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RESUMO

OCORRENCIA DE Clostridium botulinum EM AMOSTRAS DE
ALGUMAS ESPECIES DE PESCADO COLHIDAS NO LITORAL DO

ESTADO DE SAO PAULO

Ivone Delazari

Rodolpho de Camargo

A presente pesguisa visou & avaliagao da ocor-
rencia de Clostridium botulinum em varias espécies de pesca-
do, incluindo peixes de escama e de couro, crustaceos e mo-
luscos.

Um total de 500 amostras foram examinadas, com
preendendo a pescada-foguete, bagre-do-mar, sardinha-verdadei
ra, camarao-sete-barbas e ostras. Deste total, 135 amostras
(27,0%) apresentaram toxicidez indicativa da presenca de C.

botulinum, guandoextratos de culturas eram inoculados intra_
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peritonealmente em pares iguais de camundongos suigos (Mus muscu lus).A
maior freqtiéncia de contaminagao foi constatada em camardes
(35, 0%), seguindo-se as amostras de ostras (34, 0%) e de
pescada- foguete e bagre -do-mear, com 31,0% cada uma. O menor iﬂ
dice de contaminacao por C. botulinum foi verificado em sar-
dinhas (4,0%).

O0s resultados obtidos pelo exame de amostras
de peixes sugerem que fatores tais como habitos alimentares e
"habitat” influenciam grandemente nos niveis de contaminacgao,
sendo maiores nas espécies demersais (pescada-foguete e ba-
gre-do-mar) e menores nas especies pelagicas (sardinha).

0 C. botulinum tipo E foi positivado com maior
freqtiencia (13,8%), seguido dos tipos F (4,6%), B (3,0%), A(2,
6%) e tipos nao identificados (1,6%) provavelmente tipos C ou 0. Por ou-
tro lado, observou-se também a ocorrencia de amostras contendo mais de um ti-
ipo de C. botulinum, na freqtiencia de 5,1%.

Foi também realizada uma avaliagao sobre a ade-
quagao da metodologia normalmente utilizada na deteccgao de
C. botulinum. 0Os resultados revelaram que pela efetivagcao de
estrias de isolamento a partir do centrifugado (sedimentos)
de culturas, era muito aumentada a possibilidade de isolamento
desta bactéria, principalmente quando mais de um tipo era
presente na amostra.

Verificou-se, tambén,quepelo usodo teste de iodo, apli-
cado as colonias isoladas em placas de sacarose-gema de ovo-agar, resulta

em um rapido e eficiente método presuntivo para a detecgao do tipo E.



SUMMARY

OCCURRENCE OF Clostridium botulinum IN SOME FISH SPECIES
SAMPLING COLLECTED IN COASTLAND OF THE STATE OF SAO PAULO,

BRAZIL

Ivone Delazari

Rodolpho de Camargo

This research is concerned with the occurrence
of Clostridium botulinum in some species of fish, shelfish
(oysters) and crustaceans (shrimps]).

Five hundred samples were examined, consisting
of one hundred specimens each of white fish, catfish, sardines,
shrimps and oysters.

One hundred and thirty five samples (27,0%)
showed toxicity, indicating the presence of C. botulinum when

‘culture extracts were inoculated intraperitonially in matched
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pairs of swiss mice (Mus musculus). The highest freguency of
toxicity was observed in shrimps (35,0%) followed by oysters
(34,0%), cat fish (31,0%) and white fish (31,0%). Sardines
showed the lowest level (4,0%) of contamination.

The results suggest that feeding habits and
habitat greatly influence the contamination 1levels, being
highest in demersal species (cat and white fishes) and lowest
in pelagic ones [(sardines).

C. botulinum type E was isolated in greatest
frequency (13,8%), followed by F (4,6%), B (3,0%), A (2,6%)
and non identified types (1,6%), probably C or D types.
Moreover, it was observed that some samples (5,1%) contained
more than one C. botulinum type.

An evaluation was also made on routine C. bo-
tulinum detection methodology compared with plating procedures
on egg yolk agar media. The results showed that the isolation
of C. botulinum strains was improved when sampling were
centrifuged followed by streaking on egg vyolk agars. This was
particularly noticed usually when more than one C. botulinum

type was present.

It was also observed that the use of the iodine
test on colonies grown on Sacarose-egg Vyolk agar plates

result in a fast and efficient presumptive method for the

detection of C. botulinum type E.



1. INTRODUGRO

0 desenvolvimento microbiano em produtos ali-
menticios e condicionado por fatores inerentes ao proprio ali
mento (fatores intrinsecos), bem como pelas condigoes ambien-
tais que, com maior ou menor intensidade, irao afetar a natu-
reza e a velocidade-de crescimento da microflora contaminan-
te (fatores extrinsecos). Em fungao da adequacgao destes fato-
res, 0s alimentos poderao servir de substrato para a prolife-
ragcao de bactérias, bolores e leveduras; usualmente, em conse
quéncia da atividade metabolica destes microrganismos, serao
desencadeados diferentes processos de deterioracgao refletidos por alte-
racoes de aroma, sabor, textura, coloracgao, etc., que irao re-
sultar na perda completa do alimento ou na redugao do seu pe-
riodo de vida Gtil. No entanto, ao lado da participagao como
agentes de deterioracgao, a presenga de microrganismos nos ali
mentos também merece consideracgoes no aspecto de Salde Publi-

ca. Levantamentos epidemiologicos conduzidos em varios pai-



ses, tem revelado a participagao crescente de alimentos conta
minados ou infectivos em casos ou surtos de toxi-infecgoes com
indices de morbidade, mortalidade e letalidade muito varia-
veis.

Dentre as bactérias patogénicas de possivel
ocorréncia e capacidade de multiplicagao em alimentos, o Clos
tridium botulinum €&, provavelmente, a de maior importancia. Es
ta afirmativa & justificada pelas seguintes consideracoes:

- Inicialmente, o microrganismo C. botulinumé
uma bacteria esporogenica, tendo seus esporos elevada resis-
téncia aos agentes fisicos e quimicos; a excessdo de algumas
cepas de C. sporogenes e do organismo identificado como Clos-
tridium P.A. 3679, os esporos de C. botulinum sao os de maior
resistencia térmica entre as bactérias esporogeénicas mesofi-
licas anaerobias.

- A par da resisténcia térmica de seus espo-
ros, o C. botulinum, em decorrencia de seu desenvolvimento no
alimento, produz uma neurotoxina extremamente potente; confor
me mencionado por ABRAMS et alii, 18946, 1,0 miligrama de to-
xina botulinica contém dose letal para 30 milhoes de camundon
gos, sendo aproximadamente seis vezes mais toxica que a tepé
nica e caracterizando-se como a mais potente entre as toxinas
bacterianas. Em decorréencia destas caracteristicas, a destrui
cao ou inibigao dos esporos de C. botulinum €& premissa basica
no processamento térmico de alimentos industrializados. Assim

sendo, o0 binomio tempo-temperatura de esterilizagao para ali-



mentos de baixa acidez (pH > 4,8) & calculado visando a asse-
gurar a destruigao de um ndmero muito elevado de esporos deC.
botulinum (conceito 12 O, FO minimo = 2,54 minutos).

A despeito das preocupacgoes adotadas no proces
samento industrial dos alimentos, os dados epidemiologicos de
indmeros paises revelam a ocorréncia continuada de casos ou
surtos de botulismo, usualmente com indices elevados de morta
lidade; embora muitos destes surtos sejam decorrentes do con-
sumo de alimentos de conservacgao caseira, sabe-se que a ado-
cao de novos métodos ou técnicas de conservagao industrial tem
resultado na sobrevivencia de esporos viaveis de C. botulinum,
principalmente quando as condigoes de armazenamento dos pro-
dutos nao sao adequadas.

Estas consideracgoes realgam portanto, a neces-
sidade da continuidade nos estudos sobre C. botulinum, princi
palmente no que concerne a sua real incidéncia nas varias ma-
terias primas de uso industrial, e as técnicas para a destrui
cao de esporos ou o controle adequado da sua germinagao.

Particularmente nos paises com grau avancgado
de tecnologia, sao inUmeros os relatos e pesquisas evidencian
do a ocorrencia de C. botulinum no ambiente natural e a predo
minancia dos diferentes tipos nos alimentos. J& no que diz res
peito a América do Sul e ao Brasil, em particular, sao prati-
camente inexistentes pesquisas desta natureza, impossibilitan
do, portanto, uma avaliagdo concreta da real ocorréncia de C.

botulinum no ambiente. No entanto, dados esparsos, mencionan



do um surto de botulismo humano no Rio Grande do Sul, deixam
antever a presenga da bactéria em nosso ambiente.

0 desenvolvimento de C. botulinum pode ocorrer
tanto em alimentos de origem animal como vegetal, desde que
suas exigéncias minimas de atividade de agua, pH, potencial de
oxi-redugao e nutrientes disponiveis sejam atendidas; no en-
tanto, dentre os produtos de origem animal, os pescados sao
os mais freqlientemente envolvidos em casos ou surtos de botu-
lismo. Fatores como a contaminagao freqtiente da matéria-prima
e praticas nao adequadas de conservagao poderiam parcialmente
explicar esta constatagao. Cabe ainda acrescentar que o unico
surto de botulismo humano registrado no Brasil foi também de-
vido ao consumo de conserva caseira de pescado, conforme cons
ta dos registros existentes no Instituto Butantan.

Com base nas consideragoes mencionadas e visan
do contribuir para um melhor conhecimento da ocorréncia de C.
botulinum no ambiente brasileiro, e que se decidiu pela reali
zacao do presente trabalho que teve os seguintes objetivos:

- Avaliar a ocorrencia de C. botulinum em di-
versas espécies de pescado (peixes, ostras e camarao), sele-
cionadas de forma a incluir espécies de importancia comercial

e habitos alimentares diversos;

- Caracterizar os tipos de C. botulinum presen
tes no pescado, visando principalmente avaliar qual ou quais

0s tipos predominantes nas espécies pesquisadas, e,



- Avaliar a eficiencia e validade de técnicas
para o isolamento e caracterizacao de culturas puras de C. bo

tulinum a partir de amostras de pescado.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Epidemiologia de Clostridium botulinum
2.1.a - Caracteristicas Gerais da Bactéria Clostridium
botulinum

0 géenero ClostridZum compreende bactérias usual
mente moveis, com flagelos peritriqueos, e ocasionalmente imo
veis. Formam esporos ovais ou esféricos, os quais usualmehte,
possuem um diametro maior gque o das células vegetativas, oca-
sionando em consequéncia, a dilatagao destas. As células sao
Gram-positivas, pelo menos nos primeiros estagios do desenvol

vimento. Sao guimorganotré6ficas, apresentando espécies saca-



roliticas, proteoliticas, algumas se apresentam com ambas as ca-
racteristicas e outras que nao apresentam nenbuma destas ati-
vidades (SMITH & HOBBS, 1974). Sao encontrados comumente em
solo, sedimentos marinhos e de &guas doces, bem como no trato
intestinal do homem e dos animais (RIEMANN, 1969 e SMITH &
HOBBS, 1974).

A espécie C. botulinum compreende bactérias em
forma de bastonestes: ' retos ou ligeiramente curvos, medindo de
2,0 a 10,0 micrometros de comprimento por 0,5 a 2,0 microme-
tros de largura, ocorrendo isolados, pareados ou ainda em pe-
gquenas cadeias. Embora incluidas dentro da definicgao g lobal
da espécie, as diferentes cepas de C. botulinum podem apresen

tar caracteristicas culturais, fisiologicas, bioquimicas e so

sologicas bastante diversas. Talvez o trago mais marcante da
espécie seja a producgao de neurotoxinas, com agao
farmacologica semelhante, mas apresentando diversidade

antigénica, oque permite a divisao da espécie em sete tipos

diversos (A, B, C, 0O, E, F e G) com base na especificidade
antigénica das varias toxinas, evidenciando tanto em reagdes
"invivo” como "invitro”.

0 tipo A foi pela primeira vez isolado em E1l-
lezelles, na provincia de Hainaut, na Belgica, por Emile Pier
re Marie van Ermengen,em 18396, a partir de presunto cri salga-
do, responsavel pela morte de trés misicos (SMITH, 1977 e
DOLMAN, 1964). 0O microrganismo isolado por van Ermengen foi de

nominado Bacillus botulinus (STIEBERS, 1967).



0 tipo B foi isolado por Landman em 1804, no
laboratorio da Companhia Merck, em Darmstadt, Alemanha, quan-
do o pesquisador examinava porgoes remanescentes de uma sala-
da de vagem de processamento caseiro, gque havia causado na-
quela cidade, a morte de 11 pessoas (SMITH, 1977). 0Os dois mi
crorganismos, aquele isolado por van Ermengen e o isolado por
Landman, foram comparados por Leusch em 1810, no Instituto Real
de Doengas Infecciosas, em Berlim. Leuch constatou que embora
similares, os microrganismos eram sorologicamente diferentes,
uma vez que uma antitoxina preparada contra uma das culturas
nédo neutralizava a acao da outra (DOLMAN, 1964 e SMITH, 1977).

0 C. botulinum tipo C foi descoberto em 1822,
quase simultaneamente na Australia e nos Estados Unidos da

América do Norte. Ida Bengston, do Servigo de Saude Pudblica,

em Washington, D.C., Estados Unidos da América do Norte, iso-

lou-~o de larvas de moscas-verdes (Lucilia caesar), incrimina-
das em uma doenga que causava paralisia em galinhas. Bengston
constatou que a toxina formada pelo organismo recem-isolado,

nao era sorologicamente relacionada com aquelas ja conhecidas,
ou seja, dos tipos A e B (DOLMAN, 1964 e SMITH, 1977). No mes
mo ano, Seddon, na Australia, constatou o mesmo tipo de doen-

ca em gado, entao chamada paralisia bulbar, que era uma con-

sequéncia da ingestao de materiais contaminados com um micror
ganismo que denominou Clostridium parabotulinus (DOLMAN, 1964).
No entanto, Pfenninger, em 1824, estudando as duas culturas,

verificou gque elas poderiam ser consideradas como dois sub-ti



tipos, uma vez que a antitoxina produzida para a cultura ori-
ginalmente isolada por Bengston neutralizava a toxina produ-zida
pelo organismo isoladopor Seddon.enquanto a antitoxina preparada
a partir de cultivo deste Gltimo microrganismo nado neutralizava a
toxina produzida pela cepa isolada por Bengston(BOROFF & DAS GURTA,

1971 e SAKAGUCHI, 1979).Em 1927, foi proposto que o microrganismo

isolado por Bengston fosse denominado C. botulinum tipo C alfa,

enquanto o de Seddon denominar-se-ia C. botulZ num tipoC beta
(SMITH, 1977).

0 tipo D foi isolado por Theiler e Robinson, em
Onderstepoort, em Pretoria, Africa do Sul, a partir da carca-
ca de uma vaca que havia morrido de "lamsiekte”, uma parali-
sia responsavel pela morte de milhares de cabecas de gado na-
quela pais (DOLMAN, 1964). Gunnison e Meyer, em 1828, nos Es-
tados Unidos da América do Norte, estudaram a bactéria isola-
da e verificaram ser a toxina por ela produzida diferente da-
quelas ate entao conhecidas, denominando-a, entao, de C.
botuli num tipe D (SMITH, 18977).

D C. botulinum tipo E foi também isolado quase
qgue simultaneamente em dois lugares diferentes, nos anos de
1936 e 1937. Bier, do Instituto de Bacteriologia de Dniepe-
trovsk, na Ucrania, isolou-o a partir de uma amostra de peixe
envolvida em um surto de botulismo. Enviando uma cultura des-
te organismo & Fundagao Hooper, em Sao Franciscoe, California,
nos Estados Unidos da América do Norte, Gunnison e seus cola-

boradores ,apos identificagioecaracterizacao,denominaram-
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na C. botulinum tipo E (DOLMAN, 1964 e SMITH, 1977). Em 1837,
Elizabeth Hazen, do laboratorioc do Departamento de Salde
Piblica em Nova Iorque, Estados Unidos da América do Norte,
isolou também um microrganismo predutor de toxina a partir de
material contido em uma lata de espadilha, também conhecida
como arenque europeu (Clupea sprattus) e processada na
Alemanha. Estudos posteriores comprovaram serem as duas
culturas, embora isoladas em 1locais diferentes, capazes de
produzir a mesma toxina do tipo E (SMITH, 1877).

0O tipo F fol isolado por Moller e Scheibel, em
1960, a partir de uma amostra de pate de figado de fabricagao
caseira, cujo consumo resultou na morte de uma pessoca na ilha
de Langeland, na Holanda (BDRDFF & DAS GUPTA, 1971 e SAKAGU-
CHI, 1979). Entretanto, SMITH, 1977, comenta sobre a possibi-
lidade desta bacteria ter sido isolada e caracterizada ante-
riormente, em 1942, quando Elizabeth Hazen descreveu o isola-
mento de um microrganismo cuja toxina nao era neutralizada pe
la antitoxina E, e que, embora semelhante, nao causava letali
dade em galinhas; cabe acrescentar que é geralmente aceito
que a toxina F & neutralizada em parte pela antitoxina E e que
galinhas e outros galinaceos sao sensiveis a3 toxina E e
resistentes a toxina F (SMITH, 1977).

O tipo G foil descoberto por GIMENEZ & CICCAREL
LT, 1970, que isolaram de uma amostra de solo proveniente de
um campo de milho na provincia de Mendoza, na Argen-

tina.
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No passado, os microbiologistas julgaram con-
veniente dividir a espécie C. botulinum em grupos proteoliti-
cos e nao-proteoliticos, com base na capacidade relativa das
cepas em hidrolisar ou nao as proteinas (caseina, soro coagula
do, ou albumina de ovo coaguladal. As cepas proteoliticas fo-
ram também denominadas de ovoliticas, devido a habilidade de
digerirem a albumina coagulada do ovo. Alguns autores propu-
seram a denominagao de C. parabolutinum para caracterizar ce-
pas proteoliticas. Segundo SMITH, 1877, tal procedimento nao
€ valido por varias razoes: a) o nome da espéecie C. parabotu-
linum foi originalmente aplicado a cepas nao proteoliticas do
tipo C, por Seddon em 1822; b) diferentes culturas obtidas a
partir da mesma cepa poderao mostrar variagoes na atividade
proteolitica, sendo esta usualmente associada com variagOes na
producao de toxina; c) a especificidade antigénica da toxina
nem sempre & correspondente a atividade proteolitica do orga-
nismo que a produz; d) se a espécie (. parabotulinum fTosse de
finida com base nas caracteristicas biogquimicas, seria inevi-
tavel a inclusao na mesma de todas as cepas de Clostridium spo
rogenes uma vez que elas sao identicas no que concerne agque-
las caracteristicas.

Com base nestes fatos, por ocasiao do IV Con-
gresso Internacional de Microbiologia foi recomendado que so-
mente o nome C. botulinum fosse utilizado para caracterizaros
organismos produtores de toxina botulinica (SMITH, 1877).

Levando-se em conta as caracteristicas bioqui-
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micas, € possivel a subdivisao da especie C. botulinum em qua-
tro grupos (HODERMAN & MOORE, 1972; SMITH & HOBBS, 1874 e
SMITH, 1877):

Grupo I. Anteriormente denominado ovolitico,iﬂ
cluindo todos os microrganismos do tipo A e cepas proteoliti-
cas dos tipos B e F;

Grupo II. Abrangendo todas as cepas do tipo E
e aquelas nédo proteoliticas dos grupos B e F;

Grupo IITI. Incluindo todas as cepas do tipo C
alfa, C beta e o tipo D;

Grupo IV. Abrangendo todas as cepas do tipo G,
proteoliticas e nao sacaroliticas.

As colonias do grupo I, em meio de agar-sangue
sdo irregulares e apresentam reagao de hemé6lise (PREVOT, 1966).
Em meio de cultura contendo gema de ovo, elas, como também as
dos demais grupos, exibem uma superficie iridiscente, quando
examinadas sob luz obliqua. Esta zona lustrosa e tambem deno-
minada camada aperolada (pearly layer). Alem disso, apresen-
tam também uma zona de precipitacao, geralmente menor que 2,0
milimetros, apos 48 horas de incubagao em meio contendo gema
de ovo (UNITED STATES DEPARTMENT OF HEALTH, EDUCATION AND
WELFARE, 1978). As cepas deste grupo, desenvolvem a reagao de
Stikland entre pares de aminoacidos, sendo na sua maioria ca-
pazes de utilizar a arginina como fonte de energia. 0 gas sul
fidrico &€ produzido pela maioria das cepas e a atividade da 1li

pase e evidenciada em meios contendo gema de ovo, formando en
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tdo o precipitado acima referido. Além disso sao capazes de

liquefazer a gelatina (SMITH, 1977).
As colonias do grupoIIl e em especial o tipo

E apresentam-se translicidas em meio de agar sangue, com um
diametro em torno de 0,5 milimetros apos 48 horas de incuba-
cao a 37DC, podendo evidenciar uma discreta reagao de hemolise

(AJMAL & HOBBS, 1966). Em meio de cultura contendo gema de
ovo, as colonias sao irregulares e, alem da camada aperola-
da, apresentam uma zona de precipitado maior do que aquelas

das colonias do Grupo I, medindo de 2,0 a 4,0 milimetros, cir

cundando-as (UNITED STATES DEPARTMENT OF HEALTH, EDUCATION AND
WELFARE, 1978). A gelatina & hidrolizada pela maioria das ce-pas;
sendo capazes de provocar uma suave coagulagao do leite:, o qual, no

entanto nao € digerido (SMITH, 1977). Finalmente, neste gruponaoce

ponao & evidenciada a producao degas sulfidrico, aopasso

gue suas toxinas podem ser ativadas pela tripsina (DUFF et
alii, 1956; GERWING et alii, 1865 e UNITED STATES DEPARTMENT
DF HEALTH, EDUCATIDN AND WELFARE, 1978).

Os microrganismos do Grupo III sao culturalmen
te indistinguiveis. Em meio contendo gema de ovo, as colonias
sao irregulares, apresentando bastante semelhanga com as do
Grupo II. A gelatina & hidrolisada, enquanto a caseina ou ou
tras proteinas nao sao digeridas pela maioria dos representan
tes (SMITH, 1977).

As colonias do Grupo IV, ou seja do tipo G, sao

de modo geral menores do que as dos outros grupos. As cepas
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apresentam reagdes negativas para a produgao de gas sulfidri-
co, lecitinase, lipase e hidrolise da gelatina, bem como para

a fermentagao de carboidratos.

2.1.b - Condigées gerais para o desenvolvimento de
Clostridium botulinum

Neste aspecto, alguns fatores como o potencial de
oxi-reducgado, pH , atividade de agua e presenga de aditivos
quimicos, influem decisivamente no comportamento da bactéria.0OC.
botulinum €& um anaerobio estrito, razao pela qual alimentos
enlatados, embalados a vacuo e determinados produtos cadrneos e de
pescado, sao os principais veiculos da doenga (SAKAGUCHI, 1979).0
desenvolvimento do microrganismo & dependente do potencial de
oxi-redugao doalimento,o qual,sendo suficientemente reduzido,
podera proporcionar condigoes para a multiplicagao (SAKAGUCHI,
1979 e HOBBS, 1876). Sendo um anaerobio estrito, o oxigénio
atmosférico tem um efeito direto inibitorio e/ou toxico. O
organismo & susceptivel ao peroxido de hidrogeénio formado como
produtometabolicodascélulas expostas ao oxigeéenio, alem da
possibilidade de formagao de outros peroxidos devido a
oxidagao dos compostos do meio decultura, os quais poderao
tambem atuar sobre a bacteria (RIEMANN, 1968). 0 mais alto
valor de potencial de oxi-redugao que permitird o crescimento

dependera do numero de ceélulas preseptes, desde que elas

reduzem o potencial no seu ambiente mais
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imediato. Os esporos de C. botulinum tipos A e B iniciam o de
senvolvimento apos 10 a 20 dias em leite desnatado armazenado
sem precaugoes de anaerobiose e a toxina botulinica pode ser

produzida em peixe defumado inoculado superficialmente com es

poros do tipo A e incubado em condigoes aerobicas a BOOC por 8 dias
(RIEMANN, 1969). Nestes casos, o alimento por si mesmo produz um
potencial de oxi-redugao suficientemente reduzido.Microrganismos
contaminantes também podem <consumir o oxigénio presente,
proporcionando condigoes anaerobicas mesmo na superficie do
alimento, como no caso de peixe defumado (RIEMANN, 18968).
JAY, 1870, comenta que o crescimento de Clostridiwnm ocorre em
valores de potencial de oxi-redugao iguais ou menores que
-36 milivolts.

Em relacao ao pH, dados experimentais indicam
que C. botulinum nao apresenta crescimento em valores de pH
menores ou iguais a 4,7 (DODLAUG & PFLUG, 1978; TOWNSEND et
alii, 1854; HAUSCHILD et alii, 1975; ITO et alii, 1976 e LE-
CHOWICK, 1968); no entanto, o pH 4,6 & considerado, por
medi-da de seguranga, como a linha divisoria entre os
alimentos acidos, onde via de regra o microrganismo nao se
desenvolve, e o0s alimentos de baixa acidez, capazes de
proporcionar condigoes que permitem a proliferacao da
bacteria.

Segundo OHYE et alii, 1967, a atividade de agua
minima necessaria ao desenvolvimento de C. botulinum tipo E e
estimada em 0,875, embora cepas mais tolerantes consigam de-

senvolver-se em valores entre 0,965-0,970; cabe acrescentar
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qgue alguns autores (RIEMANN, 1969 e OHYE & CHRISTIAN, 1966)
estabelecem o valor de atividade de agua de 0,93-0,94 como o©
limite minimo para o desenvolvimento de C. botilinum. Estes va
lores corresponderiam aqueles obtidos em solugoes contendo 50%
de sacarose ou 10% de cloreto de sodio (RIEMANN, 1969; OHYE®
CHRISTIAN, 1966 e LECHOWICH, 1968). OHYE & CHRISTIAN, 1966,
estudando o efeito da atividade de agua sobre o C. botulinum
tipos A, B e E, observaram que sob condicoes ideais de pH e
temperatura, os valores minimos de atividade de agua para ode
senvolvimento dos tipos A, B e E eram, respectivamente, 0,95,
0,94 e 0,97, correspondentes as concentragoes de 8,0, 9,4 e
5,1% de cloreto de sodio respectivamente.

0 efeito inibitorio do cloreto de sodio na ce-1lula
microbiana naoedevido apenas a redugaoda atividade de agua.Outros
fatores, entre as quais o aumento da pressao osmotica,
podendo causas plasmolise das células; a liberagao do ion
cloreto, em solugao, o qual & toxico para os microsganismos;
a sensibilizacgao dos organismos a agao do gas carbonicos;e a
interferéncia com a agao dos éenzimos proteoliticos, também
afetam o desenvolvimento microbiano (FRAZIER, 1967). Dados
experimentais revelaram que o C. botulinum & inibido em seu
desenvolvimento em presenga de niveis de 10% de cloreto de
sodio, embora a producgao de toxina nao ocorra quando a con
centragcao é superior a 7,0% (GREENBERG et alii, 1958). Aléndig

so, a sensibilidade dos diferentes tipos & variavel, saben-
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do-se que o tipo E &€ o menos resistente quando comparado aos
tipos A e B (SOF0S et alii, 1979).

0 nitrito de sodio, aditivo quimico wusual no
preparo de carnes curadas, exerce um pronunciado efeito ini-
bidor sobre o (. botulinum; este efeito e potencializado quan
do o emprégo ocorre conjuntamente com o de cloreto de sodio;
nestas condigoes, o nivel de nitrito para assegurar a inibigao
da germinacao dos esporos oscila entre 150,0 a500,0 ug/g
(CHRISTIANSEN et alii, 1973; CHRISTIANSEN et alii, 1974; LE-
CHOWICHet alii, 1978; ROBERTS et alii, 1976 e RIEMANN, 19731].
Outros fatores, como o numero de esporos presentes, intensi-
dade do tratamento térmico do alimento, temperatura, pH, etc.,
influem tambéem na dose inibitoria minima de nitrito adiciona-
do ao meio.

0 intervalo de temperatura capaz de permitir
a multiplicacao do C. botulinum & bastante amplo, oscilandode
3,3 a SD,UDC; particularmente o tipo E revela capacidade de
crescimento a temperatura de refrigeragao, ao passo que os ti
pos A e B ja apresentam uma temperatura minima de desenvolvi-
mento acima de 5,0°C (ROBERTS & HOBBS, 1968; RIEMANN, 1969;
ABRAHAMSON et alii, 1966 e BONVENTRE & KEMPE, 1959).

A despeito do conhecimento dos fatores intrin-
secos e extrinsecos que afetam o desenvolvimento de C. botulz
num aliado ao emprego de técnicas de processamento capazes de
assegurar a destruicao dos esporos desta bactéria, dados epi

demiologicos de varios paises revelam a persisténcia de casos
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ou surtos de botulismo. Segundo SMITH, 1977, a real inciden-
cia do botulismo em seres humanos nao € conhecida em toda a
sua extensao, sendo que os dados de morbidade e mortalidade

disponiveis refletem apenas parcialmente a importancia do pro

blema. Alguns destes dados constam da Tabela 1.

Pequenos surtos, envolvendo poucas pessoas, tém
sido registrados na Argentina, Austria, Bélgica, Checoslova-
quia, Holanda, Suiga e Iugoslavia (MATVEEV et alii, 1967; RIE-
MANN, 1969; e SAKAGUCHI, 1878). No Brasil, a literatura € bas
tante escassa, havendo, entretanto, a citacao de um surto de
botulismo ocorrido em Porto Alegre, no Rio Grande do Sul, em

1958, devido ao consumo de conserva de peixe (JEFFMAN, 1960).
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TABELA 1. Dados sobre a ocorrencia de botulismo em varios paises
Pais Periodo NGEETG Nﬂggro Fonte
casos  mortes
Alemanha 1989-1948 1294 178 DOLMAN, 18964
Australia 1942-1966 48 ? SUTTON, 1873
Canada 1944-1963 386 22 DOLMAN, 1964 e
SAKAGUCHI, 18978
1973-1975 ? 7 TODO, 1978
Franca 1940-1944 >1000 15 LEGROUX et alii, 1947
Guatemala 1961-1967 18 2 HALBINGER, 1873
Ilhas
Britanicas 1922 21 16 DOLMAN, 1964
Inglaterra 1965 2 ? BARROW; 1973
Japao 1951-1963 307 77 KAWABATA & SAKAGUCHT,
1963; SAKAGUCHI, 1978
e TODO, 1978.
Noruega 1963 5 1 BARRDW, 18973
Polonia 1962-1963 23 5 DOLMAN, 1964
Suecia 1960-1962 5 1 DOLMAN, 1864
Estados Unidos
da América do
Norte 1899-1949 1281 833 DOLMAN, 1964 e ZOTTOLA,
1872
1966-1980 320 60 CDC, 1977; 18978-a;
1979-a; 1980 e 1981
E.U.A.(Alasca) 1950-1962 22 8 EISENBERG & BENDER,
1976 e TOMPKIN et alii,
1976.
Uniao Soviética 1818-1939 1283 459 DOLMAN, 1964
1958-1964 25 ? MATVEEV et alii, 1967
Venezuela
(Caracas) 1964-1965 4 ? HALBINGER, 1973
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DOWELL et alii, 1968, apresentam um resumo dos
alimentos envolvidos em surtos de botulismo nos Estados Uni-
dos da America do Norte no periodo de 1899 a 1967, constatan-
do-se que 463 destes surtos foram devidos ao consumo de con-
servas caseiras, 60 a alimentos industrializados e 117 comori
gem desconhecida. MATVEEV et alii, 1967, comentam que em 95
surtos de botulismo ocorridos na Uniao Soviética, trés deles
foram devidos a produtos comercializados, ao passo que 82 fo-
ram causados pelo consumo de alimentos de conservagao caseira,
resultando em um total de 95 mortes.

DDWELL et alii, 1968, analisando dados epide-
miologicos nos Estados Unidos da América do Norte (1889 - 13967)
mencionam que 114 dos surtos ocorridos foram devidos ao consu
mo de vegetais em conservas, 26 a conserva de frutos, 9 a car
nes e frangos, 23 a peixes e derivados, 4 a leite e produtos
de laticinio e 17 a varios outros alimentos. Peixes defuma-
dos foram responsaveis por muitos surtos nesse pais, com um
um total de 11 mortes no periodo de 1960 a 1867 (CDC, 1863-a,
b, c e d;CDC, 1967 e FDOD AND DRUG ADMINISTRATION, 13964), en-
volvendo, principalmente, peixes capturados na regiao dos Gran
des Lagos no Estado de Michigan. Ja no Estado de Alasca, fo-
ram relatados 21 casos de botulismo, envolvendo o consumo de
pescado embalado a vacuo, que resultaram em 4 mortes (EISEN-
BERG & BENDER, 1976).

No Canada, entre os anos de 1944 e 1963, foram

registrados 13 surtos, com 22 mortes, por causa do con-
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sumo de conservas de peixes e de ovos de salmao contaminados
com C. botulinum tipo E (DOLMAN, 1964 e SAKAGUCHI, 1979).

Na Uniao Soviética, 58,9% dos surtos relatados
entre 1958 e 1964 foram devidos a peixes e produtos de pesca-
do e 14% ao consumo de produtos de origem vegetal (MATVEEV et
a@lii, 1967).

Levantamentos efetuados na Australia, no perig
do de 1942 a 1966, relatam apenas 5 surtos de botulismo, sen-
do que 4 deles foram provocados pela ingestao de conservas
vegetais e uma por conserva de atum enlatado
comercialmente (SUTTON, 1973).

No Japao, em 29 surtos registrados nos anos de
1951 a 1960, os alimentos incriminados foram conservas de pes-
cado, usualmente de processamento caseiro (KAWABATA & SAKAGU-

CHI, 1973).

2.1.c - Isolamento de Clostridium botulinum

Os procedimentos basicos utilizados em labora-
térios para a detecgao dos varios tipos de C. botulinum envol
vem, numa fase inicial, a inoculagao da amostra em um meio de
enriquecimento, como, por exemplo, o meio de carne cozida (KAUT
TER et alii, 1968), meio de Tripticase Peptona Glicose Extra-
to de Levedura no caso especial do tipo E (GRAIG et alii, 1968

e STIEBERS, 1967) e varios outros meios citados na literatura
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(BONVENTRE & KEMPE, 1960; DUFF et alii, 1957; EKLUND et alii,
1972; CARDELLA et alii, 1958 e BOTT et alii, 1964). Este meio
de enriquecimento € entao incubado sob anaerobiose, a tempe-
ratura e tempos apropriados para o desenvolvimento dos orga-
nismo (30 a 37 C de 3 a 5 dias). Ap0s incubagao, efetua-se a
extracao da toxina a partir da cultura obtida, seguida de tes
tes biologicos efetuados por meio da inoculagao em camundon-
gos brancos ou suigcos (UNITED STATES DEPARTMENT OF HEALTH, EDU
CATIDN ANO WELFARE, 1978).

Embora a demonstracao da toxina seja uma prova
cabal da presencga do organismo, o isolamento de cultura purade
C. botulinum complementa, como prova final, a presencga da
bactéria. Geralmente, o isolamento envolve a utilizacgao de
meios solidos contendo gema de ovo, onde a cultura € estriada,

seguindo-se a incubacgao em anaerobiose, a temperatura entre

tre 30 a 37°C, dependendo do tipo que se espera isolar (STIE-
BERS, 1967). Nestes meios, as colonias suspeitas de C. botult
num apresentam, como caracteristicas mais marcantes, a cama-
da aperolada e uma zona de precipitado. A partir destas colo-
nias efetuam-se novos isolamentos e inoculacgoes em meio de en-
riquecimento, visando a caracterizacao final de C. botulinum,
mediante novas inoculagoes em camundongos (UNITED STATES DE-

PARTMENT OF HEALTH, EDUCATION ANOD WELFARE, 1978).
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2.1.d - Ocorrencia no meio aquatico

0 interesse no conhecimento da presencga de C.

botulinum no ambiente aquéatico e particularmente empescado, foi
motivado por uma série de surtos ocorridos nos Estados Uni- dos
da América do Norte resultantes do consumo de pescado, na
década de 1963 (FOOD ANO DRUG ADMINISTRATION, 1964; CENTER FOR
DISEASE CONTROL, 1963-a, b, c e d).

WARD & CARROL, em 1965, efetuaram um estudo com
um ndmero bastante reduzido de amostras de sedimentos coleta-
das proximo & confluéncia da Baia Dickinson e Lago Moises ao
oeste da Baia de Galvston, no Texas, Estados Unidos da Ameri-
ca do Norte, sendo que em 36 amostras examinadas, apenas 2 de-
monstraram a presenca de (. botulinum tipo E.

CHAPMAN & NAYLOR, 1966, examinaram amostras de
peixes capturados no Lago Cayuga, o segundo maior 1lago da
regiao centro-sul do Estado de Nova Iorque, nos Estados
Unidos da Ameéerica do Norte. De um total de 32 amostras
examinadas, apenas 2 estavam contaminadas com o tipo E, ao
passo que nenhuma entre 4 amostras de agua analisadas revelou
a presenca da bacteria.

BOTT et alii, 1967, analisaram o trato intes-
tinal de varios peixes capturados em varios lagos e baias da
regiao dos Grandes Lagos, nos Estados Unidos da América do Nor

te, visando a isolar C. botulinum tipo E. Os resultados reve-
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laram que de um total de 3818 culturas isoladas, a ocorrencia
de C. botulinum tipo E oscilou de menos de 1 a 56%, com valo-
res medios ao redor de 11%.

GRAIG & PILCHER, 1867, estudaram a distribui-
gdo natural de C. botulinum tipo E ao longo da costa dos Esta
dos de Oregon e Washington, nos Estados Unidos.da América do
Norte, banhados pelo Oceano Pacifico, bem como ao norte e ao
sul do Rio Coldmbia,procurando verificar a ocorréncia da bac-
téria, principalmente em salmao e sedimentos marinhos. Exami-
nando 357 amostras de salmao, os autores constataram 48 amos-
tras toxicas, sendo 18 delas contaminadas com o tipo: E; a
maior percentagem de amostras toxicas ocorreu em salmoes cap-
turados proximo ao Rio Colimbia. Por outro lado, nas 47 amos-
tras de sedimentos coletadas ao longo da costa, em 25 delas
(53,2%) constatou-se C. botulinum, sendo que em 8 estava pre
sente o tipo E.

EKLUND & POYSKY, 1867, pesquisaram a presencga
de C. botulinum em carangueijos (Cancer magister) capturados
nas aguas costeiras dos Estados do Alasca, Washington, Oregon
e California, nos Estados Unidos da América do Norte, analisan-
do o trato intestinal, branquias e carapaca de carangueijos.
Nas areas de Ketchikan, no Alasca, e Ancoradouro Grays, em
Washington, como também ao norte de Oregon, constatou-se 57,
61-75 e 87% de amostras contaminadas, respectivamente. Amos -
tras coletadas na California, em Sao Francisco, Forte Bragg,

e Eureka, apresentavam-se menos contaminadas, com positivida-
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des variando de 12 a 30%. No Alasca, foi observada apenas a
ocorrencia do tipo E, ao passo que em Washington e Oregan
foram isolados os tipos A, B, C e E. Verificou-se ainda que
as carapacas e as branquias também estavam contaminadas e que
a presenga da bactéria no intestino, variava em funcao do

estado de alimentacdao e digestao do peixe, sendo s] C.

botulinum isolado com maior freqdiéncia quando o trato
digestivo -estavarepleto e raramente quando estava vazio. Em
amostras de sedimentos marinhos coletadas no 1litoral dos
Estados de Washington, Oregon e California, os autores

relataram o isolamentode C.botulinumtiposA,BeE, ao passo que

o tipo E foi constatado apenas em amostras procedentes de
Oregon e California.

NICKERSON et alii, 1967, verificaram a ocorrencia
de C. botulinum tipo E em varias amostras de peixes e lo-do
coletadas no Golfo de Maine, nos Estados Unidos da América do
Norte. Dentre os pescados estudados, destacavam-se eglefino
(Melanogram mus aeglefinus), linguado C(Hippoglossoides pla
tessoides), bacalhau (Gadus morrhua) e pescada polaca (Polla-
chius virens). A freqtléncia de contaminagao destes pei-
xes foi de 4,5%, ao passo que para as amostras de lodo foi
inferior a 1%.

PRESNELL et alii, 1967, nos Estados Unidos da
America do Norte, efetuaram um estudo com a finalidade de de-

terminar a possivel correlagao entre a ocorrencia e a distri-

buigao de C. botulinum nos estuarios, sedimentos marinhos e
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ostras, coletando amostras em cinco estagboes de amostragem na
Baia Mobile, Golfo do Mexico, no Texas. Estas estagées loca-
lizavam-se em areas de profundidades varidveis, oscilando de
0,91 a 1,52 metros. No periodo compreendendo agosto de 1865 a
junho de 1966, os autores coletaram 74 amostras de ostras e74
de sedimentos em cada um dos pontos de amostragem, constatan-
do-se a ocorrencia de C. botulinum em 4,1 e 2,7% das amostras
de sedimentos e ostras, respectivamente.

WARD et alii, 1867-b, coletaram amostras de pei
xes em varios pontos da costa norte-americana, entre Key West,
na Florida, e Brownsville, no Texas. Em um total de 214 amos-
tras coletadas no inverno, os autores demonstraram a presenga
de C. botulinum em 6 delas, com o isolamento dos tipos B, C,
D e E. Por outro lado, os resultados do exame de 303 amostras
coletadas no verao revelaram que 14 estavam contaminadas, com
predominancia do tipo E, confirmado em 12 delas, seguido dos
tipos B e C. Os mesmos autores examinaram 104 amostras de ca-
marao coletadas durante o verao com apenas um resultado posi-
tivo para o tipo E. Finalmente, foram também examinadas amos-
tras de sedimentos constituidas de lama, conchas e areia. Em
um total de 117 e 164 amostras coletadas no inverno e verao,
respectivamente, a presenga de C. botulinum foi positivada em 8 a 8
delas respectivamente, sendoquenoinvernoforamisolados os tipos

A,BeE, enoverao, os tiposCeE, com predominancia deste Gdltimo.
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WARD et alii, 1967-a, examinaram amostras de
sedimentos e animais (moluscos, crustaceos e peixes) coleta-
das ao longo da costa leste dos Estados Unidos da America do
Norte, desde Nova Iorque até a Louisiania. Em um total de 275
amostras de sedimentos e 382 daqueles animais, os autores ve-
rificaram uma positividade de 3,3 e 1,0%, respectivamente.

CRAIG et alii, 1968, nos Estados Unidos da Amé
rica do Norte, conduziram um estudo no sentido de. se avaliar
a ocorrencia de C. botulinum em 369 amostras de salmao recém-
capturado, observando que 48 delas apresentavam-se contamina-
das, sendo o tipo E constatado em aproximadamente 50% destas
amostras. Verificaram ainda que 18 entre 113 amostras de so-
lha e bacalhau, 4 entre 115 amostras de carangueijos, 5 den-
tre 16 amostras de ostras e 27 entre 115 amostras de maris-
cos, continham toxina botulinica, geralmente do tipo E, embo-
ra os tipos A e B fossem ocasionalmente encontrados. 0Os resul
tados obtidos em amostras de salmao capturados em diferentes
locais ao longo da costa noroeste do Pacifico e do Rio Coldm-
bia, evidenciaram que a proporgédo de peixes contaminados com
C. botulinum variava em fungao do local de captura. Os auto-
res sugeriram que o rio era uma fonte mais abundante desta bac
téria do que o mar e que grande numero destes peixes provavel
mente contaminavam-se com o microrganismo quando adentravamao
rio, por ocasiao da desova. Em peixes como solha e bacalhau,

considerados como peixes de profundidade, a bactéria foi iso-
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lada na maioria das amostras; constatou-se também que mais de
30% das amostras de ostras e 50% das de carangueijos apresen-
tavam-se toxicas apos incubacgao em meio de enriquecimento. Nes
te trabalho, os autores conseguiram o isolamento do tipo F em
apenas uma amostra de salmao, capturado no rioc Columbia.

GRAIKOSKI et alii, 1968, conduziram um estudo
no sentido de se avaliar a distribuicao de C. botulinum tipo
E na regido dos Grandes Lagos, nos Estados Unidos da América
do Norte. Os autores pesquisaram sedimentos, &gua, plancton,
peixes e invertebrados, capturados em varios lagos da regiao.
Em um total de 925 amostras examinadas, o C. botulinum tipo E
estava presente em 15,8% delas, predominando em plancton
(30,7%), peixes (21,8%) e sedimentos (19,8%), com menor posi-
tividade nas amostras de agua e invertebrados (3,6 e 3,4%,
respectivamente).

SUGIYAMA et alii, 1968, efetuaram uma pesquisa
sobre a ocorréncia de C. botulinum tipo E, em amostras de se-
dimentos coletadas no Lago de Michigan e na Bala Verde, a gqual
€ um prolongamento daquele lago, na regiao dos Grandes Lagos,
nos Estados Unidos da América do Norte. As positividades en-
contradas neste estudo foram de 81,9 & 81,4% no lago e nabaia,
respectivamente.

HOUGHTBY & KAYSNER, 1969, pesquisaram a ocorrén
cia de C. botulinum tipo E em salmoes de agua frescas e cos-

teiras dos Estados de Washington, Oregon e Alasca, nos Esta-
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dos Unidos da América do Norte. Os autores examinaram guelras
e visceras de salmao, sendo que de um total de 733 amostras
das primeiras, 16 (2,2%) estavam contaminadas com o tipo E,
enquanto em 638 amostras de visceras, apenas 1 (0,1%) revelou
resultado positivo. Muito provavelmente, esta baixa ocorren-
cia se deveu a falta de alimentacao dos peixes por ocasiao de
sua entrada no mar, apresentando seus tratos digestivos va-
zios, como esclarecem os autores.

LAYCOCK & LORING, 1972, coletaram amostras de
sedimentos na parte sul do Golfo de Sao Lourengo, no noroeste
de Montreal, no Canada. Em um total de 8 amostras coletadas
no estuario, 6 foram positivas para o C. botulinum tipo E, ao
passo que das 325 amostras coletadas no Golfo, 63 (19,0%) con
tinham o mesmo tipo.

CARRDLL et alii, 1966, examinaram um total de
28 amostras compreendendo camardes e truta de areia, coleta-
das no Golfo da Venezuela e Golfo de Darién, no mar das Anti-
lhas. Deste total, 13 amostras evidenciaram a presenga de C.
botulinum, particularmente naguelas de camarao, de onde se
isolaram os tipos A, B e E.

WARD et a&l1ii, 1967-c, fizeram um estudo sobre
a ocorrencia de C. botulinum no litoral nordeste do Brasil,

coletando amostras no Acgude de Araras, Reservatorio de Pente-

costes, Agude Dros, bem como nas praias de Fortaleza, no Esta-
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do do Ceara. 0s resultados revelaram gue a partir de 5 amos -
tras coletadas no Agude de Araras, uma delas, composta de areiae
limo, continha o tipo C; dentre 9 amostras procedentes do
Reservatorio de Pentecostes, uma de areia vermelha, continha
o tipo A, ao passo que entre 12 amostras de areia coletadas na
praia de Fortaleza, duas estavam contaminadas com o tipo B euma
delas com o tipo F.

JOHANSEN, em 1863, em uma investigagao conduzi da
na Suécia, demonstrou gque os esporos de C. botulinum tipo E

estavam presentes em 100% das amostras de sedimentos coleta dos

no Mar Baltico, .estreito de Katergat e Skagerrack, todos no
litoral Suéco. Por ©outro lado, em sedimentos fluviais e
lacustres, a positividade para o tipo E variou de 33 a 6B7%.

Alem disso, o autor verificou que em amostras de intestino de
linguado (Pleuronectes platessa) e cicloptero (Cyclopterus
lampus), capturados em Sound, houve 22% de positividade para o
tipo E, ao passo que em arenques alcangou 100.

CANN et alii, 1967, realizaram um levantamento
sobre a ocorréncia de (. botulinum no 1litoral da Inglaterra,
Noruega e também no Mar do Norte. Em um total de 662 amostras de
pescado, compreendendo peixes e moluscos capturados no 1litoral
britanico, houve auséncia de isolamento de C. botulinum.

Por outro lado, entre 66 amostras de arengue coletadas emaguas
da Noruega, 27 apresentavam positividade para o tipo E. Com

base nestes resultados, os autores sugeriram que a ocorréncia
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do tipo E era, provavelmente, muito reduzida no litoral da
Gra-Bretanha, tendo no entanto elevada incidéncia emda 4&guas
Noruega.

HUSS et alii, 1874-a realizaram um levantamen
to em quatro fazendas de criagao de trutas na Dinamarca, en-
contrando uma predominancia de C. botulinum tipo E. Os outros
tipos A e B, também foram encontrados, embora com pouca fre-
gléencia de isolamento. A ocorrencia nas trutas variou de 5 a
100% durante os meses de inverno e inicio da primavera. No en
tanto, no fim do verao, ela se revelou uniformemente elevada,
oscilando de 85 a 100% em todas as quatro fazendas estudadas.
Os resultados obtidos para as amostras retiradas do fundo dos
acudes, nem sempre correlacionavam-se com aquelas encontra-
das para as amostras de truta. 0Os autores testaram ainda ne-
matoides, caracois e lesmas coletadas nos mesmos locais, ob-
servando uma grande correlacao com a incidéncia do microrganismo
nestas amostras e nos sedimentos. Assim, os locais onde as a-
mostras de sedimentos apresentavam indices de contaminacgao su
periores a 38%, a percentagem de invertebrados contaminadosera
usualmente de 100%; por outro lado, nos tanques sem contamina
cao nos sedimentos, geralmente nao se isolava C. botulinum dos
nematoides e moluscos. Com base nos resultados alcangados, Os
autores aventaram a possibilidade da contaminacao de ‘trutas
por C. botulinum, particularmente do tipo E, ser bastante fre
gllente. As pesquisas também evidenciaram ser a racgao utiliza-

da na alimentacao destes peixes um dos veiculos da contamina-



32.

cao, principalmente através das pastas de peixes marinhos em-
pregados como ingredientes.

HUSS et alii, 1974-b, observaram que a conta-
minagao em trutas em viveiros, na Dinamarca, ocorria principal
mente no trato intestinal e em menor extensao nas guelras. A
remogao manual ou mecanica das visceras era invariavelmentqu
guida de uma reducao significativa da contaminacao dos peixes.
Os &autores recomendaram que a evisceragao deveria ser efetua-
da imediatamente apos a morte, e extremos cuidados deveriam ser
tomados para se evitar a contaminagdao cruzada ou recontamina-
cao durante esta operacgao.

BURNS & WILLIAMS, 1975, na Escocia, analisaram
amostras de truta arco-iris e de sedimentos, coletadas em trés
viveiros de trutas, dois deles com fundo de concreto e um
terceiro com o fundo natural de terra. Nos viveiros do primei
ro tipo a presenca de C. botulinum nao foi evidenciada em 48
amostras de trutas examinadas; Jja& no caso de tanques de fundo
natural, a bactéria foi isolada a partir de uma amostra de tru
ta e de 9 de sedimentos. Os autores destacaram a possibilida-
de dos sedimentos de tanques ou viveiros de criagao serem uma
fonte provavel de C. botulinum, principalmente em decorréncia
da presenga de solo e deposigao de residuos organicos de di-
versas origens.

CANN et alii, 1875, examinando 400 trutas pro-

cedentes de viveiros na Gra-Bretanha, verificaram que a inci-
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dencia de C. botulinum em misculos de peixes era de 9,4%, en-
quanto no exame de visceras esta era de 11%.

SMITH & MORRYSON, 1977, constataram uma baixa
positividade de €. botulinum em lagos, canais e rios da Ilha
Camargue, ao sul da Franga, situada entre os rios Petit eGrand
Rhones e o Mar Mediterraneo, compreendendo uma area de 757
kmz, dos quais 142 sao cobertos por lagos e pantanos. A sali-
nidade da regiao & variavel, sendo mais acentuada nas partes
mais baixas, ao nivel do mar, e ausente nas partes mais al-
tas, ao norte do delta, com 2 a 3 metros acima do nivel do
mar. 0Os autores examinaram um total de 46 amostras e a presen
ga de C. botulinum tipos B e E foi positivada em 2 amostras
de sedimentos lacustres de baixa salinidade, ao passo que nas
44 amostras restantes, apenas 2 (4,5%) foram positivas, sendo
em ambas isolado o tipo E.

SMITH et alii, 1978, realizaram um 1levantamen-
to sobre a distribuicao de C. botulinum no ambiente aquatico
da Escocia, Inglaterra e Irlanda. A maioria das amostras ana-
lisadas foram coletadas em 1975 e 1976, embora algumas delas
o tivessem sido em 1974 e 1977. As amostras de sedimentos fo-
ram obtidas em lagos, pantanos, reservatorios, agudes, rios e
canais. A partir de um total de 554 amostras, 194 (35%) evi-
denciaram contaminagado; destas, 167 (30, 1%) continham o tipo
B, 19 (3,4%) o tipo C, 6 (1,1%) o tipo D, 15 (2,7%) o tipo E
e 13 (2,3%) continham mais de um tipo. Entre 77 amostras colE

tadas na Escocia, 18 delas estavam contaminadas com o tipo B



34.

e duas com o tipo C. 0 numero coletado em Gales foi de 43 amos
tras, com 17 contaminadas com os varios tipos. Na Irilanda, en
tre 55 amostras, 10 evidenciaram a presenga de C. botulinumti
po B, enquanto que na Inglaterra, entre 379 amostras examina
das, 161 continham principalmente o tipo B e os tipos C, D e
E apareciam em menor proporgao.

KRAVCHENKO & SHISHULINA, 1867, realizaram uma
pesquisa sobre a distribuicao de (€. botulinum em solos e dguas
na Uniao das ReplUblicas Socialistasi Soviéticas, examinando
4242 amostras de solo e 103 de aguas coletadas em cinco re-
gioes geograficas. 0Os autores obtiveram as seguintes percen-
tagens de isolamento: 8,3 do tipo A; 2,1 do tipo C, 62,2 do
tipo E e apenas 1 amostra de solo apresentou resultado positi
vo para o tipo D.

KANZAWA et alii, 1968, examinaram amostras de
sedimentos coletadas em 30 pontos diversos ao longo da costa
do Mar do Japao, Oceano Pacifico e Mar Okhotsk, e também em
30 pontos ao longo de rios e lagos em Hokkaido, também no Ja-
pao. Em cada um destes 60 locais foram colhidas 30 amostras.
Os resultados evidenciaram que em S00 (30 x 30) amostras obtidas nos
pontos costeiros, 118 (13,1%) foram positivas para o tipo E,
enquanto que entre as 900 coletadas ao longo dos rios e la-
gos, 168 (18,8%) foram positivas para este tipo. Os autores
examinaram também 260 amostras de solo da regiao de Hokkaido,
nao constatando, no entanto, a presencga de bactéria em nenhu-

ma delas.
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MORTOJUDO et alii, 1973, efetuaram um estudo so
bre a ocorréencia de C. botulinum em aguas de Java e Bali, na
Indonésia, com o objetivo de determinar o risco eventual do
uso de irradiacao no processamento de produtos marinhos. Os au-
tores coletaram nos perimetros costeiros de .Java e Bali, 122
amostras de limo, areia, coral e cascalho, 45 de moluscos e
crustaceos e 29 de peixes. Coletaram ainda em Java, numa se-
gunda amostragem, mais de 59 amostras, sendo 50 de peixes, B
de moluscos e crustdceos e 3 de sedimentos. Na primeira época
de amostragem, 10 amostras de limo, areia, coral e cascalho,

apresentaram resultados positivos para todos os tipos de C.

botulinum, com excessao do tipo G, enquanto nos exames de amos
tras de animais, constatou-se uma incidéncia muito grande do
tipo C, seguido dos tipos A, D e F. Na segunda epoca de amos-
tragem, apenas 7 amostras foram positivas para C. botulinum;

novamente o tipo C predominou, com 3 amostras positivas, se-
guido dos tipos B e F, constatados em 2 e 1 amostra respecti-

vamente.

2.1l.e - Ocorréncia em alimentos

0 botulismo é uma neuroparalisia causada
pela agao de uma toxina produzida por C. botulinum, atuando

no sistema nervoso periférico e com sintomatologia que

inclui manifestagoes gerais e neuromusculares (SAKAGUCHI,

1879). 0 periodo de incubacgdo oscila usualmente entre
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12 e 36 horas, com intervalo de variacgao de 4 horas a 4 dias

(RIEMANN, 1969). Os sintomas gerais caracterizam-se principal

a i na faringe
mente por lassidao, fraqueza, xerostomia, dores g

3 i 0 neu -
ocasionalmente vomitos & nauseas. Entre as manifestacgoes

isi inici e o glo
rologicas destaca-se a paralisia, afetando inicialment glo

bo ocular (ROGERS et alii, 1964), desenvolvendo-se pela gar-

i idades; na
ganta e torax e atingindo posteriormente as extremid ;

f 1 f tadOS
ase i al dialr‘agma e 0S mUSCUlOS dD torax sao are s
s

impossibilitando a respiragao, com a conseqgfiente asfixia e mor
te (BOROFF & DAS GUPTA, 1971; SAKAGUCHI, 1979; DOLMAN, 1964 ;
WIRAHADIKUSUMAH, 1968; ROGERS et alii, 1964).

0 botulismo afeta nao apenas os seres humanos,
mas também varias espécies de mamiferos, passaros e peixes
(SMITH, 1977).

Segundo o CENTER FOR DISEASE CONTROL, 1978-b, o
botulismo humano & classificado em quatro categorias:

a. Botulismo de origem alimentar - "Food borne
botulism”, definido como uma intoxicagao causada pela inges-
tao de um alimento contaminado com a toxina botulinica;

b. Botulismo infantil - "Infant botulism”, a
mais recente forma de botulismo gque se conhece e definida co-
mo sendo uma intoxicagao causada pela absorgao da toxina botu
linica produzida "in vivo” no trato intestinal de criangas me-
nores de um ano de idade, apds a colonizagao e multiplicacgao
do C. botulinum no organismo infantil. Este tipo tem sido as-

sociado a inclusao de mel na dieta do lactente;



37 .

c. Botulismo por lesao - "Wound botulism”, que
€ a forma mais rara da doencga em conseqfiéencia da formacao da
toxina "in vivo"” ap6s a multiplicacao do microrganismo em uma
lesao traumatizada ou infeccionada;

d. Botulismo indeterminado - "Classification
undetermined”, expressao que se aplica aos casos de botulismo em
individuos maiores de um ano de idade, nos quais nao sao implicados

nemalimentos nem lesoes.

A ocorréencia de botulismo de origem alimentar,
a forma mais comum e mais grave, e governada por treés fatores
coincidentes: a presenga do microrganismo no alimento; o uso

de métodos de conservagao capazes de destruir celulas vegeta-

tivas, mas nao os esporos de C. botulinum; e, finalmente, a
existéncia de condigoes que permitam a proliferagao da bacté-

ria no alimento processado, resultando na presenca de toxina.

Os tipos de alimentos envolvidos em surtos de
botulismo variam nas diversas regioes, sendo conseqﬂéncia do
modo de preservacgao assim como dos habitos alimentares das po
pulacgoes. A toxina tem sido constatada em uma consideravel
guantidade de alimentos, tanto de origem vegetal como animal,
citando-se entre eles, conservas de milho, beterraba, aspargos,:

azeitonas verdes, espinafre, cogumelos, atum, pates de figa-

do, presunto, linguigas, lagostas e peixes defumados (coc ,

1978-b; HAUSCHILD et alii, 1975; READ et alii, 1974; RIEMANN,

1868 e Zottola, 1872). A maioria dos surtos registrados tem si
do relacionada com o consumo de conservas caseiras de hortali-
gas e legumes, frutas, peixes e produtos carneos, e poucas ve

zes com alimentos industrializados (LYNT et alii, 1975; DDLAUG

& PFLAUG, 1978 e ZOTTOLA, 18972).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Caracterizacao, coleta e preparo das amostras

A pesquisa sobre a ocorrencia de C. botulZnum
em pescado envolveu o estudo de peixes (trés especies, sendo
duas de escamas e um de courol), crustaceos e moluscos, com as

. ) .
seguintes caracteristicas:

3.1.a. Pescada-foguete.

Familia: Sciaenidae

Géenero: Macrodon
Especie: Macrodon ancylodon (Bloch, 1801; Ever

man e Clark, 1930).

A pescada-foguete ou pescadinha-real ocorre des
de a Venezuela, no Golfo de Paria, ate a Argentina, na Baia
Blanca, sendo que as areas de maior abundancia sao as das Guia

nas e as Regioes Sul e Sudeste do Brasil. A pesca industrial
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€ realizada por barcos dque operam em profundidades de 10 a 30
metros, em locais de fundo de areia e/ou lama, sendo a maior
parte da captura feita por barcos de arrastao de parelha. 0
tamanho comercial da pescada-foguete &€ de 26 cm, podendo esta
especie alcangar ate 1,25 metros de comprimento. Seu regime
alimentar & baseado em camardes, diatomaceas e peixes peque-
nos.

Na presente pesquisa, a captura foi realizada
por barcos tipo parelha, na regiao do Cabo de Santa Marta, no
litoral de Santa Catarina, a profundidades de 15 a 22 metros.
A coleta das amostras foi feita diretamente nos barcos, por
ocasido do desembarque no Porto de Santos. Visando a obtengao
de dados mais representativos, as amostragens foram efetuadas
em quatro épocas diversas, a saber: nos meses de fevereiro,
abril e julho de 1978 e em maio de 1979. Em cada uma destas
épocas foram coletadas, ao acaso, 21, 22, 20 e 37 unidades de
amostras, respectivamente. Estas amostras foram acondiciona-
das em esaixas plasticas contendo gelo picado e a seguir trans
portados a Usina-Piloto de Pescado do Instituto de Tecnologia
de Alimentos, no Guaruja. Neste local foram embaladas indivi-
dualmente em sacos plasticos, colocadas no interior de caixas
de isopor contendo geélo picado e enviadas, no dia seguinte, ao
laboratorio de Microbiologia do Instituto de Tecnologia de Ali
mentos (ITAL), em Campinas, Estado de Sao Paulo, onde foram
realizados os exames. De cada amostragem separou-se um exem-

plar gue foi enviado ao Museu de Zoologia da Univer-
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sidade de Sao Paulo para identificagao e caracterizacgao
da espécie.

Por ocasiao dos exames, o0s peixes eram retira-
dos dos plasticos, seguido de corte na regiao ventral, com re
mogao das visceras, usando-se instrumentos previamente desin-
fetados em solugao de &lcool iodado (2 gramas de iodo em 100
ml de &lcool etilico), com flambagem posterior. A seguir as
visceras eram colocadas em tubos de ensaio 20 x 220 mm conten
do 40 ml do meio de tripticase-extrato de 1levedura - glicose
(TPEG). Apos inoculacgao, os tubos contendo as amostras eram co
locados em jarros anaerobicos, sistema Gas-Pack (BBL - ‘Benc-

ton-Dickson), em atmosfera de CO, e H seguido de incubacao

2 2’

a 32DC durante 5 dias em incubadora Fanen, modelo 347).

3.1.b. Bagre-do-mar
Familia: Ariidae
Genero: Netuna

Espécie: Netuna barba (Lancedede, 1803).

Esta espécie é capturada em todo o litoral bra
sileiro, em aguas estuarinas e lagunares. As amostras utiliza
das nesta pesquisa, foram capturadas por barcos tipo parelha,
na regiao do Bom-Abrigo, no litoral de Sao Paulo, a uma pro-
fundidade de 18 a 27 metros. A exemplo do relatado para a pes
cada-foguete, foram coletadas amostras em quatro épocas dife-
rentes, ou seja: em abril, maio e junho de 1978 (20 wunidades

de amostras por época) e em janeiro de 1979 (40 unidades). As
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amostras foram retiradas do proprio barco por ocasiao do de-
sembarque, sendo encaminhadas e preparadas para exame de for-

ma idéntica.a relatada para a pescada-foguete.

3.1l.c. Sardinha-verdadeira

Familia: Clupeidae

Genero : Sardinella

Espécie: Sardinella brasiliensis (Steindachner,

1879).

Esta espécie e capturada desde o Estado do Rio

de Janeiro, em Cabo Frio, ateé Santa Catarina, um pouco ao sul

do cabo de Santa Marta, a uma profundidade do redor de 70
metros, o que significa que em alguns pontos a captura se
estende até 30 milhas da costa. Trata-se de um peixe pelagico,
ingerindo alimentos planctonicos (microcrustaceos,

diatomaceas, crustaceos, tunicados emoluscos).

A sardinha desloca-seemgrande cardume junto a

superficie das aguas, servindo, por
seu turno, de alimento para peixes maiores. Seu tamanho comer
cial & de aproximadamente 19 cm, podendo, entretanto, alcan-
car 28 cm de comprimento. Sua captura & feita através do cer-
co, quando o cardume aflora a superficie.

No presente trabalho, a captura foi realizada
por barcos tipo trainera, na regiao da Ilha Queimada Grande,
no litoral do Estado de Sao Paulo, e a uma profundidade de 30

a 35 metros. As amostras foram coletadas logo apos o desembar

que no cais, sem passar pelo sistema de lavagem, e em duas épo



41.

cas diversas, isto e, duas amostragens em junho de 1978, num
total de 44 amostras, e uma em janeiro de 1879, num total de
56 sardinhas, ou seja 56 unidades de amostras.

0 modo de encaminhamento ao laboratorio, para
exame, bem como a preparacgao das amostras para analise, foram

os mesmos descritos anteriormente para a pescada-foguete.

3.1.d. Camarao-sete-barbas
Familia: Penaeidae
Genero : Xiphopenaeus

Espécie: Xiphopenaeus kroyer< (Heller)

Esta espécie de crustaceo e bentonica, sendo
sua captura baseada na utilizagao de redes de arrasto. Os ca-
maroes utilizados nesta pesquisa foram capturados na regiaode
Guarai, no litoral de Santos, SP, a uma profundidade de 12 me
tros. As amostras foram obtidas imediatamente apds o desembar
gque em Santos, em duas epocas (janeiro e julho de 1979), sen-
do que em cada ocasiao foram coletadas 50 camaroes para exa-
me, o qual era geralmente executado, 24 horas apos a coleta.
Nesta ocasiao, os camaroes eram separados individualmente, se
lecionando-se aqueles nao danificados, seguindo-se da remogao
do cefalotorax e intestinos, os quais eram recebidos em almo-
farizes previamente esterilizados. Apds trituracado em condi-
coes assépticas, fazia-se a transferéncia:paratubos de ensaio
20x220 mm contendo caldo TPEG, sendo as condigoes de dincuba-:

cao idénticas as descritas para a pescada-foguete.



42.

3.1l.e. Ostras

Familia: Crassostrea

Espécie :Crassostrea brasiliana (Lamarck)

Local de cultivo: Ilha de Casca, Cananeia, SP.

Apos a coleta, no local de cultivo, as amos -
tras eram acondicionadas em caixas isotérmicas (isopor) con-
tendo gelo picado e enviadas ao laboratorio. As amostragens
foram realizadas em épocas também diversas, em novembro de
13979 e junho de 1980, coletando-se em cada ocasiao 30 e 70
amostras, respectivamente.

Por ocasiao dos exames, procedeu-se, inicial-
mente, a lavagem externa das conchas, seguida de sua abertura
com instrumentos apropriados e dentro da maxima assepsia. Ase
guir os moluscos integrais eram recebidos em tubos de ensaio
20 x 220 mm contendo caldo TPEG, seguido de incubagao de qu

ma identica a anteriormente descrita.

3.2. Detecgao de culturas toxicas

3.2.a. Fase I. Preparo dos extratos deculturas

Apos incubagao nas condigoes anteriormente men
cionadas, removia-se assepticamente 5 ml do sobrenadantedacul
tura com evidencia de crescimento, que eram transferidos para

tubos de centrifuga, seguido de centrifugacgao a 15000g, a 49

durante 20 minutos, utilizando-se de uma centrifuga refrigera



43.

da marca International, modelo B-20 A. Apos a centrifugacao,
removia-se porgoes de 2 ml do sobrenadante que eram coloca-
das em tubos de ensaio, com ajuste posterior do pH para 6,2,
empregando-se hidroxido de sodio 1N como alcalinizante ou &aci
do cloridrico 1 N como acidificante (CRAIG & PILCHER, 1968).
A seguir, adicionava-se 0,2 ml de uma solugao de tripsina (Difco
1:250), segundo as recomendagoes do UNITED STATES DEPARTMENT
OF HEALTH, EDUCATION AND WELFARE, 1978, para a pesquisa de C.
botulinum tipo E. O sobrenadante tripsinizado era posterior-
mente incubado a 35°¢C por 1 hora, depois transferido para um
tubo de ensaio contendo 8 ml de solugao tampao gelatina (0,2%

de gelatina; 1,0% K2HPD pH ajustado para 6,2 com HC1l 1,0N),

4}
segundo especificagées de CRAIG & PILCHER, 1967, e submetidas
a homogeneizagao em agitador Vortex Genie. ApoOs esta etapa o
material apresentava-se diluido a 1:5. Em seguida, este ma-
terial era esterilizado por filtracao em membrana Millipore,

recebendo-se o filtrado esteril em dois tubos de ensaio
esterelizados, em porgoes aproximadas de 5 ml por tubo, para
uso posterior nos testes de detecgao de (. botulinum. Por
outro lado o tubo de centrifuga contendo o sedimento da
amostra original era estocado a -18°C em congelador, visando
a assegurar a existéncia de material proveniente da amostra
original para uso posterior em testes de isolamento de

culturas suspeitas.

3.2.b. Fase II. Testes para deteccao de
toxina botulinica

Porgées de 0,5 ml do filtrado esterilizado, obti-
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do da forma descrita em 3.2.a, eram inoculadas intraperitoneal
mente em duas femeas de camundongos suigos, Mus musculus. Ou-

tra porgao de 1,0 ml do mesmo filtrado era colocara em tubode

ensaio estéril e aquecida a 100°C durante 10 minutos, com 0
objetivo de inativar a toxina botulinica eventualmente presen
te. ApOs resfriamento deste material, porgoes de 0,5 ml tam-
bém eram inoculadas em dois camundongos suigos; finalmente, em
0,5 ml do filtrado esteril era adicionado 0,5 ml de soro
antibotulinico polivalente obtido do Center for Disease
Control, Atlanta, Georgia, Estados Unidos da América do Norte,
contendo anticorpos para os tipos A, B, C, D, E e F, seguido
também da inoculacao em dois camundongos suigos em porgoes de
0,5 ml por camundongo.

Apos a execugao dos diferentes testes, os camun-
dongos eram submetidos a observagéo durante 86 horas, visando a
constatar evidéncias sintomaticas do botulismo, caracteriza das
principalmente pelas seguintes reagOes: respiragao ofegante,
dificuldade de andar, paralisia progressiva incapacitando a
locomogao e finalmente asfixia e morte.

Os testes da fase II eram considerados positi-
vos, ou seja, com a comprovacao da presenca de toxina botuli-
nica, quando os seguintes resultados eram observados: a) mor-
te dos dois camundongos que receberam o filtrado estéril trip

sinizado; b) sobrevivencia dos dois camundongos que receberam
o filtrado estéril submetido ao tratamento térmico; c) sobre-

vivencia daqueles animais que foram inoculados com o]
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filtrado esteril neutralizado pelo anti-soro polivalen-

te.

3.2.c. Fase III. Identificagao do tipo de

toxina botulinica

Quatro porgoes de 0,5 ml do filtrado esterili-
zado foram adicionadas separadamente em 0,5 ml de anti-soro
monovalente tipos A, B, E e F, seguido de injecgao intraperito
neal em pares de camundongos, em quantidades de 0,5 ml porani
mal. 0 par de camundongos sobreviventes indicaria o tipo de
toxina presente; no caso de morte de todos os camundongos, in
dependente de protecao com anti-soro de tipos A, B, E e F, ha
vendo, no entanto, sobrevivencia quando protegidos com o an-
ti-soro polivalente, na fase II, o gual contem anticorpos pa-
ra os tipos A, B, C, D, E e F, haveria indicagao da existen-
cia de toxinas do tipo C ou D. No entanto, na presente pesqui
sa, pela nao disponibilidade de anti-soros especificos para os
tipos C e D, as culturas com estas caracteristicas foram
denominadas C. botulinum tipo nao identificado.

Completada esta fase, passou-se entaoc a fase

IV, envolvendo o isolamento de C. botulinum presente na amos-

tra toxica
3.2.d. Fase IV. Isolamento de C. botulinum

Uma vez caracterizada a presenga de C. botuli-

num na amostra, o sedimento original, obtido da forma descri-
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ta em 2.a., era retirado do congelador e adicionado a tubos
de ensaio contendo o meio de TPEG previamente desaerado, se-

guindo-se de incubagao a 32°C durante 3 dias em jarros anaeré

bios Gas-Pack, em atmosfera de CU2 e H2. Apos incubagao e evi

denciando-se a presenga de esporos, por microscopia direta,
retirava-se porgoes de 1,0 ml da cultura e colocava-as em tu-
bos de ensaio contendo 1,0 ml de alcool etilico P.A.; apbs in-
cubagao a temperatura ambiente por 1 hora, efetuava-se estrias
do material em placas contendo os meios de Tripticase - Sal -
agar - gema de ovo (TS gema de ovo), Tripticase-Peptona-Extra
to de levedura-gema de ovo (TPEG gema de ovo) e meio de Saca-
rose-gema de ovo (S-gema de ovo). 0 meio de TPEG gema de ovo,
foi na presente pesquisa, obtido a partir da modificacgao do
meio de enriquecimento TPEG pela inclusao de gema de ovo, na
proporgao de 10% como nos dois primeiros. A seguir o material
era incubado em jarros anaerobios Gas-Pack a 32°C durante 3
dias. No caso de haver desenvolvimento de colonias suspeitas
nos meios de TS-gema de ovo (STIEBERS, 1867) e TPEG-gema de
ovo, procedia-se ao exame microscopico do material efetuando-
se as coloragoes de Gram (INTERNATIONAL COMMISSION ON MICRO-
BIOLOGICAL SPECIFICATION OF FOODS, 1879) e de esporos pelo mé
todo descrito em HARRIGAN & McCANCE, 1976. A caracterizagaode
células em forma de bastonetes Gram positivos, com esporos sub-
terminais, usualmente com diametro maior que o das célulasve-

getativas, eram indicativas da presenga de Clostridium sp. Nes

te caso, efetuavam-se novasinoculagﬁes do material das colo-
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nias observadas em meio de TPEG, cuja finalidade era testar a
cultura gquanto a sua toxicidez. O tubo contendo o inodculo em
meio de TPEG era entao incubado a 32°C durante 5 dias em jar-
ro anaerobio. O meio de Sacarose-gema de ovo, no qual a-cultE
ra apos tratamento com alcool foi inoculada, tinha a finalida

de de caracterizar a presenca de compostos semelhantes ao ami

do, e produzidos por cepas de C. botulinum tipo E (STIEBERS,
1967). Com este objetivo, apos incubacao, uma pequena porcgao
das colonias indicativas de Clostridium, ou seja com diame-
tros de aproximadamente 2,0 mm, irregulares quanto aos bordos
e apresentando fermentagao da sacarose, era retirada com o au
x1ilio de uma alga de platina e friccionada sobre um disco de

papel de filtro Whatman nimero 1, préeviamente embebido em so-
lucao de iodeto de potassio (1,0 grama de iodo - 3,0 gramas de
iodeto de potassio em 299 ml de agua destilada) (STIEBERS,
1967). As culturas do tipo E apresentariam uma coloracao azul
escura ou preta devido a presenga de tais compostos.

Em continuacao, as culturas que foram incuba-
das em meio de TPEG, eram submetidas a testes adicionais. Ini
cialmente, separava-se uma aliquota de S,Q ml que era transfe
rida para um tubo de centrifuga e submetida a centrifugacao
de forma idéntica aquela descrita em 2.a. A seguir, o sobre-
nadante era testado em relacaoc a presencga de toxina botulini-
ca, de forma anédloga a mencionada anteriormente em 2.b. e

2.C.

0 fluxuograma contido na figura 1 evidencia de
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de forma suscinta todo c procedimento empregado para a carac-
terizacao da toxina botulinica como também para o isolamento

da bactéria.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da presente pesquisa revelaram a
presenga constante de C. botulznum em pescados marinhos, inde
pendentemente da espécie, local e épocade captura. Os dados con-

tidos na Tabela 2 resumem estes resultados.

TABELA 2. Positividade para Clostridium botulinum em amostras

de pescado.

. Nimero de amostras Positividade para
Tipos de pescado

examinadas C. botulinum (%)
Pescada-foguete 100 31,0
Bagre-do-mar 100 31,0
Sardinha verdadeira 100 4,0
Camarao-sete-barbas 100 35,0
Ostras 100 34,0

TOTAL 500 27,0
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Quando comparados com o0os resultados obtidos por
outros autores, trabalhando com espécies diversas, em
varios paises, observa-se que, entre outros, CRAIG et alii,
1967, relataram positividades medias de 13,0% em amostras de
salmao capturado na costa do Pacifico e Rio Coldmbia, nos
Estados Unidos da América do Norte; WARD et alii, 1967,
durante o exame de pescado capturado na costa 1leste dos
Estados Unidos da América do Norte detectaram positividades
medias para C. botulinum de 3,3%; GRAIKODOSKI et alii, 1968,
na regiao dos Grandes Lagos., tambem nos Estados Unidos da

America do Norte, encontra-ram uma percentagem de 21,8% de C.

botulinum em- amostras de pescado. Ja HUSS et alii, 1974-a,
na Oinamarca, encontraramque a percentagem de contaminagao
de trutas por C. botulinum variava de 5,0 a 100% durante o
inverno e inicio da primaverae de 85 a 100% no verao.

Por outro lado, nos testes de identificacgao dos
tipos de C. botulinum presentes nas varias amostras, observou
se uma elevada predominancia do tipo E, seguido dos tipos F,
B, A e tipos nao-identificados, conforme pode ser observado na
Tabela 3.

Comparando-se o0os resultados contidos na Tabela
3 com os de outros autores, verifica-se que, entre outros, BOTT
et alii, 1867, no exame do trato intestinal de peixes coleta-
dos em lagos e baias na regiao dos Grandes Lagos, nos Estados

Unidos da America do Norte, encontraram valores medios de ocor

réncia de C. botulinum tipo E ao redor de 11,0%. GRAIKDSKI et
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TABELA 3. Tipos de C. botulinum isocolados a partir de 500 amos

tras de pescado

Tipos de Clostridium botulinum Freqgfiencia de isolamentos
(N®) (%)
E B9 13,8
F 23 4,6
B 15 3,0
A 13 2,6
Nao identificado 8 1,6
A e E 2 0,4
A e B 1 0,2
A e F 1 0,2
E eF 1 0,2
Nao identificeado e E 1 0,2
Nao identificado e B 1 0,2
TOTAL 135 27,0

alii, 1968, examinando amostras de peixes capturados no mesmo
local, encontraram uma freqtiéncia de contaminagao pelo tipo E
de 21,8%. Ja CANN et alii, 1867, encontraram niveis de positi
vidade também para o tipo E de 45,0%, quando examinavam aren-
qgues capturados no litoral noruegues. Por outro lado, baixos
indices de ocorréncia para este tipo foram constatados por
NICKERSON et alii, 1867, no exame de amostras de peixes cole-

tadas no Golfo de Maine, nos Estados Unidos da América do Nor
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te; estes autores verificaram uma freqWiéncia de contaminacgao
por C. botulinum tipo E nao superior a 4,5%. Também HOUGHTBY &
KAYSNER, 1968, examinando amostras de guelras e visceras de
salmoes capturados nas costas dos Estados de Washington, Ore-
gon e Alasca, nos Estados Unidos da América do Norte, comsta-
taram positividades para C. botulinum tipo E de 0,1 e 2,2% nas
visceras e guelras, respectivamente.

Os dados contidos na Tabela 4 relatam a fre-
glencia de isolamento de C. botulinum a partir de amostras de
pescada-foguete. Observa-se pelos dados da Tabela 4 que
31,0% das amostras examinadas revelaram a presencga da bacteria
e de suas toxinas, com predominancia marcante do tipo E

(83,5%) emrelagao ao tipo'A (6,4%).

TABELA 4. Positividade para C. botulinum em extratos obtidos
a partir da inoculagao de visceras de pescada-fogue

te em meios de enriquecimento

Nimero de Amostras Tipos de C. botulinum isolados
Epoca de

amostras  toxicas A E
Amostragem examinadas N® % N® % N® %
Fevereiro/78 21 12 57,1 0 0,0 12 100,0
Abril/78 22 3 13,6 0 0,0 3 100, 0
Julho/78 20 3 15,0 0 0,0 3 100,0
Maio/79 37 13 35,0 2 15,3 11 84,6

TOTAL 100 31 31,0 2 6,4 29 93,5
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Conforme anteriormente discutido, fatores como
o habito alimentar da espécie de pescado e suas caracteristi-
cas de habitat (espécies demersais ou peléagicas) seriam pro-
vavelmente os de maior importancia que iriam influir na maior
ou menor positividade para C. botulinum; por outro lado, nao
seria de se esperar uma influencia marcante da época de captu
ra na variacao da presenca da bactéria. Assim sendo, as dife-
rentes percentagens de amostras toxicas em fungao da época de
coleta seriam muito mais devidas a variacgoes naturais dos ni-
veis de contaminagao do que a eventual influencia da estagao
do ano. Dados obtidos por HUSS & PEDERSEN, 1979, confirmam es
tas afirmativas; estes autores, examinando visceras de peixes, nao encon-

traram qualquer carrelagao entre a época de amostragem e a fregléncia de

contaminacao. Por outro lado, a regiao de captura do pescado pode exercer

uma influéncia nos niveis de contaminagao das amostras. Trabalhos desen-

volvidos por CANNet alii, 1967, em varias regioes da Europa, evidenciaram

haver sensiveis variacoes na presenca de C. botulinum em al-
gumas areas. Assim, sabe-se que em determinadas regioes do
litoral nordico, a positividade para a bactéria em amostras de
sedimentos e em diferentes espécies de pescado éextremamente
elevada (40,0%), enquanto no litoral inglés abactéria & vir-
tualmente ausente (CANN et alii, 1867).

Quando analisados comparativamente, os dados

da presente pesquisa diferem daqueles relatados por outros au

tores. Assim, CANN et alii, 1967, examinando amostras de pes-

cada-branca coletadas em aguas costeiras da Inglaterra, nao
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conseguiram detectar C. botulinum tipo E, ao passo que NICKER
SON et alii, 1967, nos Estados Unidos da America do Norte, cons
tataram apenas 4,5% de amostras de pescada-polaca contamina-
das com este tipo. Por cutro lado, HUSS & PEDERSEN, 1873, com
base em pesquisas realizadas por WARD et alii, 1967-c e CAR-
ROLL et alii, 1966, afirmam que a ocorrencia de C. botulinum
tipo E em aguas tropicais da América Latina & muito restrita;
no entanto, os dados da presente pesquisa nao confirmam estas
observagoes, uma vez que a presenca de C. botulinum tipo E
foi positivada em todas as especies de pescado examinadas.

No exame de amostras de bagre-do-mar, os ni-
veis de positividade para C. botulinum foram identicos aos
constatados para a pescada-foguete (31,0%); no entanto, con-
forme pode ser observado pelas Tabelas 5 e 6, houve uma maior
diversidade nos tipos encontrados, tanto em material
proveniente dos extratos (Fases I, II e III) como nas
culturas puras isoladas a partir dos sedimentos
centrifugados (Fase IV).

Novamente,houve predominanciadeC.botulinum tipo
E (54,8%) tanto nos extratos como nos sedimentos, mas a ocorréncia
dos tipos A, Be F foil caracterizada, conjuntamente, em um total de
35,3 e 38, 6% das amostras de extratos e sedimentos,
respectivamente. Observou-se ainda que, em algumas amostras,
embora fosse positivada a presenga deC.botulinum,nao foi possivel
a deteccao final do tipo especifico, pela nao disponibilidade de
anti-soros proprios para os tipos C e bD; assim sendo, é
plausivel supor-se gue as culturas com a denominagao "nao

identificadas" sejam naverdade representantesdestes tipos.
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E interessante notar-se pelas Tabelas 5e 6,qgue
a distribuigao dos tipos de €. botulinum nas mesmas amostras
difere conforme o exame tenha sido realizado diretamente no
extrato da cultura ou a partir do sedimento obtido da sua
centrifugagao. Tal constatagao poderia ser parcialmente
explicada pela possibilidade da ocorréencia de mais de um tipo
de €. botulinum numa mesma amostra; a predominancia de um ou-
tro tipo nas culturas de enriquecimento e a conseqtiemte pre-
senga de toxina no extrato separado iria depender fundamental
mente dos numeros relativos de células vegetativas ou de espo
ros na.amostra inicial (visceras), bem como na melhor adequa-
cao dos mesmos ao meio de enriquecimento e condigobes de incu
bagao. Por outro lado, pela efetivagao de estrias de isolamen
to a partir das amostras de sedimentos obtidos por centrifu-
gacao dos caldos de enriquecimento, a possibilidade de isola
mento de outros tipos seria acrescida; nesta etapa, as amos-
tras foram inicialmente tratadas com &lcool etilico visando
a destruicao de células vegetativas. Nestas condigoes, pelo
emprego de estrias sucessivas, com esgotamento do inoculo, o
isolamento dos diversos tipos presentes seria mais viavel,
independente da predominancia de qualquer um deles.

Os resultados obtidos deixam evidente que as

técnicas recomendadas tradicionalmente para a caracterizacao de

C. botulinum em alimentos (UNITED STATES DEPARTMENT OF HEALTH,
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EDUCATION AND WELFARE, 1378; INTERNATIONAL COMMISSION ON MI-
CROBIOLOGICAL SPECIFICATION FOR FOODS, 1878 e KAUTTER & LYNT,
19761, embora bastante eficientes, nao asseguram a
caracterizagcao dos diferentes tipos eventualmente presentes
numa amostra; €& evidente que, em face da sua simplicidade e
rapidez de execugao, estas técnicas seriam as de preferéncia
em analises de rotina ou fiscalizacgao. No entanto, em estudos
mais pormenorizados, a tentativa de isolamento de culturas
puras a partir de sedimentos da centrifugacao de amostras
seria inteiramente justificada.

Embora o bagre-do-mar tambéem seja uma espécie
demersal, a exemplo da pescada-foguete, seus habitos
alimentares diferem bastante, uma vez que sua alimentacao &
constitui da fundamentalmente de lodo ou sedimentos e

considerando que @& neste tipo de substrato que o] C.

botulinum ocorre em maior abundancia, seria de se esperar
uma maior ocorréncia desta bac téria nas visceras; no entanta,
conforme anteriormente mencio nado, 0s indices de
positividade foram idénticos para ambas as espécies, com a
ressalva da diversidade dos tipos constatados nas amostras de
bagre-do-mar.

Cumpre ainda lembrar que embora se wutilizasse
de dois diferentes meios solidos com a finalidade de isolamen
to, por razdes que serao posteriormente mencionadas, este
procedimento foi realizado a partir do melo de TPEG
modificado,a excessao para o tipo E.

A Tabela 7 mostra os resultados dos exames de
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amostras de sardinha-verdadeira coletadas em duas épocas di-

versas.

TABELA 7. Positividade para C. botulinum em extratos obtidos
a partir da inoculagao de visceras de sardinha-ver-

dadeira em meio de enriquecimento.

Namerao Tipos de €. botulinwn detectados
Epoca de Amostras
de amostras toxicas E F
Amostragem examinadas n° % N® % N® %
Junho/7 8 44 0 0,0 0 0,0 a 0,0
Janeiro/789 56 4 7,1 3 75,0 1 25,0
TOTAL 100 4 4,0 3 75,0 1 25,0

Nesta espécie, a presenca de C. botulinum Foi
muito menos freqfiente, com apenas 4,0% de amostras toxicas,
e, mais uma vez, com a predominancia do tipo E (75.% das
culturas toxicas) e com apenas um isolamento do tipo F. Ao
contrario da pescada-foguete e principalmente do
bagre-do-mar, a sardinha-verdadeira €& uma espécie pelagica,
alimentando-se predominantemente de plancton e nao incluindo
em sua dieta alimentar o lodo, sedimentos ou animais mortos.
E possivel que &esta diversidade de habitos alimentares
contribua para os menores indices de contaminagao dessa

espécie.
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Comparando-se estes resultados com os obtidos
por HUSS & PEDERSEN, 1979, observa-se uma grande similarida-
de. Assim, agueles autores obtiveram 18% de positividade mé-
dia para C. botulinum em espécies Delagicas coletadas no mar
B3dltico; 0,0% naguelas coletadas no mar do Norte e 1,0% nas
coletadas no Atlantico Norte.

A pesquisa conduzida em amostras de crustaceos
(camarao - sete-barbas) evidenciou niveis de positividade de
35,0% para estas amostras, também coletadas em duas épocas di-
ferentes (Tabelas 8 e 9).

A exemplo do relatado para o bagre-do-mar, hou-
ve uma acentuada diversidade nos tipos de C. botulinum isocla-
dos, tanto nos extratos de culturas como a partir dos sedimen
tos. 0 tipo E predominou (28,5%), seguido dos tipos F, A e B
com 20,0, 17,1 e 17,1% de isolamentos, respectivamente.

No entanto, gquando se pesquisou os sedimentos
obtidos da centrifugacgao do meio de enriguecimento, consta -
tou-se a presencga de mais de um tipo de C. botulinum em algu-
mas amostras (Tabela 9), usualmente com a ocorrencia dos ti-
pos A e B, AeF e B e tipo nao identificado; alem disso, em
8,5% dos isolamentos nao foi possivel a caracterizagao do ti-
po, indicando, portanto a presenga dos tipos C ou D.

Os camaroes apresentam habitos alimentares mais
complexos, incluindo na sua dieta o consumo de animais mortos;
além disso, habitam principalmente areas lagunares, ricas em

materia organica e detritos diversos, sendo portanto de se es
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perar que nestes animais a presenca de C. botulinum seja rela
tivamente fregllente. Pesquisas conduzidas por outros autores,
em outros paises, confirmam estas afirmativas. Assim, CARROLL
et alii, 1966, examinando um reduzido nimero de amostras de
camarao coletadas no Golfo da Venezuela e Golfo de Barién, na
Venezuela, obtiveram recuperacao de 13% de C. botulinum tipo
A, 13,0% das amostras contendo os tipos A e E, 13,0% contendo
o tipo C, 4,3% o tipo B e 4,3% o tipo E.

A UGltima espécie de pescado estuda
da foi a ostra, molusco freqtiente em aguas estuarinas e cul-
tivado comercialmente. Estes animais vivem usualmente em aguas
ricas em matéeria organica, acrescido do fato de que na suaati
vidade fisiologica absorvem e expelem um volume muito grande
de &gua visando & obtengao e ao acumulo de nutrientes nela
dissolvidos. Também, neste caso, seria de se esperar indices
elevados de contaminacao por C. botulinum; no entanto estes
nao foram superiores a 34,0%, e novamente com a predominancia
do tipo E (29,4% dos isolamentos) ao lado da ocorréncia dos
tipos A, B, F e nao identificados (Tabela 10).

A exemplo do mencionado para as amostras de ca
marao, alguns sedimentos de cultivo evidenciaram a presenca de
mais de um tipo de C. botulinum, particularmente combinagoes
do tipo A com os tipos B e E, além da ocorréencia dos tipos E
e F, como mostra a Tabela 11.

A ocorrencia de C. botulinum em moluscos & re-

latada por varios autores: CRAIG et alii, 1967, nos Estados
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Unidos da América do Norte, constataram uma ocorréncia desta
bactéria em 31,2% de amostras de ostras examinadas, enquanto
que PRESSNELL et alii, 1862, naquela mesmo pais, verificaram
uma ocorréncia de C. botulinum tipo E em 2,7% das ostras exa-
minadas. Entretanto, em amostras de moluscos capturados no 1i
toral inglés, CANN et alii, 1967, nao conseguiram isolar esta
bacteria.

Algumas consideragoes poderiam ser feitas com
relacao a metodologia empregada no isolamento de culturas pu-
ras, a partir de amostras de sedimentos obtidos pela centrifu
gacao dos meios de enriquecimento. Sabe-se que a caracteriza-
cao de C. botulinum & baseada principalmente no desenvolvimen
to de um halo opalescente observado em meios contendo gema de
ovo. Este halo, resultante da degradagao da lecitina e cons-
tituido principalmente de proteinas insoldveis, foi claramen-
te observado no meio de Tripticase-Sal-agar-gema de ovo (TS-
gema de ovo), bem como no meio de Tripticase-extrato de leve-
dura-gema de ovo (TPEG-gema de ovo). Este Gltimo meio, sem in-
corporagdo de gema de ovo, vem sendo recomendado principalmen
te no isolamento e manutencao de C. botulinum tipo E (STIE-
BERS, 1967 e CRAIG et alii, 1867); no entanto, a incorporagao
de gema de ovo revelou-se altamente vantajosa, possibilitando
o desenvolvimento de colonias grandes (0,2 a 0,4 mm de diame-
tro); circulares, com halos de precipitacao nitidos e unifor-
mes, mostrando-se mais adequado que o meio de TS-gema de ovo,

no qual as colonias eram menores e os halos de precipitacao
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bastante grandes, irregulares, em torno de 10,0 mm de diame-
tro e geralmente confluentes, conforme evidenciado nas Figu-
ras 2 e 4, engquanto que as Figuras 3 e 5 mostram as caracte-
risticas morfolégicas de colonias de €. botulinum tipo B em
meio de TPEG-gema de ovo e TS-gema de ovo.

Outra caracteristica cultural importante de C.
botulinum & a formacgao da camada aperolada ("pearly layer"),
evidenciada pelo brilho tipico da colénia e devida a producao
de acidos graxos livres, formados pela degradacao dos lipides
neutros (HOBBS et alii, 1971). Esta caracteristica foi obser-
vada nos meios de TS-gema de ovo e TPEG-gema de ovo.

Resultados muito satisfatorios foram obtidos em
relagao a caracterizagao de C. botulinum tipo E mediante otes
te de iodo, efetuado a partir das colonias isoladas em meio
de Sacarose-gema de ovo. Este teste preconizado por STIEBERS,
1967, mostrou-se altamente eficiente na identificagao presun-
tiva deste tipo, o qual, dentre todos os testados, foi o uni-
co a apresentar reacao positiva como evidenciado nas Figuras

B e 7.
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FIGURA 2. Morfologia das
colonias de C.
botulinwn tipo
B em meio de TS

gema de ovo.

i
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FIGURA 3. Morfologia das colonias de C. botulinum tipo B em

meio de TPEG-gema de ovo.
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FIGURA 4. Caracteristicas morfologicas das colonias de C. bo-

tulinum tipo B em meio de TS-gema de ovo.

FIGURA 5. Caracteristicas morfologicas das colonias de C. bo-

tulinum tipo B em meio de TPEG-gema de ovo.
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FIGURA 6. Colonias de C. botulinum tipo E em Sacarose-gema de

ovo.

FIGURA 7. Colonias de C. botulinum tipo E apos a adigao de lu_

gol em meio de Sacarose-gema de ovo.
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5. CONCLUSOES

Os resultados da presente pesquisa, embora 1i-
mitados e restritos a algumas espécies de pescado capturados
principalmente no litoral do Estado de Sao Paulo, permitem al
gumas consideragoes de importancia no estudo da ocorréncia de
C. botulinum em nosso meio.

Preliminarmente os resultados deixam patente que a
ocorréncia da bactéeria parece ser bastante freqgtfiente no ambien
te marinho; os dados obtidos com algumas espécies de pescado,
coletadas em locais e épocas diferentes, nas quais o C. botu-
linum foi isolado, confirmam esta afirmativa.

Fatores como os habitos alimentarese habitat

exercem uma marcada influéncia nos niveis de contaminagao do
pescado, sendo maiores nas espécies demersais, como a pes-

cada-foguete e bagre-do-mar, e menores nas espeéecies pelégicas,

como a sardinha-verdadeira. Em ostras e camaroes foi
observada uma grande ocorrencia da bactéria, provavelmente devido

dscondigoes de habitat.
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Um outro aspecto de importancia e que os dados
da presente pesquisa divergem frontalmente das observacgoes
de outros autores (HUSS & PEDERSEN, 1979), gque afirmam ser o
C. botulinum tipo E pouco freqllente em aguas tropicais do 1i-
toral sul americano, com predominancia do tipo C; embora
este Ultimo parega ocorrer em nosso ambiente aquatico, os
resulta-dos positivaram a ampla predominancia do tipo E em
todas as es pécies de pescado estudadas.

Sugere-se a utilizagao do meio de TPEG-gema de
ovo para o isolamento da bactéria a partir de centrifugados da

cultura em estudo, o que permite uma melhor visualizagao das

colonias, as quais sao mais facilmente isoladas devido prin-
cipalmente ao fato de seus halos de precipitagao serem bem me
nores, diminuindo a proporgaoc de colonias confluentes.

Sugere-se, também, a utilizacdo do teste de iodo
aplicado as placas de Sacarose-gema de ovo para a detecgao
presuntiva de C. botulinum tipo E, principalmente gquando se
trabalha com amostras de origem marinha.

Finalmente, 0s resultados devem ser considera-
dos também nos aspectos tecnologico e de salde pUblica. A con
firmagao da bactéria em pescado e suas implicagoes como patogeno
de extrema importancia realgam a necessidade e a preméncia da

utilizacgao de técnicas de processamento industrial que

possibilitem a sua destruigéo, ou que se assegure a inibicgao
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de seu desenvolvimento mediante o emprego de métodos fisicos

e quimicos de preservacao.
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