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RESUMO

Descreve-se os achados epidemiolodgicos e clinico-patoldgicos das clostridioses
diagnosticadas no Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul no periodo 1996-mar¢o/2010. Este estudo incluiu uma pesquisa retrospectiva nos
arquivos do SPV e uma etapa prospectiva, a qual também teve o objetivo de desenvolver
exames complementares especificos para cada clostridiose. As clostridioses mais
prevalentes foram tétano (em equinos, bovinos, ovinos e caprinos), botulismo (em
bovinos, suinos e aves) e enterotoxemia (em caprinos). Também houve casos de edema
maligno em equinos, bem como de carbunculo sintoméatico e hemoglobintiria em bovinos.
Adicionalmente, foram coletadas amostras de soro sanguineo de animais afetados por
tétano, em diferentes estagios de evolugdo da doenca, para subsequente inoculagdo em
camundongos (testes de bioensaio) e comprovagao da técnica no diagnodstico da

enfermidade.
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ABSTRACT

This study describes the epidemiological and clinicopathological findings of
clostridial diseases diagnosed in the 1996-March, 2010 period in the Setor de Patologia
Veterindria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV_UFRGS). A
retrospective survey in the files of SPV was complemented with a prospective phase,
which also aimed developing complementary diagnostic tests of clostridiosis. The most
prevalent clostridiosis were tetanus (in horses, cattle, sheep and goats), botulism (in
cattle, pigs and birds), and enterotoxemia in goats. There also were cases of malignant
edema in horses, blackleg and bacillary hemoglobinuria in cattle. In addition, blood
serum samples from animals affected by tetanus on different stages of the disease
evolution were applied in mice bioassay, as a complementary diagnosing test for the

disease..
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1. INTRODUCAO

As clostridioses incluem varias espécies de Clostridium que, acometem diversas
espécies animais, tanto de produgdo, quanto selvagens. Nos animais de interesse
pecudrio, os clostridios sdo extremamente importantes, pois atuam como agentes
primarios das doengas (Radostits et al., 2007). Muitos clostridios sdo patogénicos e
produzem toxinas que atuam de maneiras distintas. Essas toxinas podem ser produzidas e
absorvidas na luz intestinal (enterotoxemia - Clostridium perfringens), produzidas em
focos de necrose tecidual (tétano - Clostridium tetani, carbinculo sintomatico -
Clostridium chauvoei, hemoglobinuria bacilar - Clostridium haemolyticum e edema
maligno - Clostridium sp.) ou ainda, produzidas em alimentos ou matéria organica animal
e vegetal em decomposicao e ingeridas pré-formadas (botulismo - Clostridium
botulinum) (COETZER; TUSTIN, 2004).

Este trabalho incluiu um estudo comparativo das clostridioses que ocasionaram a
morte de animais necropsiados no Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS) o periodo de 1996 a mar¢o/2010. Nesse estudo, a
epidemiologia, sinais clinicos, alteragdes macro e microscopicas de doengas como tétano
(Clostridium  tetani), botulismo (C. botulinum), hemoglobiniria bacilar (C.
haemolyticum), carbunculo sintomatico (C. chauvoei), edema maligno (C. septicum, C.
novy ou C. sordelli) e enterotoxemia (C. perfringens) foram analisadas. Adicionalmente
foi desenvolvida e avaliada a técnica de bioensaio em camundongo para o tétano, como

técnica de diagnostico complementar da doenca.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  Clostridium sp.

As clostridioses sdo causadas por bactérias anaerobicas, mais
precisamente, bacilos gram-positivos formadores de esporos. Diversas espécies do género
Clostridium sp. sdo comprovadamente patogénicas e tém capacidade de produzir toxinas
que atuam de maneiras distintas. Essas toxinas podem ser produzidas e absorvidas na luz
intestinal (enterotoxemia — Clostridium perfringens), produzidas em focos de necrose
tecidual (tétano — C. fetani, carbunculo sintomatico — C. chauvoei, hemoglobinuria
bacilar — C. haemolyticum e edema maligno — Clostridium sp.), ou ainda, produzidas em
alimentos ou matéria organica animal e vegetal em decomposicdo e ingeridas pré-
formadas (botulismo — Clostridium botulinum) (COETZER; TUSTIN, 2004).

Em todas as clostridioses, a morbidade em um surto é variavel, mas a letalidade
fica proxima a 100% (FERREIRA ef al., 2008). O botulismo ¢ uma das trés maiores
causas de perdas em rebanhos bovinos no Brasil e as demais clostridioses t€ém grande
importancia em determinadas regides. Em conjunto, essas doencas sdo responsaveis por
consideraveis perdas econdmicas na criagdo de animais em todo o Brasil (FERREIRA et

al., 2008).

2.2. Clostridioses de interesse em Medicina Veterinaria

2.2.1. Tétano (Clostridium tetani)

Tétano ¢ causado por toxinas produzidas pelo Clostridium tetani, Os esporos estdo
presentes no solo, poeira e fezes de animais (WILKENS et al, 1988). Todas as espécies
animais sao suscetiveis a doenca; no entanto, algumas espécies sao mais suscetiveis que
outras. Os animais mais sensiveis as toxinas tetanicas sao 0s equinos, Ovinos € caprinos.
Os animais menos sensiveis sdo os camundongos, coelhos, caes, gatos, suinos e bovinos.

As aves sdo as mais resistentes a doenca (SMITH; WILLIAMS et al, 1984).

A bactéria ¢ introduzida nos tecidos através de feridas como as produzidas na

utilizacao de agulhas contaminadas, corte de cauda, castracdo, tosquia e fraturas, entre



14

outras (DRIEMEIER, et al. 2007). O C. tetani ndo ¢ uma bactéria invasiva e permanece
no local de entrada. H4 producdo de uma toxina que causa necrose tecidual local, o que
favorece a anaerobiose e facilita a proliferacdo bacteriana com a produgdo de
neurotoxinas (COETZER; TUSTIN, 2004), as quais podem atingir o sistema nervoso
central por trés vias distintas, corrente linfatica, sanguinea, ou retrocesso pela inervacao

periférica (WOOLCOCK et al., 1979; SCHWAB et al., 1979).

O periodo de incubagdo varia de trés dias a trés semanas, pois depende de fatores
como a quantidade de neurotoxina formada, a toxigenicidade da cepa, a quantidade de
toxina circulante ou ligada a neurdnios (COETZER; TUSTIN, 2004; WOOLCOCK et al.,
1979). Os sinais clinicos se caracterizam por rigidez progressiva da musculatura
voluntdria com espasmos tetanicos, que sdo agravados ou muitas vezes desencadeados
por estimulos externos como sons ou toque. Também pode ser observado o prolapso da 3?
palpebra, trismo mandibular e espasmos da cauda, além de rigidez e hiperestesia dos
membros. Apds o inicio dos sinais clinicos, a evolugdo ¢ bastante rapida e em um periodo

de 12 a 72 horas ocorre a morte (RAMSAY, 1973).

O diagnostico se baseia nos sinais clinicos e dados epidemiolégicos, visto que na
macro e microscopia geralmente nao sdo encontradas alteragcdes. Porém, em alguns casos
pode-se observar a ferida onde a bactéria se desenvolveu, pois hd edema e hemorragia
subcutaneas ¢ muscular. (COETZER; TUSTIN, 2004; NAKAZATO et al., 1998,
RAPOSO, 2007; TIMONEY et al., 1988). O isolamento bacteriano do agente ¢ dificil,
mas pode auxiliar no diagndstico (RAPOSO, 2007). O diagnostico pode ser confirmado
pela demonstracdo da toxina em tecidos e liquidos animais; para tanto utiliza-se o soro de
animais afetados em estagios iniciais da doenga. Tal pratica ndo ¢ muito utilizada

(BISPING; AMTSBERG, 1988).

2.2.2. Botulismo (Clostridium botulinum)

Botulismo ¢ causado pela ingestdo da toxina produzida pelo Clostridium
botulinum, bacilo Gram-positivo encontrado no solo, dgua e trato digestivo dos animais
(DUTRA et al., 1993). Sob condi¢cdes de anaerobiose, os esporos do C. botulinum
proliferam e produzem as neurotoxinas que sdo classificadas em 7 diferentes tipos (A, B,

C, D, E, F e G) (FERNANDES; RIET-CORREA, 2007). As toxinas C ¢ D causam
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botulismo em bovinos, ovinos e equinos; enquanto as aves domésticas e silvestres sdo
afetadas pela toxina C (LANGENEGGER et al., 1983). As toxinas atuam nas juncdes

neuromusculares, onde provocam paralisia flacida muscular (LISBOA et al., 1996).

Os surtos de botulismo em bovinos ocorrem principalmente de duas formas
diferentes. A mais freqliente no Brasil pode ser associada a deficiéncia de fosforo e
osteofagia (carcagas de animais presentes nos campos) em bovinos, ovinos € caprinos
criados extensivamente (LANGENEGGER; DOBEREINER 1988; COETZER; TUSTIN,
2004). A outra forma acomete principalmente bovinos, ovinos, caprinos, equinos € suinos
e ¢ associada a ingestdo da toxina presente em alimentos ou agua, além de resultar em
alta mortalidade de animais em um curto espaco de tempo (COETZER; TUSTIN, 2004).
Essa forma também ocorre no Brasil, principalmente associada a ingestao de agua e de
cama de frango contaminados com carcacas (DUTRA et al., 2001; ORTOLANI et al.,
1997), ou quando ha contaminacdo de silagem, alfafa, milho e restos de comida

provenientes de restaurantes (FERNANDES; RIET-CORREA, 2007).

O curso clinico da doenga ¢ varidvel de acordo com a quantidade de toxina
ingerida. Na maioria dos casos, a doenga apresenta uma evolu¢ao aguda com sinais que
se desenvolvem entre 1 e 17 dias (ORTOLANI et al., 1997). A doenga se caracteriza por
paralisia flacida dos musculos da locomog¢do, mastigacdo, degluticdo e respiragdo.
Inicialmente ha paresia e paralisia dos membros pélvicos, com evolugdo para os toracicos
e, posteriormente, pescogo € cabeca. Os animais apresentam andar cambaleante e rigido.
Durante todo o periodo clinico, os animais se mantém alertas e se alimentam
normalmente. Em casos mais avangados, os animais permanecem em decubito, podem
apresentar paralisia de lingua e significativa dificuldade respiratoria, evidentemente na

forma abdominal e bifasica (FERNANDES; RIET-CORREA, 2007).

Nenhuma lesdo significativa ¢ observada na macro ou microscopia. No entanto

em alguns casos podem ser encontrados pedagos de osso no conteudo ruminal

(ORTOLANI et al., 1997).

O diagnostico se baseia nos sinais clinicos associados com a epidemiologia e
auséncia de lesdes na necropsia e histologia (LANGENEGGER; DOBEREINER 1988).
A confirmacdo laboratorial ¢ feita pela técnica do ensaio bioldgico em camundongo
(inoculagdo intraperitoneal de extrato hepatico, conteido ruminal e intestinal de animais

afetados), considerado o teste mais especifico para a doenga, mas que apresenta
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sensibilidade proxima de 43% (DUTRA et al., 2001). O diagnostico pode ser realizado
também pela técnica de microfixagdo do (DUTRA et al., 1993), e ensaio
imunoenzimatico (ELISA), em que se observou resultados semelhantes ao ensaio

biologico (SILVA et al., 1991).

2.2.3. Enterotoxemia (Clostridium perfringens tipo D)

Enterotoxemia ¢ o termo usado para descrever doencas causadas por toxinas
produzidas no trato gastrintestinal, principalmente, por Clostridium perfringens
(BUXTON; DONACHIE 1991). Os diferentes tipos de C. perfringens sao classificados
como A, B, C, D ou E em relagdo a variagdo na producdo de quatro diferentes toxinas
principais (alfa, beta, épsilon e iota). C. perfringens tipo D é a causa mais comum da
enterotoxemia em ovinos e caprinos (MCDONEL, 1980; COETZER; TUSTIN, 2004;
UZAL; KELLY, 1996; VAN METRE et al., 2000), além de ser a tinica forma descrita no
Brasil (RIET-CORREA et al., 1983, RIET-CORREA, 2007¢).

O C. perfringens ¢ habitante normal do intestino de ruminantes saudaveis (VAN
METRE et al. 2000) e, quando fatores como niveis elevados de carboidratos, dietas ricas
em proteina, ou diminui¢do do transito intestinal alteram o ambiente intestinal, criam-se
condi¢des ideais para o crescimento da bactéria e producdo da toxina épsilon
(COETZER; TUSTIN, 2004) que ¢ a principal responsavel pelo quadro clinico e lesdes
da enterotoxemia em caprinos (MCDONEL, 1980).

Sao afetados cordeiros de 3 a 10 semanas bem alimentados e em pastagens de boa
qualidade (WILLIAMS, 1966). A evolug¢dao ¢ muito rapida, geralmente em menos de 2
horas e raramente passa de 12 horas (RADOSTITS et al., 2007). Experimentalmente,
observam-se sinais nervosos de depressao, opistotono, movimentos de pedalagem, coma

e morte (RIET-CORREA, 2007).

Em caprinos, a doenga pode afetar animais de todas as idades (COLODEL et al.,
2003) e também ocorre de forma aguda. Os animais apresentam colicas abdominais,
diarreia hemorragica, sonoléncia, depressdo e perda de apetite. Mais préximo a morte
esses animais apresentam transtornos neuroldgicos como ataxia progressiva, decubito,
convulsoes, salivagdo e opistotono, além de estertores pulmonares (RIET-CORREA,

2007c).
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Durante a necropsia de ovinos com enterotoxemia se observa bom estado
corporal. Em jovens, os rins podem estar amolecidos e ha liquidos cavitirios ou
hemorragias nas serosas. Em alguns casos também se observa avermelhamento de
segmentos do intestino delgado (RIET-CORREA, 2007c). Em caprinos as serosas do
colon e ceco estdo avermelhadas e pode haver edema de parede intestinal. O contetdo
intestinal ¢ liquido verde-escuro ou avermelhado com filamentos de fibrina (RIET-

CORREA, 2007c; COETZER; TUSTIN, 2004).

Na histologia observa-se na regiao do tronco encefalico de ovinos, uma area focal
de malécia bilateral e simétrica acompanhada por hemorragia e edema perivasculares
(BUXTON; LINKLATER; DYSON, 1978). Tais lesdes sdo raras em caprinos com
enterotoxemia (RIET-CORREA, 2007¢).

O diagnéstico presuntivo de enterotoxemia pode ser feito pela observacao da
ocorréncia de morte de animais que sdo alimentados com altos niveis de concentrado. As
lesdes hemorragicas do intestino observadas durante a necropsia e as lesdes histologicas
quando presentes no sistema nervoso central sdo caracteristicas da doenga (RIET-
CORREA, 2007c¢). O diagnostico definitivo ¢ obtido com a detec¢ao da toxina épsilon no
conteudo intestinal. (HORNITSKY et al., 1989; RIET-CORREA, 2007¢).

2.2.4. Carbunculo sintomatico (Clostridium chauvoer)

Carbunculo sintomatico ¢ causado pelo Clostridium chauvoei, que também pode
estar associado a ocorréncia de edema maligno em bovinos, ovinos € caprinos
(COETZER; TUSTIN, 2004; REBHUN et al., 1985). O carbunculo sintomatico acomete
bovinos com até 2 anos de idade e se apresenta de forma sazonal, quando a maioria dos
casos ocorre durante o verdo e outono (RIET-CORREA, 2007a; COETZER; TUSTIN,
2004). Os surtos ocorrem mais em determinadas regidoes do que em outras, as quais
aparentemente sao livres da doenga (HENNING apud COETZER; TUSTIN, 2004).

Os esporos do C. chauvoei presentes no solo e na dgua sdo ingeridos, atravessam a
luz intestinal chegam no sangue e se distribuem para os tecidos, principalmente,
musculatura esquelética, onde permanecem de forma latente por longos periodos

(KERRY, 1964). Acredita-se que, sob condi¢des favoraveis de anaerobiose, como ocorre
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em traumatismos ou vacinas, hd multiplicacdo do C. chauvoei produgdo da toxina e gas
(HATHAWAY, 1990).

O curso da doenca ¢ muito rapido, geralmente menos de 24 horas. Muitas vezes
nao sao observados sinais antes da morte (SIPPEL, 1972). Quando observados, os sinais
clinicos se caracterizam por elevacdo da temperatura corporal, depressdo, anorexia e
claudicagdo severa. As regides dos musculos afetados estdo aumentadas de volume com
crepitacao (RIET-CORREA, 2007a).

ApoOs a morte, os animais entram em putrefacdo rapidamente (RIET-CORREA,
2007a; COETZER; TUSTIN, 2004). Quando a lesdo se localiza nos musculos dos
membros, observa-se aumento de volume com crepitagdo. Ao corte o tecido subcutaneo e
musculos apresentam liquido sero-sanguinolento, bolhas de gas e odor caracteristico de
manteiga rangosa (HENNING apud COETZER; TUSTIN, 2004). Histologicamente, o
musculo afetado apresenta necrose, hemorragia, bactérias e bolhas de gas (MCGAVIN,
ZACHARY, 2007).

O historico e epidemiologia (morte stibita de animais com menos de 2 anos de
idade) sugerem a ocorréncia do carbunculo sintomatico. O aumento de volume muscular
com crepitacdo e as alteragdes de necropsia sdo achados caracteristicos da doenca. O
isolamento da bactéria confirma o diagndstico (RIET-CORREA, 2007a); entretanto,
também ¢ possivel a confirmacgdo através do teste imuno-histoquimico de tecidos em

parafina (Assis et al. 2005).

2.2.5. Hemoglobinuria bacilar (Clostridium haemolyticum)

Hemoglobinuria bacilar ¢ causada pelo Clostridium haemolyticum (Clostridium
novy tipo D). A doenga acomete principalmente bovinos, mas também ovinos, equinos €
suinos (COETZER; TUSTIN, 2004). Ocorre em zonas umidas e alagadigas, onde o
agente infeccioso esta presente. Nessas regides, a migracdo de Fasciola sp. causa lesdes
no figado que criam ambientes propicios de anaerobiose para que os esporos latentes
germinem e produzam a toxina que causa a lesdo (ERWIN, 1977). Essa toxina aumenta a
area de necrose no figado e permite a proliferagdo bacteriana, além de causar hemolise
intravascular, anemia ¢ hemoglobiniria (COETZER; TUSTIN, 2004, HATHAWAY,
1990).
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Os sinais clinicos se desenvolvem muito rapidamente e, muitas vezes, ndo sio
observados. Quando vistos, ha febre, ictericia, fezes enegrecidas e hemoglobintria
(RIET-CORREA, 2007d).

Na necropsia os cadaveres estdo em bom estado corporal, com ictericia
generalizada, liquido sero-sanguinolento nas cavidades e urina vermelho escura. O figado
apresenta um ou mais focos com até 20 cm de diametro, de coloragdo esbranquicada e

circundado por area hiperémica (RIET-CORREA, 2007d).

Histologicamente, o figado apresenta areas de necrose de coagulagdo circundada
por hemorragia e infiltrado polimorfonuclear. No interior da lesdo observa-se inimeros

bacilos Gram-positivos compativeis com Clostridium sp. (RIET-CORREA, 20074d).

O diagnostico se baseia nos dados do histérico clinico e epidemiologia. Os
achados de necropsia sdo muito importantes para o diagnéstico, pois as areas de necrose
no figado sdo caracteristicas da doengca (RIET-CORREA, 2007d). O diagnoéstico
laboratorial pode ser feito por determinacdo da toxina, uma vez que o isolamento do

agente exige meios de cultivo especificos (HATHAWAY, 1990).

2.2.6. Edema maligno, gangrena gasosa ou miosite necrotica (Clostridium septicum,

Clostridium novy ou Clostridium sordelli)

Edema maligno, também chamado de gangrena gasosa, ou miosite por clostridios
(PEEK et al., 2003) ¢ uma infec¢do aguda determinada pela contaminagdo de ferimentos
por bactérias do género Clostridium, como C. septicum, C. novy ou C. sordelli
(RADOSTITS et al., 2007). Além desses, menos frequentemente também podem causar a
doenca C. perfringens (JEANES et al. 2001) e C. chauvoei (HAGEMOSER et al. 1980).
Animais de todas as idades sdo afetados e, geralmente, ocorrem casos isolados, mas
surtos podem estar associados com problemas de manejo como castragdo, tosquia, corte
de cauda, injegdes, ferimentos relacionados ao parto, feridas penetrantes e traumatismos
diversos (RADOSTITS et al. 2007, RIET-CORREA, 2007b). Edema maligno ¢
frequentemente observado em bovinos, ovinos e caprinos que sdo espécies mais
suscetiveis; enquanto suinos e equinos tem susceptibilidade menor (COETZER;

TUSTIN, 2004).
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Os animais acometidos por edema maligno apresentam evolucdo aguda e morte
em 24-48 horas apds a entrada do agente (RIET-CORREA, 2007b; JEANES et al., 2001).
Os animais apresentam febre, depressdao, toxemia e inchaco da musculatura com
crepitacdo e edema (RIET-CORREA, 2007b). A lesdo muscular inicialmente ¢
hiperémica, quente, macia e delimitada; posteriormente se torna escura, fria, firme e
necrotica (REED, 1955; REBHUN et al., 1985). A palpacdo do local afetado revela
acumulo de gas no tecido subcutaneo e musculos adjacentes (PERDRIZET et al., 1987,
JEANES et al., 2001).

Na necropsia observa-se, em alguns casos, grande quantidade de liquido inflamatoério
sero-sanguinolento subcutdneo. Em outros, ha grande quantidade de gas subcutaneo e nas
fascias musculares, mas nao se observa lesdes (RIET-CORREA, 2007b). Entretanto,
quando a musculatura estd afetada, pode ser observada severa miosite necrotica

(COETZER; TUSTIN, 2004).

O diagnostico se baseia no histdrico, sinais clinicos e lesdes de necropsia (RIET-
CORREA, 2007b; COETZER; TUSTIN, 2004). O agente pode ser identificado por
isolamento, imunofluorescéncia e imuno-histoquimica (RADOSTITS et al. 2007; RIET-

CORREA, 2007b), confirmando o diagnostico.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Estudo restrospectivo

Foi realizado um estudo retrospectivo nos arquivos do Setor de Patologia
Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS) a procura dos
casos de clostridioses diagnosticados no periodo de janeiro de 1996 a fevereiro de 2008.
Foram resgatados os dados epidemioldgicos, achados de necropsia e histopatologia de

cada caso, presentes nos protocolos de necropsia.

3.2. Estudo prospectivo

Durante o periodo de marco de 2008 a margo de 2010 foram necropsiados e
estudados no SPV-UFRGS, casos de clostridioses provenientes do Hospital de Clinicas
Veterinarias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (HCV-UFRGS) e de
estabelecimentos visitados com suspeita de mortes por clostridiose. Dados referentes ao
histérico clinico e epidemiolédgico dos animais foram também obtidos com proprietarios e
veterinarios. Sempre que possivel, os sinais clinicos apresentados pelos animais enfermos
foram acompanhados em visitas as propriedades ou pelo envio desses animais ainda

vivos a0 SPV-UFRGS para a realizagdo de eutanasia e necropsia.

Durante as necropsias foram coletadas amostras de visceras refrigeradas para a
analise bacterioldgica, pesquisa de toxinas e teste de bioensaio em camundongos. Foram
coletadas, também, amostras de visceras que foram fixadas em solugdo de formalina
tamponada 10% por 24-48 horas e subsequentemente desidratadas em concentragdes
crescentes de alcool etilico, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Cortes de Spm
foram corados pela técnica de hematoxilina e eosina (ALLEN, 1992) e quando
necessario, corados por técnicas especiais para bactérias como o método de Gram ¢ a

impregnacao pela prata de Warthin-Starry.

De acordo com a suspeita, amostras de conteido ruminal ou gastrico, conteudo
intestinal e por¢des do figado de bovinos e suinos foram coletadas, armazenadas e

encaminhadas para o Laboratorio de Doengas Infecciosas — UNESP-Aragatuba, para o
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teste de bioensaio em camundongos e deteccdo da toxina botulinica. Amostras de
contetido intestinal, figado e soro sanguineo de aves foram coletadas, armazenadas e
encaminhadas a0 LANAGRO de Minas Gerais para o teste de bioensaio em
camundongos e detec¢ao da toxina botulinica. Amostras de contetido intestinal (intestino
delgado, ceco e colon) foram coletadas e encaminhadas ao LANAGRO de Minas Gerais
para a pesquisa da toxina épsilon produzidas por C. perfringens. Soro sanguineo e liquido
de edema das feridas de animais foram utilizados para realizagao do teste de bioensaio em
camundongos para toxina tetanica e encaminhados para cultura bacteriana do agente.
Amostras de figado, musculo esquelético e liquido de edema foram coletados para

isolamento bacteriano de C. haemolyticum e C. chauvoei, respectivamente.

3.3. Implementacio e avaliacdo da técnica de bioensaio em camundongos para o

diagndstico de tétano

Foram utilizados para o teste de bioensaio em camundongos, o soro de animais
afetados por tétano e o liquido de edema presentes nas feridas de inoculagdo da bactéria
de animais que morreram pela enfermidade. As amostras de soro foram separadas em trés
grupos quanto a fase de evolucao da doenca: inicial (com sinais leves, em estacdo e andar
rigido), final (inaptos a locomogdo, decubito esternal ou lateral,dispnéia) e animais
mortos durante surtos de tétano. Esses testes com material de animais doentes serviu para
avaliar a eficacia do teste de bioensaio em camundongos como diagndstico complementar
de tétano.

O material do soro sanguineo foi inoculado por via intramuscular nos membros
pélvicos dos camundongos. Cada amostra coletada era inoculada em dois camundongos
em quantidades de 0,5 e 1,0 mL, respectivamente. Os animais eram mantidos em caixas
com maravalha, agua e ragdo por periodo de 15 dias e acompanhados diariamente quanto

a evolucao dos sinais clinicos.
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4. RESULTADOS

Durante o periodo de janeiro/1996 a margo/2010 de um total de 4.109 necropsias
realizadas em diferentes espécies animais 142 (3,46%) tiveram o diagnostico de
clostridiose. As espécies animais afetadas foram bovinos, eqiliinos, caprinos, ovinos,
suinos e aves. As clostridioses mais prevalentes foram tétano (55/142), botulismo
(47/142) e enterotoxemia (30/142). Outras clostridioses menos freqiientes incluiram
carbunculo sintomdtico em bovinos (6/142) e miosite por Clostridium septicum em

eqiiinos e hemoglobinuria bacilar em bovinos (2/142). (Figura 1).

Hemoglobinuria

Bacilar
14%% Edema Maligno

141%

Carbunculo
Sintomatico
4,23%

Tétano

7 38,73%

Enterotoxemia
2113%

Botulismo
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Figura 1 — Distribuicdo dos Casos de Clostridioses
diagnosticadas no Setor de Patologia Veterindria da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV-
UFRGS) entre o periodo de janeiro de 1996 e margo de
2010.

No periodo analisado foram necropsiados 920 (22,39%) bovinos, dos quais 5,76%
(53/920) foram acometidos por clostridioses que incluiram tétano 43,4% (23/53),
botulismo 41,51% (22/53), carbunculo sintomatico 11,32% (6/53) e hemoglobintria
bacilar 3,77% (2/53). As necropsias em equinos somaram 457 (11,12%), das quais as
clostridioses foram identificadas em 5,25% (24/457) E incluiram tétano com 91,67%
(22/24) e a miosite necrotica por C. septicum 8,33% (2/24). As necropsias de caprinos
totalizaram 335 (8,15%) e em 9,25% (31/335) dessas se identificou clostridioses
representadas por enterotoxemia 96,77% (30/31) e um caso de tétano 3,23% (1/31).

Ovinos totalizaram 336 necropsias (8,18%) e as clostridioses estiveram implicadas em



24

2,68% (9/336) dessas, o tétano foi a Unica clostridiose confirmada nessa espécie. Suinos
totalizaram 1823 necropsias (44,37%) no periodo e o botulismo foi a unica clostridiose
confirmada e acometeu 0,66% (12/1823) dos casos observados no periodo. No mesmo
periodo, foram realizadas 238 (5,79%) necropsias de aves. O botulismo foi a tUnica
clostridiose confirmada na espécie e acometeu 5,46% (13/238) dos casos. A doenga foi
observada em diferentes espécies de aves, como em Cisne-de-Pescogo-Preto (Cygnus
melancoryphus) (4/13), Galinha Doméstica (Gallus gallus) (4/13), Cisne Negro (Cygnus
atratus) (3/13), Pato-do-Mato (Cairina moschata) (1/13) e Pomba Doméstica (Columba
livia) (1/13). A distribuicdo dos casos de clostridioses em cada espécie ¢ apresentada na

Tabela 1.
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Tabela 1 — Distribui¢do dos casos de Clostridioses em bovinos, equinos, caprinos ¢ ovinos diagnosticados no periodo de janeiro de 1996 a

dezembro de 1997.

Bovinos Equinos Caprinos Ovinos Suinos Aves
Clostridioses N° o N° o N° o N° o N° o N° TOTAL
Casos 0 Casos Casos 0 Casos Casos 0 Casos
Tétano 23 43,4% 22 91,67% 1 3,23% 9 100% 0 0 0 0 55
Botulismo 22 41,51% 0 0 0 0 0 0 12 100% 13 100% 47
Enterotoxemia 0 0 0 0 30 96,77% 0 0 0 0 0 0 30
Scl?lrtz‘;“;t‘i‘(’) 11,32% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6
Hem]‘;i?}’;fum 2 3,77% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Miosite
Nglcor;trll.‘z 5’1‘? 0 0 2 833% 0 0 0 0 0 0 0 0 2
septicum
TOTAL 53 24 31 9 12 13 142
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4.1. Tétano (Clostridium tetani)

No periodo do estudo foram necropsiados no SPV-UFRGS 55 animais com tétano
que representam 1,34% do total de necropsias e 38,73% das clostridioses. Dos casos de
tétano observados, 23 ocorreram em bovinos (41,82%), 22 em equinos (40%), 9 em
ovinos (16,36%) e um caso em caprino (1,82%). A mortalidade nos surtos variou entre
um e 100 animais. A distribuicao dos casos de tétano de acordo com as espécies afetadas

e anos de ocorréncia estdo representadas nas Figura 2.
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Figura 2 — Casos de tétano necropsiados no Setor de Patologia
Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV-
UFRGS) nas diferentes espécies durante o periodo de janeiro de 1996 a
margo de 2010.

Em equinos, entre as causas responsaveis pela lesdo que serviu como porta de
entrada para o agente, destaca-se as lesdes perfurantes, fraturas de membros e problemas
associados com a coloragdo de ferraduras. No entanto, na maioria dos equinos nao se
localizou a porta de entrada da bactéria. O periodo de incubacdo do agente, quando
calculado, variou de cinco dias a alguns meses; enquanto que o periodo de evolugdo apos
o inicio dos sinais clinicos variou de trés dias a duas semanas. Os equinos apresentavam
sinais de dificuldade de alimentacdo, de miccdo, defecagdao e, algumas vezes colica.
Muitas vezes apresentavam dificuldade de locomocgao e, quando em movimento, andar
rigido, além de rigidez da musculatura dos membros e pescoc¢o. Posteriormente, esses

animais entravam em decubito permanente diversas vezes associado com trismo
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mandibular, prolapso da 3* palpebra (Figura 3) e tetraparesia espastica dos membros que,

na maioria das vezes, progredia para a morte por parada respiratoria.

Figura 3 — Clostridioses diagnosticadas no Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (SPV-UFRGS). Equino com sinal
clinico de tétano. Prolapso da 3* palpebra.

Os sinais clinicos apresentados pelos bovinos afetados estdo relacionados com
duas formas distintas de contamina¢ao, um caso em que o animal foi fistulado para fins
cientificos e houve contaminacdo da ferida cirurgica. Todos os demais estdo ligados a
aplicacdo de medicamentos e ocorreram na forma de surtos em grande nlimero de animais
em varias propriedades. Nesses casos, os bovinos apresentaram sinais clinicos cerca de
10 a 20 dias apds aplicagdo de vacinas e medicamentos, 0s animais permaneceram
doentes por 24-48 horas antes da morte. Os bovinos apresentavam rigidez muscular que
manifestava-se nos membros pélvicos e depois se tornava generalizada. E esses animais
apresentavam andar rigido e, quando em estacdo, adotavam posi¢ao de cavalete (Figura
4). Os bovinos apresentavam expressao alerta com olhos arregalados, orelhas eretas e
base da cauda levantada (Figura 5). Nistagmo e prolapso da 3% palpebra também foram
observados. Posteriormente, esses bovinos apresentavam dectbito lateral permanente,
espasmos tetanicos com opistotono (Figura 6) e respiracdo abdominal. Alguns desses
bovinos foram tratados com penicilina e soro antitetanico, mas todos os animais afetados

morreram.



Figura 4 — Clostridioses diagnosticadas no Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (SPV-UFRGS). Bovino com sinal
clinico de tétano. Animal em estagdo com membros
toracicos afastados (posi¢ao de cavalete).

Figura 5 — Clostridioses diagnosticadas no Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (SPV-UFRGS). Bovino com sinal
clinico de tétano. Expressdo alerta, com olhos
arregalados, orelhas eretas e a base da cauda erguida.
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Figura 6 — Clostridioses diagnosticadas no Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (SPV-UFRGS). Bovino com sinal
clinico de tétano. Decubito lateral permanente, membros
estendidos, notando rigidez muscular e opistotono.

Os sinais clinicos apresentados por ovinos e caprinos incluiram enrijecimento da
musculatura dos membros que inicialmente afetavam os membros toracicos e evoluiam
para os pélvicos. Posteriormente os animais permaneciam em decubito lateral com trismo
mandibular, sialorréia e opistotono. Nesses animais a doenca foi sempre associada com
colocagao de brincos ou apara de cascos, cerca de 15 dias antes do inicio dos sinais
clinicos. Durante as necropsias, poucas alteragdes significativas foram observadas nos
diferentes 6rgdos, exceto na area de entrada e proliferagdo do agente, quando encontrada.
No tecido subcutaneo e musculatura adjacente a essas areas havia extensa necrose,
hemorragia e edema. Em eqiiinos, muitas vezes nao se podia observar a lesdo proveniente
da proliferacdo da bactéria, mas se observava palidez, necrose e ruptura de alguns
musculos. Nos bovinos essas lesdes foram na maioria das vezes, compostas por areas de
granuloma com edema, hemorragia e necrose observados na regido do pescoco (Figura 7)

ou at¢ a cernelha ou escapula.
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Figura 7 — Clostridioses diagnosticadas no Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (SPV-UFRGS). Necropsia de bovino
com tétano. Tecido subcutineo e musculatura de regido
da tdbua do pescoco com hemorragia e grande
quantidade de edema.

Microscopicamente, observou-se no local da ferida grande quantidade de
hemorragia e edema entre as fibras musculares, areas de necrose muscular associada a
infiltracdo de neutrdfilos e eventualmente aglomerados bacterianos de bacilos Gram-
positivos com esporos terminais € morfologia compativel com C. tetani.

Na tabela 2 estdo apresentados os resultados do bioensaio realizado em
camundongos utilizando soro de bovinos nas trés fases de evolugao do tétano. O teste foi
positivo em 60% dos diagndsticos realizados (12/20). Os camundongos apresentaram
sinais clinicos de paralisia espastica dos membros pélvicos e dificuldade respiratoria
(Figura 8) e morte. O teste de bioensaio foi positivo com soro de bovinos na fase inicial
da doenca em 85,7% (6/7) das inoculagdes, da fase final em 42,9% (3/7) dos ensaios e, de
animais mortos em 50% (3/6). Na figura 9, ¢ ilustrado o resultados dos testes de
bioensaio realizados. As amostras provenientes de liquido de edema ndo obtiveram

resultados satisfatorios em testes de bioensaio realizados em camundongos.
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Tabela 2 — Resultados do teste de bioensaio em camundongos com amostras de soro sanguineo
obtidas de bovinos com tétano. Identificacdo das amostras, identificagdo da
propriedade, origem das amostras (fase da doenca do bovino), dose inoculada, inicio
dos sinais e resultado do teste de bioensaio.

Bovino  Identificacio Fase da Doses* Inicio de Sinais de Tétano Resultado do
Doenca apés a Inoculacao Bioensaio
1 Propriedade 1 Inicial 0,5e¢ 1,0 mL 3 dias Positivo
2 Propriedade 2 Morto 0,5e¢ 1,0 mL 5 dias Positivo
3 Propriedade 2 Final 0,5¢ 1,0 mL NDS** Negativo
4 Propriedade 3 Final 0,5¢ 1,0 mL 1 dia Positivo
5 Propriedade 3 Final 0,5¢ 1,0 mL 1 dia Positivo
6 Propriedade 3 Final 0,5e1,0mL NDS Negativo
7 Propriedade 3 Inicial 0,5e¢ 1,0 mL 1 dia Positivo
8 Propriedade 4 Inicial 0,5e¢ 1,0 mL 5 dias Positivo
9 Propriedade 5 Inicial 0,5¢ 1,0 mL 1 dia Positivo
10 Propriedade 6 Final 0,5¢ 1,0 mL 1 dia Positivo
11 Propriedade 6 Inicial 0,5¢ 1,0 mL 1 dia Positivo
12 Propriedade 7 Morto 1,0 mL NDS Negativo
13 Propriedade 7 Final 0,5e1,0mL NDS Negativo
14 Propriedade 8 Final 0,5e1,0mL NDS Negativo
15 Propriedade 8 Morto 0,5e 1,0 mL 5 dias Positivo
16 Propriedade 8 Morto 0,5e1,0mL 5 dias Positivo
17 Propriedade 9 Morto 1,0 mL NDS Negativo
18 Propriedade 9 Inicial 1,0 mL NDS Negativo
19 Propriedade 9 Inicial 1,0 mL 7 dias Positivo
20 Propriedade 10 Morto 0,5¢ 1,0 mL NDS Negativo

* Cada valor da dose corresponde a uma inoculagdo em um camundongo diferente.

** NDS: Nao desenvolveu sinais clinicos.



Figura 8 — Teste de bioensaio em camundongo para
tétano. Sinais clinicos em um camundongo que recebeu
inoculagdo intramuscular de soro sanguineo de bovino
com tétano. Paralisia espastica de membros pélvicos e
abdomen retraido denotando dificuldade respiratoria.

Positivo Negativo

‘l fase inicial O fase final @ morto ‘

Figura 9 — Resultado dos testes de bioensaio em camundongos de
acordo com a fase clinica dos bovinos com tétano.
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4.2. Botulismo (Clostridium botulinum)

No periodo de estudo foram necropsiados 47 animais mortos por botulismo no
SPV-UFRGS que representam 1,14% do total de necropsias realizadas e 33,1% dos casos
de clostridioses. Dos casos de botulismo, 22 ocorreram em bovinos (46,81%), 13 em aves
(27,66%) e 12 em suinos (25,53%). A mortalidade nos surtos variou entre um e 30
animais. A distribuicdo dos diversos casos de botulismo em bovinos, suinos e aves no

periodo estudado esta representada na Figura 10.
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Figura 10 — Distribuicdo dos casos de botulismo nas diferentes
espécies, diagnosticados no Setor de Patologia Veterinaria da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS) durante o
periodo de janeiro de 1996 a margo de 2010.

As origens de contaminacdo com toxinas botulinicas identificadas em
bovinosincluiram osteofagia, restos de comida de restaurante contaminados (Figura 11) e

massa de soja contaminada (Figura 12).
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Figura 11 — Restos de comida proveniente de sobras de
restaurante armazenado sem protecio do tempo e
animais. No detalhe alimento fornecido aos bovinos que
estava contaminado com a toxina do Clostridium
botulinum.

Figura 12 — Massa de soja fornecida aos bovinos como
alimento, em condigdes diversas de armazenamento,
contaminada com a toxina do Clostridium botulinum.

Todos os suinos acometidos foram alimentados com restos comida de
restaurantes. Nas propriedades, os restos de comida eram armazenados em tonéis

metalicos ou plasticos, sem coberturas (Figura 13). Esse alimento era administrado aos
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suinos uma vez ao dia em cochos coletivos sem cozimento prévio. A alimentacdo dos

animais era complementada com ragdo comercial.

Figura 13 — Armazenamento dos restos de comida em
tonéis metalicos ou plésticos, sem abrigo do sol e em
condi¢des sanitdrias e higiénicas precarias. Detalhe:
Restos de comida proveniente de sobras de restaurante
fornecido aos suinos como alimento e contaminado com
a toxina do Clostridium botulinum.

Exceto por dois surtos ocorridos em animais selvagens de criatorios, ndo se
esclareceu a origem da contaminacdo em casos de botulismo em aves. As fontes de
ingestao das toxinas botulinicas detectadas nos recintos das aves silvestres mantidas em
cativeiro incluiram carcacas de aves em decomposi¢ao infestadas por larvas de moscas e
arcas rasas ou com formacdo de lodo nas beiras dos agudes associadas com altas
temperaturas durante o verdo e actimulo de matéria orgdnica em decomposi¢do,
promovendo ambientes em anaerobiose propicios para o desenvolvimento e produgdo de
toxina. Os surtos de botulismo em bovinos, suinos e aves foram observados nas épocas
mais quente do ano, durante o verdo, final da primavera e inicio do outono, conforme se

observa na Figura 14.
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Figura 14 — Distribui¢do dos surtos de botulismo em bovinos, suinos
e aves com relagdo as estagdes do ano.

Clinicamente os bovinos apresentavam cansago ¢ fraqueza de membros pélvicos
que evoluia para os toracicos, dificuldade de locomocdo e quedas (Figura 15) ao
movimento. Posteriormente esses animais entravam em dectbito esternal, mas
permaneciam alertas e se alimentavam e bebiam normalmente. Observava-se em alguns
animais a diminuicdo do tonus da musculatura da lingua (Figura 16), dificuldade de
degluticao, dificuldade respiratoria e paralisia flacida generalizada (Figura 17). Durante
todo o curso clinico, os animais ndo apresentaram elevacdo da temperatura. Os principais
sinais clinicos em suinos acometidos foi paralisia flacida, emagrecimento, anorexia,
fraqueza, incoordenagdo, dificuldade de locomogao e evolugao para dectbito lateral com
miccdo e defecacdo involuntarias. Notou-se também vocalizacdo intensa sempre que os
animais eram estimulados a levantar, diminuicdo do consumo de dgua e alimento e,
finalmente, morte. As aves afetadas clinicamente apresentavam sinais de paralisia flacida
da musculatura esquelética caracterizada por dificuldade de movimentar as asas e de
nadar, queda do pescogo, e dificuldade respiratdria acentuada. Algumas aves
apresentavam somente paralisia flacida ou, quando movimentadas, mostravam sinais

exacerbados, inclusive culminando com a morte, em alguns casos.



Figura 15 — Clostridioses diagnosticadas no Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grane do Sul (SPV-UFRGS). Bovino com sinal clinico
de botulismo. Fraqueza de membros anteriores e
posteriores com dificuldade de permanecer em estacao.

Figura 16 — Clostridioses diagnosticadas no Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grane do Sul (SPV-UFRGS). Bovino com sinal clinico
de botulismo. Protusao da lingua devido a diminui¢ao do
tonus da musculatura.
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Figura 17 — Clostridioses diagnosticadas no Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (SPV-UFRGS). Bovino afetado por
botulismo. Decubito lateral devido a paralisia flacida dos
musculos.

Na necropsia dos bovinos afetados por botulismo nao foram encontradas
alteracOes significativas. Na necropsia dos suinos os achados eram inespecificos e se
caracterizavam por ascite discreta, figado com pontos brancos multifocais (migracao
parasitaria) e linfonodos inguinais levemente aumentados. Na necropsia das aves,
observou-se bom estado nutricional, figado difusamente amarelado e hemorragias na
forma de petéquias no epicardio. Em todos os animais necropsiados, o pulmao
apresentava-se difusamente vermelho-escuro e com liquido sanguinolento ao corte. No
exame microscopico de todas as espécies nao foram observadas alteragdes, exceto em
bovinos, nos quais havia areas de degeneragdo hialina em fibras musculares e, nas aves
silvestres, foram observadas degeneragao gordurosa no figado e congestdo pulmonar
acentuada. Em todas as necropsias de bovinos foram coletadas visceras para confirmacao
do diagnostico clinico e todas as amostras o tiveram resultado negativo. Das amostras de
alimento fornecido aos bovinos e suspeito de contaminacao por toxina botulinica, apenas
a amostra proveniente do surto onde os animais eram alimentados com restos de
restaurante. Em dois surtos de botulismo em suinos e em um surto em aves silvestres em
cativeiro, o teste do bioensaio com a soro neutraliza¢do obteve resultado positivo para a

toxina botulinica do tipo C.
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4.3 Enterotoxemia (Clostridium perfringens tipo D)

No periodo de estudo, houve 30 casos de enterotoxemia o que representou 0,73%
do total de necropsias e 21,13% das clostridioses. Todos os casos afetaram a espécie
caprina. A distribui¢ao dos diversos casos de enterotoxemia em caprinos no periodo em

questdo esta representada na Figura 18.
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Figura 18 — Distribuicdo dos casos de enterotoxemia diagnosticados
em caprinos no Setor de Patologia Veterindria da Universidade Federal
do Rio Grane do Sul (SPV-UFRGS) durante o periodo de janeiro de
1996 a marco de 2010.

Todos os casos de enterotoxemia em caprinos estiveram associados com consumo
de grandes quantidades de concentrado. A evolucdo clinica foi hiperaguda e foramos
caprinos eram encontrados mortos. Em 13 casos o periodo de evolugdo era de cerca de 12
horas. Os caprinos apresentavam apatia, depressao, anorexia, perda de apetite e colicas
com contragdo da musculatura abdominal e gemidos. Também se observou diarreia
liquida e profusa amarelada, verde-escura ou com conteudo sanguinolento associado com
muco e fibrina. Os caprinos necropsiados tinham estado corporal regular a bom, mas com
variados graus de desidratagdo. A abertura da carcaga, observava-se colegdo de liquidos
nas cavidades toracica, abdominal e pericardica, muitas vezes com filamentos de fibrina
ou coagulos de proteina. As principais lesdes eram observadas nas algas intestinais que se
apresentavam distendidas e com conteudo liquido na luz. No co6lon e ceco, observou-se
serosa avermelhada (Figura 19) e, algumas vezes, edema de mucosa. O conteudo

intestinal era liquido verde-escuro ou avermelhado, com restos necréticos e flocos de
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fibrina (Figura 20) e, muitas vezes, formava moldes da luz intestinal. Os linfonodos
mesentéricos estavam aumentados de tamanho. No rimen, havia acimulo do alimento
concentrado fornecido aos animais. Em alguns casos, o rim se apresentava avermelhado e

com consisténcia diminuida e o pulmao também avermelhado com edema.

Figura 19 — Clostridioses diagnosticadas no Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grane do Sul (SPV-UFRGS). Necropsia de caprino com
enterotoxemia. Parte do colon espiral com coloracio
vermelha difusa na serosa.

Figura 20 — Clostridioses diagnosticadas no Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grane do Sul (SPV-UFRGS). Necropsia de caprino com
enterotoxemia. Colon espiral com conteudo liquido
avermelhado, restos necroticos e flocos de fibrina.
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Microscopicamente, a principal alteragdo era observada nos intestinos,
principalmente c6lon e ceco, onde havia enterite com deposi¢do de fibrina e restos
necrdticos na mucosa, presenga de bactérias entre a fibrina ou em coldnias superficiais no
epitelio associadas com congestao e hemorragias. Havia, também, infiltrado inflamatério
mononuclear na submucosa e, em alguns casos, edema. O tecido linfoide, principalmente
nas placas de Peyer do intestino delgado, baco e linfonodos, apresentava hiperplasia e
necrose. Havia também, no ramen, degeneragao vacuolar, hiperplasia e hiperqueratose na
mucosa. Os rins apresentavam a cortical amolecida com autolise. Em um caprino
observou-se acimulo de material eosinofilico hialino perivascular no tronco cerebral
(nucleo caudato e talamo). As amostras de conteudo intestinal coletadas durante as
necropsias dos caprinos demonstraram a presenca da toxina épsilon produzida pelo C.

perfringens.

4.4. Carbunculo sintomatico (Clostridium chauvoei)

No periodo estudado, houve 6 casos de carbunculo sintomatico  que
representaram 0,15% do total de necropsias e 4,23% dos casos de clostridioses. A

distribui¢do desses casos de carbunculo sintomético em bovinos esta representada na

Figura 21.
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Figura 21 - Distribuicdo dos casos de carbunculo sintomatico

diagnosticados no Setor de Patologia Veterindria da Universidade
Federal do Rio Grane do Sul (SPV-UFRGS) entre o periodo de janeiro
de 1996 ¢ margo de 2010.
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Em todos os casos, os animais afetados tinham idade entre 6 meses € 1,5 anos e
ndo foram vacinados. Em alguns animais, ndo foram observados sinais clinicos, apenas
encontrados mortos. Quando observados os sinais incuiram claudicac¢ao, incoordenacao,
colica e parada ruminal. Esses animais entravam em decubito e apresentavam aumento de
volume dos membros tordcico e/ou pélvicos, com crepitacdo e ao corte, havia areas de
hemorragia, enfisema e edema sero-sanguinolento (Figura 22) nos tecidos subcutaneos e
muscular. No pulmao e saco pericardico, havia liquido sero-sanguinolento € no coragao,

pericardite e miocardite necrotica em um caso.

Figura 22 — Clostridioses diagnosticadas no Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grane do Sul (SPV-UFRGS). Necropsia de bovino com
carbunculo sintomético. Tecido subcutaneo dos membros
toracicos e pélvicos aumentados de volume, com areas
de hemorragia, enfisema e edema de liquido sero-
sanguinolento.

Na microscopia, observou-se miocardite fibrinopurulenta associada com bactérias
e, no musculo esquelético, havia miosite necro-hemorragica também associada com

bactérias Gram-positivas e enfisema (Figura 23).
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Figura 23 — Clostridioses diagnosticadas no Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grane do Sul (SPV-UFRGS). Bovino com carbtinculo
sintomadtico. Histologia do musculo esquelético. Miosite
necrdtica com hemorragia, edema e areas de enfisema.
HE, obj 10.

4.5. Hemoglobinuria bacilar (Clostridium haemolyticum)

No periodo estudado, houve 2 casos de hemoglobinuria bacilar em bovinos e que
representaram 0,04% do total de necropsias e 1,41% das clostridioses. Os animais
estavam em campos onde havia Fasciola hepatica, permaneciam afastados do rebanho e
tinham corrimento nasal e retal sanguinolento

Durante a necropsia, observou-se bom estado nutricional e congestdo e ictericia de
mucosas. Havia hemorragias no peritonio, pancreas ¢ duodeno. Também constatou-se
grande quantidade de urina vermelho-escura na bexiga (Figura 24), rins vermelho-escuros
e, no figado, grande area de infarto anémico associados com areas menores de infarto e

trombos vasculares (Figura 25).
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Figura 24 — Clostridioses diagnosticadas no Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grane do Sul (SPV-UFRGS). Necropsia de bovino com
hemoglobinuria bacilar. Bexiga com urina de coloragao
vermelho escura.

Figura 25 — Clostridioses diagnosticadas no Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grane do Sul (SPV-UFRGS). Necropsia de bovino com
hemoglobinuria bacilar. Figado com grande area de
infarto anémico e trombos vasculares.

Na histologia, essas areas do figado eram compostas por focos de necrose de
coagulagdo associados com presenga de bacilos Gram-positivos e circundados por um
halo de hiperemia e inflamagdo, além de trombose em vasos adjacentes (Figuras 26 e 27).

Nos rins, observaram-se cilindros de hemoglobina e proteina com formacdo de gotas
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hialinas no epitélio tubular. No pulmao havia congestdo, edema e hemorragia com de

trombos de fibrina.

Figura 26 — Clostridioses diagnosticadas no Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grane do Sul (SPV-UFRGS). Bovino com
hemoglobinuria bacilar. Figado. Areas de infarto e
trombo vascular. HE, imagem sub-macroscépica.

Figura 27 — Clostridioses diagnosticadas no Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grane do Sul (SPV-UFRGS). Bovino com
hemoglobinuria bacilar. Figado. Focos de infarto com
necrose de coagulacdo. HE, obj 10.
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4.6. Edema maligno ou miosite necrotica (Clostridium septicum)

No periodo 1996-mar¢o/2010 foram 2 casos de miosite necrdtica que
representaram 0,04% do total de necropsias e 1,41% das clostridioses. Os dois casos
afetaram equinos e se isolou C. septicum do edema das lesdes. Um dos equinos havia
perdido uma ferradura e foi tratado com antiinflamatorio intramuscular, o outro foi
tratado para emagrecimento com antiparasitario e antiinflamatério intramusculares.
Durante as necropsias, observou-se em ambos, aumento de volume do membro pélvico
direito que se estendia para o abdomen ventral. Ao toque, tais aumentos eram crepitantes
e tinham edema depressivel (sinal de god€). Ao corte dessa areas, havia edema
sanguinolento e bolhas de gas subcutaneo e intramuscular. Os musculos esqueléticos
estavam com areas vermelho-escuras e edema sanguinolento, crepitantes e, ao corte,
apresentavam aspecto seco. No equino 1, esta alteragdo foi observada nos musculos
gréacil, semi-membranaceo, gluteo biceps, quadriceps femoral e gluteo superficial. No
equino 2, os musculos afetados eram glateo superficial, gliteo acessorio, gluteo médio,
gracil e quadriceps femoral. No coragao de ambos os equinos observaram-se petéquias na
superficie epicardica e no equino 2, liquido serosanguinolento no saco pericardico. O
pulmao apresentava-se congesto, com edema e petéquias subpleurais nos dois animais.
Ao exame histopatologico, ambos equinos, tinham graus varidveis de tumefacdo e
vacuolizacdo de fibras, além de numerosos segmentos de fibras com necrose hialina e
flocular nos musculos esqueléticos. Entre as fibras musculares, havia edema e
hemorragia, grande quantidade de bacilos Gram-positivos com dimensdes de 3-6 um
associados com dareas de enfisema com infiltrado de neutrofilos e mondcitos. Na pele,
havia congestao difusa acentuada, edema, hemorragia e enfisema com grande nimero de
bacilos. Através de técnicas de coloragdes especiais foi possivel evidenciar grandes
bacilos nas areas de necrose. Pela técnica de coloracdo de Gram, esses bacilos eram
roxos, coloracdo caracteristica de bactérias gram-positivas. Na técnica de impregnacao
pela prata (Warthin-Starry), esses bacilos se apresentaram enegrecidos. No material
encaminhado para exame microbiologico, observou-se em coloracao direta do musculo,
grande quantidade de células vegetativas, algumas esporuladas, compativeis com
Clostridium sp. Nao houve qualquer crescimento em aerobiose; entretanto, apos 48 horas,
em ambiente anaerdbico, foi observado crescimento de incontaveis colonias B-
hemoliticas com coloragao branco-acizentadas, bordos irregulares e crescimento em

ondas caracteristicas doC. septicum.
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5. DISCUSSAO E CONCLUSOES

De todas as clostridioses diagnosticadas no SPV-UFRGS, no periodo 1996-2010,
as mais importantes foram tétano, botulismo e enterotoxemia. Tétano e botulismo
causaram mais de 70% dos casos observados. Em bovinos, as doencas mais importantes
foram o tétano e o botulismo que perfizeram mais de 80% das clostridioses. Em equinos e
ovinos, a clostridiose mais importante foi tétano e representou mais de 90% e 75% dos
casos, respectivamente. Em caprinos, a enterotoxemia foi a principal clostridiose e foi
associada com mais de 95% dos casos. Em suinos e aves, a uUnica clostridiose
diagnosticada foi botulismo. Os casos observados de tétano demonstraram que a doenga
nao foi muito frequente em ovinos e caprinos, sabidamente sensiveis a toxina tetanica
(ODENDAAL & KRIEK, 2004). Tal fato pode estar associado com menor niumeros de
solicitagdo diagndsticas por veterinarios que definem o diagnostico pelos sinais clinicos e
epidemiologia sem encaminhar animais para diagnodstico pos-morte. Em equinos, os
casos de tétano foram observados em grande ntimero e distribuidos ao longo dos anos.
Como ¢ demonstrado na literatura, pois ¢ a espécie mais sensivel a toxina tetanica
(ODENDAAL & KRIEK, 2004; RADOSTITS et al., 2007). Em bovinos, a doenga foi
observada com maior intensidade em 2001 e 2009, na forma de grandes surtos que
acometeram muitos animais em diversas propriedades e em diferentes regides e, portanto,
com indicios de fonte de contdgio comum. Em 2001 os surtos de tétano em bovinos
foram associados a contaminacao do C. tetani em frascos de vermifugo (DRIEMEIER et
al., 2007). Pela epidemiologia dos surtos acompanhados em 2009 acredita-se que a
mesma forma de disseminagdo do C. fetani, com contamina¢do de algum medicamento
possa ter ocorrido e propiciado a ocorréncia dos surtos. O teste de bioensaio em
camundongos como complemento para o diagndstico clinico de tétano em bovinos obteve
resultados satisfatorios. Comparando-se as trés fases de amostragens coletadas, os testes
de inoculagdo com amostras de animais em fase inicial da doenga apresentaram
sensibilidade maior em compara¢ao com as inoculagdes de amostras de animais em fase
final da doenca ou mortos. Assim, aparentemente, quanto mais precoce for realizada a
coleta de material para ensaio bioldgico em camundongo, maior sera a chance de acerto
no teste. Maior niimero de testes devem ser feitos para avaliar corretamente a eficdcia e
precisdo dos testes de bioensaio em camundongos e para que se tenha certeza de que ¢ um
método confiavel de confirmar a doenga em complemento do diagndstico clinico de

tétano.
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A maioria dos casos de botulismo do Brasil esta relacionada a deficiéncia mineral
e ingestdo de ossos e restos de carcagas presentes nos campos (LANGENEGGER;
DOBEREINER 1988), entretanto nos casos acompanhados aqui, praticamente todos os
casos estiveram associados com contaminacdo dos alimentos. O teste de bioensaio
realizado em laboratdrios especializados revelou, em sua maioria, resultados negativos,
tanto no alimento contaminado, quanto nas amostras dos animais doentes. O diagnostico
de botulismo nesses casos se baseou principalmente no historico e alteragdes clinicas
observados nos surtos em associacao com a exclusao de outras doencas (FERNANDES
& RIET-CORREA, 2007). Surtos de botulismo em suinos estiveram exclusivamente
ligados ao fornecimento de sobras de alimento proveniente de restaurantes. Através do
teste do bioensaio e soroneutralizagdo em camundongo foi possivel comprovar a maioria
das intoxicagdes na espécie e inclusive determinar a toxina botulinica do tipo C como a
responsavel nesses casos. Em suinos, a intoxicagao pela toxina botulinica ¢ rara e, quando
ocorre esta associada com a toxina do tipo C. Exemplos de fontes de ingestdo dessa
toxina sao de restos de alimento em decomposi¢ao (DOIURTRE, 1967). Na maioria dos
casos de botulismo em aves nao se determinou a fonte da intoxicagao, entretanto nos dois
surtos ocorridos em aves silvestres mantidas em cativeiro as duas possiveis causas de
fonte de contaminagdo presentes nos recintos das aves sdo descritas como as principais
formas de intoxicagdo em aves aquaticas (ROCKE & BOLLINGER 2007; DUNCAN &
JENSEN 1976). Através do teste de bioensaio em camundongo foi possivel isolar a
toxina botulinica tipo C em amostras de um dos surtos. Em todos os surtos de botulismo
em bovinos, suinos € aves, 0s casos se concentraram nas épocas mais quentes do ano.
Sugere-se, entdo que a elevagdo da temperatura nessas épocas aliada as condicdes ideais
de anaerobiose possa ter propiciado a proliferagao bacteriana e a producao da toxina. Pelo
que se observou nesses casos de botulismo em bovinos, ha necessidade de que se
desenvolva nova técnica diagndstica alternativa para o ensaio bioldgico, pois este tem
identificado apenas 43,1% dos casos clinicos (BARROS et al., 2006). Neste estudo,
apenas uma amostra proveniente de material coletado em surto de botulismo bovino
obteve resultado positivo. Os casos de enterotoxemia foram observados em caprinos e
distribuidos de forma uniforme ao longo dos anos, o que identifica a doengca como
frequente e importante na espécie. O historico observado em quase todos os casos estava
ligado ao consumo de grandes quantidades de alimentos concentrados. As alteracdes
patologicas foram diarreia com conteudo sanguinolento e acimulo de fibrina na luz. Na

maioria dos casos, a detec¢do da toxina épsilon presente no contetido intestinal dos
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caprinos doentes confirmou o diagnostico. Assim como descrito por KRIEK,
ODENDAAL & HUNTER (2004), o diagndstico nesses casos foi realizado com base no
histérico, achados clinicos e patoldgicos, além de ser confirmado pela detecgcdo da toxina
no conteudo intestinal. Os casos de carbinculo sintomdatico observados apresentaram
epidemiologia muito semelhante ao usualmente descrito, contudo os ocorreram em
nimero muito abaixo do esperado, especialmente porque esta ¢ considerada uma das
principais doencas infecciosas do Rio Grande do Sul (RIET-CORREA, 2007a;
FERREIRA et al., 2008). Os dois casos de hemoglobinuria bacilar observados ocorreram
em areas baixas e alagadicgas, portanto confirmam o que ¢ citado pela literatura. A doenga
aparentemente tem pouca importancia, pois a casuistica foi muito baixa e se apresentou
de forma esporadica. Os dois casos de edema maligno em eqiiino foram esporadicos e
associados com contaminacao durante a aplicagdo de medicamentos, o que demonstra seu
envolvimento com problemas de manejo. Em ruminantes, porém nao foram observados

casos da doenca no SPV-UFRGS.
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Mionecrose aguda por Clostridium septicum em equinos

Djeison Lutier Raymundoz, Saulo Petinatti Pavariniz, Pedro Soares Bezerra Junior3,
Nadia Aline Bobbi Antoniassiz, Paulo Mota Bandarraz, Bernardo Stefano Bercht4,
Marcos José Pereira Gomes” e David Driemeier’

ABSTRACT.- Raymundo D.L., Pavarini S.P., Bezerra Junior P.S., Antoniassi
N.A.B., Brecht, B.S, Gomes M.J.P. & Driemeier D. 2010. [Acute myonecrosis by
Clostridium septicum in horses.] Mionecrose aguda por Clostridium septicum em
equinos. Pesquisa Veterinadria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Patologia Clinica
Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves 9090,
Porto Alegre, RS 91540-000, Brazil. E-mail: davetpat@ufrgs.br

Two cases of acute necrotizing myositis caused by Clostridium septicum in horses
are described. Both horses presented swelling of the right pelvic limb extending to the
ventral abdominal region. The cut surface of the affected area revealed blood-stained
edema and gas bubbles. The skeletal muscles of the caudal region of the thigh of the
affect limbs had dark red discolored areas of blood-stained edema and crepitation; the
deep musculature was dry. The main histopathological findings were swelling,
vacuolation and hyaline and floccular necrosis of skeletal myofibers; in between
myofibers there were hemorrhage, edema and large amounts of bacilli. In both cases, C.

septicum was isolated from the edema fluid of muscular lesions.

INDEX TERMS: Diseases of horses, Clostridium septicum, necrotizing myositis, myonecrosis.
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RESUMO.- Descrevem-se dois casos de miosite necrosante causada por Clostridium
septicum em equinos. Os dois equinos apresentavam aumento de volume no membro
pélvico direito e que se estendia para a regido abdominal ventral. Ao corte, essa area era
formada por edema sanguinolento e bolhas de géas. Os musculos esqueléticos da regido
caudal da coxa apresentavam areas vermelho-escuras, crepitantes, com edema
sanguinolento e, ao corte, as areas mais profundas da musculatura tinham aspecto seco.
As principais alteracdes histopatoldgicas observadas foram tumefacdo, vacuolizagao,
necrose hialina e necrose flocular de fibras musculares esqueléticas. Entre as fibras, havia
hemorragia, edema e grande quantidade de bacilos com tamanho de 3-6um. Na coloracao
de Gram, os bacilos se apresentavam roxos (Gram-positivos); quando impregnados pela
prata (Warthin-Starry), se mostraram enegrecidos. Nos dois casos, C. septicum foi

isolado, em ambiente anaerdbio, do liquido de edema das lesdes musculares.

TERMOS DE INDEXACAO: Doencas de equinos, Clostridium septicum, miosite necrosante,

mionecrose.

INTRODUCAO
Miosite por clostridios, mionecrose e edema maligno sdo algumas das denominagdes
utilizadas para designar infecg¢des necrosantes em tecidos moles associadas a Clostridium
spp. em equinos (Peek et al. 2003). Em animais de producao, essas lesdes podem estar
associadas com castragdo, tosquia, feridas penetrantes, injecdes e lesdes relacionadas a
paricao (Radostits et al. 2007). A mionecrose ¢ frequentemente observada em bovinos,
ovinos e caprinos, que sdo as espécies mais suscetiveis. Suinos e equinos apresentam
menor susceptibilidade. Em equinos, C. perfringens e C. septicum sdo as bactérias mais
frequentemente observadas em casos de mionecrose (Jeanes et al. 2001, Peek et al. 2003),
mas C. chavoei (Hagemoser et al. 1980), C. novy (Graham, 1940) e C. fallax (Cooloe et
al. 1983) também ocorrem nesses casos. C. septicum ¢ um bacilo gram-positivo grande
(tamanhos de 3-6um), mével e anaerdbico obrigatério (Odendaal & Kriek 2004) que
produz quatro diferentes toxinas. A mais importante, alfa toxina, ¢ hemolitica e necrotica
e, em associagdo com as outras toxinas, causa danos ao endotélio vascular ¢ membrana
plasmatica muscular (Rebhun et al. 1985, Perdrizet et al, 1987). Os animais afetados

desenvolvem os sinais clinicos em aproximadamente 48 horas apds a inocula¢do ou
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injuria (Jeanes et al. 2001) e apresentam febre, depressdo, toxemia e inchaco muscular,
muitas vezes, com dor associada. Essa lesdo muscular inicialmente se apresenta
hiperémica, quente, macia e delimitada; posteriormente se torna escura, fria, firme e
necrosada (Reed, 1955, Rebhun et al. 1985). Em muitos casos, o exame de palpagao do
local afetado revela acumulo de gids no tecido subcutaneo e musculos adjacentes;
entretanto, pode estar ausente (Perdrizet et al. 1987, Jeanes et al. 2001). Na necropsia,
observa-se grande quantidade de liquido inflamatorio serosanguinolento no tecido
subcutaneo. Em alguns casos, ha apenas grande quantidade de gés no tecido subcutaneo e
fascias sem lesdo muscular, a qual, quando presente ¢ caracterizada por intensa miosite
necrotica (Odendaal & Kriek 2004). Este trabalho relata os achados clinico-patolégicos
observados em dois casos de mionecrose aguda em equinos associados com infec¢des por

C. septicum.

MATERIAL E METODOS
Um equino Quarto de Milha, macho de 7 anos de idade (Equinol) e outro, Crioulo, macho de 4
anos de idade (Equino2), foram necropsiados pelo Setor de Patologia Veterinaria da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS). Os dados da evolugao da doenca e sinais clinicos
foram obtidos com o veterinario e proprietarios responsaveis. Durante a necropsia, amostras de
tecidos foram coletadas, fixadas em solugdo de formalina tamponada a 10%, processadas pelas
técnicas rotineiras de histopatologia, cortadas na espessura de Sum e coradas pela técnica de
hematoxilina e eosina (HE). Cortes de musculos esqueléticos foram também corados pela técnica
de Gram e Warthin-Starry. Amostras de liquido de edema serosanguinolento foram coletadas da
regido subcutidnea dos dois equinos, mantidas sob refrigeracdo e¢ encaminhadas para cultivo
microbiologico. Esses materiais foram inoculados por pun¢do direta com a al¢a de platina e
semeados em agar sangue (7% de sangue ovino) e agar Maconkey. As placas foram incubadas a

37°C em ambientes aerdbico e anaerobico, com utilizagdo do envelope AnaeroGen.

RESULTADOS
O Equino 1 apresentou aumento de volume no membro pélvico direito e colica antes da
morte. Trés dias antes, esse animal tinha perdido a ferradura do membro torécico
esquerdo, quando foi iniciado tratamento com antiinflamatorio intramuscular. O Equino 2
estava ha quarenta dias sendo preparado para apresentagdo, periodo no qual apresentou
emagrecimento progressivo. Quinze dias antes da morte, hepatoprotetor e antiparasitario

foram administrados intramuscularmente. No dia que antecedeu a morte, esse animal



61

apresentava dificuldade de locomogdo, ou relutancia ao movimento. Imediatamente,
recebeu antiinflamatorio e demonstrou melhora leve do quadro clinico. No dia seguinte, o
animal estava agonizando e com aumento de volume no membro pélvico direito,
imediatamente antes da morte. Durante as necropsias dos dois equinos, observou-se
aumento de volume nos membros pélvicos direitos que se estendiam até a regido
abdominal ventral (Fig.1). Ao toque, esses aumentos apresentavam crepitacdo que
deixava uma depressao sob a pressao de um dedo (sinal de god¢€) (Fig.2). Ao corte, essas
areas apresentavam edema sanguinolento e bolhas de gas subcutaneo e intramuscular. Os
musculos esqueléticos tinham 4reas vermelho-escuras, crepitantes, com edema
sanguinolento e, ao corte, aspecto seco (Fig.3). No equino 1, essa alteragdo foi observada
nos musculos gracil, semi-membranaceo, gluteo biceps, quadriceps femoral e glateo
superficial. No Equino 2, os musculos afetados incluiam glateos superficial, acessorio e
médio, além de gracil e quadriceps femoral. No coragcdo de ambos os equinos, observou-
se petéquias na superficie epicardica e, no equino 2, liquido serosanguinolento no interior
do saco pericardico. Os pulmdes estavam congestos, com edema e petéquias subpleurais
nos dois equinos. No exame histopatologico dos musculos esqueléticos afetados de
ambos 0s equinos, observaram-se diversos graus de tumefagdo e vacuolizacdo de fibras e
numerosas fibras com necrose hialina e flocular. Entre as fibras musculares, havia edema
e hemorragia, grande quantidade de bacilos e areas de enfisema com discreto infiltrado de
neutrofilos e monocitos (Fig.4) Na pele, havia congestdo difusa acentuada, edema,
hemorragia e enfisema com grande nimero de bacilos. Pela técnica de coloragdao de
Gram, os bacilos se apresentaram roxos, colora¢do caracteristicas de bactérias gram-
positivas (Fig.5). Na técnica de impregnacdo pela prata (Warthin-Starry), esses bacilos se
apresentaram enegrecidos (Fig.6). No exame microbioldgico, observou-se em coloragdo
direta do musculo, grande quantidade de células vegetativas, algumas esporuladas,
compativeis com Clostridium sp. Nao houve qualquer crescimento em aerobiose;
entretanto, apos 48 horas, em ambiente anaerobico, foi observado crescimento de
incontaveis colonias B-hemoliticas com colora¢do branco-acizentadas, com bordos
irregulares e crescimento em ondas. A coloragdo de Gram evidenciou esporos ovais e
subterminais. Na microscopia de fase, observou-se motilidade. C. septicum foi isolado e

identificado pelas caracteristicas morfotintoriais e culturais.
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DISCUSSAO
O diagndstico de mionecrose aguda por Clostridium septicum nos dois equinos foi
estabelecido pelos achados de necropsia e histopatologia e confirmado pelo isolamento
microbiologico do agente a partir do liquido de edema das lesdes. Os dois equinos deste
trabalho infectados por C. septicum foram tratados com medicamentos injetaveis
intramusculares, forma de inoculag@o do bacilo descrita na literatura como mais frequente
(Rebhun et al.1985, Peek et al. 2003). As regides descritas como mais frequentemente
afetadas incluem pescogo (musculo cervical), peito (peitoral) € membro pélvico (gluteos,
semimembranaceo e semitendindceo); locais de eleicdo para aplicagcdes intramusculares
em equinos (Peek et al. 2003 ). Nos dois casos, a lesdo se desenvolveu na regido do
membro pélvico e afetou principalmente musculos da regido dorso-caudal da coxa,
localizagao descrita por diversos autores como uma das regularmente afetadas por miosite
necrosante em equinos; contudo associada a prevaléncia mais baixa (25%) do que a
regido cervical (71%) (Jeanes et al. 2001). Os dois equinos apresentaram evolucdes
clinicas distintas, o historico do Equino 1 indica uma possivel infec¢ao pelo agente cerca
de trés dias antes da morte: enquanto que, no Equino 2, a inoculagdo parece ter ocorrido
cerca de 15 dias antes. Os dois equinos apresentaram aumento de volume muscular um
dia antes da morte. Muitos autores descrevem a infec¢do por Clostridium spp. em equinos
com evolugdo aguda, de 24-48 horas (Rebhun et al. 1985, Brown et al. 1988, Peek et al.
2003); entretanto alguns equinos tém apresentado periodos maiores de evolugdo, de até
duas semanas (Perdrizet et al. 1987). As lesdes musculares encontradas na necropsia dos
dois equinos sdo semelhantes as descritas previamente (Peek et al. 2003). A lesdo
inflamatoria e necrotica da musculatura afetava area extensa e acometia diversos
musculos. A maioria dos relatos sobre miosites necroticas em equinos se refere a infecgao
por C. septicum ou C. perfringens (Jeanes et al. 2001, Peek et al. 2003). Como esses
casos apresentam uma evolu¢do muito aguda ¢ extremamente importante adotar medidas
preventivas para evitar a infec¢do, pois o tratamento s6 ¢ eficiente quando realizado nos
estagios iniciais da doenca (Peek et al. 2003). Medidas como higienizagdo do local de
aplicacdo de inje¢des, utilizacao de agulhas limpas e institui¢ao de terapia antimicrobiana
em casos de lesdes perfurantes ou formagdo de porta de entrada para bactérias sdo

indicadas (Brown et al. 1988).
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Legendas das Figuras

Figura 1 — Clostridioses diagnosticadas no Setor
de Patologia Veterinaria da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS). Necropsia
de equino com miosite necrética por Clostridium
septicum. Aumento de volume do membro pélvico
direito com extravasamento de liquido sero-
sanguinolento.

Figura 2 — Clostridioses diagnosticadas no Setor
de Patologia Veterinaria da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS). Necropsia
de equino com miosite necrética por Clostridium
septicum. Aumento de volume do membro pélvico
direito com edema depressivel (sinal de godé).
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Figura 3 — Clostridioses diagnosticadas no Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS). Necropsia de
equino com miosite necrdtica por Clostridium
septicum. Musculo esquelético com areas vermelho
escuras € edema sanguinolento, crepitantes € ao corte
com aspecto seco.

Patologia Veterinaria da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS). Equino com
miosite necrotica por Clostridium septicum. Musculo
esquelético. Tumefacdo, necrose hialina e necrose
flocular de fibras musculares (detalhe, HE, obj. 20),
entre as fibras musculares ha edema e hemorragia.
HE, obj 10.
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Figura 4 — Clostrldloses diagnosticadas no Setor
de Patologia Veterinaria da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS). Equino com
miosite necrotica por Clostridium  septicum.
Musculo esquelético. Grandes bacilos gram-
positivos nas areas de edema. Gram, obj 40.

Flgura 5 — Clostridioses diagnosticadas no Setor
de Patologia Veterinaria da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS). Equino com
miosite necrdtica por Clostridium  septicum.
Musculo esquelético. Grandes bacilos de coloracao
enegrecida nas areas de edema. Warthin-Starry, obj
40.
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Abstract

In the late summer, 2010, an outbreak of type C botulism affected the birds kept in a dam

at a southern Brazilian zoo. A total of 11 (10 black necked swan Cygnus melancoryphus

and 1_Muscovy duck Cairina moschata) out of 100 birds died after showing flaccid

paralysis of the skeletal muscles characterized by general locomotion deficit, flight and
swimming difficulties, dropped neck, and severe dyspnea. In the surroundings of the
dam, there were carcasses of dead birds, some of which with large infestation by fly
larvae. Shallow areas of the dam were associated with decreased water level by
evaporation due to hot whether and showed collections of mud and decomposing organic
matter. There were no significant pathological changes. Epidemiological and clinical
findings indicated the diagnosis, which was confirmed by mouse bioassay and
seroneutralization of type C botulism toxin.

Key words: Avian botulism, Clostridium botulinum, type C botulism, black-necked swan,

Cygnus melancoryphus, Muscovy duck, Cairina moschata.
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BRIEF COMMUNICATIONS

Botulism is caused by the ingestion of toxins produced by Clostridium botulinum.*
Under anaerobiosis, the spores of C. botulinum proliferate and produce the neurotoxins
that are classified in eight different serotypes (A, B, C;, C,, D, E, F e G).10 Type C toxin

is associated with most of the outbreaks in birds,” especially aquatic birds.**'" T

WO
major sources of botulinum toxin have been identified. The first has been linked to
contaminated water collections in dams and lakes, in which there have been a decrease in
the oxygen content associated decomposing organic matter."””’ This route of intoxication
has been associated with botulism in birds kept in captivity.”® The second form of the
disease has been linked to presence of the toxin in carcasses of dead animals, in which
may have infestations with fly larvae that accumulate the toxins and attract the interest of
the birds.3,9 Affected birds develop signs of progressive weakness, paresis, and flaccid
paralysis of skeletal muscles characterized by general locomotion disorder, flight and
swimming difficulties, dropped neck, and protrusion of the nictitating membranes.**
Diagnosis of the disease in birds is based on history, clinical signs, and absence of
significant changes at necropsy,9 and the mouse bioassay with serum neutralization

confirms the disease.® This communications describes an outbreak of type C botulism in

captive wild birds at a southern Brazilian zoo.

Four black-necked swans (Cygnus melancoryphus) and one Muscovy duck (Cairina

moschata) were found moribund, euthanized, and necropsied at the Sapucaia do Sul
Zoological Park in Rio Grande do Sul, Brazil. Clinical information was retrieved from the
veterinarians in charge at the zoo. At necropsies, tissue samples were collected and fixed
in 10% buffered formalin. Subsequently, these fragments were routinely processed for
histology, sectioned at Sum thickness, and stained with hematoxylin and eosin (HE).
Samples from intestinal contents, liver, and serum were collected, stored under
refrigeration, and submitted to the Laboratorio Nacional Agropecuario (LANAGRO-
MG), where samples of liver extract and serum from necropsied birds were inoculated

intraperitoneally in mouse and subsequently seroneutralized with antitoxins C and D.

In the late summer 2010, a total of 11 out of approximately 100 birds, which were
kept in the same dam (Fig.1A), died after showing comparable clinical signs that included

flaccid paralysis of the skeletal muscles characterized by general locomotion deficit,
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flight and swimming difficulties, dropped neck, and severe respiratory difficulty. Some
birds showed deep depression, but when stimulated to move, presented exacerbated signs,
sometimes culminating with death. Before deaths began, there was a period of three days
in which birds have not received their normal commercial concentrate. In the enclosure
where the birds had been kept, carcasses of additional dead birds (Fig.1B) were found,
some with large infestation with fly larvae. There also were shallow areas (Fig.2A and B)
of the dam in which the water level had decreased due to the warm whether and create
large volumes of fetid mud associated with decomposing organic matter. At necropsy,
birds appeared well nourished, and during the opening of the coelomic cavity, livers were
diffusely yellowish. There were petechial hemorrhages in the epicardium, and large
collection of fibrin on the mucosae from small intestines. In one swan, there was
hemorrhagic content in the initial portion of the duodenum. All dead birds had dark red
lungs with sanguineous fluid at cut surfaces. Microscopic findings included moderated fat
degeneration of liver and marked pulmonary congestion. Mouse intraperitoneal
inoculation of liver extract and serum from dead birds produced clinical disease
undistinguishable from botulism. The typification and antitoxin seroneutralization

identified type C botulism toxin as responsible for the outbreak.

Presumptive diagnosis was established by the association of epidemiological and
clinical findings with the absence of significant pathological changes, whereas it was
confirmed trough the detection of type C botulinum toxin after intraperitoneal inoculation
of liver extract and serum from dead birds in mouse. Detection of the most common
epidemiological factors that have been associated with the occurrence of the disease in
wild aquatic birds® enforces the diagnosis. The ration deprivation by which birds were
submitted may create an additional risk factor, since birds were forced to search for food
in muddy and contaminated waters or carcasses of dead birds. There is an extent list of
avian species that have been affected by type C botulism;’ however, no report of the

disease in black-necked swan (Cygnus melancoryphus) was found.
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Figure 1. A. Dam in which birds were affected by type C botulism. B. Carcasses of dead birds

infested with fly larvae provided an important risk factor for botulism in birds. Insert: carcass of

fulvous whistling-duck Dendrocygna bicolor infested with fly larvae.
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Figure 2. A and B. Shallow areas of the dam in which birds were kept. The water level had

decreased due to the hot whether creating large volumes of mud associated with

decomposing organic matter, in which birds searched for food.



