que estabelecem as relacoes
entre propriedades do solo e a presenca de tipos de Clostridium
botulinum, ja que os mesmos diferem em seu habitat com varia
cao na freglléncia entre solos de diferentes areas (SMITH, 1977a).

MEYER & DUBOVSKI (1922b) créem que em solo de  area
virgem habitam cepas de Clostridium botulinum tipo A, as quais
s3o substituidas por cepas do tipo B quando a mesma area 3
submetida a cultivo agrario. PARRY (1946) e RIEMANN (1969) men
cionam que o habitat dos tipos E e F esta associado com solos
de areas umidas. GIMENEZ & CICCARELLI (1976) relatam que 0
tipo G foi encontrado em solo de area virgem, como tambem de
cultivo agrario. SMITH (1975) cita que a presenca de (Clostri-
dium botulinum tipo A se associa a solo de reacao neutra ou

alcalina e com baixo conteldo organico.
2.3. Ubiqtlidade do Clostridium botulinum

A ubiqtlidade do Clostridium botulinum na natureza se
da sob a forma de esporos, encontrados no solo e na agua e
que se perpetuam por dois mecanismos (LANGENEGGER, 1982 .

2.3.1. Em cadaveres

0 alimento de muitos vertebrados e invertebrados, ten
do contato com o solo ou com a agua, pode carrear 0 esporo de
Clostridium botulinum para e atraves do tubo digestivo de um
animal. Por ocasiao da morte deste, por uma causa qualquer,no
cadaver, os germes aerobios ao se multiplicarem, consomem 0
oxigénio, deixando um ambiente de anaerobiose, no qual o Clos
tpidium botulinum e outros germes anaerobios se multiplicam du
rante o processo de decomposigao do cadaver. A pele do animal,
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habitualmente mais resistente, serve de isolamento para o oxi
genio do ar. Finda a decomposicao, milhares de formas vegeta-
tivas, ao entrarem em contato com o oxigenio do ar, passam pa
ra a forma de esporos e assim se mantem no solo ou na agua a
espera de um novo cadaver.

2.3.2. No fundo de aguas estagnadas

Os esporos de Clostridium botulinum, presentes nos
sedimentos de aguas estagnadas, poluidas, ricas em materia or
ganica, aproveitam-se da anaerobiose que se cria no fundo pe-
la falta de movimentacdo d'agua durante periodos de estiagem
e pelo consumo de oxigenio pela flora e fauna aerobia, para
multiplicar-se e produzir toxinas.

2.4. Persistencia do Clostridium botulinum no Solo

Trabalhos de INGRAM & ROBERTS (1970) demonstraram que
nem todos os solos permitem a s&brevivéncia de esporos de Clos-
tridium botulinum, € que isto nao se deve necessariamente a
competicao microbiana.

SMITH (1975) cita que a presenca de Clostridium botu
linum no solo pode estar condicionada a presenca de outros mi
crorganismos que, nas culturas, inibem seu crescimento. Al-
gumas amostras de sedimentos de rios sao tao inibidoras que
necessitam inoculos de 106 esporos de Clostridium botulinum
tipo E por grama de sedimentos, para que, no cultivo, possa de
tectar-se toxina deste tipo. Certas cepas de Clostridium per-
fringens e deClostridium sporogenes, procedentes do solo, ini
bem as cepas do Clostridium botulinum dos tipos A, B e F, po-
rem nao as dostipos C e D.

SMITH (1977a) relata que em nenhuma das 64 amostras
de solo coletadas na ITha de Pascoa foi isolado Clostridium
botulinum. Ou o0 solo desta Ilha nunca tinha sido contaminada
com esta bacteria ou esta ndao sobrevive em solo de origem vul
canica recente.




2.5. Tipos de (Clostridium botulinum

Ate hoje sdo conhecidos sete tipos de Clostridium bo
tulinum, com uma distribuicdo geografica mundial. Suas toxi-
nas sao designadas por A, B,C alfa, C beta, D, E, F e G. As
toxinas A, B, E e F sao mais freguentemente responsaveis pelo
botulismo no homem. A toxina C alfa e encontrada na grande maio
ria das intoxicacoes das aves domesticas e silvestres. As to-
xinas C beta e D causam o botulismo nos bovinos, eqtiinos, ovi
nos e, esporadicamente, em outros animais. Finalmente, a toxi
na G, identificada recentemente, foi obtida pelo isolamento do
Clostridium botulinum no solo da Argentina, desconhecendo-se
ainda sua ocorrencia em vitimas de intoxicacoes naturais (GI-
MENEZ E CICCARELLI, 1976; ACHA & SZFRES, 1977; SMITH, 1977a
LANGENEGGER et alii, 1983).

2.6. Propriedades sorologicas das toxinas do Clostr?

dium botulinum

As toxinas produzidas pelos diversos tipos de (Clos-
tridium botulinum possuem efeitos farmacologicos similares,de
terminam o mesmo quadro clinico e sao proteinas antigenicamen
te diferentes, com umas poucas reagoes cruzadas. As fracoes
antigenicas comuns foram evidenciadas entre os tipos E e F.
dado que uma grande quantidade de antitoxina E neutraliza umsa
pequena quantidade de toxina do tipo F. As toxinas produzidas
pelos tipos C alfa, C beta e D tambem mantem um relacionamen-
to antigenico (SMITH, 1977a).

2.7. Persistencia das toxinas do Clostridium botulinum

em restos de cadaveres

As toxinas botulinicas podem persistir em restos de
cadaveres expostos em pastagens durante longos tempos, mesmo
sob a acao da luz solar.

FOURIE (1946) cita que, havendo esporos de Clostridium




botulinum na carcaca em decomposi¢cao, pode-se desenvolver to-
xina botulinica em poucos dias. Em fragmentos de carcaca em
decomposicao de um bovino foi isolada toxina botulinica ate o
340 dia em regiao em que o botulismo nos bovinos apresentava-
se sob a forma enzootica. Carcacas de tartaruga, sob a mesma
condicao, retiveram a referida toxina por 324 a 351 dias.

HENNING (1956) admite que a persistencia da toxina
botulinica, em condicoes de campo (ceu aberto), e influencia-
da pela predominancia de fatores ambientes. Quando ha umidade
suficiente, temperatura adequada e anaerobiose, a toxina e i-
mediatamente produzida em cadaveres em decomposicao. Mas ha-
vendo mudancas de clima, a temperatura tornando-se mais fris
e a umidade menor, a toxina persiste menos tempo.

2.8. Perpetuacao dos esporos de Clostridium botulinum
no solo de regiao carente em fosforo

Admite-se que o esporo de Clostridium botulinum € u-
biqtlitario em todos os continentes e se mantem no solo, mesmo
em pequena concentracao, durante muitos anos. Sabe-se tambem
que o esporo passa inofensivamente atraves do tubo digestivo
dos animais vivos. Com a morte do animal por uma causa qual-
'quer, porem, a flora bacteriana aerobia, consumindo o oxige-
nio do trato digestivo, cria condicoes de anaerobiose para o
desenvolvimento de Clostridium botulinum, cujas formas vegeta
tivas invadem os tecidos em decomposicao e produzem a toxina
letifera. Partindo-se de um caso esporadico que tenha ocorri-
do numa regiao com acentuada deficiencia de fosforo, pode-se
compreender que o instinto da osteofagia dos bovinos possa de
sencadear uma cadeia epizootiologica e disseminar lentamente
o botulismo numa regiao. Estas condicoes predisponentes podem
fazer surgir simultaneamente o0s surtos em locais diferentes. 0
processamento seria o seguinte: o animal, ao roer 0ssos, inge
re tecidos em decomposicao impregnados com toxina botulinica
e com a presenca de esporos do germe. Ao morrer, em local mais
ou menos distante, o cadaver torna-se nova fonte de intoxica-




cao e deixa no solo, onde a carcaca se decomp0S, um novo pon-
to rico em esporos. Por sua vez, 0 pasto que ao nascer nesses
locais, facilmente carreia esporos de Clostridium botulinum e
sendo ingerido por um animal, sera eliminado com as fezes, em
outro ponto, contribuindo para enriquecer o solo com os espo
ros. Isto favorece o aparecimento de novos casos acidentais de
cadaveres nos quais o Clostridium botulinum venha a se desen-
volver. Alem desta circunstancia, os animais silvestres, como
0os urubus, carnivoros e as tartarugas contribuem para a disse
minacao dos esporos (TOKARNIA et alii, 1970).

2.9. Ocorrencia de esporos do Clostridium botulinum
no solo

0 Clostridium botulinum € encontrado ubiqtiitariamen-
te, sob a forma de esporos, nos solos, em todas as partes do
mundo, com variacao, no entanto, na concentracao e na distri-
buicao dos tipos toxigenicos (SMITH, 1977a).

2.9.1. America do Norte

MEYER & DUBOVSKY (1922a), na California, verificaram
que de 624 amostras de solo analisados, 179 deram cultivos to
xicos, dos quais 89 pertenciam ao Clostridium botulinum tipo
A; 26 ao B; quatro tinham cepas dos tipos AB e 60 nao puderam
ser identificados na ocasiao.

MEYER & DUBOVSKY (1922b) analisaram um total de 963
amostras de solos procedentes de todos os estados dos Estados
Unidos, exceto a California, sendo 335 amostras de solo de a-
rea virgem e 628 de area de pastagem. Nos solos de area Vvir-
gem detectaram Clostridium botulinum tipo A, em 589 amostras;
B em 22 e AB em duas. Ja nos solos de area de pastagem identi
ficaram Clostridium botulinum tipo A em 50 amostras e B em
38.

COLEMAN (1922), estudando 12 amostras de solo de uma
area de 59,57 Km2 na California, verificou que oito continham
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Clostridium botulinum do tipo A e nenhum do tipo B.

DUBOVSKY & MEYER (1922b), no Canada, examinaram 100
amostras de solo de area virgem, detectando Clostridium botu-
Zinum tipo A em 15 amostras; tipo B em quatro e tipo AB em u-
ma.

SCHOENHOLZ & MEYER (1922) demostraram a presenca de
Clostridium botulinum tipo A em duas das 17 amostras de solo
no Havai e o tipo B em seis.

TANNER & DACK (1922) analisaram 55 amostras de solo
de ITlinois e 17 do Oeste Central, demonstrando em sete delas
somente a presenca do tipo B de Clostridium botulinum.

BACHMAN & HAYNES (1924) relatam que em certas regioes
de Ilinois, onde os solos procediam de glaciac¢ao, nao puderam
detectar nenhum tipo de Clostridium botulinum nas 146 amos -
tras de solo que analisaram.

EASTON & MEYER (1924), na California, identificaram
Clostridium botulinum tipo A em cinco das 50 amostras de ex-
creto animal coletados em areas de pastagem.

HALL & PETERSON (1924) verificaram que em 10 das 20
amostras de solo da California havia Clostridium botulinum ti
po A, e tres continham o tipo B.

DAMON & BAYABAL (1926) em Maryland, verificaram que
de 72 amostras de solo analisadas, 47 deram cultivos toxicos,
dos quais 33 pertenciam ao Clostridium botulinum tipo A, cin-
co ao tipo C, quatro ao AC e cinco ao BC.

JONES & TANNER (1945) identificaram Clostridium bo-
tulinum tipo B em 10 das 604 amostras de solo estudadas, pro-
cedentes de IT1inois, sendo que quase todas essas amostras po-
sitivas eram de solos procedentes de regiao de glaciacao.

PARRY (1946), no Estado de Nova Yorque, verificou que
das 283 amostras de solos analisadas, 33 (11,7%) tinham Clos-
tridium botulinum. Destas culturas, 26 pertenciam ao tipo A;
cinco ao B e dois ao AB.

MORSE et alii (1950) encontraram Clostridium botuli-
num em sO uma das amostras de solo examinadas no Estado de
Georgia, sendo provavelmente uma cultura mista dos tipos AB.
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SMITH (1975) encontrou Clostridium botulinum tipos
A e B em sete das 14 amostras de solo coletadas ao Oeste do
Rio Missouri nos Estados Unidos, porem em nenhuma das sete a-
mostras coletadas ao Leste.

2.9.2. America do Sul

GIMENEZ & CICCARELLI (1968, 1970a) isoloram Clostri-
dium botulinum tipo F a partir de amostras de solo provenien-
tes de area de cultura em Balcarce, na Provincia de Buenos Ai
res, aproximadamente a 60 Km da costa do Atlantico; e na Pro-
vincia de Mendoza, isolaram o tipo G, tambem em area de culti
VO.

Em outra pesquisa, GIMENEZ & CICCARELLI (1970b), na
Provincia de Mendoza, realizaram um estudo sobre a prevalen -
cia de Clostridium botulinum em 169 amostras de solo, sendo
129 de area de solo cultivado, e 40 de area de solo virgem.
Das 169 amostras examinadas, 64 (37,9%) produziram culturas
toxicas. A maior percentagem de culturas toxicas correspondeu
aos solos cultivados, com 55 positivos de 129 examinadas (41,9%),
em contraposicao a nove positivos de 40 examinadas (22,5%)c03
respondentes a solo de area virgem. Das 64 culturas toxicas ,
somente 37 foram tipificadas, sendo 24 identificadas como per
tencentes ao tipo A; seis do B; cinco a uma mistura dos tipos
A e B; dois do tipo F, e as demais nao foram identificadas. Re
ferem-se ainda uma cultura mista AF (GIMENEZ & CICCARELLI, 1970c ).

RIGO (1973) efetuou um estudo sobre a prevalencia de
Clostridium botulinum em solos das provincias de Sao Luis e
Cordoba, Argentina. Analisou 250 amostras de solo, das quais
179 oriundas de S3o Luis e 71 de Cordoba, de area virgem e
cultura. Das 179 amostras provenientes da Provincia de Sao
Luis, 62 (34,63%) produziram cultivos toxicos, correspondendo
em maior percentagem a solos de area de cultura, resultando,
sobre um total de 104 examinadas, 48 (46,15%) positivas; ja
nos solos de area virgem constatou Clostridium botulinum SO-
bre 75 examinadas, 14 (18,66%) positivas. Pela prova de soro-
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neutralizacdo identificou, como pertencente ao tipo A, 51 (82,25%)
amostras; ao tipo B, quatro (6,4%); a uma mistura dos tipos A
e B, dois (3,22%) ; ao tipo F, um (1,61%) ; ao subtipo AF, tres
(4,83%) e ndo identificado, provavelmente tipo G, um (1,61%).
Na Provincia de Cordoba, de 71 amostras de solo de area vir-
gem e cultura, 28 (39,43%) produziram cultivos toxicos, dos
quais nove (32,14%) corresponderam ao tipo A, 12 (42,85%) ao
B; quatro (14,25%) a uma mistura A e B; um (3,56%) ao tipo F
e dois (7,13%) nao identificadas.

LEITAO & DELAZERI (1983) examinaram um total de 115
amostras de solos procedentes de cinco municipios do Estado de
Sao Paulo, sendo 40 provenientes de areas de hortas comerciais
e as demais de area de pastagem de eqtlinos e bovinos, 35 e 40
amostras respectivamente. Detectou-se Clostridium botulinumem
14 (35%) das amostras de solos de area de horta, nao sendo cons
tatada nos solos de area de pastagem. Entre as amostras posi-
tivas, observou-se uma predominancia do tipo A (57,1%), segun
do dos tipos B (7,1%) e F (7,1%). 0 restante (28,7%) nao foi
submetido a testes para avaliacao da presenca de toxinas dos
tipos C, D, E e G.

2.9.3. Europa

MEYER & DUBOVSKY (1922c) verificaram baixa presenca
de Clostridium botulinum nos solos da Europa. As investiga-
coes realizadas demonstraram apenas o tipo B em tres das 54
amostras de solos procedentes da Dinamarca; em uma das tres
procedentes da Belgica; em duas das 10 da Holanda; em oito das
34 da Suica e em cinco das 64 da Inglaterra.

LEIGHTON & BUXTON (1928), na Escocia, demonstraram a
presenca de Clostridium botulinum em 4,0% das 100 amostras de
solo estudadas, sendo que duas continham o tipo A; uma tipo B
e uma tipo AB.

HAINES (1942), no Sudoeste da Inglaterra, verificou
que cinco amostras de solo das 106 estudadas tinham Clostri-
dium botulinum, Sendo que quatro eram do tipo A e uma do tipo
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FAHRAEUS (1949) verificou a incidencia de 4,5% de
Clostridium botulinum tipos A e B em amostras de solo examina
das, procedentes da Suecia.

PEDERSON (1955), na Dinamarca, isolou Clostridium bo
tulinum tipo E proveniente de amostras de solo de regiao pes-
queira.

JOHANNSEN (1963), examinando 13 amostras de solo de
area de campo e jardim na Suécia, detectou Clostridium botuli
num tipo E em duas amostras e tipo B em uma.

SMITH & MORYSON (1977) nao demonstraram a presenca de
Clostridium botulinum em nenhuma das 20 amostras de solo cole
tadas em area de pastagem nas proximidades de Tagos na Ingla-
terra.

SMITH & MILLIGAN (1979), na Inglaterra, examinaram 22
amostras de solo coletadas em area de estabulos de bovinos, sui
nos e ovinos, detectando Clostridium botulinum tipo B em 15 a
mostras; tipo C em duas; tipo D em duas; tipo E em uma e tipo
CD em outra.

HUSS (1980), estudando a ocorrencia de Clostridium
botulinum em 133 amostras de solo na Dinamarca, verificou que
18 amostras continham tipo B; 66 tipo E; uma CD e cinco nao i
dentificadas.

SMITH & YOUNG (1980), na Inglaterra, analisando 174
amostras de solo provenientes de areas de pastagem e cultivo,
demonstraram Clostridium botulinum tipo E em 10 (5,7%) das a-

mostras.
2.9.4. Asia

SCHOENHOLZ & MEYER (1922) demonstraram a presenca de
Clostridium botulinum tipo B em 13 das 52 amostras de solo na
China. ‘

PASRICHA & PANJA (1940) isolaram Clostridium botuli-
num tipo A em quatro das oito amostras de solo de area de jar
dim na India.
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2.9.5. Africa

KNOCK (1952) isolou Clostridium botulinum tipo B em
tres das 102 amostras de solo estudadas de areas nao cultiva-

das na Africa do Sul.
2.9.6. Australia

EALES & GILLESPIE (1947) analisaram 183 amostras de
solo na Australia, demonstrando em quatro delas Clostridium
botulinum tipo A. 0 material coletado procedia de area monta-
nhosa virgem, aproximadamente a 1.000 metros de altitude.

EALES & TURNER (1952) citam que na Australia os ti-
pos de Clostridium botulinum B, C e D causam botulismo nos bo
vinos e ovinos. Apenas o tipo D foi isolado de amostras de so

lo.
2edatls U.R.5.5.

KRAVCHENKO & SHISHULINA (1967), na U.R.S.S., realiza
ram um trabalho sobre a presenca de Clostridium botulinum em
4.242 amostras de solo, encontrando 449 positivas das quais 37
pertenciam ao tipo A; 127 ao B; nove ao C; uma ao D e 227 ao
E:

BULATOVA et alii (1973) estudou a ocorrencia do Clos
tridium botulinum em 1.949 amostras de solo na U.R.S5.S.. Os
resultados revelaram que seis amostras pertenciam ao tipo A;
20 ao tipo B; 10 a uma mistura dos tipos A e C; 27 ao tipo
Ee 17 ao tipo F.

2.10. Aspectos bacteriologicos sobre a comprovacao da
presenca de esporos de Clostridium botulinwm no solo

A comprovacao bacterioldogica da presenca de Clostri-
dium botulinum em alimentos contaminados foi feita por VAN
ERMENGEM (1897), que conseguiu a multiplicacao do germe e a
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producao de toxina em caldo de carne ligeiramente alcalino con-
tendo 1% de peptona e de cloreto de sodio e 2% de glicose. BUR
KE (1919) demonstrou pela primeira vez a presenca de esporode
Clostridium botulinum no Solo com o emprego do mesmo meio. DU
BOVSKY & MEYER (1922a) modificaram o meio original de VAN ER-
MENGEM (1897), reduzindo para 1% a glicose e para 0,5% o clo-
reto de sodio e adicionaram 0,5% de tampao fosfatado para au-
mentar a estabilidade do meio, visto que, nas culturas de a-
mostras de solo, era inevitavel a presenca de contaminacao por
outras bacterias e fungos que, acidificando o meio rapidamen-
te, inibiam o desenvolvimento e a producao de toxina de Clos-
tridium botulinum em muitas amostras. DUBOVSKY & MEYER (1922b )
e MEYER & DUBOVSKY (1922a,b,c) adotaram para pesquisa de Clos
tridium botulinum no solo o meio de cultura a base de caldo
de musculo cardiaco de bovino e figado de suino preparado por
digestao peptica, considerando-o mais eficaz do que os meios
anteriormente utilizados. A partir de entao, inumeras composi
coes de meios de cultura utilizados, porem na grande maioria o
componente basico era o caldo de carne, enriquecido por va-
rios componentes e em diferentes proporcoes. A condicao de a-
naerobiose era obtida em cubas de vacuo, jarras em que o oxi-
genio era eliminado pelo vacuo ou gquimicamente ou pelo uso de
vaspar de parafina ou camada de oleo na superficie dos meios
de cultura. Esses artificios, no entanto, podem ser dispensa-
dos em meios como os de ROBERTSON (1919) ou de WRIGHT (1933)
nos quais, tambem a base de caldo de carne, permanecem as par
ticulas de carne moida que agem como oxiredutores. Os meios sao
distribuidos em coluna alta (8 a 9 cm), com tres a quatro cm
de particulas de carne, dispensando assim vaspar ou ambiente
de anaerobiose em cubas.

A alta resistencia dos esporos de Clostridium botuli
num ao calor permite que as amostras de solo sejam aquecidas pa
ra reduzir a contaminacdo, principalmente de bacterias nao es
poruladas. A partir do trabalho de DUBOVSKY & MEYER (1922 a),
adotou-se o uso de aquecer as amostras de solo antes da semea
dura ou entao logo apos, juntamente com o meio, numa tempera-




tura de 80°C por 30 a 60 minutos.

A proporcdo de inoculo sob a forma de terra ou de la
vado de solo para a quantidade de meio de cultura € bastante
variavel de um autor para outro, mas a maioria gira em torno
de 1 grama de solo por 10 ml de meio.

A temperatura de incubacao das culturas de solo tam-
bem nao e uniforme. A maior parte dos pesquisadores adotou a
temperatura de 37°C e outros variaram entre esta a 30°C. Mui-
to variavel foi o periodo de incubacao que variou de dois a
14 dias, sendo o mais freqtlente entre cinco a 10 dias.

A demonstracao da toxina botulinica nas culturas de
solo e feita através da inoculacao do filtrado em cobaias ou
camundongos. A cobaia foi utilizada desde os trabalhos de
BURKE (1919) e MEYER & DUBOVSKY (1922a) sendo considerada mais
sensivel (LAMANNA & GLASSMAN, 1947; STEVENSON et alii 1947),
porem outros autores consideram tanto a cobaia quanto o camun
dongo como satisfatorios para a demonstracao de toxina botuli
nica dos diferentes tipos de Clostridium botulinum (PARRY et
alii, 1946).

2.11. Epizootiologia do botulismo bovino no Estado de
Goias

Em Goias, ha 10 anos atras, praticamente nao se ti-
nha conhecimento sobre o botulismo. A deficiencia de fosforo
sempre existiu na regiao do cerrado. 0 Clostridium botulinum
embora nao provado, com toda certeza, tambem ja existiu ubi-
glitariamente no solo de Goias, como existe em solos de outros
estado e paises. Com a substituicao gradual das pastagens na-
tivas por pastagens cultivadas, como, por exemplo, por espeée-
cies de Brachiaria e com a introducao de bovinos selecionados,
criaram-se fatores predisponentes para o aparecimento do botu
lismo. Ma pastagem natural do cerrado, o animal se adaptava ao
meio, quer dizer, havia deficiencia de fosforo e tambem a fal
ta de pasto, pois a lotacdao normal e um bovino para cada 5 hec-
tares. 0Os animais, tendo pouco pasto, desenvolviam-se mais len




tamente e a estrutura ossea era mais fina. Isto acontece ainda
com o gado azebuado que se mantem no cerrado, que, em geral ,
tem ossos finos, e a reproducao so ocorre tardiamente. 0 fe-
to, por sua vez, nasce pequeno, e a producao de leite e mini-
ma. A Brachiaria & pouco dependente de fosforo, pois cresce em
solos carentes e consequentemente tambem tem baixo teor de fag
foro. Mas as pastagens cultivadas, proporcionando razoéve]fbg
te proteica e massa energética para os animais geneticamente
selecionados, determinam um crescimento rapido, e formacao de
esqueleto grande. Mesmo que a pastagem, durante sua formacao.
tenha sido adubada, que geralmente se faz de modo inadequado,
persiste uma subdeficiencia de fosforo, gue evidentemente cau
sa desequilibrio da necessidade deste mineral na formacao do
esqueleto, no desenvolvimento do tamanho do feto, no aumento
da producao de leite. A necessidade de fosforo manifesta-se
mais acentuadamente nas vacas em gestacao e nas paridas em
lactacao. E justamente nesta ocasiao que se acentua a defici-
encia de fosforo, a tal ponto, que o animal sente necessidade
de supri-la por outras fontes. Levado pelo instinto, o animal
procura ossos de animais mortos (FIG. 1 e 2), tanto faz de bo
vinos, eqtlinos, suinos, galinhas ou qualquer outro animal sil
vestre para suprir a sua deficiencia. Portanto, a partir de
um esporo que tenha estado presente no tubo digestivo destes
animais que morrem desenvolve-se a "carcaca toxica", e o bovi
no que tem acesso a ela procurando roer 0sso se torna vitima
de intoxicacao botulinica, com maior ocorrencia nas vacas em
gestacao e nas paridas em lactacao. Estas condicoes predispo-
nentes ocorrem mais acentuadamente na estacao da chuva, no au
ge do periodo vegetativo de gramineas de pastagens cultivadas,
porque nesta epoca os teores de proteina e de material energe
tico sao maiores e proporcionalmente menores os de fosforo. 0
fazendeiro, por sua vez, vendo abundante forragem verde, dei-
xa de fornecer a suplementacao mineral. Desta forma se expli-
ca 0 inicio da cadeia epizootiologica do botulismo bovino no
Estado de Goias, contribuindo para a contaminacao do solo pe-
10 Clostridium botulinum (LANGENEGGER, 1981).
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3. LITERATURA CONSULTADA

SCHEUBER (1929), na Africa do Sul, nao encontrou
Clostridium botulinum em nenhuma das 100 amostras de solo que
estudou, salvo quando eram tomadas debaixo ou proximo a cada-
veres de bovinos em decomposicao. Nesses casos tratava-se dos
tipos C e D.

No Estado do Piaui, TOKARNIA et alii (1970) coleta
ram 11 amostras de solo de locais onde se decompuseram cadave
res de bovinos cuja doenca sugeria ter sido botulismo. As re-
feridas amostras foram semeadas no meio de ROBERTSON e no meio
de WRIGHT, obtendo-se oito culturas toxicas para cobaias que
apresentavam sintomas de botulismo antes da morte. A soropro-
tecao em cobaias revelou tratar-se de toxina botulinica dos
tipos C e D.

SMITH (1977b) coletou 260 amostras de solo nos Es-
tados Unidos nos meses de setembro e outubro, em intervalos de
80 Km em quatro trajetos Leste-Oeste, percorrendo um total de
20.800 Km. 0 Clostridium botulinum foi isolado em 62 (23,8%)
das 260 amostras de solo coletadas de diferentes regioes geo-
graficas com variacao do pH do solo, sendo que 26 pertenciam
ao tipo A; 22 ao B; tres ao C; cinco ao D e seis ao E.

MOREIRA et alii (1980) no Estado de Goias isolaram
toxinas de Clostridium botulinum tipos C e D a partir de amos
tras de solos provenientes de areas de pastagem localizadas no
municipio de Silvania, onde o botulismo ocorre sob a forma en
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zootica.

TURNES et alii (1984) em Alegrete, Estado do Rio
Grande do Sul, coletaram sete amostras de solo subjacentes a
carcacas em decomposicao e tres amostras de cadaveres putrefa
tos de bovinos. Detectou-se a presenca de toxinas de Clostri-
dium botulinum tipo D nos filtrados de seis amostras de solo

e duas amostras de carcacas.




4. MATERIAL E METODOS

4.1. Consideracoes sobre a regiao em que foram co-
letadas as amostras de solo

4.1.1. Localizacao geografica

Os municipios localizam-se -no sul de Goias, entre
os paralelos 140 50' e 190 27"' 15" de latitude sul e entre os
meredianos 470 15' 30" e 530 13' 30" de longitude oeste de
Greenwich (MAPA 1), com altitudes de 900 a 3.200 metros (0 ES
TADO DE GOIAS, 1981).

4,1.2. Tipo de vegetacao

0 quadro fitogeografico acha-se constituido por ve
getacao tipo cerrado. Essa vegetacao se caracteriza por forma
coes arbustivo-arboreas, abertas, com arvores e arbustos tor-
tuosos e espacados, de casca grossa, folhas grandes e pilosas
ou duras e coraceas (RIZZ0, 1981). Ela esta sendo substituida
por gramineas cultivadas para pastagens, destacando-se pela
freqliencia especies de Brachiaria.

4.1.3. Tipos de solo

Dentre as associacoes de solos relacionados com a
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regiao, sobressaem os latossolos vermelho-escuros e vermelho-
amarelos, combinados geralmente com areias quartzosas, ou sub
condominante. De maneira geral, sao solos distroficos, com ?Q
dice de fertilidade variando de baixo a muito baixo. Destaca-
se a uma generalizada carencia de fosforo (0 ESTADO DE GOIAS,

1981).
4.1.4. Clima

As condicoes climaticas acham-se representadas pe-
los fatores fisicos da posicao continental e Tongitudinal e
dinamicos regulados pela circulacao atmosferica, que responde
pela caracterizacao de um clima quente e umido, com uma tempe
ratura media em torno de 22 a 26°C e precipitacao media anual
de 1.500 mm, com quatro meses de durac3io da estacao seca, com
preendido entre os meses de maio a agosto (NIMER, 1977).

4.2. Localizacao dos cadaveres decompostos

Localizaram-se no periodo de janeiro a marco de
1984, 30 cadaveres decompostos de bovinos semelhantes ao da
FIG. 3, supostamente vitimas de botulismo, com tempo medio
de exposicao de um a quatro meses em pastagens com relevo va-
riando de plano a montanhoso, em 25 propriedades de 15 munici
pios (TAB. I) no sul de Goias, onde o botulismo ocorre sob
a forma enzootica. A regiao & de cerrado, e as pastagens, qua
se na totalidade, sao cultivadas, principalmente com grami -
neas de genero Brachiaria.

4.3. Procedimento da coleta das amostras de solo

para pesquisa de Clostridium botulinum

A partir do local em que o cadaver se decompos, de
terminou-se a direcao dos quatro pontos cardeais, coletando a
mostras de solo de cada uma delas a cinco, 10, 20, 40 e 80 me
tros, que, com a amostra do local do cadaver decomposto, tota
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lizaram 21 amostras, as quais multiplicadas por 30 (n0 de ca-
daveres decompostos), resultaram em 630 amostras de solo cole
tadas.

Cada amostra constituiu-se de aproximadamente 400
gramas de solo homogeneizado, colhida numa superficie de 400
cm? e numa profundidade de dois a trés Cm, usando espatulas de
aco e coletores cuidadosamente lTimpos com gase antes de cada
coleta. A seguir, as amostras de solo foram acondicionadas em
sacos de plastico convenientemente lacrados, identificados com
numero de ordem geral, a inicial de norte, sul, leste ou oes-
te, seguido da distancia, transportadas para 0 laboratorio e
armazenadas em caixotes de madeira ate momentos antes do cul-
tivo.

4.4, Culturas de solo
4.4.1. Local da realizacio do trabalho laboratorial

0 presente trabalho foi realizado no Laboratorio de
Microbiologia e nas dependencias da Unidade de Apoio do Pro-
grama Nacional de Pesquisa em Salude Anima] - EMBRAPA - Ita-
guai - Estado do Rio de Janeiro, no periodo de abril a dezem-
bro de 1984,

4.4.2. Preparo das culturas e dos filtrados

No laboratorio, cada amostra homogeneizada de solo
éra semeada em aliquotas de duas gramas, em cinco tubos de en
saio de 20 x 200 mm, contendo 20 ml de meio de WRIGHT (1933).
0 meio de cultura recem semeado com amostra de solo era aque-
cido em banho-maria a 80° C, durante uma hora. Apds o resfria-
mento no meio ambiente, os tubos eram levados para a estufa
bacteriologica, regulada a 30° C, onde permaneciam durante cin
co dias. 0 conteddo 17quido dos 5 tubos foi reunido num fras-
co,centrifugado a 3.000 rpm, durante 10 minutos e o sobrena-
dante filtrado em placas de SEITZ EK. 0 filtrado foi acondi -




cionado em frascos estereis tipo penicilina e mantido congela
do a -15°C, até o teste em cobaias para detectar a presenca de
toxina no filtrado.

4.4.3. Deteccao de toxina botulinica nos filtrados
das culturas de solo

Porcao de 1,0 ml do filtrado obtida de forma des-
crita em 4.4.2. era inoculada por via subcutanea em uma co-
baia, utilizando-se seringa e agulha estereis. Outra porcao
de 1,0 m1 do mesmo filtrado era agquecida a 100°C durante 10
minutos, com objetivo de inativar a toxina botulinica eventual-
mente presente. Apos resfriamento, era inoculado em outra co
baia.

As cobaias eram examinadas duas vezes por dia, du-
rante 10 dias, visando constatar evidencias sintomaticas do
botulismo, caracterizadas principalmente pelas seguintes mani
festacoes: respiracao ofegante, incoordenacao motora, dificul
dades de andar, abdomen cintado, paralisia flacida progressi-
va, incapacidade de locomocdo e finalmente asfixia e morte.

Os testes descritos em 4.4.3. revelaram a presenca
de toxina botulinica nos filtrados das culturas de solo quan-
do os sequintes resultados eram observados: a) sintomas de bo
tulismo e morte da cobaia que recebeu o filtradc, obtido pela
foram descrita em 4.4.2.; b) ausencia de sintomas e sobrevi-
vencia da cobaia que recebeu o filtrado submetido ao tratamen
to termico obtido pela forma descrita em 4.4.3.

4.4.4, Adequacao da concentracao da toxina dos fil
trados para o teste da soro-neutralizacaoem
camundongos

Foi seguido o procedimento de SHANTZ (1964) para &
dequacao da concentracao da toxina dos filtrados, baseado na
relacao entre o tempo de morte dos camundongos e a concentra-
¢ao de toxina botulinica do inoculo. Inocularam-se dois camun
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dongos adultos com 0,5 ml de filtrado puro que no teste da co
baia (4.4.3.) revelara presenca de toxina botulinica. Quando
a morte dos camundongos ocorria entre uma e duas horas apos i
noculacao, o filtrado era diluido a 1/1.000; entre duas e tres
horas, era diluido a 1/5 e quando a morte ocorria apos tres ho
ras, o filtrado foi usado puro (nao diluido). 0 diluente uti-

lizado foi a solucao salina fosfatada gelatina (PGS).

4.5. Teste de soro-neutralizacao para identifica-
cao dos tipos de Clostridium botulinum

4,5.1. Tecnica utilizada

A jdentificacao dos tipos de Clostridium botulinum
foi realizada, utilizando-se a tecnica de soro-neutralizacao
em camundongos, obedecendo-se as normas recomendadas pelo CEN
TER FOR DISEASE CONTROL (1980), com modificacao do BACTERIOLO
GICAL ANALYTICAL MANUAL FOOD (1976).

4.5.2. Procedencia dos soros antibotulinicos

Os soros antibotulinicos A, B, C, D, E, F e G, sob
a forma liofilizada, foram obtidos no "CENTER FOR DISEASE CON
TROL", de Atlanta, Georgia, USA, atraves do IICA, Brasilia.

4.5.3. Procedimento do teste de soro-neutralizacao

Os soros antibotulinicos foram hidratados com solu
cao glicerinada a 50% em agua destilada e diluida em solucao
salina fosfatada gelatina (PGS), conforme indicacdo no rotulo
dos frascos, de modo que cada 0,5 da solugao contivesse uma
UI (unidade internacional) de soro monovalente A, B, C, D, E,
Fe G. '

Numa bateria de sete frascos, identificados com as
letras de cada um dos sete soros antibotulinicos, colocou-se
0,5 ml de cada soro antibotulinico nos frascos correspondentes e
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adicionou-se 1 ml do filtrado de uma cultura a ser testada, a
drede adequada. Apds homogeneizacao rapida, incubou-se a 37°C
durante 30 minutos. Num 89 frasco, testemunho, colocou-se 0,5
de salina esteril ao qual tambem foi adicionado um ml do mes-
mo filtrado.

Logo em seqguida cada mistura soro-monovalente + fil
trado era inoculada em dois camundongos, por via intra-perito
nial, na dose de 0,5 ml e em dois camundongos testemunho eram
inoculados 0,5 do filtrado testemunho. Os camundongos eram ob
servados durante quatro dias, registrando-se em protocolo pro-
prio o aparecimento de sintomas de botulismo, caracterizados
principalmente por uma dispneia progressiva com a formacao de
abdomen cintado (FIG. 4), como consegliencia da paralisia pro-
gressiva dos musculos respiratorios, especialmente o diafrag-
ma e finalmente a morte. Os camundongos sobreviventes de cada
bateria indicavam o tipo da toxina presente na cultura. Quan-
do sobrevivam os camundongos inoculados com soros C e B 0
teste indicava reacoes, cruzadas do complexo CD.

4.6. Analise quimica e fisica do solo

Coletou-se uma amostra de solo em torno de cada um
dos 30 cadaveres decompostos em 25 fazendas, para analise qui
mica e fisica do solo; com intuito de correlacionar esses va-
Tores com a freqliencia dos tipos de Ciostridium botulinum pre
sente no solo.

4.6.1. Procedimento da coleta das amostras de solo
para analise quimica e fisica

As amostras de solo foram coletadas segundo as ins
trucoes do "manual de descricao e coleta de solo no campo"
(LEMOS & SANTOS, 1982).

4.6.2. Metodos utilizados para analise quimica e
fisica
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As analises* do pH, Al, Ca+Mg, P e K, bem como a
areia, silte e argila, foram realizadas de acordo com as tec-
nicas descritas no "manual de metodos de analise de solo"(SER
VICO NACIONAL DE LEVANTAMENTO E CONSERVACAO DE SOLO - EMBRAPA ,

1979).
4.7. Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de varian -
cia onde apliicou-se o teste "F" de Snedecor e posteriormente
o teste de Tuckey. Foi tambem utilizado o teste de Qui-quadra
do (X2) bem como foram obtidas correlacoes lineares simpies e
testadas pelo teste "t" de Student (GOMES, 1978; SPIEGEL ,
1979).

* Analises realizadas na Escola de Agronomia da Universidade

Federal de Goias.
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5. RESULTADOS

A cultura de 630 amostras de solo colhidas em 30
locais onde se haviam decomposto cadaveres supostamente viti-
mas de botulismo, oriundos de 25 fazendas, de 15 municipios no
sul de Goias, revelou a presenca de Clostridium botulinum e€m
221 (35,07%) amostras, o que ficou demonstrado atraves da to-
xina produzida nas culturas e da reproducao do botulismo em
cobaias, cuja distribuicao panoramica pode ser vista na TAB.
I1.

A identificacao dos tipos de Clostridium botulinum,
determinada por soro-neutralizacao das toxinas produzidas nas
culturas, permitiu reconhecer as toxinas de 204 (32,38%) cul-
turas (TAB. III) pertencentes a cinco tipos, sendo 44 do tipo
A (21,57%); duas do tipo B (0,98%); 37 do tipo C (18,14%); 41
do tipo D (20,10%); 77 do complexo CD (37,74%) e tres do tipo
G (1,47%). 0s tipos E e F nao foram encontrados (TAB.IV).

As toxinas de 17 (2,69%) culturas nao puderam ser
identificadas conclusivamente (TAB. V). 0 numero e percenta -
gem de culturas contendo toxinas identificadas, relacionados
com os 30 cadaveres decompostos nas pastagens, podem ser vis-
tas na TAB. VI. _

A distribuicao dos cinco tipos de Clostridium bo-
tulinum, totalizando 204, encontrados no ponto em que o cada-
ver se decompos e nas distancias de cinco, 10, 20, 40 e 80 me
tros, nas direcoes dos quatro pontos cardeais e em 30 lugares
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diferentes, revelou respectivamente a seguinte freqtlencia:64"
(25,39%); 47 (18,65%); 37 (14,68%); 32 (12,69%) 36 (14,28%).
Com excecao do ponto central (25,40%), as percentagens de
Clostridium botulinum variaram pouco em funcao das distancias .
sendo aproximadamente de 12,69% e 18,65%, conforme TAB. VII.
Os dados referentes a todos os tipos de Clostridium botulinum
encontrados no solo, no local e em torno dos 30 cadaveres de-
compostos, considerando os pontos cardeais e as disténcias,eﬁ
contram-se na TAB. VIII, enquanto que os mesmos valores, trans
formados para Yy+0,5, para normalizacao dos dados, estdo con-
tidos na TAB. IX. 0s dados da TAB. IX foram submetidos a ana-
lise de variancia (TAB. X), e verificou-se somente significan
cia quando foi comparado o ponto central com a media das me-
dias dos pontos cardeais, pelo teste "F" de Snedecor ao nivel
de 5% de probabilidade. Com o objetivo de comparar o ponto cen
tral com os demais, nova analise de variancia foi realizada |,
e verificou-se, atraves do teste de Tuckey, ao nivel de % .
que a quantidade de esporos no ponto central nao diferenciou es
tatiscamente da quantidade de esporos nos demais pontos.

Os tipos de Clostridium botulinum C, D e o comple-
xo CD, considerados os agentes etiologicos do botulismo enzo-
otico do bovino, foram encontrados em 155 (75,98%) das 204 a-
mostras de solo, enquanto que os tipos A, B e G em apenas 49
(24,02%) conforme pode-se observar na TAB. XI.

A distribuicao dos tipos de Clostridium botulinum
C, D e do complexo CD no local e em volta dos 30 cadaveres de
compostos decresceu do centro para a periferia da area pesqui
sada, tomando as seguintes freqgllencias conforme pode-se obser
var na TAB. XII; 60" (30,00%) am stras no centro; 45 (22,50%)
aos cinco metros; 31 (15,50%) ao. 10 metros; 27 (13,50%) aos
20 metros; 19 (9,50%) aos 40 metros e 18 (9,00%) aos 80 me -
tros, caracterizando uma regressao linear, significativa no
nivel de 1% de probabilidade pelo teste "F" de Snedecor, con-

* O0s dados referentes ao ponto central foram multiplicados por
quatro, visto que os demais tinham quatro repeticoes.
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forme demonstrativo da analise de variancia (TAB. XIII) obti-
dos dos dados provenientes das TAB. XIV e XV.

0 numero de Clostridium botulinum tipos C, D e com-
plexo CD encontrados no solo, no local e em torno dos 30 cadi-
veres decompostos, considerando a declividade, pode-se obser-
var na TAB. XVI.

Os valores quimicos e fisicos do solo e numero de
tipos de Clostridium botulinum encontrados no solo, no local
ou em torno dos 30 cadaveres decompostos, estao nas TAB. XVII
e XVIII.

0s dados da correlacao entre os valores quimicos e
os valores fisicos, com os numeros de Clostridium botulinun,
estao na TAB. XIX.
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6. DISCUSSAD

6.1. Poluicao do solo pelos tipos de Clostridium
botulinum C, D e complexo CD atraves de cada-

veres decompostos

Sabe-se que o Clostridium botulinum, sob a forma
de esporos, e.encontrado ubigllitariamente no solo de todas as
partes do mundo, e que as carcacas decompostas contribuem ain
da mais para a poluicdao das pastagens pelos esporos de (los-
tridium botulinum. Na compilacao de dados na literatura, tal
observacido foi notada por SCHEUBER (1929), na Africa do sul:
TOKARNIA et alii (1970), no Piaui; MOREIRA et alii (1980), em
Goias e TURNES et alii (1984), no Rio Grande do Sul, onde )
botulismo bovino ocorre sob a forma enzootica. Encontraram maior
percentagem de esporos de Clostridium botulinum tipo C e D em
amostras de solo coletadas debaixo ou proximo a cadaveres de
bovinos decompostos. Os citados autores nao reportaram em seus
trabalhos a abrangencia em area em que as carcacas estavam po
luindo o solo da pastagem. Partindo dos resultados observados
nos trabalhos consultados, torna-se oportuno discutir alguns
resultados obtidos na presente pesquisa.

0s tipos de Clostridium botulinum C, D e complexo
CD, considerados os agentes etiologicos do botulismo enzooti-
co dos bovinos, foram encontrados em 155 (75,98%) das 204 cul
turas toxicas identificadas de solo analisadas, procedentes de
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de regioes enzooticas de botulismo em pastagens de cerrado no
sul de Goias (TAB. XI), havendo uma distribuicao decrescente
de freqliencia de esporos no solo do centro para a periferia da
area pesquisada (TAB. XII), caracterizando uma regressao 1i-
near negativa.

A alta prevaléncia dos tipos de Clostridium botuli
num C, D e complexo CD em relacao aos demais tipos encontra-
dos nas culturas de solo, alem de caracterizar a regiao enzo-
otica, mostra nitidamente a influencia do cadaver decomposto
na pastagem como o agente poluente.

Foi observado pelo teste de Tuckey, ao nivel de 5%
de probabilidade, no caso de Clostridium botulinum tipos C, D
e complexo CD, que a concentracao de esporos do ponto central
nao diferiu estatisticamente da concentracao de esporos ate
aos 20 metros, mas que, entretanto, diferem da concentracao aos
40 e 80 metros. Pode-se dizer, tomando como base o ponto me-
dio entre 20 e 40 metros que ate num raio de 30 metros, ou se
ja, numa superficie de 2.827 m?, os cadaveres decomppstos po-
lTuiram diretamente a pastagem com esporos de Clostridium botu
linum tipos C, D e complexo CD. Considerando como base a me-
dia de esporos das distancias aos 40 e 80 metros, verificou -
se um acrescimo de 45,94% de esporos aos 20 metros; 67,57% aos
10 metros; 143,24% aos cinco metros e 224,32% no centro.

Entende-se que essa disseminacao dos esporos de Clos
tridium botulinum no solo foi influenciada diretamente pelos
animais carnivoros, como os urubus, por canideos, pela chuva,
pela declividade do solo e, indiretamente, pelo pasto que, ao
nascer em local contaminado por esporos de Clostridium botuli
num, provavelmente carreou esses esporos, que, ingeridos por
um animal, foram eliminados com as fezes em outros pontos mais
distantes, contribuindo assim para a polui¢ao do solo da pas-
tagem na regiao enzootica do botulismo.

6.2. Freqtlencia de Clostridium botulinum tipos A,
B e G no solo
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0 Clostridium botulinum tipo A e mais frequentemen
te responsavel pelo botulismo humano (SMITH, 1977b) sendo encontrg
do no solo e nos sedimentos de diversas partes do mundo com
fregtlencias variadas, ndo havendo informacoes sobre a ocorren
cia nos bovinos com intoxicacoes naturais.

No presente trabalho, o tipo de Clostridium botuli
num A foi encontrado com alta freqtdencia em relacao aos tipos
B e G, num total de 44 vezes ou seja, 21,57% dentre os tipos
identificados e 7% do total das 630 amostras de solo da re-
giao de cerrado no sul de Goias, onde o botulismo bovino ocor
re sob a forma enzootica. Curiosamente, houve uma distribui -
cao crescente da freglencia de esporos no solo do centro para
a periferia da area pesquisada, isto €, o contrario do que foi
observado com os tipos C, D e complexo CD (TAB.IV).

Cumpre assinalar que os tipos de Clostridium botvu-
linum B e G foram identificados em apenas duas e tres amostras
de solo respectivamente, e que em nenhuma amostra foram detec

tados os tipos E e F.

6.3. Freqgliencias dos tipos de Clostridium botulinur
C, D e complexo CD, considerando a declivida-
de

Nenhuma citacao a respeito de freqtiencias de tipos
de Clostridium botulinum no solo, considerando a declividade,
foi encontrada na presente pesquisa. Portanto procurou-se ana
lisar a influencia da declividade do solo na distribuicao dos
esporos de Clostridium botulinum, a partir de carcac¢cas decom-
postas na pastagem, considerando que, entre outros fatores., a
chuva poderia carrear esporos para pontos ou areas mais bai-
xas,alterando assim a distribuicao radial.

7 Dos resultados obtidos, verificou-se que no ponto
em que o cadaver se decomp0s e nas distancias de 5, 10, 20,40
e 80 metros em relacao aos quatro pontos cardeais, as distri-
buicoes das freqllencias dos tipos C, D e complexo CD foram:
30,00%; 22,50%; 15,50%; 13,50%; 9,50% e 9,00%. A analise de
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variancia mostrou uma regressao linear negativa na distribui-
cao dos esporos de Clostridium botulinum tipos C, D e comple-
x0 CD conforme TAB. XV, comprovando a influencia do cadaverno
qual se multiplicam os tipos de Clostridium botulinum C, D e
compliexo CD.

Quanto a declividade, verificou-se que a area  no
local em que os cadaveres se decompuseram apresentava declivi
dade em 17 dos 30 casos estudados, conforme TAB. I. Computan-
do-se as freqllencias dos achados de esporos de Clostridium bo
tulinum tipos C, D e complexo CD da area em aclive e da de
declive em relacao ao ponto em que o cadaver se decompos, ve-
rificou-se maior freqliéncia na parte em declive, porem o Qui-
quadrado (X2) calculado foi igual a 2,67, inferior ao Qui-qua
drado (X2) tabelado de valor 3,84, portanto nao significativo,
apesar de que no declive ha uma maior pefcentagem (61,11%) de
tipos de Clostridium botulinum do que no aclive (38,88%), con
forme TAB. XVI.

6.4. Freqgtiencia dos tipos de Clostridium botulinum

' A, B, C, D, G e E complexo CD presentes no soO
lo, associados aos valores quimicos e fisicos
dos solos

Sao poucas as pesquisas sobre analises quimicas e
fisicas dos solos, com intuito de correlacionar esses valores
com as freqgflencias dos tipos de Clostridium botulinum presen-
tes no solo.

Na literatura consultada, apenas SMITH (1977b),nos
Estados Unidos, estudou a ocorrencia de Clostridium botulinum
considerandec, as condicoes quimicas dos solos. Analisou o pH
das amostras de solo, matéria organica e os niveis de calcio,
magnésio, fosforo e potassio. Verificou que em solos neutrose
alcalinos com niveis baixos de matéria organica ha um certore
lacionamento com a ocorrencia do Clostridium botulinum do ti-
po A; em solos levemente acido e com niveis altos de materia

organica ha ocorréncia de Clostridium botulinum do tipo C, en
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quanto que em solos alcalinos ocorreu Clostridium botulinumdo
tipo D. Pode-se verificar, portanto, que, de acordo com aque-
le autor, apenas o pH e materia orgEnica influenciaram sobre
a maior ou menor presenca dos tipos de Clostridium botulinum,
nao havendo portanto correlacao aparente entre a ocorrencia de
esporos de algum tipo de Clostridium botulinum com niveis de
calcio, magnesio, fosforo e potassio.

A presente pesquisa mostrou, contrariando os resul
tados de SMITH (1977b), que os esporos de Clostridium botuli-
num tipos A e D foram isolados respectivamente em 6,98% e 6,50%
de amostras de solos acidos, com pH variando éntre 6,2 e 3,7
e com pouca materia organica. Confirmou que o tipo C & fre-
quentemente encontrado em solos acidos.

Neste trabalho foram verificadas correlacoes Tinea
res entre os valores de analises quimicas e fisicas do solo
com as freqtencias de todos os tipos de Clostridium botulinum
identificados (A, B, C, D, G e complexo CD) e tambem com 0
conjunto (C, D e complexo CD) de Clostridium botulinum (TAB.
XVII, XVIII e XIX). Verificou-se que somente houve significan
cia estatistica pelo teste "t" de Student no caso da correla-
¢ao entre os tipos de Clostridium botulinum e o potassio (r=
-0,46), demonstrando que somente o potassio influencia na con-
centracao total de esporos e essa influencia & inversamente pro-
porcional, isto e, com o aumento da quantidade de potassio no
solo, ha uma diminuicao no numero de esporos de Clostridium botu

tinum tipos A, B, C, D, G e complexo CD.
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7. CONCLUSDES

Os resultados obtidos permitem as seguintes conclu
soes:

1. A probabilidade de deteccao de esporos de Clos
tridium botulinum tipos C, D e complexo CD no sul de Goias &
elevada.

2. 0s cadaveres decompostos aumentam significativa
mente a poluicao do solo das pastagens por esporos de Clostri
dium botulinum tipos C, D e ou complexo CD, numa area méedia de
2.827m2 .

3. A distribuicao dos tipos de Clostridium botuli-
num C, D e do compiexo CD no local e em volta dos cadSveresdg
compostos decrescem do centro para a periferia.

4. Verificou-se maior freqtiencia de esporosde Clos-
tridium botulinum tipos C, D e complexo CD na parte de decli-
ve, em relacao ao ponto de decomposicao do cadaver.

5. Dentre os tipos de Clostridium botulinum Sem im
sortancia etiologica do botulismo enzootico dos bovinos, tipe A foi en
ontrado em maior fregldencia, seguindo-se os tipos B e G, com
pouca expressao.

6. E pouco provavel detectar os tipos de Clostri-
dium botulinum E e F.

7. A elevada concentracao de esporos de Clostridium
botulinum tipos C, D e ou complexo CD no local e ou em torno
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dos cadaveres decompostos constitui riscos de surtos epidemi-

cos para botulismo em bovinos.
8. 0s cadaveres encontrados nas pastagens devem ser

cremados para prevencao do botulismo em bovinos.
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TABELA V - Numero e percentagens de culturas toxicas de solo, em relacao a ca-
da um dos 30 cadaveres decompostos - sul de Goias, 1984

NO de amostras de Numero de culturas
W - 0 solo analisadas Toxicas Identificadas Nao identificadas
Cadaver Total %  Total % Total P
1 21 10 47,61 10 47,61
2 21 12 57,14 12 57,14
3 21 6 28,57 6 28,57
4 21 3 14,28 3 14,28
5 21 10 47,61 10 47,61
6 21 10 47,61 10 47,61
7 21 8 38,09 7 33533 1 4,76
8 21 3 14,238 3 14,28
9 21 12 57,14 10 47,61 2 9,53
10 21 13 61,90 9 42,85 4 19,05
11 21 18 85,71 15 71,42 3 14,29
12 2] 6 28,57 6 28,57
13 21 6 28,57 4 19,04 2 9,53
14 21 3 14,28 3 14,28
15 21 3 14,28 3 14,28
16 21 12 57,14 11 52,38 1 4,76
17 21 3 14,28 3 14,28
18 21 2 9,52 2 9,52
19 21 2 9,52 2 9,52
20 21 pa 9,52 2 9,52
21 21 6 28,57 6 28,57
22 21 13 61,90 &) 61,90
23 21 3 14,28 3 14,28
24 21 8 38,09 8 38,09
25 21 13 61,90 13 61,90
26 21 16 76,19 12 57,14 4 19,05
27 21 6 28,57 6 28,57
28 21 4 19,04 4 19,04
29 21 pa 9,52 ya 9,52
30 21 6 28,57 6 28,57

Total 630 221~ 35,07 204 32,38 17 2,69
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TABELA VI - Numero e percentagens de tipos de Clostridiwm botulinum identifi
cados nas culturas toxicas de solo, em relacdo a cada um dos 30
cadaveres decompostos - sul de Goias, 1984

N0 do  TiPos de Clostridiwm botulinum identificados Total b

cadaver p B C D  Complexo CD E F G
: , 12 3 1 10 47,61
3 3 1 1 1 ) 28,57
: 3 3 14,28
; : s 3 5 10 47,61
- ] - : 10 47.6)
7 2 5 7 33,33
10 b 1 2 9 42,85
Y ] : 5 6 28,57
L : 5 4 19,04
: : : : 3 14,28
15 ] 1 ] 3 14,28
16 9 2 11 52,38
18 2 9,52
19 1 1 2 9,52
I 2 2 9,52
21 2 ] 3 6 28,57
22 5 3 1 13 61,90
e D . 3 14,28
21 1 4 3 8 38,09
2 : i 3 3 13 61,90
26 4 2 3 3 12 57,14
£y ] - > 6 28,57
. ] 3 4 19,04
29 1 1 ¢
= y 3 ‘ 6 28,57

Total 44 2 37 4 77 3 204

% 21,57 0,98 18,14 20,10 37,74 1,47 32,38




TABELA VII - Distribuicdo media dos diversos tipos de Clostri

dium botulinum no local e em varias distancias dos

cadaveres decompostos - sul de Goias, 1984

Distancias em metros

Clostridium botulinum

Numero Percentagem
0 16* 25,39
5 47 18,65
10 37 14,68
20 32 12,69
40 36 14,28
80 36 14,28

* No calculo da percentagem da localizacao, o dado referente

ao ponto central foi multiplicado por 4, visto que os demais

tinham 4 repeticoes.

TABELA VIII - Numero de Clostridium botulinum tipos A, B,

C,

D, complexo CD e G, encontrados no solo, no lo-

cal e em torno dos 30 cadaveres decompostos,con

siderando os pontos cardeais e as distancias

sul de Goias, 1984

Pontos cardeais

Distancia (m)

10 20 40 80
Norte 1:2 13 8 10 12
Sul 10 9 8 9 8
Leste ]5 7 6 7 g
Oeste ]0 8 10 ]0 7
Ponto central 16
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TABELA IX - Numero de Clostridium botulinum tipos A, B, C, D, complexo CD
e G, encontrados no solo, no local e em torno dos 30 cadave-
res decompostos, considerando os pontos cardeais e as distan-
cias. Dados transformados para vy+0,5 - sul de Goias, 1984

Distancia (m)
Pontos cardeais

5 10 20 40 80
Norte 3,54 3,67 2,92 3,28 3,54
Sul 3,24 3,08 2,92 3,08 2,92
Leste 3,94 2,74 2,55 2,74 3,08
Oeste 3,24 2.9¢ 3,24 3,24 2,92
Ponto central 4,06

TABELA X - Analise de variancia dos numeros de Clostridium botulinum ti-
pos A, B, C, D, complexo CD e G, encontrados no solo, no local
e em torno dos 30 cadaveres decompostos, considerando os pon-
tos cardeais e as distancias. Dados transformados para vy+0,5
sul de Goias, 1984

Fontes de variacao G.L. Q.M.

Ponto central x distancias 1 0,8096*
Pontos cardeais 3 0,1472 N.S.
Regressao linear 1 0,0615 N.S.
Desvio da regressao linear 3 0,2232 N.S.
Residuo ; 12 0,0881

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste "F" de Snede-
cor.
N.S. Nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste "F" de
Snedecor.
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TABELA XI - Numero e percentual da freqtlencia do grupo C, D e complexo CD

e dos tipos A, B e G de Clostridium botulinum identificados

no solo, no local e em torno dos 30 cadaveres decompostos -

sul de Goias, 1984

Tipos de Clostridium botulinwm Total %
C, D e complexo CD 155 75,98
A, BeG 49 24,02

TABELA XII - DBistribuicao e percentual dos tipos C, D e complexo CD de

Clostridiwn botulinum identificados no solo, no local e em

torno dos 30 cadaveres decompostos, considerando as distan -

cias - sul de Goias, 1984

Distancia em (m)

Clostridium botulinun identificados

Total %
Centro 60 30,00
5 45 22,50
10 31 15,50
20 27 13,50
40 19 9,50
80 18 9,00
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TABELA XIII - Numero de Clostridiwnm botulinum tipos C, D e complexo CD,
encontrados no solo, no local e em torno dos 30 cadaveres
decompostos, considerando os pontos cardeais e as distan -
cias - sul de Goias, 1984

Distancia (m)
Pontos cardeais

5 10 20 40 80
Norte 12 12 6 5 7
Sul 10 8 6 5
Leste 14 4 4 3
Oeste 9 9 4 3
Ponto central 15

TABELA XIV - Numero de Clostridium botulinum tipos C, D e complexo CD, en
contrados no local e em torno dos 30 cadaveres decompostos ,
considerando os pontos cardeais e as distancia. Dados trans-
formados para vy+0,5 - sul de Goias, 1984

Distancia (m)

Pontos cardeias

5 10 20 40 80
Norte 3,54 3,54 2.5 2,35 2,74
Sul 3,24 3,08 2,92 2,55 2,35
Leste . 3,31 2,12 2,12 2,12 1,87
Oeste 3,08 2,55 3,08 Iy b 1,87

Ponto central 3,94




TABELA XV - Analise de variancia dos numeros de Clostridium botulinum ti-
pos C, D e complexo CD, encontrados no solo, no local e em
torno dos 30 cadaveres decompostos, considerando o0s pontos
cardeais e as distancias. Dados transformados para v y+0,5 -
sul de Goias, 1984

Fontes de variacao G.L. Q.M.
Ponto central x distancias 1 1,5120 *
Pontos cardeais 3 0,3086 N.S.
Regressao linear 1 2,5541 *
Desvio da regressao linear 3 0,4068 N.S.
Residuo 12 0,1455

* Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste "F" de Snedecor.

N.S. Nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste "F" de
Snedecor.

TABELA XVI - Numero de Clostridium botulinum tipos C, D e complexo CD en
contrados no solo, no local e em torno dos 30 cadaveres decom
postos, considerando a declividade - sul de Goias, 1984

Clostridium botulinum

Declividade

Numero 2
Declive 33 61,11
Aclive 21 38,88

Qui-quadrado (X2) = 2,67 N.S.
N.S. Nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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TABELA XVII - Valores quimicos do solo e numero de tipos de Clostridium bo
tulinum encontrados no solo, no local ou em torno dos 30 ca-
daveres decompostos - sul de Goias, 1984

Valores quimicos N9 total de tipos NO de C(lostri-

:zdav:i o es. m00m  pm c"ieqc”lostridium by dium botulimum
tulinum tipos C,D e CD
Ca+Mg
1 5,8 1,0 1,4 48 10 6
2 5,8 1,0 1,4 48 12 1
3 5,1 0,3 1,1 19 : 2
4 3,7 0,3 0,8 24 3 3
5 4,7 0,3 1,1 14 10 ¢
6 4,7 0,5 1,4 41 10 g
7 5,0 1,2 1,7 48 7 7
& 5,0 1,2 1,7 48 3 3
9 4,7 0,2 1,7 17 10 g
0 5,0 0,3 1,7 29 o 3
N 4,9 0,4 0,8 29 15 14
12 6,0 3,8 1,4 9% 6 5
13 5,3 1,9 0,6 66 g 4
14 5,9 6,3 1,1 49 3 2
15 5,2 1,1 0,6 17 3 2
16 4,8 0, 0,3 12 1 2
17 6,0 2,9 1,1 9 3 3
18 6,2 8,1 0,3 69 2 2
19 6,2 8,1 0,3 69 2 2
20 6,2 8,1 0,3 69 2 2
21 6,1 2,3 0,6 50 6 .
22 5,4 0,3 0,3 8 13 e
23 5,6 0,9 0,3 37 3 3
26 5,6 0,9 0,3 37 8 7
25 5,6 7.5 0,8 42 13 10
26 5.7 3,0 0,6 17 12 8
27 5,3 0,4 0,6 & 6 5
28 4,0 0,6 2,6 14 4 3
29 5,3 1,3 0,6 72 2 1
30 5,3 0,7 0,8 25 6 6




49

TABELA XVIII - Valores fisicos do solo e numero de tipos de Clostridium bo-
tulinwn encontrados no solo, no local ou em torno dos 30

cadaveres decompostos - sul de Goias, 1984

Valores fisicos

o

NO total de tipos

NO de C(Clostri-

Ne  do em % de Clostridium bo dium botulinum
cadaver tulinum tipos C, D e CD
Areia Silte Argila
1 59,5 22,2 18,3 10 6
2 59,5 22,2 18,3 12 11
3 90,3 2,5 7,2 6 é
4 64,8 7,4 27,8 3 3
5 60,9 11,4 27,7 10 9
) 23,8 2,38 52,4 10 9
7 62,5 14,7 22,8 7 7
8 62,5 14,7 22,8 3 3
9 70,4 9,4 20,2 10 9
10 49,2 17,0 33,8 9 3
11 54,3 22,2 33,5 15 14
12 60,8 11,2 28,0 6 5
13 46,2 27,1 26,7 4 4
14 60,3 21,8 17,9 3 2
15 65,9 16,1 18,0 3 2
16 59,1 19,2 2.7 11 2
17 36,9 17,4 45,7 3 3
18 64,4 17,0 18,6 2 2
19 64,4 17,0 18,6 2 2
20 64,4 17,0 18,6 2 2
21 64,4 13,4 22,2 6 4
22 32,0 22,6 45,4 13 8
23 3B,8 23,7 31,8 3 3
24 38,5 23,7 37,8 8 7
25 54,0 15,3 30,7 13 10
26 25,5 22,6 51,9 12 8
27 57,2 16,0 26,8 6 5
28 50,9 16,2 32,9 4 3
29 54,7 11,7 33,6 2 1
30 78,3 b5 16,2 6 6
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FIGURA 1 - Bovino procurando pegar osso no local
em que se decompos o0 cadaver.

FIGURA 2 - Bovino roendo 0sso na pastagem de Bra-
chiaria verde e abundante.




FIGURA 3 - Cadaver de bovino, com solo sem vegeta-
cao pelo pisoteio de bovinos e urubus.

FIGURA 4 - Comundongo com abdomen cintado e incoor
denacao motora, caracterizando botulis-

mo.
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LEGENDA

1 - ITAJA
2 - APORE
3 - PIRACANJUBA
4 - SILVANIA

5 - ORIZONA

6 - CATALEO

7 - IPAMERI

8- PIRES DO RIO
9- NOVA GLORIA
10 - RUBIATABA
11 - SERRANOPOLIS
12- MINEIROS
13- JATA(

14 - RIO VERDE
15 - BELA VISTA

MAPA I

Localizagdo geogrdfica dos municipios do Estado de Goids
onde foram coletadas amostras de solo para pesquisa de Clos-
tridium botulinum e andlises quimica e fisica do solo.

o
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9. ANEXO0S
ANEXO 1

Meio de Wright

Formula
Carne moida de bovino.....eeeeeens 500 g
Hs0 destiladacss smemsossssssess s 1000 ml

17 g

Procedimento

Moeu-se a carne de boa qualidade apos retirada
do tecido adiposo.

Colocaram-se todos os componentes da formula a
cima num balao de fundo chato, levado a fervu-
ra, em fogo brando, por 90 minutos. No fim re-
pos a agua evaporada.

Deixou-se resfriar e procedeu-se a retirada de
toda gordura da superficie do meio.

Acertou-se o pH para 7,4 com NaOH a 10%.
Filtrou-se o meio utilizando papel xarope.
Colocaram-se as particulas de carne em tubo de
20X 200mm ate a altura de 3 a 4 cm.
Adicionaram-se 20 ml do 1iquido filtrado nos
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tubos, formando uma coluna de 8-9 cm.
Autoclavou-se o meio durante uma hora a 120°C.
Deixou-se esfriar e adicionou-se, a cada tubo,
0,5 ml de solucao de dextrose a 40%.
Estocou-se em refrigeracao a 3%¢.
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ANEXO 2

Solucao -de dextrose a 40%

Formula

DEXETOSE 5 o o 3% se wi 00w dis 98 @ ¥ & wfo 6 4 g
H20 destd hadas sm sesa s 6559 s % 58 5 100 ml
Procedimento

1 - Colocou-se a dextrose em H20 destilada em um
erlenmeyer com capacidade de 100 ml.

2 - Tindalizou-se essa solucao, levando-a a va-
por fluente, durante 1/2 hora 3 dias segui-
dos.

3 - Estocou-se em refrigeracao a 3%,




ANEXO 3

Solucao de salina fosfato gelatina (PGS)

Formula

NaH2P042H20 ....................... 3 g
AT oow o v ooom e i 68 B0 18 6 @ 8 9 S B . 9 g
Gelatina..ceeeeeeoonsnsnesasanssss 1 g
H20 destilada. .o eeeesnecoacasnannns 1000 ml

Procedimento

1 - Colocaram-se todos os componentes da formula a
cima num balao voluméetrico, porem com a gelati
na ja dissolvida em uma pequena quantidade da
Hg

2 - MAcertou-se o pH para 6,0 com NaOH a 10%.

0 destilada aquecida.

3 - Estocou-se em refrigeracao a ;1
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