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2. OBJETIVOS:.
e +Desenvolver um modelo experimental de reproducéo do botulismo em ovinos e
bovinos;
e Estabelecer protocolos de tratamento para o botulismo:
* Avaliar a eficacia de um protocolo de vacinacdo para estas espécies animais
submetidas a condi¢cdes de elevados riscos da doenca;
e Avaliar o efeito da luz solar sobre a inativacdo da toxina botulinica em alimento
contaminado;

e Descrever o surto de botulismo em bovinos de confinamento.

3. ANALISE DOS ASPECTOS FORMAIS DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

3.1 Justificativa: A intoxicagdo pela toxina botulinica é relevante para animais de
producéo e ha caréncia de informagdes sobre protocolos vacinais e de tratamento para
ovinos, assim como s&o escassos os relatos de surtos em bovinos n Brasil, apesar de ser
uma das principais causas de mortalidade. O modelo experimental com ovinos e bovinos
¢ justificado pelo fato dos testes de controle de qualidade de vacinas, realizados em
cobaias, n&o avaliam a magnitude e a duragéo da resposta antigénica e tampouco se esta

imunidade é suficiente para proteger os animais expostos a elevado desafio.

3.2 Metodologia: O estudo sera realizado em dois experimentos com delineamento
descrito a seguir em que serdo utilizados 21 ovinos ou 21 bovinos em cada. Para cada
experimento, os 21 animais serdo divididos em quatro grupos: 1) receberd milho
contaminado e os que adoecerem serdo tratados com 50.000 Ul de soro anti-botulinico
(n=6), 2) recebera milho contaminado e serdo expostos ao sol por 8 horas, em caso de
apresentacéo dos sinais clinicos os mesmos ser&o tratados com 100.000 Ul de soro anti-
botulinico (n=6), 3) recebera vacinagédo conforme protocolo do fabricante (n=6) e 4)



controle (n=3). A fonte de toxina botulinica sera milho reidratado proveniente de um silo
que causou um surto ocorrido em um confinamento em 2017. Os animais dos grupos 1, 2
e 3 serdo vacinados segundo as recomendacées do fabricante, com reforco 30 dias apoés
a primeira dose. Amostras de sangue serzo coletadas nos dias zero, +30 e ao término do
estudo, para a determinagao de anticorpos contra as toxinas C e D. O protocolo de
tratamento com soro antibotulinico sera avaliado nos animais dos grupos 1, 2 e 3, que

apresentarem sinais clinicos.

3.3 Cronograma de Execug&o: Inicio do protocolo em 01 de novembro de 2017 — Fim
01/11/2018. Inicio do uso de animais em 01/11/2017. €-wm /01 [2018. Lndeio com
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RESUMO

O sistema de confinamento de bovinos de corte é uma atividade que possibilita reducao na idade
de abate dos animais, maior producéo por area e aumento da qualidade da carne. Existem poucos
estudos sobre causas de mortalidades em bovinos confinados no Brasil, sendo as doencas
respiratérias e os transtornos digestoérios os principais problemas sanitarios nesse sistema de
producdo e distlrbios neurolégicos menos frequentes. A raiva é descrita de forma esporadica
como causa de mortes em confinamentos de bovinos e surtos de botulismo com importantes
perdas econdmicas séo relatados. Capitulo 1 - o objetivo foi descrever a epidemiologia, o quadro
clinico, os procedimentos de diagnosticos, diagndsticos diferenciais de casos experimentais de
botulismo em ovinos, respectivamente, e avaliar protocolos de prevencéo e tratamento da doenca.
Foram realizados dois experimentos para a reproducédo da doenca em ovinos utilizando milho re-
hidratado que foi associado a surto espontaneo de botulismo em bovinos. No primeiro modelo,
foram utilizados 18 animais, e nao foi possivel reproduzir a doenga. No segundo modelo
experimental, foi administrado, via oral, a quatro ovinos, dois deles vacinados contra botulismo,
mistura de restos de animais provenientes de um surto de botulismo e solucao fisioldgica, os quais
apresentaram sinais clinicos de botulismo e foram tratados com soro anti-botulinico, mas trés
tiveram evolucdo fatal. Capitulo 2 - o objetivo foi descrever um surto de botulismo em bovinos
confinados, demonstrando as dificuldades no diagnéstico e tratamento do botulismo nesta
espécie. Um surto de botulismo em bovinos confinados alimentados com silagem de milho
contaminada com neurotoxina de Clostridium botulinum tipo C (BoNT/C) ocorreu no Centro-Oeste
do Brasil em agosto de 2017. O inicio do surto ocorreu 15 dias apds 1700 bovinos comecarem a
ser alimentados com os contaminados silagem de milho. Um total de 1100 bovinos foram
afetados, 1090 dos quais morreram em quatro dias. Dez bovinos se recuperaram apés o
tratamento com antitoxina. Nenhuma lesdo macroscopica ou microscopica foi encontrada nos
bovinos afetados. O diagnéstico foi baseado em dados epidemiol6gicos, sinais clinicos
caracteristicos e resultados positivos de bioensaios em camundongos. Capitulo 3 - o objetivo foi
descrever um surto de raiva em bovinos confinados enfatizando a importancia do diagnéstico
diferencial e do estabelecimento de protocolos sanitarios para prevengcdo. O surto ocorreu no
estado de Mato Grosso do Sul, em um confinamento no qual morreram oito animais, sendo quatro
necropsiados na propriedade e um encaminhado a Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Os animais ndo eram vacinados contra raiva. Os
animais apresentaram sinais neurol6gicos e um animal apresentou prurido com auto-mutilacao.
Dos animais necropsiados todos tiveram achados de necropsia semelhantes caracterizados por
bexiga repleta, leptomeninges moderadamente hiperémicas e no exame histopatolégico manguitos
perivasculares de linfécitos e plasmécitos, discreta gliose e no citoplasma de neurénios havia de
inclusdes eosinofilicas compativeis com corpusculos de Negri. Todos 0s animais examinados
foram positivos para raiva na imunofluorescéncia direta.

Palavras-chave: doencas de confinamento, Clostridium botulinum, raiva, ruminantes, reproducdo
experimental.

ABSTRACT

The use of feedlot system in beef cattle reduces animals’ slaughter age and improves productivity
and meat quality. There are few studies regarding causes of mortality in cattle raised in this system
in Brazil. Respiratory and digestive disorders are the main problems affecting these animals;
neurological disorders are less common. Rabies has sporadic occurrence in feedlots and botulisms
outbreaks have caused important losses. Chapter 1 — aims to describe epidemiology, clinical
aspects, diagnostic procedure, and differentials diagnoses of experimental cases of botulism in
sheep, and to evaluate prevention and treatment protocols. Two experimental trials were made to
reproduce the disease in sheep, using a re-hydrated corn that was previously associated to an
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outbreak in cattle. In the first study, 18 animals were used, and it was not possible to reproduce the
disease. In the second experiment, four sheep received, orally, saline solution with carcasses of
cattle that had died from botulism. Two of the four sheep were previously vaccinated against the
disease. The four sheep got sick and were treated with commercial antitoxin, but three of them
died. Chapter 2 — aims to describe a botulism outbreak occurred in feedlot cattle, showing
diagnosis and treatment barriers of the disease in this situation. A large outbreak of botulism took
place in Midwestern Brazil in August 2017, with feedlot steers fed with corn silage, contaminated
with Clostridium botulinum neurotoxic type C (BoNT/C). The onset of the outbreak occurred 15
days after 1,700 steers started to be fed with contaminated corn silage. A total of 1,100 steers were
affected and 1,090 of them died within four days. Ten steers recovered after being treated with
antitoxin. No gross or microscopic lesions were found in affected steers. The diagnosis was based
on epidemiological data, characteristic clinical signs, and positive mouse bioassay results. Chapter
3 — aims to describe a rabies outbreak in feedlot cattle, reinforcing the importance of differential
diagnosis and institution of preventive protocols. The outbreak occurred in Mato Grosso do Sul,
Midwestern Brazil, and eight cattle died; four were necropsied on site, and four were sent to the
Federal University of Mato Grosso do Sul. These animals were not vaccinated against rabies.
Animals presented neurological disorders, and one also showed self-inflicted trauma. The necropsy
findings were similar in all animals — enlarged urinary bladder and hyperemic leptomeninges.
Microscopic findings were perivascular infiltrate of lymphocytes and plasm cells, mild gliosis, and
intracytoplasmic inclusion bodies in neurons (Negri bodies). All eight were positive in direct
immunofluorescence test.

Keywords: feedlot diseases, Clostridium botulinum, rabies, ruminants, experimental trial
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

No Brasil o setor do agronegécio movimentou no ano de 2020
aproximadamente 1,97 bilhdo de reais, de acordo com o Centro de Estudos
Avancados em Economia Aplicada da Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz, Universidade de Sao Paulo. A pecuéaria brasileira acumula
crescimento expressivo a cada ano e, em 2020, o rebanho bovino nacional
correspondeu ao segundo maior do mundo, com cerca de 244 milhfes de
animais, tendo o pais sido o maior exportador de carne bovina (USDA, 2020).
Desse total, aproximadamente 75 milhGes de animais encontram-se na regiao
Centro-Oeste, e 0 estado de Mato Grosso do Sul detém o 5° maior rebanho no
pais, totalizando aproximadamente 20 milhdes de animais (IBGE, 2018).
Estima-se que pelo menos 5% dos bovinos morram anualmente por diferentes
causas (PESSOA et al., 2013), logo o conhecimento das doencas que afetam
esta espécie é essencial para reduzir as perdas econbmicas ligadas a
categoria.

Atualmente o sistema de confinamento bovino tem sido uma alternativa
muito utilizada com intuito de reduzir o periodo de terminacdo dos animais e
aumentar o numero de cabecas por area (MALAFAIA et al., 2016). Entretanto
este tipo de producédo intensiva pode acarretar em aumento no namero de
doencas, necessitando de diagnésticos precisos para combate-las. Estudos
retrospectivos apontam que as doencas que afetam o sistema nervoso
compreendem a maior parte das enfermidades que acometem bovinos no
Brasil. Dentre os principais diagnésticos estdo raiva, meningoencefalites nao
supurativas de causa indeterminada, meningoencefalite por Herpesvirus bovino
e botulismo (LUCENA et al., 2010; RONDELLI et al., 2017; PUPIN et al., 2019).

A raiva e o botulismo sdo doencas comuns em bovinos e podem
acometer todas as espécies de mamiferos, principalmente bovinos, ovinos,
caprinos e equinos (BARROS et al., 2006; MEGID et al., 2016). Ambas sé&o

causas de mortalidade em bovinos, sobretudo em criagbes extensivas
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(LUCENA et al., 2010; RONDELLI et al., 2017; PUPIN et al., 2019), surtos em
sistemas intensivo e semi-intensivo podem afetar grande numero de bovinos
causando sérios prejuizos econdmicos (BRAGA et al., 2013; GUIZELINI et al.,
2018; SOARES et al., 2018).

Formas para evitar prejuizos econémicos sao baseadas no manejo do
rebanho bovino, como a vacinacdo com protocolos adequados dos animais,
suplementacdo mineral adequada e remocéo de carcacas do pasto, visto que
ndo ha tratamento especifico disponivel que combata a enfermidade. O
conhecimento da epidemiologia da doenca € um dos principais pontos para que
se instituam formas de prevencao adequadas, de forma que é fundamental que
tais informagbes sejam de amplo conhecimento dos produtores rurais e
médicos veterinarios que atuam diretamente no campo.

O objetivo do presente trabalho € descrever a epidemiologia, o quadro
clinico, os procedimentos de diagndsticos de casos espontaneos e
experimentais de botulismo em bovinos e ovinos, respectivamente, avaliando
protocolos de controle, prevencao e tratamento, e descrever um surto de raiva

em bovinos confinados, que é um diferencial para botulismo.



125

126

127
128
129
130
131

132

133

134
135
136
137
138
139
140
141
142
143

144

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho € descrever a epidemiologia, o quadro
clinico, os procedimentos de diagnosticos de casos espontaneos e
experimentais de botulismo em bovinos e ovinos, respectivamente, avaliando
protocolos de prevencdo e tratamento, e descrever um surto de raiva em

bovinos confinados, que € um diferencial para botulismo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desenvolvimento de um modelo experimental para reproducao do
botulismo em ovinos e bovinos;

2. Estabelecimento de protocolos de tratamento do botulismo em ovinos
e bovinos;

Descrigédo de um surto de botulismo em bovinos de confinamento;

4. Avaliacdo da eficacia de um protocolo de vacinacdo em ovinos e
bovinos submetidos a condicbes de elevado risco de
desenvolvimento da doenca,;

5. Descrever um surto de raiva em bovinos confinados, doenca

diferencial para botulismo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

O botulismo, uma intoxicagao nao febril e altamente fatal, que acomete
humanos e animais causada pela bactéria Gram positiva Clostridium botulinum,
foi primeiramente descrito em 1793 na Alemanha por Dickson (1918) (citado
por SCHOCKEN-ITURRINO, 1980). Essa é uma intoxicacdo ndo febril e
altamente fatal que acomete humanos e animais (KRIEK e ONDENDAAL,
2004; HOGG et al., 2008; LE MARECHAL et al., 2016).

O C. botulinum, por ser incapaz de sintetizar aminoacidos essenciais,
necessita de substratos ricos em proteinas para se desenvolver. Matérias
organicas (animal e vegetal) em decomposic¢ao fornecem condigdes ideais para
0 Seu crescimento, e seus esporos podem permanecer viaveis durante anos,
pois sdo altamente resistentes, alcoois, desinfetantes, temperatura e pH altos
(TAVELLA et al., 2014; LE MARECHAL et al., 2016).

Existem sete tipos de toxinas botulinicas (A a G) que embora
antigenicamente distintas, possuem modo de acdo semelhante (LE
MARECHAL et al., 2016). A ocorréncia da doenca esta relacionada a
sensibilidade das espécies e ao tipo e quantidade de toxina botulinica ingerida.
Em humanos, casos de botulismo sédo causados pelas toxinas do tipo A, B, E e,
raramente, F; em bovinos, sdo causados pela ingestdo de neurotoxinas tipos C
e D (LE MARECHAL et al., 2016). As condicdes de producdo adequadas da
toxina botulinica dependem da auséncia de oxigénio, da temperatura ideal (25-
42°C), da umidade, bem como a auséncia de incidéncia de luz solar, pois esta
inativa a toxina (DUTRA, 1994; MEGID et al., 2016).

AplOs a ingestdo das toxinas, estas sdo absorvidas no intestino e,
através das correntes sanguinea e linfatica, sdo transportadas aos neurénios
sensiveis, atuando nas juncbes neuromusculares, acarretando na paralisia
funcional motora sem interferéncia com a funcéo sensorial. Afetam o sistema
nervoso periférico, pelo bloqueio da sinapse ao impedir a liberagdo de
acetilcolina, impedindo a passagem dos impulsos do nervo para o musculo, e
consequentemente causando paralisia flacida (KRIEK e ONDENDAAL, 2004;
NUM e USEH, 2014; LE MARECHAL et al., 2016).
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O botulismo em bovinos foi relatado primeiramente em 1927 por Theiler
(LE MARECHAL et al., 2016) e, atualmente, é uma doenca descrita em
diversos paises como Italia, Holanda, Africa do Sul, Reino Unido, Jap&o,
Franca e Turquia, causada pela ingestdo da toxina em &agua, em alimentos
contaminados ou pela osteofagia praticada pelos animais (WHO, 2002;
SENTURK e CIHAN, 2007; VAN DER BURGT et al., 2007; CAMERON, 2009;
LINDSTROM et al., 2010; NAKAMURA et al., 2010; LE MARECHAL et al.,
2019).

No Brasil, o botulismo foi relatado pela primeira vez, em bovinos, em
1970 por Tokarnia et al., na época conhecida por “doenga da mao dura”. Pelo
fato da bactéria C. botulinum ser comumente encontrada no trato digestivo dos
animais, sua disseminacdo em pastagens por fezes de animais é facilitada (LE
MARECHAL et al., 2016; MEGID et al., 2016). A doenca é descrita nas regiées
Centro-Oeste e Sudeste do Brasil, onde 703 casos foram diagnosticados em
bovinos por técnicos do Setor de Anatomia Patologica do Nucleo de Ciéncias
Veterinarias da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul e do Laboratério
de enfermidades infecciosas do Departamento de Apoio, Producédo e Saude
Animal da Universidade Estadual Paulista, Campus de Aracatuba, no periodo
2000 e 2003 (LEMOS, 2005). Em paises da Europa, Brasil, Africa do Sul,
Australia e a area costeira do Golfo nos Estados Unidos, onde a deficiéncia de
fésforo € uma condicao frequente, a osteofagia é o principal fator de risco para
a ocorréncia da doenca em sistemas de criacdo extensiva (RADOSTITS, 2001,
CAMERON, 2009; NUM e USEH, 2014). Outras condi¢des, como ingestado de
agua com carcacas de animais ou consumo de cereais como milho, feno e
silagem malconservados, ou contendo restos de carcacas de animais também
sao associadas ao aparecimento de casos (GALEY et al., 2000; KELCH et al.,
2000; DUTRA et al., 2005; LOBATO et al., 2008; MABONI et al., 2010).

Embora a doenca seja considerada uma das principais causas de
mortalidade em bovinos criados extensivamente no Brasil (DOBEREINER et
al., 1992), com morbidade e mortalidade variando de 3,47 a 100%, e letalidade
de 60,52% a 100% (DUTRA et al., 2001; MARTIN, 2003; DUTRA et al., 2005;
COSTA et al., 2008; CAMARA et al., 2014; TAVELLA et al., 2014; LE



208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239

7

MARECHAL et al., 2016; NOBRE et al., 2019), a realidade brasileira diante
dessa enfermidade em producéo intensiva ndo € muito bem relatada, pois séo
escassos os relatos de surtos nestes sistemas de criacdo, embora animais em
confinamentos também sejam propensos a intoxicacdo botulinica, devido aos
riscos de intoxicacbes através de alimentos contaminados, mal conservados,
com matéria organica em decomposicdo ou com cadaveres pequenos que
geram condi¢des ideais para multiplicacdo bacteriana e producdo da toxina
(GALEY et al.,, 2000; DUTRA et al., 2005; MABONI et al., 2010; RASETTI-
ESCARGUEIL et al., 2020).

Para que ocorra o botulismo alguns fatores devem ser levados em
consideragcdo como a intensidade da contaminacdo ambiental, presenca de
matéria organica em decomposicdo, e condi¢des ideais para proliferacdo da
bactéria e producdo da toxina (DUTRA et al., 2001). Sabe-se que 1g de toxina
botulinica é capaz de matar 400.000 bovinos adultos (LE MARECHAL et al.,
2016), portanto a contaminacdo do substrato ndo precisa ser massiva para
causar a doenca. Ademais, o periodo de incubacdo e a evolugcédo da doenca
estdo associados, ou seja, quanto maior a quantidade de toxinas ingeridas,
menor € o periodo de incubacdo e mais severos serdo 0s sinais clinicos
(MEGID et al., 2016). Ainda, doses nao letais fornecidas por um longo periodo
podem causar a doenca, entretanto, ao final estas sdo maiores do que quando
administradas em dose Unica (KRIEK e ODENDAAL, 2004).

Surtos de botulismo ocorrem em todos os meses do ano (LEMOS, 2005;
CAMARA et al., 2014; NOBRE et al., 2019; SANTOS et al. 2019), mas s&o
mais frequentes durante os meses de outubro a maio, quando as condi¢bes
sdo proximas a temperatura ideal para o crescimento bacteriano e ha maior
necessidade de fosforo, devido a alta oferta de proteina (BARROS et al., 2006;
RIBAS et al., 2013). Agua e pH também s&o descritos como fatores de risco
para a germinacao de esporos de C. botulinum e posterior producdo de toxinas.
Considera-se que o risco de ocorréncia de botulismo é elevado quando o pH da
matéria organica contaminada esta entre 7,5 e 9,5, e a temperatura da agua de
20°C. Alimentos destinados ao consumo animal que n&o passaram por

processo de acidificacdo favorecem a proliferacdo de C. botulinum e a
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producdo de toxinas. Dessa forma, silagem com pH superior a 45 é
considerada como fator de risco. Graos, feno e silagem podem ser
contaminados por matéria organica durante a colheita e o armazenamento
inadequados, tornando-se sujeitos a decomposicao, devido as condic¢des ideais
de umidade, temperatura e anaerobiose para o crescimento da bactéria. O uso
de misturadores e equipamentos para a distribuicdo do alimento aumenta o
risco de disseminacédo da parte contaminada, mesmo que esta seja pequena
(LE MARECHAL et al.,, 2016). Apesar destas condicbes favoraveis ao
desenvolvimento da bactéria, € importante salientar que a toxina botulinica é
sensivel ao calor e dessecacédo, sendo rapidamente inativada pela luz solar e,
por conta disso, 0S esporos se concentram no interior dos ossos (RIET-
CORREA e FERNANDES, 2007).

N&o existem sinais patognoménicos para o botulismo, mas o quadro
clinico apresentado pelos animais é sugestivo, principalmente quando o animal
apresenta dificuldade respiratoria, marcada pela respiracdo abdominal bifasica
(inspiragdo mais longa que a expiragdo). Na maioria dos ruminantes, ha
paralisia flacida progressiva, iniciando-se nos membros pélvicos,
incoordenacdo, incapacidade de levantar, decubito esternal evoluindo para
lateral, estado mental normal, hipotonicidade da cauda e lingua com
consequente disfagia e sialorreia (BRAUN et al., 2005; BARROS et al., 2006;
LE MARECHAL et al., 2016).

O diagnéstico de botulismo pode ser realizado baseando-se nos dados
epidemioldgicos (ingestdo de matéria organica animal ou vegetal, como feno
em decomposicao, silagem em condi¢cdes inadequadas, restos de carcacas
expostas nas pastagens e em fontes de agua), no quadro clinico, na auséncia
de lesGes macro e microscopicas significativas e na eliminacdo de outras
possiveis causas dos sinais apresentados (BARROS et al.,, 2006; LE
MARECHAL et al., 2016).

A confirmacdo € realizada pela deteccdo e identificacdo da toxina
botulinica através das provas de bioensaio e soroneutralizagdo em
camundongos, consideradas como padrédo ouro para diagnéstico do botulismo.

Sao injetadas, via intraperitoneal, pequenas doses de diluicbes de amostras, e
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caso haja a toxina, os camundongos apresentardo sinais caracteristicos de
botulismo (LINDSTROM e KORKEALA, 2006). As amostras encaminhadas s&o
provenientes de animais doentes, especificamente 250g de conteldo intestinal
e conteudo ruminal, e fragmentos de figado refrigerados ou congelados
(LOBATO et al., 2007). Apesar de ser um teste sensivel e especifico, alguns
fatores podem mascarar os resultados do diagnostico final. As toxinas
produzidas pelo C. botulinum s&o proteinas e, portanto, sdo facilmente
degradadas no rumen e no intestino, requerendo atengdo com o tempo entre a
morte e a necropsia do animal, ndo devendo ultrapassar trés horas, e com o
modo de coleta do material, sendo preconizada o envio do contetddo ruminal e
intestinal no interior dos 6rgaos (ALLISON et al., 1976; ANNIBALLI et al., 2013;
LE MARECHAL et al., 2016; SILVA et al., 2016). Logo, um resultado negativo
nas provas de bioensaio e soroneutralizacdo em camundongos nao exclui a
possibilidade de ocorréncia de botulismo, pois a toxina botulinica no organismo
dos animais pode apresentar niveis inferiores ao limite para a deteccao através
do teste (MENEGUCCI et al., 1998; DUTRA, 2001; HEIDER et al., 2001).

Os principais diagnosticos diferenciais incluem outras doencas que
causam distarbios neuroldgicos, dentre as quais se destacam a raiva, principal
diferencial e pouco descrita em confinamentos (OLIVEIRA et al.,, 2012;
ESTIMA-SILVA et al.,, 2020), a listeriose (RISSI et al., 2010), causas de
polioencefalomalacia (SANT'ANA et al., 2010), babesiose cerebral (BARROS et
al., 2006) — as quais podem ser confirmadas através de exames macro e
microscoépicos, intoxicacdes por organofosforados (CASTRO et al., 2007) e
intoxicagbes por micotoxinas produzidas pelo fungo Aspergillus clavatus
(LORETTI et al.,, 2003) - confirmadas através dos dados epidemiolégicos.
Outras doencas que acometem o0s musculos podem ser consideradas no
diagnéstico diferencial, porque o quadro clinico pode ser semelhante; dentre
elas estdo as intoxicacdes por plantas do género Senna sp. (CARVALHO et al.,
2014) reconhecidas pela presenca da planta e lesbes macro e microscopicas
caracteristicas, e por antibiéticos ionéforos (NOGUEIRA et al.,, 2009)
confirmados pelos dados epidemiol6gicos, também devem ser consideradas

para definir um diagndstico correto.
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A protecédo vacinal contra botulismo pode ser bastante eficiente, desde
gue a vacinacdo seja feita da maneira preconizada, entretanto, alguns fatores
podem minimizar esta eficiéncia, como a quantidade ingerida da neurotoxina.
Quando a vacinagdo do rebanho com toxoides bivalentes C e D é associada a
reducdo da exposicao dos bovinos a neurotoxina botulinica, a taxa de protecao
contra a doenca pode chegar a 96% (CURSI et al., 2013). Para isso, preconiza-
se o protocolo de vacinacdo com duas doses, que consiste em primovacinagéo
seguida de reforgo vacinal apés 4 a 6 semanas, e revacinacao anual (GASPAR
et al., 2015).

Sistemas intensivos de producdo de bovinos possuem alto risco para
ocorréncia de doencas causadas por bactérias do género Clostridium, como
carbunculo sintomético, enterotoxemias, tétano e botulismo (REZENDE et al.,
2014; MARTINS, 2016) assim, a imunizacdo dos animais com vacinas
polivalentes deve ser considerada uma estratégia importante para prevencao
dessas doencas. Com intuito de evitar gastos e manejo dos animais, grande
parte dos pecuaristas optam pela ndo imunizagcdo dos animais com vacinas
nao obrigatorias, mas segundo Soares et al. 2018 a despesa com duas doses
de vacinas polivalentes pode chegar a apenas R$ 1,96 por animal, um custo
muito menor do que a morte de animais como em um surto de botulismo, além
de reduzir os riscos de ocorréncia de outras clostridioses.

N&o existe um tratamento especifico para botulismo e normalmente a
eutanasia dos animais com quadro clinico severo é recomendada (BARROS et
al., 2006). Em casos mais brandos ou iniciais, pode ser realizado o tratamento
através da administracdo de antitoxina, que deve ser feito 0 quanto antes, pois
esta é ineficaz quando a toxina ja esta fixada nas juncdes neuromusculares
(SIMPSON, 1981; LE MARECHAL et al., 2016). Os casos de recuperacio
espontdnea ou com tratamento sdo explicados pela formacdo de novas
terminagcdes nervosas no organismo, tornando o animal habil para uma vida
normal (DUCHEN, 1972).

4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 EXPERIMENTO 1 - FORNECIMENTO DE MILHO RE-
HIDRATADO CONTENDO TOXINA BOTULINICA PROVENIENTE
DE SURTO, A OVINOS

Foi realizado um experimento em ovinos, no qual foram avaliados
protocolos de prevencdo e tratamento do botulismo. Foram utilizados 18
animais, machos e fémeas, mesticos, com aproximadamente 12 meses de
idade, divididos em trés grupos, cada um com seis animais. Os animais foram
mantidos em baias individuais com area de 2,0 m?, sendo alimentados com
silagem de milho (1% PV), racdo concentrada a base de milho (2% PV) e agua
a vontade. Foram submetidos a exame fisico antes do inicio do experimento,
com realizagdo de novo exame se apresentassem sinais clinicos da
intoxicacdo. Foram avaliadas alteracbes de comportamento, coloracdo de
mucosas, movimentos respiratérios, ruminais e temperatura.

O delineamento experimental esta descrito na Tabela 1. Um dia antes do
inicio do experimento, os ovinos foram pesados e submetidos a coleta de 5 ml
de sangue através de venopuncao jugular para a realizacdo de hemograma e
exames bioquimicos (aspartato aminotransferase, gama glutamiltransferase,
ureia e creatinina), e coleta de fezes para realizacdo de exames
parasitolégicos, a fim de comprovar a higidez dos mesmos. Os animais foram
vacinados contra botulismo conforme preconizado do fabricante, em duas

doses, sendo a segunda (reforco), 30 dias apds a aplicacao da primeira dose.

Tabela 1. Delineamento experimental de protocolos de inducdo e prevencao de botulismo em
18 ovinos.

Grupo Protocolo de vacinacéo Fonte de toxina
1 N&o vacinados Milho re-hidratado
contaminado
2 Vacinados 30 dias antes do inicio do experimento. | Milho  re-hidratado
Reforco no dia 0 do experimento. contaminado
3 N&o vacinados Milho  re-hidratado
(Controle) ndo contaminado

A fonte da toxina botulinica utilizada foi milho reidratado coletado
durante um surto acompanhado em um confinamento, no qual foi realizado

teste para deteccdo da toxina, com resultado positivo para toxina botulinica tipo
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C (GUIZELINI et al. 2019). Esse milho foi acondicionado em bolsas plasticas e
mantido ao abrigo da luz solar.

O milho contendo a toxina botulinica foi fornecido na quantidade de 2%
do peso vivo, no cocho, até que os sinais clinicos tivessem inicio. O grupo
controle recebeu o milho na mesma quantidade, mas através de céanulas
ruminais, juntamente com 0,5g/kg de bicarbonato de sodio, com a finalidade de
evitar acidose ruminal.

Ovinos que apresentaram evolugdo fatal foram necropsiados e
fragmentos de diversos orgaos foram coletados para exame histopatologico.
Amostras de intestino delgado com conteudo, contetddo ruminal e figado foram
coletados e congelados para a realizacdo de prova biolégica e técnica de
soroneutralizagéo, conforme a técnica descrita por Dutra (2001).

O experimento foi analisado e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CEUA/UFMS),
protocolo nimero 910/2017.

4.2 EXPERIMENTO 2 - FORNECIMENTO DE MISTURA DE
RESTOS DE ANIMAIS E SOLUCAO FISIOLOGICA A OVINOS

Ossos e conteudo ruminal de carcacas bovinas provenientes de um
surto de botulismo com confirmacado laboratorial pelas provas biolégica e de
soroneutralizacdo foram desenterrados, imersos em solucdo fisioldégica e
armazenados em dois recipientes vedados, sem incidéncia de luz solar por
sete dias (10kg de conteudo ruminal em 15 litros de solucdo e 22kg de 0ssos
em 30 litros de solucéo). Apos este periodo, 100ml da solucdo sobrenadante

foram administrados por via oral forgcada a quatro ovinos (Tabela 2).

Tabela 2. Delineamento experimental de protocolos de indugéo e prevencdo de botulismo em

quatro ovinos.

Ovino Vacinagéao Fonte da toxina

01 N&o i ] o
Conteudo ruminal com solucéao fisiol6gica

02 Sim

03 N&o Ossos com solucao fisiologica
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04 Sim

A administracdo foi suspensa no momento em que foram percebidos os
sinais clinicos. Os ovinos foram tratados com soro antibotulinico comercial
(Botulin C-D®) no momento em que manifestaram sinais clinicos caracteristicos
da doenca, como incoordenacdo motora e respiracdo bifasica abdominal.
Inicialmente, utilizou-se a dose de 50.000Ul, a qual teve resultado positivo na
recuperacéo de bovinos que adoeceram durante o surto ocorrido anteriormente
(GUIZELINI et al. 2019). Nos casos de ndo recuperagcdo dos ovinos, 0S
tratamentos foram repetidos utilizando doses maiores.

Animais que morreram ou foram eutanasiados in extremis foram
necropsiados e fragmentos dos Orgdos foram coletados com a mesma
finalidade do experimento 1.

O experimento foi analisado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CEUA/UFMS),
protocolo nimero 910/2017.

5 RESULTADOS

No primeiro experimento foram fornecidos um total de 9,6 quilogramas
de milho re-hidratado aos 18 animais durante o periodo de 35 dias. Os ovinos
nao apresentaram sinais clinicos em nenhum dos grupos. Por isso, nao foi
realizado o teste de comparacéo estatistica.

No segundo experimento, 0S quatro ovinos apresentaram sinais clinicos
de botulismo, sendo trés com evolucéo fatal. Todos receberam o total de 600m|
de sobrenadante contendo toxina botulinica. Os sinais clinicos se iniciaram seis
dias apos o inicio da administracdo nos ovinos 01 e 03, sete dias no ovino 02 e
oito dias no ovino 04.

O ovino 01 apresentou, inicialmente, dificuldade locomotora com
incoordenacdo e relutdncia em se movimentar, incontinéncia urinaria grave,
arqueamento do dorso e salivacdo intensa. Apos 10 horas, evoluiu para
decubito esternal permanente, prostracdo, respiracdo abdominal bifasica e

dificuldade em manter a posicdo normal da cabeca, permanecendo com o
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mento apoiado ao solo e ao flanco. Este ovino foi eutanasiado in extremis 24
horas apds o inicio dos sinais clinicos. O ovino 02 apresentou regurgitacao e
refluxo intensos, arqueamento do dorso, incontinéncia urinaria, salivacdo e
dificuldade em se levantar, com evolugdo para decubito esternal, respiracédo
abdominal bifasica e apatia. O mesmo foi eutanasiado in extremis 24 horas
apos o inicio da manifestacdo clinica. O ovino 03 apresentou tosse e
regurgitacdo, com evolucdo para decubito esternal permanente e salivacéo.
Morreu ap6s 26 horas do inicio do quadro clinico. O ovino 04 apresentou
incoordenacdo dos movimentos, incontinéncia urinaria leve, e permanecia a
maior parte do tempo em decubito esternal, com respiracdo abdominal bifasica,
recuperando-se apos o tratamento.

Tratamento foi realizado em todos os animais, no momento em que
apresentaram decubito, utilizando-se soro antibotulinico, por via intramuscular.
O ovino 01 recebeu 120.000Ul de soro antibotulinico divididas em quatro
administragdes; o ovino 02, 100.000UI divididas em duas administrages;
ovinos 03 e 04 receberam doses Unicas de 50.000Ul e 100.000Ul,
respectivamente. O ovino 04 recuperou-se apos quatro horas do tratamento,
com regressdo completa dos sinais. Em nenhum dos animais necropsiados
havia lesdes macroscépicas e microscépicas e ndo houve deteccdo das toxinas
em nenhum dos materiais encaminhados para a prova biol6gica e técnica de

soroneutralizacao.

6 DISCUSSAO

O primeiro modelo experimental ndo foi eficiente para reproduzir o
botulismo em condicbes semelhantes aos surtos espontaneos. Apds a
ocorréncia do surto no confinamento, o milho contaminado foi coletado e
armazenado em saco plasticos, e fornecido aos animais do experimento
aproximadamente quatro meses ap0s o surto. Este mesmo milho havia sido
utilizado para reproduzir a doenga em um ovino logo apos a ocorréncia do surto
(GUIZELINI et al. 2018). Apesar dos esporos produzidos por C. botulinum
serem altamente resistentes a luz ultravioleta, desinfetantes e alcoois (MEGID

et al., 2016), sua toxina é facilmente destruida pela acéo da luz solar, variacdo
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brusca da temperatura e dessecacao; além disso, quantidades minimas de
oxigénio podem inibir seu desenvolvimento (DUTRA, 1994; KRIEK e
ODENDAAL, 2004). Provavelmente, o tempo e o0 modo de armazenamento do
milho ndo foram adequados para manter as toxinas viaveis para a reproducao
experimental proposta neste trabalho, pois 0s ovinos que receberam o milho na
mesma época da ocorréncia do surto apresentaram sinais clinicos
caracteristicos de botulismo. Além disso, é importante ressaltar que, a
distribuicdo das toxinas na silagem de milho pode ndo ser homogénea e que as
partes coletadas poderiam conter pouca ou nenhuma toxina para induzir a
doenca.

O segundo modelo experimental foi eficiente para reproduzir a doencga
em condi¢cdes semelhantes aos surtos espontaneos em que ha ingestdo de
altas doses de toxina botulinica (DUTRA et al., 2001; MYLLYKOSKI et al.,
2008; SALVARANI et al., 2017). Entretanto, mesmo os dois ovinos que haviam
sido vacinados de acordo com o protocolo recomendado (ovinos 02 e 04)
adoeceram, embora 0s sinais clinicos tenham iniciado posteriormente ao inicio
naqueles animais néo vacinados (ovinos 01 e 03). Isso demonstra que, mesmo
animais vacinados, podem adoecer caso a quantidade de toxina ingerida seja
muito alta, visto que h& efeito acumulativo e a toxina ndo é considerada um
bom imundégeno (KRIEK e ODENDAAL, 2004; RIET-CORREA e FERNANDES,
2007).

Em relacdo ao tratamento, ndo existem relatos detalhados sobre a dose
ideal de soro a ser empregada, porém sabe-se que o0 mesmo pode ndo resultar
na recuperacdo dos animais, principalmente aqueles cujo quadro clinico é
avancado (KRIEK e ODENDAAL, 2004; LE MARECHAL 2019). Isso ocorre
porque, apdés a ingestdo de grande quantidade de toxina, como observado
neste experimento, ocorre rapida ligagdo as juncgdes neuromusculares,
tornando-se indisponivel a inativacdo pela antitoxina, ndo sendo possivel
realizar a reversdo dos quadros clinicos (BARROS et al., 2006). Apesar de
todos os animais do experimento terem recebido tratamento em doses
diferentes e no inicio dos sinais clinicos, apenas o0 ovino 04 recuperou-se. ISso

pode ser relacionado ao fato de que este animal era vacinado, o que



486
487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501

502

503

504
505
506
507
508
509
510
511
512
513

514
515

516

16

possivelmente interferiu no maior intervalo de tempo até o inicio dos sinais
clinicos, e também ao fato de que o tratamento com antitoxina foi feito em dose
Gnica de 100.000 Ul. O outro ovino vacinado (02), foi tratado com duas doses
de 50.000 Ul e morreu apds 26 horas do inicio dos sinais clinicos.

Apesar das toxinas botulinicas ndo terem sido detectadas nas provas
biolégicas e de soroneutralizacdo, o diagndstico de botulismo foi confirmado
mediante o0s sinais clinicos, auséncia de lesGes macroscépicas e
microscopicas, pela administragdo de materiais contaminados provenientes de
animais que morreram pela doenca anteriormente em um confinamento, e pela
recuperacdo do ovino 04 apds o tratamento com soro antibotulinico. Ainda que
sejam consideradas provas padrao-ouro no diagnostico de botulismo, sabe-se
que estas possuem baixa sensibilidade devido a varios fatores, como a maior
resisténcia dos camundongos a toxina botulinica e pela rapida ligacdo da
mesma as juncdes neuromusculares, o que torna a sua disponibilidade sérica
muito baixa em pouco tempo, dificultando a sua detec¢cdo (DUTRA, 2001; LE
MARECHAL et al., 2016; CONSTABLE et al., 2017).

7 CONCLUSAO

Com base nos resultados a reproducédo experimental foi eficaz somente
no segundo modelo. Nas situacdes observadas em ambos os modelos
experimentais, com ingestdo de grandes quantidades da toxina, sao
necessarias, para o tratamento dos doentes, doses mais elevadas de soro que
as preconizadas pelo fabricante e, ainda assim, as mortes podem ocorrer.
Conclui-se ainda, que vacinacdo dos animais nem sempre levara a uma
imunizacao eficiente dos animais quando os mesmos forem expostos a altos
niveis de toxina. A principal desvantagem deste modelo € que 0 mesmo nao

permite estimar a quantidade de toxina ingerida pelos animais.

8 IMPACTO ECONOMICO, SOCIAL, TECNOLOGICO E/OU
INOVACAO
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O trabalho trata-se de pesquisa aplicada e fundamentada no diagnéstico
de uma importante causa de mortalidade em bovinos confinados e também de
seus diagnosticos diferenciais. Os resultados terdo impactos tecnolégicos que
consistem na elaboracéo de protocolos sanitarios que minimizem essas perdas
e consequentemente impacto econémico resultante na tentativa de evitar a
morte dos animais.

Em relacdo ao impacto social, a reducdo de perdas por doencas é um
fator importante para viabilizar economicamente os confinamentos, os quais se

constituem em importante fonte de emprego e renda na atividade pecuéria.
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CAPITULO 2

ARTIGO PUBLICADO NA REVISTA Anaerobe com o titulo
“Surto de botulismo tipo ¢ em bovinos confinados alimentados
com silagem de milho contaminada”

Type C botulism outbreak in feedlot cattle fed contaminated
corn Silage

Carolina C. Guizelini?, Ricardo A.A. Lemos?, Juliana L.P. de Paula?,
Rayane C. Pupin?, Danilo C. Gomes?, Claudio S.L. Barros?, *, Danielle A.
NevesP, Lilian O.B. Alcantara®, Rodrigo O.S. Silva®, Francisco C.F. Lobato®,
Tessie B. Martins?

ABSTRACT

A large outbreak of botulism in feedlot steers fed corn silage contaminated with Clostridium
botulinum neurotoxin type C (BoNT/C) is reported occurring in Midwestern Brazil in August
2017. The onset of the outbreak occurred 15 days after 1700 steers started to be fed the
contaminated corn silage. Affected steers were alert and afebrile with varying degrees of flaccid
paralysis in various muscle groups. A total of 1100 steers were affected, 1090 of which died
within four days. Ten steers recovered after treatment with antitoxin. No gross or microscopic
lesions were found in affected steers. The diagnosis was based on epidemiological data,
characteristic clinical signs, and positive mouse bioassay results. This outbreak is interesting
due to the high number of fatally affected cattle and the on-site diagnostic approach. This case

report demonstrates the difficulties in diagnosing and treating botulism in cattle.

Animal botulism commonly occurs due to the ingestion of botulinum
neurotoxins (BoNTs) produced by Clostridium botulinum, the spores of which
are found in soil and water as well as in the digestive tracts of different animal
species [1]. C. botulinum grows in anaerobic environments, such as in carrion,
at the bottom of standing water or in deteriorated food. BoNTs exert their effects
at neuromuscular junctions by inhibiting the exocytosis of acetylcholine and
compromising the stimulus for muscle contraction, thus resulting in flaccid
paralysis, which is a hallmark of this usually fatal disease [2]. No gross or
histopathological findings are associated with botulism [3].
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Seven potent antigenically distinguishable BoNTSs, identified by the letters
A-G, have been identified [4,5]. Botulism is endemic in ruminants in Brazil and
BoNTs C and D are the types most commonly involved [3,6]. Recently, botulism
has also emerged as an important disease in domestic animals in Europe [7].
Here, we describe a massive outbreak of botulism in feedlot steers fed corn
silage containing BoNT type C (BoNT/C) and the successful treatment of
affected cattle with a commercial antitoxin.

On the afternoon/evening of August 2nd, 2017, approximately 30 steers
developed a slow pace and were reluctant to move. Approximately 12 hours
later, roughly 700 affected or dead bovine were observed, and clinical
examinations and necropsies were performed. The steers remained bright and
alert throughout the clinical course, which was peracute to acute. The first signs
that were observed were muscle weakness in the forelimbs and mild difficulty in
breathing, primarily during inspiration. The course rapidly progressed to sternal
recumbency, a mild decrease in cutaneous sensation and hypotonicity or flaccid
paralysis of the tongue, tail, forelimbs, and hindlimbs. At this point, abdominal
biphasic breathing was evident. Some steers that could keep their head up
made repeated but unsuccessful attempts to get up (Fig. 1). Others rapidly
reached a position in which the neck was extended with the head resting on the
ground and the tongue protruding from the mouth (Fig. 2). Finally, they
presented in lateral recumbency, with sialorrhea and died. During the first two
days, 1035 (95%) steers spontaneously died or were euthanized. An additional
4% (55) died on the third and fourth days. Deaths occurred homogeneously in
the ten pens, indicating a common source for the insult. The signs described

above are the typical signs of botulism in cattle [8].
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838 Fig. 1. Outbreak of botulism in feedlot cattle. Flaccid paralysis. The lack of tonus in the limbs

839 prevents the steer from standing.

840 ' G o
841 Fig 2. Outbreak of botulism in feedlot cattle. Flaccid paralysis causes the tongue to protrude

842 from the mouth.



843
844
845
846
847
848
849
850
851
852
853
854
855
856
857
858
859
860
861
862
863
864
865
866
867
868
869
870
871
872
873

27

The steers of the present report had been fed five times per day with a
daily-prepared ration consisting of silage of corn (46.3%), guinea grass (39.8%),
hulls of soybean grain (5.2%), cotton seeds (5.1%), soybean bran (1.6%), a mix
of macro minerals, trace minerals and vitamins (1.1%), urea (0.7%) and
limestone (0.2%). The ration was mixed and distributed at the troughs by proper
equipment.

Briefly, the corn for the silage was bought from neighboring farms with
14% humidity and ship to the farm of the outbreak by trucks. Then it was
hydrated to 32% and built-in bags 60x9 feet long with a capacity of 130e150
tons of corn. The corn bag silo was opened and used as needed. In June 30th,
the 1700 steers were brought to the feedlot and distributed in groups of 170 in
10 contiguous lots. Water was available to the animals ad libitum at
independent troughs in each lot.

The steers were fed dry corn for 15 days and an entire bag of corn silage
that appeared normal for 20 days. The bag used at the time of the outbreak was
opened after that, and since that time, for 15 days, it had been fed to the cattle.
The silage had formed large (30e50 cm) lumps of conglutinated corn, which
was reported as unusual. Its use as part of the ration was ceased the moment it
was recognized that the animals were sick. Deaths started at the tenth lot, but
occurred homogeneously in the ten pens. Sheep and dairy cattle on the same
property that were fed the same ration without the corn grain were unaffected.
There were no reports of similar disease occurring in other farms in the region.

During the first two days of the outbreak, 1035 (95%) cattle
spontaneously died or were euthanized. An additional 55 (4%) cattle died on the
third and fourth days. No similar disease has before occurred in this farm.

A presumptive diagnosis of botulism was made, and ten steers were
treated with 50,000 e 100,000 IU of antitoxin to types C and D (Botulin C-D,
Vencofarma, Brazil) as soon as they became recumbent. Three to 26 days after
treatment, these steers were able to stand without help and eventually
recovered fully. All untreated cattle and two other recumbent steers that

received only 20,000 IU of the antitoxin died.
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Three samples of approximately 500 g of ration from the troughs of three
different pens and portions of each of its components were submitted for toxin
detection and identification by toxin neutralization tests in mice (mouse
bioassay) [9]. C. botulinum BoTN/C was detected in one of the three samples of
the corn silage.

For diagnostic purposes, one sheep that was not involved in the outbreak
was fed the suspect corn silage and developed clinical signs of botulism within
12 days. This sheep recovered after treatment with 50,000 IU of the same
commercial antitoxin used to treat the cattle. These procedures were approved
by the Ethical Committee of the UFMS according to the National Council for the
Control of Animal Experimentation (CEUA 910/2017).

During the outbreak, 20 affected steers were euthanized and immediately
necropsied. Samples obtained from several organs were processed for routine
histopathology. Samples of the liver (500 g), and contents from the small
intestine (200 ml) and rumen (500g ml) were collected from all 20 necropsied
steers, totaling 60 analyzed samples. Serum samples from ten live steers were
used for the titration of neutralizing antibodies against BoNT/C as previously
described [10]. Five of these live steers exhibited acute clinical signs of botulism
at the time of blood sampling and eventually died, three presented acute signs
after blood sampling and died, and two remained unaffected.

Neither gross nor histopathological changes were observed in any
necropsied animal. The mouse bioassay identified BoNT/C in the liver of one
steer and the ruminal and intestinal contents of another (3/6 samples), and yet it
was negative in the liver, small intestine and rumen contents (54 samples) from
another 18 affected steers. It is not uncommon to have only a small proportion
or even none of the clinically affected cattle testing positive in the mouse
bioassay during botulism outbreaks [8]. This is probably due to the high
sensitivity of cattle to BONT. It is reported that 1 g of BONT dispersed in food
can kill 400,000 adult cows [11]. In ruminants, small amounts of toxin rapidly
bind to neuromuscular junctions and cause clinical signs, leaving low amounts
of or no free BoNT in the blood [8]. Additionally, the period of time during which
BONT is detectable in the blood before it is internalized at neuronal junctions is



906
907
908
909
910
911
912
913
914
915
916
917
918
919
920
921
922
923
924
925
926
927
928
929
930
931
932
933
934
935
936
937

29

actually quite short [11]. Interestingly, the two steers that tested positive in this
outbreak and one additional steer that tested negative were sampled 24 hours
after they began to show clinical signs, while the remaining 17 steers were
sampled 48 hours after the onset of clinical signs. This finding reinforces that to
increase the negative predictive value following a diagnosis of botulism in an
outbreak, it is important to rapidly collect multiple samples when clinical signs
first begin to appear [6].

The mouse bioassay is still considered the gold standard test for the
diagnosis of botulism, although it is known to have a very low sensitivity [1]. In
this report, three out of sixty tested samples (5%) were positive in the mouse
bioassay. Similar results are reported elsewhere [12,13] and highlight the need
for the development of alternative methods for the diagnosis of animal botulism.

Nine of the ten serum samples obtained from live steers had no
neutralizing antibody titer against BONT/C. One animal, which was not clinically
affected, had a neutralizing antibody titer of 4 Ul/mL for BoNT/C. These low
titers were probably because a booster dose was not administered 30 days
after the prime vaccination, which can be considered an improper vaccination
protocol [14]. A low quality of the vaccine used is unlikely; all commercial
botulism vaccines in Brazil are systematically tested by the Brazilian Ministry of
Agriculture, Livestock and Food Supply prior to commercialization, and each
batch should induce at least 5 IU/mL in the potency test [15]. In Brazil,
systematic vaccination against botulism is recommended and usually
performed, but it is not mandatory.

In the current outbreak, a presumptive diagnosis of botulism was made
based on epidemiological data, clinical signs, and the absence of both gross
and microscopic tissue lesions. The diagnosis of botulism was confirmed by the
detection of BONT/C in the corn silage (the source of intoxication) and in the
liver and gastrointestinal contents of affected steers.

We were unable to determine the source of BONT that contaminated the
corn fed to the steers in this outbreak. Silage contaminated by carcasses of
small animals such as rodents and cats [11] has been described as a source of

intoxication. C. botulinum is able to use plant material as a substrate for its
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growth [16] and a high prevalence of C. botulinum spores occurs in sediments
and in the intestinal contents of animals [16], which may occasionally
contaminate feedstuffs included in the silage, which will serve as a vehicle for
BoNT and consequently cause outbreaks of botulism with high mortality [11,17].

The acidification of silage to a pH of 3.8e4.0 inhibits the growth of C.
botulinum, even under anaerobic conditions [18]. In the present outbreak, the
pH measured in one sample of the silage was 7.4, well above the range
reported inhibiting the growth of C. botulinum [18]. Furthermore, the corn
presented moldy grains, indicating inadequate storage, which is conducive to
the production of botulinum toxin, even in the absence of animal carcasses [19].

We were unable to perform BoNT subtyping. Subtyping would only be
possible using polymerase chain reaction after enrichment of the samples or
using Endopep-MS. So far, there are no studies in Brazil subtyping BONT in
livestock outbreaks of botulism, although it would be epidemiologically very
interesting to know whether type C or a type C/D was involved in the outbreak.

The disease was also reproduced in a sheep, thus confirming the source
of the toxin. Additionally, affected steers, as well as the experimentally infected
sheep, recovered fully after treatment with specific antitoxin; this diagnostic
procedure can be seen as a therapeutic diagnosis approach.

In the current outbreak, the morbidity rate was 64.7% and the lethality
rate was 99.1%. These rates are similar to those reported for other botulism
outbreaks [6,20]. High morbidity occurs when a common source of BONT is
available to a large number of cattle [12]. Moreover, the disease incubation
period and clinical signs of the steers reported here are similar to those
previously described for botulism in cattle [3,12].

Here, cattle were successfully treated for botulism with specific antitoxin.
Antitoxins are commonly used to treat botulism in humans but rarely reduce
mortality in affected patients [16]. The results obtained in the present work
corroborate the findings of recent reports that recommend the use of antitoxin
therapy as a practical option for treating other domestic species, including

severely affected individuals [10,21].
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Important issues had to be dealt with in the aftermath of the outbreak.
Contaminated corn silage was placed on deep trenches excavated in empty
fields and burnt, after which the trenches were covered with earth. There was
no practical way of moving the nonaffect steers from the premises. So they
were then vaccinated with one dose of a commercial vaccine against botulism
including toxoid types C and D. The equipment was washed clean but not
disinfected. The new batch of silage from a different source was fed to the non-
affected steers.

The present report documents a massive outbreak of botulism in cattle
and the successful treatment of some affected steers. The information gathered
here may be helpful for managing botulism in cattle and may especially help
those seeking to prevent large outbreaks and diagnose botulism in a timely

manner in large populations of confined cattle.
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CAPITULO 3
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Medicina Veterinaria e Zootecnia com o titulo “Raiva em
bovinos confinados”

Raiva em bovinos confinados

Juliana Paniago Lordello de Paula, Rayane Chitolina Pupin, Marcelo Augusto
de Araujo, Thaisa Xavier e Silva, Ricardo Antonio Amaral de Lemos

1 INTRODUCAO

O sistema de confinamento de bovinos de corte € uma atividade que
possibilita reducdo na idade de abate dos animais, maior producao por area e
aumento da qualidade da carne (PEIXOTO, 2010). No Brasil, em 2019, foram
abatidas 6,09 milhées de bovinos oriundos desse sistema de producédo, o que
equivale a 80% de aumento em relacdo a 2009 (ABIEC 2020).

Existem poucos estudos sobre causas de mortalidades em bovinos
confinados no Brasil, sendo as doencas respiratérias e 0s transtornos
digestérios os principais problemas sanitarios nesse sistema de producdo
(MALAFAIA, et al. 2016; MARTINS, 2016; ESTIMA-SILVA, et al. 2020).
Disturbios neurolégicos sdo menos frequentes: a raiva é descrita de forma
esporadica em levantamento sobre causas de mortes em confinamentos de
bovinos (ESTIMA-SILVA et al., 2020) e surtos de botulismo com importantes
perdas econbmicas sao relatados (GUIZELINI et al., 2018; SOARES et al.,
2018). Em outros paises também predominam as doengas respiratorias e
digestivas, mas had um maior numero de casos de doengas nervosas,
principalmente a polioencefalomalacia e a meningoencefalite tromboembdlica,
quando comparados com o Brasil (CHURCH e RADOSTITIS, 1981; SANT'ANA
et al., 2009; CUNHA et al., 2010; NICHOLS et al., 2013).
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A raiva € uma doenca neurotropica e invariavelmente fatal causada por
um Lyssavirus da familia Rhabdoviridae, transmitida em bovinos por morcegos
hemat6fagos Desmodus rotundus (BARROS et al., 2006). E descrita como a
principal causa de morte em bovinos no Brasil, nos diferentes estados (GALIZA
et al., 2010; LUCENA et al., 2010; RONDELLI et al., 2017; QUEIROZ et al.,
2018; TERRA et al.,, 2018; PUPIN et al., 2019; MOLOSSI et al., 2021),
entretanto, apesar de sua importancia nos sistemas de criacdo extensivos
(DOGNANI et al., 2016; QUEIROZ et al., 2018; MELLO et al., 2019; PUPIN et
al., 2019), apenas uma ocorréncia em bovinos confinados € descrita (ESTIMA-
SILVA et al.,, 2020). Em outros paises, em confinamentos, surtos da doenca
séo descritos no México (CASTILLO et al., 2015) e na Argentina (MARGINEDA
et al.,, 2021) e a mesma € considerada rara nos Estados Unidos (GRIFFIN,
1998).

O objetivo do presente trabalho é descrever um surto de raiva em
bovinos confinados enfatizando a importancia do diagnéstico diferencial e do
estabelecimento de protocolos sanitarios para prevencao.

2 MATERIAL E METODOS

Os dados epidemioldgicos e fisicos foram colhidos em visitas a
propriedade de ocorréncia da doenca, onde foram realizadas entrevistas com o
veterinario responsavel pelo rebanho, exames clinicos e coletas de materiais
para exames laboratoriais.

Dos oito animais que morreram, quatro bovinos foram necropsiados na
propriedade e um encaminhado a Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (FAMEZ-UFMS).
Dois bovinos foram eutanasiados apds anestesia geral utilizando tiopental e
infusdo de cloreto de potassio, e em seguida submetidos a necropsia, na qual
fragmentos de oOrgaos foram coletados, fixados em formol a 10% e
processados rotineiramente para histologia. Amostras de encéfalo foram
mantidas sob refrigeracdo e encaminhadas para a Agéncia Estadual de Defesa

Sanitaria Animal e Vegetal do Estado de Mato Grosso do Sul (IAGRO), para
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realizacdo dos exames de imunofluorescéncia direta e inoculagéo intracerebral

em camundongos para o diagndstico de raiva.

3 RESULTADOS

Os casos ocorreram em um confinamento no municipio de Terenos,
Mato Grosso do Sul, com um total de 4300 bovinos, os quais eram adquiridos
de diferentes origens. No dia da recepcdo, era realizada vacinagdo contra
botulismo, carbunculo sintomético, C. perfringens, C. septicum, C. novyi, C.
sordelli e doencas respiratorias, além de desverminacdo com albendazole
(2ml/20kg).

O surto ocorreu em um lote de 200 animais de 18 meses de idade,
provenientes de uma propriedade, localizada no municipio de Aquidauana,
Mato Grosso do Sul, regido endémica de raiva, com vacinacdo obrigatoria.
Destes animais, adoeceram seis machos e duas fémeas mesticas. O
coeficiente de morbidade, se considerados todos os bovinos do confinamento
foi de 0,18%, no entanto, considerando como populacdo sob risco apenas 0s
animais desse lote, o coeficiente foi de 4%.

Os sinais clinicos observados foram apatia, incoordenacédo, dismetria,
espasmos musculares, disfagia, sialorreia, reflexo anal ausente, perda de
sensibilidade musculocutanea lombar bilateral e sensibilidade de cauda
diminuida, evoluindo para decubito esternal com dificuldade em se levantar e
posteriormente decubito lateral. Um bovino apresentou prurido intenso que
resultou em automutilacdo na regido do pescoco e nuca (Figura 3), e outros
dois manifestaram vocaliza¢do. Dos oito animais, cinco morreram entre dois e
cinco dias apos o inicio do quadro, e trés foram eutanasiados no segundo e
terceiro dia apos o inicio dos sinais clinicos. Cinco animais foram necropsiados
e o0os achados de necropsia foram semelhantes, caracterizados por bexiga
repleta, leptomeninges moderadamente hiperémicas e figado com padrdo
lobular evidenciado. No exame histopatolégico do encéfalo, foram vistos
manguitos perivasculares de linfocitos e plasmocitos, discreta gliose e no

citoplasma de neurbnios havia de inclusdes eosinofilicas compativeis com
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corpusculos de Negri. Todos os animais examinados foram positivos para raiva

na imunofluorescéncia direta.

Figura 3. Surto de raiva em bovinos confinados. Prurido com automutilagdo na regido da

cabega, pescoco e nuca.

4 DISCUSSAO

O diagndstico baseou-se no quadro clinico, nos achados de necropsia e
histopatolégico, e confirmado através da imunofluorescéncia direta. Tanto no
Brasil como em outros paises, a raiva € considerada como um diagnostico raro
em confinamentos (GAGEA et al., 2006; ESTIMA-SILVA et al., 2020).

A ocorréncia de casos em bovinos oriundos de uma mesma propriedade,
a partir do 35° dia de chegada no confinamento, sugere que os animais foram
introduzidos na nova localizacéo ja infectados, similar ao descrito na literatura
(RAMIREZ-ROMERO et al., 2014; CASTILLO et al., 2015; ESTIMA-SILVA et
al., 2020; MARGINEDA et al., 2021). Os casos continuaram ocorrendo por até
86 dias apoOs a introducdo destes animais, diferente com o periodo de
incubacédo viral mais frequente, de 30 a 60 dias (BARROS et al., 2006), mas
semelhante a casos ja descritos que ocorreram por até 85 dias apds a
introducéo dos bovinos (MARGINEDA et al., 2021).



1180
1181
1182
1183
1184
1185
1186
1187
1188
1189
1190
1191
1192
1193
1194
1195
1196
1197
1198
1199
1200
1201
1202
1203
1204
1205
1206
1207
1208
1209
1210
1211

38

No confinamento em que o surto ocorreu, a vacinacao antirrdbica néo
era realizada na entrada dos bovinos pelo fato da propriedade ndo estar em
area considerada de risco para ocorréncia da doenca. Esta € uma pratica
frequente em confinamentos no Brasil pois a doenca néo € descrita (MARTINS,
2016) ou ocorre de forma isolada (ESTIMA-SILVA et al., 2020). Esta conduta
justifica-se pelo fato do tempo de permanéncia dos bovinos nos confinamentos
ser semelhante ao periodo e incubagdo da doenca; logo, caso bovinos néo
imunizados sejam expostos ao virus apds a entrada no confinamento, estarao
suscetiveis ao desenvolvimento da doenca mesmo que a primovacinacao
tenha sido realizada no dia da chegada, visto que imunidade completa sé se
desenvolve apés o reforco vacinal (LIMA et al.,, 2005). Salienta-se que, na
ocorréncia de um surto em bovinos introduzidos no confinamento ja no periodo
de incubacdo da doenca, nenhuma medida de contencdo pode ser adotada
pois todos aqueles que estiverem nessa fase, terdo evolucéo fatal.

A morbidade foi préxima aos valores descritos em surtos sob condi¢des
semelhantes nos quais esse coeficiente variou de 2,8% a 4,9% (RAMIREZ-
ROMERO et al.,, 2014; MARGINEDA et al.,, 2021). Na presente situacédo, o
acompanhamento do surto durante todo o tempo de sua duragdo, permitiu
determinacdo do numero total de mortes e ndo apenas daquelas contabilizadas
até o momento do diagndstico, como ocorre em muitas situacbes (MELLO et
al., 2019).

Embora os sinais clinicos observados sejam descritos com frequéncia na
raiva em bovinos (BARROS et al., 2006; RIBAS et al., 2013), um dos animais
apresentou prurido com automutilacdo. Este sinal € pouco relatado na raiva e
considerado fortemente sugestivo de doenca de Aujezsky (LANGOHR et al.,
2003; BARROS et al.,, 2006), que deve ser considerada um diagnostico
diferencial na existéncia de sinais neuroldgicos e achados histolégicos de
encefalite mononuclear em bovinos. Baseando-se no periodo de evolucéo e
nos sinais clinicos, outros diferenciais a serem considerados sé&o causas de
polioencefalomalacia, meningoencefalite trombética, botulismo, listeriose,
intoxicagdo por antibidticos ionoforos e deficiéncia de vitamina E e selénio,

sendo possivel diferencia-los através do exame fisico e dos achados de
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necropsia e histopatolégicos (BARROS et al., 2006; GAGEA et al., 2006;
RAMIREZ-ROMERO et al., 2014; QUEIROZ et al., 2018).

Pelo fato da raiva néo ser descrita com frequéncia em confinamentos a
doenca nem sempre € uma suspeita nestes sistemas de producgdo. O presente
relato reforca a importancia da adocdo de uma conduta diagnéstica que
possibilite a realizacdo do diagnostico diferencial entre as possiveis causas de
distarbios neuroldgicos, que inclua a coleta adequada de materiais para o
diagnostico da raiva. Essa conduta significa o envio de todas as partes
anatbmicas pertinentes ao diagnostico laboratorial, que incluem além do
telencéfalo, a medula espinhal, o tronco encefalico e o GRH (ganglio trigémeo,
hipéfise e rete mirable), sob refrigeracdo e, também no formol. O n&o
encaminhamento destas partes anatémicas resulta em um elevado nimero de
diagnésticos falso negativos (BASSUINO et al., 2016), e a sua analise reduz
essa possibilidade mesmo em bovinos eutanasiados (RIBAS et al.,, 2013;
WISSER et al., 2021).

5 CONCLUSAO

Embora a raiva ndo seja uma doenca frequente em bovinos confinados,
o0 presente estudo demonstra a importancia de sua inclusdo no diagnostico
diferencial diante de quadros neurolégicos ou confundiveis com estes em
sistemas de producdo intensivos. Devido ao seu periodo de incubacédo, a
doenca pode ocorrer em areas consideradas livres, quando os bovinos sdo
introduzidos infectados nos confinamentos, o que torna os protocolos de
vacinacao realizados na entrada e durante o confinamento ineficientes. Assim,
bovinos provenientes de areas endémicas devem ser submetidos a protocolos

adequados de vacinacdo em suas propriedades de origem.
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CAPITULO 4

1 CONSIDERACOES FINAIS

O botulismo é uma potencial causa de perdas em sistemas intensivos de
producdo de bovinos de corte podendo ser responsavel por elevados indices
de mortalidade. Para evitar estas perdas é imprescindivel a adocdo de
protocolos sanitarios adequados que incluem desde a vacinacédo correta dos
bovinos e também o controle de qualidade dos alimentos fornecidos aos
animais. A reproducdo experimental da doenca em ovinos € possivel, mas
quantificar as toxinas inoculadas nos animais é um desafio e, portanto, dificulta
o estabelecimento de protocolos de tratamento, impedindo a determinacao de
dose de soro antibotulinico para a quantidade exata de toxinas. Este trabalho
ainda fornece dados que demonstram que a vacinacdo dos animais nem
sempre é eficaz, pois os altos indices da toxina botulinica influenciam na
eficiéncia da vacina. Também € importante o estabelecimento de diagndsticos
diferenciais com outras doen¢as que acometem 0 sistema nervoso e que
podem ocorrer em bovinos criados sob condi¢cdes intensivas, dentre essas
destacam-se a raiva e a polioencefalomalacia. O primeiro para o controle
destas doencas € o conhecimento da sua epidemiologia, sua caracterizacao
clinica e patoldgica, os quais permitem um diagnostico preciso e adocdo de

medidas eficientes de controle das mesmas.



