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O botulismo foi primeiramente descrito na Alemanha, no século XVIII, apds um surto asso-
ciado a ingestao de salsicha de produ¢do doméstica, de onde se originou o nome (botulus em latim

significa salsicha).

O microorganismo foi identificado em 1897, na Bélgica, quando Emile Pierre Van Ermengen
descreveu um surto em 23 membros de um clube de musicos que adoeceram e trés morreram apds
a ingestdo de presunto contaminado. Nessa ocasido, identificou-se a toxina botulinica tipo A. Em
1904, foi identificada a toxina tipo B. Em 1943, foi descrito o botulismo por ferimento e, em 1976, o
botulismo infantil, atualmente conhecido como botulismo intestinal. A partir da década de 80, foram

relatados casos de botulismo associadas ao uso de drogas inalatdrias e injetaveis.

A distribuigao da doenga é mundial, com casos esporadicos ou surtos familiares, em geral rela-

cionados a produgio e conservagio de alimentos de maneira inadequada.

No Brasil, a notificagdo de surtos e casos isolados passou a ser feita de forma sistematica a
partir de 1999. Na maioria deles, a toxina identificada foi a do tipo A e os alimentos mais envolvidos

foram conservas caseiras.

O botulismo é uma doenga grave, de alta letalidade, que deve ser considerada como uma
emergéncia médica e de satde publica e a suspeita de um caso deve desencadear a imediata comu-
nicagdo entre os profissionais da drea da assisténcia e técnicos de vigilancia epidemioldgica. Para
minimizar o risco de morte e seqiielas, é essencial que o diagndstico seja feito rapidamente e que o
tratamento seja instituido precocemente por meio das medidas gerais de urgéncia. A pronta inves-
tigacdo epidemioldgica é basica para prevenir outros casos porventura decorrentes da ingestdao de

uma fonte alimentar comum e que pode estar ainda disponivel para consumo.






O botulismo é uma doenga nio contagiosa, resultante da agdo de uma potente neurotoxina.
Apresenta-se sob trés formas: botulismo alimentar, botulismo por ferimentos e botulismo intesti-
nal. O local de produgao da toxina botulinica é diferente em cada uma dessas formas, porém todas
se caracterizam clinicamente por manifestagdes neurologicas e/ou gastrintestinais, podendo ter

evolucdo grave, com necessidade de hospitalizagao prolongada.






O botulismo é causado por uma toxina produzida pelo Clostridum botulinum, um bacilo Gram
positivo, anaerobio, esporulado. Sdo conhecidos oito tipos de toxinas botulinicas: A, B, C1, C2, D, E,

F e G, das quais as do tipo A, B, E e F sdo patogénicas para o homem.

Os esporos do C. botulinum resistem a temperaturas de 120°C por 15 minutos. Estao ampla-
mente distribuidos na natureza, no solo e em sedimentos de lagos e mares. Sdo encontrados em
produtos agricolas como legumes, vegetais, mel, visceras de crustaceos e no intestino de mamiferos

e peixes.

As condigdes ideais para que a bactéria assuma a forma vegetativa, produtora de toxina sao:
anaerobiose, pH alcalino ou préximo do neutro (4,8 a 8,5), atividade de agua de 0,95 a 0,97 e tem-
peratura 6tima de 37°C. Os tipos A e B se desenvolvem em temperaturas proximas das encontradas

no solo (acima de 25° e até 40°C), enquanto o tipo E é capaz de proliferagao a partir de 3°C.

A toxina botulinica é termolabil, sendo inativada pelo calor em uma temperatura de 80°C por,
no minimo, 10 minutos.
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O modo de transmissdo tem importancia na apresentagdo clinica e nas agdes de vigilancia

epidemioldgica.

4.1 Botulismo alimentar

Ocorre por ingestdo de toxinas presentes em alimentos previamente contaminados e que fo-
ram produzidos ou conservados de maneira inadequada. Os alimentos mais comumente envolvi-
dos sdo: conservas vegetais, principalmente as artesanais (palmito, picles, pequi); produtos carneos
cozidos, curados e defumados de forma artesanal (salsicha, presunto, carne frita conservada em
gordura - “carne de lata”); pescados defumados, salgados e fermentados; queijos e pasta de queijos

e, raramente, em alimentos enlatados industrializados.

4.2 Botulismo por ferimentos

Ocasionado pela contaminacéo de ferimentos com Clostridium botulinum, que em condi¢des
de anaerobiose, assume a forma vegetativa e produz toxina in vivo. As principais portas de entrada
para os esporos sao ulceras cronicas com tecido necrético, fissuras, esmagamento de membros,
ferimentos em dareas profundas mal vascularizadas, ou ainda, aqueles produzidos por agulhas em
usudrios de drogas injetveis e lesdes nasais ou sinusais em usudrios de drogas inalatdrias. E uma

das formas mais raras de botulismo.

4.3 Botulismo intestinal

Resulta da ingestdo de esporos presentes no alimento, seguida da fixa¢do e multiplicagao do
agente no ambiente intestinal, onde ocorre a produgio e absor¢do de toxina. A auséncia da microbiota
de protecdo permite a germinagao de esporos e a producdo de toxina na luz intestinal. Ocorre com
maior freqiiéncia em criangas com idade entre 3 e 26 semanas, e por isso foi inicialmente denominado
de botulismo infantil. Em adultos, sio descritos alguns fatores predisponentes como cirurgias intesti-
nais, acloridria gastrica, doenga de Crohn e/ou uso de antibiéticos por tempo prolongado, que levaria

a alteracéo da flora intestinal.
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4.4 Outras formas

Embora raros, sdo descritos casos de botulismo acidental associados ao uso terapéutico ou es-
tético da toxina botulinica e a manipulacido de material contaminado, em laboratério (via inalatdria

ou contato com a conjuntiva).

Nao ha relato de transmissdo inter-
pessoal, apesar da excre¢do da toxina bo-
tulinica e dos esporos da bactéria por se-
manas ou meses nas fezes de lactentes com

botulismo intestinal.



A toxina absorvida no trato gastrintestinal ou no ferimento dissemina-se por via hematogéni-
ca até as terminagdes nervosas, mais especificamente a membrana pré-sinaptica da jungdo neuro-
muscular, bloqueando a liberagao da acetilcolina. Conseqiientemente, havera falha na transmissao
de impulsos nas jung¢des das fibras nervosas, resultando em paralisia flacida dos musculos que estes

nervos controlam.

O alimento consumido juntamente com a toxina pode protegé-la do efeito deletério dos acidos
durante a passagem pelo estomago. O local de maxima absor¢ao da toxina botulinica é o intestino

delgado, de onde segue para o sistema linfatico e posteriormente alcanga a corrente sangiiinea.

Existem dois grupos diferentes de Clostridium botulinum: os proteoliticos e os nao proteoliti-
cos. As cepas proteoliticas produzem uma pro-toxina que sofrera agdo de proteases do proprio mi-
croorganismo ainda no alimento e, nesses casos, a toxina ¢ ingerida na forma ativa. Quando se trata
de cepa nio proteolitica, o alimento contém pro-toxinas que serdo ativadas por acdo das proteases
existentes no trato digestivo do homem.

O dano causado na membrana pré-sinaptica pela toxina é permanente. A recuperagao depen-

de da formacéo de novas terminacdes neuromusculares e, por este motivo, a recuperacio clinica é

prolongada, podendo variar de um a 12 meses.
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Quando o mecanismo de transmissao envolvido é a ingestdo direta de toxina ou pré-toxina ja
presente no alimento, o periodo de incubagdo é menor e a doenga se manifesta mais rapidamente.
Quando ocorre a ingestdo de esporos ou a contaminagdo de ferimentos, o periodo de incubagao é
maior porque a doenca sé se inicia ap6s a transformagao do Clostridium botulinum da forma espo-

rulada para a vegetativa, que se multiplica e libera toxina.
Periodos de incubagdo curtos sugerem maior gravidade e maior risco de letalidade.

Botulismo alimentar: pode variar de duas horas a dez dias, com média de 12 a 36 horas. Quan-

to maior a concentragao de toxina no alimento ingerido, menor o periodo de incubagao.

Botulismo por ferimento: pode variar de quatro a 21 dias, com média de sete dias.

Botulismo intestinal: o periodo ndo ¢ conhecido devido a impossibilidade de determinar o

momento da ingestao de esporos.
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As manifestacoes clinicas do botulismo serdo descritas de acordo com o0 modo de transmissao.

7.1 Botulismo alimentar

A doenga se caracteriza por instalagao subita e progressiva. Os sinais e sintomas iniciais podem
ser gastrintestinais e/ou neurologicos. As manifestagdes gastrintestinais mais comuns sdo: nauseas,

vomitos, diarréia e dor abdominal e podem anteceder ou coincidir com os sintomas neuroldgicos.

Os primeiros sinais e sintomas neuroldgicos podem ser inespecificos tais como cefaléia, ver-
tigem e tontura. O quadro neuroldgico se caracteriza por uma paralisia flicida motora descendente
associado a comprometimento autonémico disseminado. Os sinais e sintomas come¢am no ter-
ritério dos nervos cranianos e evoluem no sentido descendente. Esta particularidade distingue o

botulismo da sindrome de Guillain Barré, que ¢ uma paralisia flicida aguda ascendente.

A disfung¢ao dos nervos cranianos pode levar a visao turva, ptose palpebral uni ou bilateral,
dificuldade de convergéncia dos olhos e diplopia decorrente da paralisia da musculatura extrinseca
do globo ocular. Os movimentos dos globos oculares tornam-se limitados, podendo haver oftal-
moplegia, no entanto, nao hd perda da acuidade visual. Por comprometimento do sistema nervoso

autobnomo, as pupilas tornam-se dilatadas e nao fotorreagentes.

Os sinais e sintomas oculares sao seguidos por fraqueza dos musculos responsaveis pela mas-
tigacdo, degluticdo e fala, o que pode levar a disfagia e a disartria. Além disso, pode se observar a
redugdo dos movimentos da lingua, do palato e da musculatura cervical (dificuldade para sustentar o

pescoco).

Com a evolugdo da doenga, a fraqueza muscular pode se propagar de forma descendente para
os musculos do tronco e membros, o que pode ocasionar dispnéia, insuficiéncia respiratoria e tetra-
plegia flacida. A fraqueza muscular nos membros ¢é tipicamente simétrica, acometendo com mais
intensidade os membros superiores do que os membros inferiores. Como a toxina produz bloqueio
neuromuscular, os reflexos profundos ou osteotendinosos estdo diminuidos ou abolidos nos mem-

bros acometidos.
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A disfunc¢io autondmica também causa boca seca, ileo paralitico, hipotensao sem taquicardia

e retengdo urindria.

Uma caracteristica importante no quadro clinico do botulismo é a preservagdo da consciéncia.
Na maioria dos casos, também nao ha comprometimento da sensibilidade, o que auxilia no diag-

nostico diferencial com outras doengas neuroldgicas.

O botulismo pode apresentar progressao por uma a duas semanas e estabilizar por mais duas
a trés semanas, antes de iniciar a fase de recuperacao. Esta fase tem duragao variavel, que depende
da formagao de novas sinapses e restauragdo da fungao. Nas formas mais graves, o periodo de recu-
peragdo pode durar de seis meses a um ano, embora os maiores progressos ocorram nos primeiros

trés meses apos o inicio dos sinais e sintomas.

7.2 Botulismo por ferimentos

O quadro clinico ¢ semelhante ao do botulismo alimentar, entretanto os sinais e sintomas gas-
trintestinais ndo sdo esperados e pode ocorrer febre decorrente de contaminacido secundéria do feri-

mento.

O botulismo por ferimento deve ser lembrado nas situagdes em que nio se identifica uma
fonte alimentar, especialmente em casos isolados da doenga.

Ferimentos ou cicatrizes nem sempre sao encontrados e focos ocultos, como em mucosa nasal,
seios da face e pequenos abscessos em locais de inje¢do, devem ser investigados, especialmente em

usuarios de drogas.

7.3 Botulismo intestinal

Nas criangas, o aspecto clinico do botulismo intestinal varia de quadros com constipacéo leve
a sindrome de morte subita. Manifesta-se inicialmente por constipacdo e irritabilidade, seguidos de
sinais neurolégicos, caracterizados por dificuldade de controle dos movimentos da cabe¢a, sucgao
fraca, disfagia, choro fraco, hipoatividade e paralisias bilaterais descendentes, que podem progredir
para comprometimento respiratdrio. Casos leves caracterizados apenas por dificuldade alimentar e

fraqueza muscular discreta tém sido descritos.

Em adultos, suspeita-se de botulismo intestinal na auséncia de fontes provaveis de toxina bo-

tulinica, como alimentos contaminados, ferimentos ou uso de drogas.

O botulismo intestinal tem duragdo de duas a seis semanas, com instalagao progressiva dos

sinais e sintomas por uma a duas semanas seguida de recuperagdo em trés a quatro semanas.



A anamnese e o exame fisico e neurolégico do paciente sdo imprescindiveis para o diagndstico
do botulismo.

Na suspeita de botulismo alimentar, também deve ser verificado: tipos de alimentos ingeridos,
tempo decorrido da ingestao e aparecimento da doenga, existéncia de outros casos, fonte comum
de ingestdo, além dos sinais e sintomas apresentados.

8.1 Anamnese

Para a investigagao das doengas neuroldgicas que se manifestam por fraqueza muscular des-
cendente, é necessdrio realizar anamnese cuidadosa, buscando identificar fatores de risco especifi-
cos para determinadas doencas.

» Manifestagdes clinicas: avaliar o inicio e a progressao dos principais sinais e sintomas neu-
roldgicos apresentados.

o Sinais e sintomas associados: questionar presenca de febre, vomito, diarréia, constipagio.
A presencga de convulsao indica o comprometimento do sistema nervoso central e afasta o
botulismo.

o Avaliar histéria alimentar: identificar os alimentos ingeridos nos ultimos trés dias e quando
possivel até dez dias; a quantidade e origem dos alimentos.

o Identificar outros fatores de risco: ferimentos, imunizagdo e infec¢des virais recentes, picada
de insetos, viagens, exposi¢do a agentes toxicos, medicamentos e uso de drogas endovenosas.

o Investigar outras pessoas com sinais e sintomas semelhantes.

8.2 Exame fisico geral

De forma geral, prevalecem os sinais e sintomas neurolégicos, sendo estes os primeiros e mais
importantes achados ao se examinar o paciente. Sinais de desidratagdo, distensdo abdominal e disp-
néia podem estar presentes. Nao ha febre, a menos que haja uma complicagdo infecciosa. No bo-
tulismo por ferimento, pode ocorrer febre secundéria a infecgdo da ferida por outras bactérias. A
freqliéncia cardiaca é normal ou baixa se nao houver hipotensdo (presente nas formas graves, com

disfun¢io autonémica).
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8.3 Exame neurolégico

« Avaliar o nivel de consciéncia: no botulismo nao ha comprometimento cognitivo, o pa-
ciente permanece orientado no tempo e espago, sem alteragdes de memoria e responde a
comandos. O paciente pode apresentar fraqueza muscular global e dificuldade para falar, o
que dificulta a avaliacdo do seu estado mental. E importante identificar os masculos menos
atingidos, dando ao paciente a oportunidade de responder as perguntas por meio de gestos,
estabelecendo um canal de comunicagao.

o Avaliar o déficit de for¢a muscular nos membros: solicitar ao paciente para executar movi-
mentos com os membros. Caso alguns movimentos estejam preservados, avaliar o déficit
em cada grupo de musculos de acordo com o grau de resisténcia a uma forga contraria. O
exame da for¢a muscular é um instrumento importante para avaliagido da progressao da
doenga.

o Avaliar o comprometimento da musculatura ocular, facial e bulbar: pedir ao paciente para
seguir objetos com os olhos em todas as direcoes. Este é um teste simples para avaliar fra-
queza da musculatura ocular extrinseca, responsavel pelos movimentos do globo ocular.
Quando ha assimetria ou limitagdo dos movimentos oculares, o paciente freqiientemente
queixa-se de diplopia.

« Verificar os movimentos da lingua e do palato.

o Verificar os movimentos da face, solicitando ao paciente que sopre, assovie ou tente manter
os olhos fechados contra a resisténcia.

o Verificar os reflexos profundos (aquileu, patelar, bicipital, tricipital, estilo-radial), usando
um martelo adequado. No botulismo, os reflexos profundos estdo diminuidos ou abolidos

nos membros acometidos.

« Verificar a sensibilidade: com um objeto pontiagudo, nao cortante, identificar zonas de di-
minui¢ao da sensibilidade. O exame deve ser iniciado pelas extremidades dos membros
com progressao para regides mais proximas do tronco. A sensibilidade profunda pode ser
avaliada executando-se movimentos de flexdo-extensao dos artelhos e perguntando ao pa-
ciente sobre a posi¢ao dos mesmos apds cada movimento (ele deve responder sem o auxilio
da visio).

o Verificar o comprometimento do sistema nervoso autonomo: avaliar a freqiiéncia dos mo-
vimentos peristélticos, pesquisar as pupilas (simetria, tamanho e reatividade a luz) e a lubri-
ficacdo da boca e dos labios.

o Verificar a acuidade visual: no botulismo, o paciente pode apresentar turvagio leve da visao,
sem outras alteragoes.

o Certificar-se de que o paciente tem a audigao preservada. No botulismo nio ocorre déficit

auditivo, embora sensagdes vertiginosas possam ser referidas.



A eletroneuromiografia é um exame que permite identificar se a lesdo no sistema nervoso
periférico localiza-se na raiz, nos plexos, no nervo, no musculo ou na jungdo neuromuscular. Dessa
forma, este exame ¢ de grande valor no diagndstico de botulismo ao demonstrar o comprometi-
mento da jun¢do neuromuscular, mais especificamente da membrana pré-sinaptica, causada pela
toxina botulinica. Além disso, o exame auxilia no diagnoéstico diferencial com outras doengas com

quadros clinicos semelhantes.
Os achados eletrofisiolégicos no botulismo podem ser sumarizados da seguinte forma:

« o estudo da condugio nervosa sensitiva é normal, quando alterado afasta o diagnostico de botu-

lismo;

« o estudo da condugdo nervosa motora é normal, porém, dependendo do grau de compro-
metimento da doenca, pode-se observar uma redugdo da amplitude do potencial composto

motor com um estimulo Unico;

o aestimulacéo repetitiva do nervo, com freqiiéncia de 20Hz e 50Hz, demonstra um aumento

da amplitude do potencial do composto motor.

As alteragdes do exame de eletroneuromiografia se correlacionam com a gravidade da doenga
e com sua progressao. Sendo assim, o exame pode ser normal no inicio dos sintomas, dependendo
do grau de comprometimento da patologia. As alteragdes eletrofisioldgicas sao encontradas en-

quanto houver déficit de forca muscular, desaparecendo apds a recuperagao clinica do paciente.
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Nos casos de botulismo alimentar, o diagnéstico laboratorial é baseado na analise de amostras
clinicas e de amostras bromatoloégicas. Os exames visam evidenciar a presenga de toxina botulinica
em material procedente dos casos e em alimentos suspeitos. A cultura do Clostridium botulinum
pode ser considerada auxiliar do diagndstico, em condi¢des especiais, como exemplo no caso de

suspeita de botulismo intestinal e por ferimentos.

10.1 Coleta de amostras

A coleta de amostras clinicas e bromatoldgicas devem ser realizadas com assepsia e em condi-

¢oes de seguranca para o técnico responsavel pela mesma.

10.1.1 Amostras clinicas

A coleta de amostras clinicas (soro, lavado gastrico, fezes/conteudo intestinal) deve ser reali-
zada o mais precocemente possivel e anteceder a administragdo do soro antibotulinico (SAB), para
evitar que a toxina ativa seja neutralizada antes da coleta. A coleta tardia pode impedir a detecgdo
de toxina, pois esta vai sendo absorvida pelos tecidos em fun¢ao do tempo. Apds oito dias do inicio
da doenga, a toxina ndo ¢ mais encontrada. Quando a concentra¢ao de toxina circulante ¢ pequena,

a possibilidade de confirmagao laboratorial é menor.

A selegdo de amostras de interesse e oportunas para o diagnoéstico laboratorial ¢ variavel de

acordo com a forma de botulismo (quadro 1) e estdo descritas a seguir:
Soro

+ A coleta de sangue para diagnostico laboratorial deve ser feita nos primeiros dias da doenga,
com no maximo sete dias apds o inicio dos sintomas, em quantidade suficiente para obter
11ml de soro. Nao sendo possivel, coletar duas amostras em momentos diferentes ou pelo
menos 2ml de soro para realizagao do exame de diagndstico presuntivo (quadro 2). A co-
leta da amostra deve ser realizada antes da administracao do soro antibotulinico. Amostras

coletadas em momentos diferentes devem ser mantidas em separado.
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« Usar recipiente sem anticoagulante e fracionar o soro nas primeiras duas horas apés a cole-
ta. Pode-se utilizar centrifuga, preferencialmente refrigerada, a 2.000-2.500 rpm por 10-15
minutos, ou até que o soro esteja livre de hemacias. A amostra de soro deve ser conservada

sob refrigeracao.

o Verificar, junto aos laboratorios dos servicos médicos, se ha soro do paciente coletado nos
primeiros dias da doenga. Geralmente hé coleta de sangue e soro para realiza¢ao de exames

de rotina.
Fezes/contetido intestinal e vomito/lavado gastrico

o Para a realizacdo do diagnostico completo, coletar no minimo 15g ou ml. Estas amostras
tém valor diagndstico desde que coletadas precocemente (quadro 2). O transito intestinal
acelerado aumenta a velocidade de eliminagao da toxina pelas fezes, por isso, quando ha
diarréia, as amostras devem ser coletadas imediatamente apds a suspei¢ao clinica de bo-
tulismo (até 72h). Em caso de constipagdo intestinal, a coleta do lavado intestinal pode ser

realizada até seis dias depois do inicio dos sintomas.
« Para obter lavado gastrico ou intestinal, utilizar solucéo fisioldgica a 0,9%.

o Asamostras de fezes e conteudo intestinal sdo uteis tanto para a detec¢do de toxinas quanto
para a pesquisa do Clostridium botulinum e devem ser acondicionadas em recipiente ade-
quado, a prova de vazamentos. Nesse material estdo presentes, principalmente, as formas
esporuladas que suportam a exposi¢do a atmosfera comum. Por isso, ndo sdo necessarias
as condi¢Oes de anaerobiose (meios adicionados de redutores, como a rezazurina ou tubos

mantidos em condicdes de anaerobiose).
Material de ferimentos

+ A coleta do exsudato deve ser realizada na parte mais profunda do ferimento, com auxilio
de zaragatoa (swab). O material de ferimento destina-se somente a detec¢ao do Clostridium

botulinum.

o Utilizar meios de cultura para o transporte que contenham substancias redutoras, como o
meio de tioglicolato semi-solido, adicionado de rezazurina, uma vez que no ferimento a bac-
téria encontra-se em sua forma vegetativa e pode ser inativada pela atmosfera comum. Nao
sendo possivel usar meio de cultura, acondicionar a zaragatoa (swab) em tubo de ensaio e

veda-lo com cuidado, encaminhando ao laboratério no prazo maximo de 30 minutos.
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Quadro 1. Tipos de amostras para diagnostico laboratorial de acordo com a forma clinica do

botulismo
Amostras dinicas Botulismo Botulismo Botulismo por
alimentar intestinal ferimento
Para detecc¢ao de toxina botulinica
Soro Sim Sim! Sim!
Fezes ou conteudo intestinal Sim Sim Nao
Lavado gastrico Sim Nao Nao
Exsudato do ferimento Nao Nao Nao
Para cultura do Clostridium botulinum
Soro Nao Nao Nao
Fezes ou conteudo intestinal Nao Sim Nao?
Lavado gastrico Nio Nio Nao?
Exsudato do ferimento Nao Nao Sim

'No caso de botulismo por ferimento e botulismo intestinal em criangas, a toxina pode ser encontrada no soro, porém niao
é regra.
% Se houver suspeita ou possibilidade do ferimento estar localizado no trato gastrintestinal, incluir a coleta destas amostras.

Nota: com exce¢do das amostras de soro, as demais podem ser usadas também para cultura do Clostridium botulinum.

Quadro 2. Periodo maximo de tempo, apds o inicio dos sintomas, para a coleta oportuna de
amostras clinicas e quantidade minima necessaria para o diagnostico laboratorial

Periodo Quantidade Quantidade Quantidade
Amostras maximo | (diagnostico | (diagndstico (diagnostico Total
para coleta | presuntivo) | confirmatdrio) | especifico) (1)

Soro 8 dias 1,5ml 2,5ml 6,5ml* 10,5ml
Fezes/contetdo intestinal
Com diarréia inicial 3 dias 3g 4g 8g* 15g
Com constipagdo 6 dias 3g 4g 8g* 15g
intestinal
Sem alteragdo do transito 4 dias 3g 4g 8g* 15g
intestinal
Lavado géstrico/vomito 3 dias 3g 4g 8g* 15g

* Diagndstico especifico, considerando testes com as antitoxinas A, B, Ee E.

Sempre que possivel, coletar as amostras em quantidades

superiores as indicadas para o diagndstico especifico.
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10.1.2 Amostras bromatologicas

» Asamostras bromatoldgicas também devem ser coletadas e enviadas o mais precocemente
possivel ao Laboratorio Central de Saude Publica.

« Coletar todas as sobras e restos dos produtos efetivamente consumidos.

o Evitar a transferéncia das sobras ou restos (ou ambos) para outro recipiente, mesmo que
se encontre em condig¢des precarias de integridade fisica ou de presenca de sujidades. Caso
ndo existam sobras ou restos, coletar o recipiente vazio que as continham originalmente.

+ Na auséncia absoluta de amostras de alimentos ndo consumidos, coletar outras que perten-
¢am ao mesmo lote (amostras industrializadas) ou que tenham sido produzidas no mesmo
local e data e pela mesma pessoa ou grupo de pessoas (amostras artesanais ou domésticas).
Entretanto, deve-se considerar que a distribui¢do da toxina botulinica, entre unidades do mes-
mo lote, ndo é homogénea. No caso de positividade, este resultado ¢é forte indicio de que ou-
tras unidades podem estar contaminadas pela toxina. No caso de resultado negativo, nao se

descarta a possibilidade de que a unidade consumida pelo caso suspeito contenha a toxina.

» Nas amostras bromatoldgicas é comum encontrar formas esporuladas do Clostridium bo-
tulinum, em especial no mel. E importante salientar que neste alimento, devido ao alto
conteudo de agucar e baixa atividade de agua, o esporo nao tem condigdes de germinar e,

portanto, nao ha producéo de toxina.

10.1.3 Acondicionamento e transporte das amostras clinicas e bromatoldgicas para o

laboratodrio

 Para o acondicionamento das amostras, selecionar recipientes limpos e de preferéncia es-
terilizados, hermeticamente fechados. Caso seja amostra de alimento contida em uma em-
balagem, ndo transferir para outro recipiente, coletar todo o conjunto. Vedar ou tampar o

recipiente que contém a amostra, garantindo que nao ocorrera vazamento do produto.

« Quando a amostra estiver contida em frascos de vidro ou similares que podem quebrar
durante o transporte, protegé-los com auxilio de algodao, tiras plasticas com bolhas de ar,

caixas de papeldo proprias para o envio de pequenas amostras ou outro dispositivo.

Nos casos de botulismo por ferimento, enviar a amostra em
temperatura AMBIENTE.

o Todas as amostras devem ser enviadas ao laboratorio devidamente identificadas. As amos-
tras clinicas devem conter os seguintes dados: nome do paciente, idade, municipio de re-
sidéncia, tipo de amostra coletada, data e hora da coleta, finalidade do exame (pesquisa de
toxina botulinica e/ou cultura) e devem estar acompanhadas de um formuldrio de encami-
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nhamento para cada amostra (anexo A). As amostras bromatoldgicas devem ser enviadas
com os termos de coleta proprios da vigildncia sanitaria, que devem conter as seguintes
informagdes: tipo de alimento, data e hora da coleta, local da coleta, municipio, data da
produgdo, data de validade, marca, lote. O mesmo ¢é valido para alimentos de producao

caseira.

« O laboratério deve ser avisado do envio da amostra, que pode chegar ao laboratério em
horarios nao convencionais de trabalho, pois a mesma devera ser recebida de imediato,

inspecionada e armazenada de forma adequada no momento do recebimento.

« O laboratoério responsavel pelo recebimento e encaminhamento das amostras para o labora-
torio de referéncia de botulismo devera verificar a ficha de encaminhamento, identificacao
das amostras, condigdes de acondicionamento e refrigeracdo. Em caso de duvida ou de
identificagdo incorreta, devera entrar em contato com a unidade que as enviou para os es-

clarecimentos necessarios.

« Conservar e transportar as amostras sob refrigeracao de 4 a 8° C. A refrigeragao das amos-
tras ¢ indispensavel, pois a toxina botulinica é termolabil, podendo ser inativada em tempe-

raturas acima da ambiental. O tempo de transporte nao deve ultrapassar 48 horas.

o Para o transporte, acondicionar a amostra protegida em caixas isotérmicas. Evitar o uso de
gelo comum, dando preferéncia ao gelo reaproveitavel. Se nao for possivel evitar o uso de
gelo comum, acondiciona-lo em saco plastico e fecha-lo de forma a nao permitir que a agua
de degelo espalhe no interior da caixa isotérmica. A quantidade de gelo deve ser proporcio-
nal ao tempo de transporte, recomendando-se pelo menos trés dispositivos de gelo reapro-
veitavel ou dois sacos plasticos com aproximadamente 300g de gelo por conjunto de duas

amostras.

o No laboratorio de referéncia para botulismo, nenhuma amostra devera ser desprezada até

que o caso/surto seja encerrado.

10.1.4 Exames laboratoriais

Os exames laboratoriais podem ser realizados por varias técnicas, sendo que a mais comum é
a detecgdo da toxina botulinica por meio de bioensaio em camundongos, que ¢ feito em trés etapas:

presuntiva, confirmatoria e especifica.

Em casos de botulismo por ferimentos e botulismo intestinal realiza-se também o isolamento
de Clostridium botulinum por meio de cultura das amostras. A metodologia de cada exame estd

apresentada resumidamente nas figuras abaixo e detalhadamente no anexo D.
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Figura 1. Etapa presuntiva do bioensaio em camundongos para soro

Objetivo: confirmar presenga de substancia toxica
Tempo para resultado: até quatro dias
Inoculagéo direta do soro do paciente
74 74 Y Y

0,5ml soro 0,5ml soro Controle Controle
(sem inoculacdo) (sem inocula¢io)

B,

Interpretagio: Apds a inocula¢io, nas primeiras seis horas, os animais sdo observados no maximo
a cada 30 minutos e em intervalos de trés a quatro horas, por até 72 horas, para veri-

ficar possiveis alteragdes no comportamento e estado fisico dos camundongos.

Os animais inoculados com a por¢do néo tratada podem ou ndo morrer. Caso mor-
ram, significa que a toxina ativa estava presente na amostra. Caso ocorram mortes
nos camundongos que s6 receberam a porgao tripsinizada, significa que a pré-toxina
estava presente na amostra e que, para tipificagdo da toxina é necessario tripsinizar
o restante do material extraido. A sobrevivéncia dos camundongos que receberam
a porgdo fervida confirma a termolabilidade da toxina. Os animais controles nao

devem apresentar nenhum sinal da doenga e nem ir a ébito.

*Nao ferver e nao tripsinizar o soro.



Manual Integrado de Vigilancia Epidemioldgica do Botulismo

Figura 2. Etapa presuntiva do bioensaio em camundongos para
amostras clinicas (exceto soro) e bromatologicas

Objetivo: confirmar presenca de substancia tdxica e termolabil
Tempo para resultado: até quatro dias
Amostra bromatoldgica (alimentos) e/ou Amostra clinica (exceto soro)

4

Extragdo de toxina em gel fosfato

[1:1 - 1 parte de amostra (g) + 1 parte de gel fosfato (ml)]
g
Deixar uma noite em geladeira
g
Centrifugar
(4°C a 2500 a 3000 rpm por no maximo 20 min.)
g
Coletar sobrenadante

(dividir em porgdes)

74 74 S Y
Amostra sem tratamento Amostra fervida Tripsinizada Controle
(/NN [ ZGAN' (/NN 7NN
0,5ml  0,5ml 0,5ml  0,5ml 0,5ml  0,5ml sem inoculacdo

"Ld' &

Interpretagao: Apos a inoculagdo, nas primeiras seis horas, os animais sao observados no maximo
a cada 30 minutos e em intervalos de trés a quatro horas, por até 72 horas, para
verificar possiveis alteracdes no comportamento e estado fisico dos camundongos.
Os animais inoculados com a porg¢do nao tratada podem ou nao morrer. Caso
morram, significa que a toxina ativa estava presente na amostra. Caso ocorram
mortes nos camundongos que s6 receberam a porgdo tripsinizada, significa que
a pré-toxina estava presente na amostra e que, para tipificagdo da toxina é neces-
sario tripsinizar o restante do material extraido. A sobrevivéncia dos camundon-
gos que receberam a por¢ao fervida confirma a termolabilidade da toxina. Os ani-
mais controles ndo devem apresentar nenhum sinal da doenca e nem ir a dbito.
*Nao tripsinizar fezes e lavado intestinal. A toxina, se presente, ja foi tripsinizada

pelo metabolismo do paciente.

31



32

Secretaria de Vigilancia em Satide / MS

Figura 3. Etapa confirmatdria do bioensaio em camundongos

Objetivo: confirmar presenca de toxina botulinica. Realizar essa etapa somente se a etapa presun-

tiva for positiva.

Obito do camundongo na etapa presuntiva
4
Soro ou sobrenadante + antitoxina polivalente
U
Incubar a 35-37°C por 30 min.
4
Inocular em camundongo
24 74 S S

0,5ml soro 0,5ml soro Controle Controle
(sem inoculacdo)  (sem inoculacio)

Lz

Bz

Interpretagao: Observar sinais nos camundongos. Quando ha presenca de toxina botulinica no
soro ou sobrenadante, esta ¢ inativada pelo soro polivalente, portanto nio se espera
que o camundongo morra. No entanto, o obito ndo deve descartar a presenca de

toxina botulinica na amostra.
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Figura 4. Etapa especifica do bioensaio em camundongos

Objetivo: determinar o tipo de toxina botulinica

Soro ou sobrenadante + antitoxina botulinica ~ Soro ou sobrenadante + antitoxina botulinica

tipo A tipo B
4 v
Incubar a 35-37°C por 30 min. Incubar a 35-37°C por 30 min.
74 N 74 Y 74 Y 74 Y
0,5ml 0,5ml Controle Controle 0,5ml 0,5ml Controle Controle
soro Soro sem sem SOro  SOro sem sem
inoculacdo  inocula¢io inoculacdo  inocula¢io

A Ban

Interpretagao: A antitoxina tipo A devera neutralizar a toxina botulinica tipo A, assim como a
antitoxina tipo B devera neutralizar a toxina botulinica tipo B. Os camundongos
que sobreviverem indicardo o tipo de toxina presente na amostra inoculada.

Se os camundongos que receberam antitoxina botulinica tipo A morrerem, a toxina
da amostra analisada é do tipo B. Se sobreviverem, a toxina da amostra analisada
édotipo A .

Se os camundongos que receberam antitoxina botulinica tipo B morrerem, a toxina
da amostra analisada ¢ do tipo A. Se sobreviverem, a toxina da amostra analisada
¢ do tipo B.
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Figura 5. Cultura (botulismo por ferimento e botulismo intestinal)

Objetivo: Isolamento de Clostridium botulinum e identificacdo bioquimica da bactéria (provas de

lipase e lecitinase)

Ferimento, fezes ou contetdo intestinal
g
Semear em meio liquido Cooked Meat Medium
g
Tratamento térmico a 70-80°C / 10 min.
Para inativar formas vegetativas e outras bactérias
g
Incubar a 35°C por 5 dias
g
Centrifugacio referigerada
(4°C a 2500-3000 rpm, por no minimo 20 min.)
g
Coletar sobrenadante

(dividir em porgoes)

74 74 Y Y
Amostra sem tratamento Amostra fervida Amostra Tripsinizada Controle
[ZGEAN [ZGEIAN [ZGEIAN (ZGEIAN'
0,5ml  0,5ml 0,5ml  0,5ml 0,5ml  0,5ml sem inoculagdo

j Ay

= fe ! A y! s
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10.1.5 Interpretacao de resultados laboratoriais

Quadro 3. Interpretagio dos resultados do bioensaio em camundongos

Resultado

Interpretacao

Presuntivo

Indica a presenca de toxina termolabil que causa sintomas compativeis com botulismo.

Apds inoculagio, caso os camundongos apresentem pélos ericados, dispnéia,
dificuldade de locomogao, “cintura de vespa” e morte, sugere-se que a amostra
inoculada continha toxina.

Sugere-se que a toxina era termolabil se os camundongos inoculados com amostra
fervida sobreviver e os outros morrerem.

Amostra tripsinizada e sem tratamento
Camundongo morto = Presenca de toxina na amostra

Amostra fervida
Camundongo vivo = Presenca de toxina termolabil na amostra

Confirmatoério

Confirma a presenca de toxina botulinica, sem especificar o tipo.

A técnica baseia-se na neutralizacdo da amostra com antitoxina polivalente e posterior
inoculacdo em dois camundongos. Se a amostra tiver toxina botulinica, esta deverd
ser neutralizada pela antitoxina polivalente adicionada, por isso espera-se que o0s
camundongos sobrevivam.

Camundongo vivo = Presenca de toxina botulinica na amostra

Especifico

Confirma e especifica o tipo de toxina botulinica.

A técnica baseia-se na neutralizagdo especifica da toxina botulinica contida na amostra.
A antitoxina monovalente neutralizara apenas a toxina botulinica especifica presente na
amostra, com isso o camundongo ndo devera morrer.

Amostra + antitoxina botulinica tipo A
Camundongo vivo = Presenca de toxina botulinica tipo A na amostra

(toxina tipo A da amostra foi neutralizada pela antitoxina A, por isso o camundongo
sobreviveu)

Camundongo morto = Presenga de outro tipo de toxina botulinica na amostra

Amostra + antitoxina botulinica tipo B
Camundongo vivo = Presenca de toxina botulinica tipo B na amostra

(toxina tipo B da amostra foi neutralizada pela antitoxina B, por isso o camundongo
sobreviveu)

Camundongo morto = Presenga de outro tipo de toxina botulinica na amostra

Negativo

Nao encontrada evidéncia de toxina botulinica.

Os camundongos irdo sobreviver, pois nao havia presenca de toxina botulinica nas

amostras inoculadas.

Sempre que é evidenciada a presenca da toxina botulinica no soro sangiiineo do caso suspeito
por bioensaio em camundongo, o diagndstico esta confirmado e ndo necessita de outros exames labo-
ratoriais ou da determinacéo da toxina em outras amostras do mesmo paciente.
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Muitas doengas neuroldgicas podem manifestar-se com fraqueza muscular subita e paralisia fla-

cida aguda. O quadro 4 mostra os principais critérios utilizados para diferencid-las do botulismo.

Quadro 4. Diagnéstico diferencial de botulismo

Condi¢ao Fraqueza muscular Sensibilidade Caracteristicas do liquor
Botulismo Inicia pela face Normal Normal
Descendente e simétrica
Sindrome O envolvimento da face Em alguns casos pode Dissociagao proteino-
de Guillain- | ¢ menos comum que no haver déficit sensitivo citologica
5 botulismo . . .
Bt Hiperproteinorraquia
Ascendente e simétrica .
Celularidade normal ou
discretamente elevada (<
50 células/mm?)
Na primeira semana pode
ser normal
Sindrome Fraqueza simétrica da face Parestesias ou diminui¢do Dissociag¢éo proteino-
de Miiller Diolegi . da sensibilidade da face e citoldgica
. iplegia facial )
Fisher da lingua. Hiperproteinorraquia
Ptose palpebral perp q

(variante da

Celularidade normal ou

Sindrome Dificuldade de mastigagio e i
. . discretamente elevada (<
Guillain de degluticdo ,
. 50 células/mm?)
Barré) X 1 .
Nio ha comprometimento
de membros superiores e
inferiores
Miastenia Flutuante no transcorrer Normal Normal
Gravis do dia, piora com atividade

fisica e melhora com repouso
A maioria dos casos se

inicia por ptose palpebral e
diplopia
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Além destas, existem outras doencas menos comuns que também devem ser consideradas no

diagnéstico diferencial:

Doenga de Lyme: considerada rara no Brasil, é causada pela Borrelia burgdorferi transmi-
tida pela picada de carrapato do género Ixodes. Apés um periodo inicial de manifestagoes
cutaneas (eritema migratdrio), adenomegalia e mialgia, instala-se um quadro de meningor-
radiculite caracterizado por cefaléia intensa, paralisia proximal e simétrica dos membros.
Paralisia facial uni ou bilateral pode ocorrer, mas envolvimento da motricidade ocular é
incomum.

Neuropatia diftérica: é rara no Brasil. A polineuropatia tem inicio 5 a 12 dias apds a faringite
e se caracteriza por instalagdo de dificuldade de deglutigdo, rouquidao e paralisia do palato.
Depois de alguns dias, pode surgir fraqueza muscular dos quatro membros e déficit sensiti-
vo de grau variavel.

Neuropatias toxicas: podem ser produzidas por metais pesados (chumbo, arsénio, mercurio
e outros) ou agentes industriais (solventes). O indicativo para o diagndstico ¢é a histéria de
exposicdo direta ou indireta as substancias nocivas. A neuropatia tem evolu¢ao lenta e rara-
mente ha envolvimento facial.

Neuropatias toxicas alimentares: os principais alimentos sdo alguns peixes e sementes de
algumas frutas. Pode haver parestesias na boca e lingua seguidas de polineuropatia de grau
variavel.

Outros quadros neuroldgicos e/ou psiquiatricos: meningoencefalites, acidente vascular ce-
rebral, traumatismo cranioencefélico, transtornos conversivos (histeria), hipopotassemia,
intoxicagdo por atropina, beladona, metanol, mondxido de carbono, fenotiazinicos e enve-
nenamento por curare.

Por ser uma doenga do sistema nervoso periférico, o botulismo nao estd associado a sinais de

envolvimento do sistema nervoso central. A presenca das manifesta¢des abaixo relacionadas, em

individuo previamente normal, é argumento contra a possibilidade desta doenga:

movimentos involuntérios;
diminuicio do nivel de consciéncia;
ataxia;

crises epilépticas (convulsoes);

espasticidade, hiperreflexia profunda, presenga de cléonus ou sinal de Babinski e sinais de
liberagao piramidal nos membros acometidos por fraqueza;

assimetria significativa da for¢a muscular;

déficit sensitivo.

Quadros de gastroenterite pelo Campylobacter podem ser seguidos de sindrome de Guillain-Barré.



O éxito da terapéutica do botulismo esta diretamente relacionado a precocidade com que é ini-
ciada e as condigoes do local onde sera realizada. O tratamento deve ser realizado em unidade hospi-
talar que disponha de terapia intensiva (UTT). Observa-se significativa redugao da letalidade quando o
paciente é tratado nessas unidades. Basicamente, o tratamento da doenga apdia-se em dois conjuntos

de agdes: tratamento de suporte e tratamento especifico.

12.1 Tratamento de suporte

As medidas gerais de suporte e monitorizagdo cardiorrespiratdria sao as condutas mais impor-

tantes no tratamento do botulismo.

A disfagia, regurgitagdo nasal, comprometimento dos movimentos da lingua, palato e, prin-
cipalmente, da musculatura respiratdria sao sinais indicativos de gravidade e exigem atengéo re-
dobrada e agdo imediata para evitar broncoaspira¢io e insuficiéncia respiratdria. Nesses casos, a
assisténcia ventilatoria é essencial para evitar o ébito, podendo ser necessaria por quatro (toxina

tipo B) a oito semanas (tipo A) ou mais se houver complicagdes.
O tratamento de suporte baseia-se fundamentalmente nos seguintes procedimentos:

o Assisténcia ventilatoria pode ser necessaria para cerca de 30 a 50% dos casos. Para se indicar
a entubagio traqueal num paciente com botulismo, ndo ¢ necessario esperar que a PCO,
esteja elevada ou que a saturagao de O, diminua, pois a espera de tais sinais pode represen-
tar maior risco de instalacdo da insuficiéncia respiratéria. Os critérios para indica¢ao de

entubacao sdo essencialmente clinicos. Para indica-la, pode-se basear em:

- cuidadosa avaliagdo da capacidade do paciente em garantir a permeabilidade das vias
aéreas superiores. As paralisias podem causar asfixia e obstrugdes respiratdrias altas (ob-

servar a mobilidade da lingua e do palato, disfonia e disfagia);

- capacidade vital (aferida por espirdmetro): em geral, a entubagdo ¢ indicada quando a

capacidade vital é menor que 12ml/Kg.
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o Traqueostomia nem sempre é necessaria, devendo ter sua indica¢do avaliada individuali-

zando-se cada caso.

» Lavagens gastricas, enemas e laxantes podem ser uteis nos casos de botulismo alimentar,
com o objetivo de eliminar a toxina do aparelho digestivo, exceto nos casos em que houver

ileo paralitico.

 Hidratagdo parenteral e reposicdo de eletrolitos, além de alimentagdo por meio de sondas,

devem ser mantidos até que a capacidade de degluti¢ao seja recuperada.
o Outros procedimentos rotineiros em UTI também devem ser adotados.

Aminoglicosideos e tetraciclinas podem piorar a evolugdo do botulismo,
especialmente em criangas, devido a redugdo da entrada de célcio

no neurénio potencializando o bloqueio neuromuscular.

12.2 Tratamento especifico

Visa a eliminar a toxina circulante e a sua fonte de produgéo, o C. botulinum, pelo uso do soro
antibotulinico (SAB) e de antibidticos. Antes de iniciar o tratamento especifico, todas as amostras

clinicas para exames diagnosticos devem ser coletadas.

O soro antibotulinico atua contra a toxina circulante que ainda néo se fixou no sistema nervo-
s0, por isso recomenda-se que o tratamento com SAB seja realizado o mais precocemente possivel
(até sete dias) ou podera nao mais ser eficaz. Apresenta-se em forma de soro heterdlogo, eqiiino,
geralmente em apresentagdo bi ou trivalente (contra os tipos A e B ou A, B e E de toxina botulinica).
A dose é de uma ampola de antitoxina botulinica bi ou trivalente por via intravenosa, diluida em

solugdo fisioldgica a 0,9%, na proporgao de 1:10, para infundir em aproximadamente uma hora.

A solicitagao do SAB para as unidades de tratamento deve ser feita pelo médico que diagnos-
ticou o caso ou pelo pessoal de vigilancia epidemioldgica sempre que a mesma ¢ acionada inicial-
mente (figura 6). Sua liberagao estara condicionada ao preenchimento da ficha de notificagao do

caso suspeito junto a prescri¢ao e ao relatdrio sucinto do quadro clinico.

A indicagdo da antitoxina deve ser criteriosa, pois ndo é isenta de riscos uma vez que 9 a 20%
das pessoas tratadas podem apresentar reagoes de hipersensibilidade. O teste cutineo de sensibili-
dade antes do uso de soros heterélogos foi excluido da rotina, conforme normas do Programa Na-
cional de Imunizagao, da Secretaria de Vigilancia em Satide do Ministério da Saide (PNI/SVS/MS).

O valor preditivo deste teste é considerado discutivel.
Para prevenir a ocorréncia de reagdes de hipersensibilidade, proceder da seguinte forma:

« instalar soro fisioldgico;
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+ administrar hidrocortisona (10mg/kg) por via endovenosa (maximo de 1g), 10 a 15 minu-

tos antes de iniciar a soroterapia.

Nos casos de botulismo por ferimento, recomenda-se o uso de penicilina cristalina na dose de
10 a 20 milhdes de Ul/dia para adultos e 300.000UI/kg/dia para criangas, em doses fracionadas de
4/4 horas, IV, por 7 a 10 dias. O metronidazol também pode ser utilizado, na dose de 2g/dia para

adultos e 15mg/kg/dia para criangas, IV, de 6/6 horas.

Debridamento cirtrgico deve ser realizado nos casos de botulismo por ferimento, preferen-

cialmente apds o uso do SAB, mesmo quando a ferida tem bom aspecto.

No botulismo intestinal em menores de um de idade, acredita-se que a lise de bactérias na luz
intestinal, provocada pelo antibiético, pode piorar a evolugdo da doenga por aumento dos niveis de
toxina circulante. Em adultos, esse efeito ndo tem sido descrito, mas deve ser considerado quando a
porta de entrada para a doenga for o trato digestivo. O SAB e a antibioticoterapia nao estao indica-

dos para criancas menores de um ano de idade com botulismo intestinal.

No botulismo alimentar, a indica¢do de antibidticos ainda ndo esta bem estabelecida.
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Desidratagdo e pneumonia por aspiracdo podem ocorrer precocemente, antes mesmo da sus-
peita de botulismo ou do primeiro atendimento no servigo de satide. Infecgdes respiratérias podem
ocorrer em qualquer momento da hospitalizagdo, sendo a longa permanéncia sob assisténcia venti-

latdria e os procedimentos invasivos, importante fatores de risco.
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Um tratamento de suporte meticuloso pode resultar em completa recuperagao.

A letalidade do botulismo diminui de forma consideravel quando a assisténcia médica dos pa-
cientes é prestada em unidades de terapia intensiva. Mortes precoces geralmente resultam da falha
em reconhecer a gravidade da doenga e do retardo em iniciar a terapia. Quando ocorrem apds a

segunda semana, resultam de complicagdes, como as associadas a ventila¢ao prolongada.
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O botulismo passou a ser doenga de notificagdo compulsdria a partir da Portaria n.° 1.943/MS,
de 18 de outubro de 2001 (BRASIL, 2001). Devido a gravidade da doenga e a possibilidade de ocor-

réncia de outros casos resultantes da ingestdo da mesma fonte de alimentos contaminados, um caso

¢ considerado um surto e uma emergéncia de saide publica. A suspeita de um caso de botulismo

exige notificagdo e investigacdo imediatas.

15.1 Objetivos da vigilancia epidemiologica

Detectar precocemente os casos, visando a promover assisténcia adequada e a reduzir a

morbidade e letalidade da doenca;
Caracterizar o surto por tempo, lugar e pessoa;
Identificar a fonte de contaminacido e modo de transmissdo dos casos de botulismo;

Propor medidas de prevencio e controle, em tempo oportuno, para impedir a ocorréncia de

Nnovos casos;

Avaliar as medidas de controle implantadas.

15.2 Definic¢ao de caso

Hé defini¢do de caso suspeito e confirmado para cada forma de botulismo.

15.2.1 Defini¢do de caso suspeito

Caso suspeito de botulismo alimentar e botulismo por ferimentos:

- individuo que apresente paralisia flacida aguda, simétrica, descendente, com preservagao 47
do nivel de consciéncia, caracterizado por um ou mais dos seguintes sinais e sintomas:

visdo turva, diplopia, ptose palpebral, boca seca, disartria, disfagia ou dispnéia.

A exposicdo a alimentos potencialmente suspeitos para presenca da toxina botulinica,

nos tltimos dez dias ou historia de ferimentos nos ultimos 21 dias, reforga a suspeita.
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o Caso suspeito de botulismo intestinal:

- crian¢a menor de um ano com paralisia flacida aguda de evolugao insidiosa e progressiva
que apresente um ou mais dos seguintes sinais e sintomas: constipagao, sucgdo fraca,

disfagia, choro fraco, dificuldade de controle dos movimentos da cabega;

- adulto que apresente paralisia flicida aguda, simétrica, descendente, com preservagio do
nivel de consciéncia, caracterizado por um ou mais dos seguintes sinais e sintomas: visao
turva, diplopia, ptose palpebral, boca seca, disartria, disfagia ou dispnéia na auséncia de
fontes provaveis de toxina botulinica como: alimentos contaminados, ferimentos ou uso de

drogas.

A exposigdo a alimentos com risco para presenca de esporo de C. botulinum

(ex.: mel, xaropes de milho) refor¢a a suspeita em menores de um de idade.

15.2.2 Defini¢do de caso confirmado
« Critério laboratorial

- caso suspeito no qual foi detectada a toxina botulinica em amostra clinica e/ou no ali-

mento efetivamente consumido;

- caso suspeito de botulismo intestinal ou por ferimento no qual foi isolado o Clostridium

botulinum, produtor de toxinas em fezes ou material obtido do ferimento.

« Ciritério clinico-epidemiolégico

caso suspeito com vinculo epidemiolégico com o caso confirmado;

caso suspeito com histdria de consumo de alimento com risco para a presenga da toxina

botulinica dez dias antes dos sintomas;

caso suspeito com eletroneuromiografia compativel com botulismo;

caso suspeito com ferimento em condi¢des de anaerobiose nos ultimos 21 dias.

15.3 Critérios de encerramento

Os casos podem ser encerrados pelos seguintes critérios:

48 e Critério laboratorial

- Quando houver detec¢iao de toxina botulinica em amostra clinica e/ou alimento, efeti-
vamente consumido, ou isolamento do Clostridium botulinum, produtor de toxinas em

fezes ou material obtido do ferimento.
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« Critério clinico-epidemioldgico

- Quando o caso nio for encerrado pelo critério laboratorial e quando houver presenga de
vinculo epidemiolégico, com o caso confirmado e/ou histdria de consumo de alimento
com risco para a presenca da toxina botulinica, dez dias antes dos sintomas e/ou eletro-
neuromiografia compativel com botulismo e/ou com ferimento em condigdes de anaero-

biose nos ultimos 21 dias.
« Obito
- Individuo que foi a 6bito com quadro clinico compativel com botulismo, com confirma-

¢do clinico-epidemioldgica e/ou clinico-laboratorial.

15.4 Notifica¢ao

Diante da suspeita clinica de botulismo, o profissional da unidade de saude que atendeu o
paciente deve notifica-lo imediatamente a vigilancia epidemioldgica local. O técnico que recebeu a
notificacdo deve, inicialmente, verificar a consisténcia das informacoes e, uma vez caracterizada a
suspeita de botulismo, comunicar imediatamente aos niveis hierarquicos superiores e areas envol-
vidas na investigacao conforme figura 6. A solicitagdo do soro antibotulinico deve ser feita, nessa
fase, a Coordenagao de Vigilancia das Doengas de Transmissdo Hidrica e Alimentar (COVEH), da
Secretaria de Vigilancia em Saude, do Ministério da Satide, mediante prescrigao médica e relatério

sucinto do quadro clinico.
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Figura 6. Fluxograma da notificacao de caso suspeito de

botulismo e solicita¢do de soro antibotulinico
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15.5 Investigagao frente a um caso suspeito

Diante de um caso ou surto suspeito de botulismo, a investigacao deve ser realizada, de manei-
ra integrada, entre as dreas de vigilancia epidemiolégica, vigilancia sanitdria, laboratdrio, assisténcia
e outras dreas que se fizerem necessarias. A coopera¢io e o intercimbio de informagdes entre as

areas envolvidas sdo fatores essenciais para a boa qualidade da investigagao.

A coordenagao da investigacdo deve, preferencialmente, ser delegada a um profissional da
vigilancia epidemioldgica, que terd a responsabilidade de informar e acionar os demais membros

da equipe.

Os servigos devem estar organizados para providenciar imediatamente técnicos para realizar a
investigacdo, inclusive aos sabados, domingos e feriados, bem como prover transporte, didrias, for-
muldrios, material para coleta de amostras e outros materiais para garantir a agilidade e qualidade

da investigagao.

As condutas frente a um caso suspeito variam de acordo com a area envolvida descritas a seguir.

15.5.1 Investigacdo epidemiologica

Todo caso de botulismo devera ser investigado imediatamente apds a notificagdo, e a ficha de

investigacao epidemioldgica (anexo B) deve ser devidamente preenchida para cada caso notificado.

Quando se tratar de botulismo alimentar, o caso ou surto também deve ser notificado ao Sis-
tema de Vigilancia Epidemioldgica das Doengas Transmitidas por Alimentos (VE-DTA). Com isso,
além da ficha individual de investigac¢ao epidemioldgica de botulismo, utilizar também os formuld-

rios e metodologia de investigacdo de surto de DTA.

Antes de iniciar as atividades de campo, o técnico responsavel pela investigagdo deve solicitar a
coleta de amostras clinicas para pesquisa de toxina botulinica, bem como orientar que amostras bro-

matoldgicas permanecam acondicionadas sob refrigeracao até que a vigilancia sanitaria chegue.

Na maioria dos casos, a notificagdo é posterior aos primeiros dias de sinais e sintomas, impos-
sibilitando a coleta de amostras clinicas desse periodo. Sendo assim, é importante que se procure
amostras de soro e fezes do caso suspeito em todas nos laboratérios publicos, privados ou convenia-
dos das unidades de satide/hospitais em que esse caso foi atendido. Caso as encontre, encaminhar

ao laboratorio estadual de satide publica, juntamente com amostras coletadas apos a notificagao.
As principais atividades a serem desenvolvidas durante a investigagdo epidemioldgica sao:
o viabilizar o encaminhamento oportuno do soro antibotulinico (SAB);

« assegurar coleta oportuna, acondicionamento e transporte de amostras clinicas e/ou bro-

matoldgicas;
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« investigar a histdoria alimentar do caso suspeito nos tltimos dez dias para identificar inges-

tao de alimentos de risco;

o caracterizar detalhadamente o quadro clinico do caso suspeito e a evolu¢io de cada sinal e

sintoma por data e hora;
o verificar a historia prévia de ferimentos e uso de drogas injetaveis e inalatorias;

o realizar busca ativa de casos suspeitos e outras pessoas expostas a0 mesmo risco entre fami-

liares e nas unidades de saude;
« orientar as medidas iniciais de prevencao e controle, de acordo com o modo de transmissao;

o eliminar a permanéncia da fonte, por meio da interrup¢io do consumo, distribuicdo e co-

mercializa¢do dos alimentos suspeitos, no caso de botulismo alimentar;

o orientar a populagdo sobre o preparo, conservacdo e consumo adequado dos alimentos as-

sociado ao risco de adoecimento;
+ Propor medidas de prevencéo e controle pertinentes, de acordo com os resultados da inves-

tigagdo do caso.

15.5.2 Vigilancia Sanitaria

Na suspeita de surto de botulismo alimentar, a vigilancia sanitdria exerce atividade importante

na investigagdo do surto. A seguir, segue um resumo das atividades desencadeadas:

o coletar sobras ou restos de alimentos consumidos pelo caso suspeito e/ou amostras de ali-
mentos nio consumidas, conforme descrito anteriormente;

« identificar a forma e objetivo da producao (industrial/artesanal e comercial/familiar) e ori-
gem do produto;

« obter informagoes sobre o produto como: marca, local de aquisi¢do, data de validade, de fabri-
cagio, lote, quando foi aberto, onde e como estava armazenado e informagdes do rétulo;

+ no caso de produgdo artesanal ou doméstica, descrever os ingredientes usados, modo de
preparo, forma de acondicionamento e de conservagao, data e responsavel pela elaboracéo,
quantidade produzida, data da abertura/consumo e forma de conservagao;

« realizar inspe¢ao sanitaria para verificagdo das condi¢des higiénico-sanitarias;

« analisar os perigos e pontos criticos de controle da producao dos alimentos envolvidos,

visando a verificar as falhas que permitiram a produ¢ao e manutencédo da toxina ativa;

adotar medidas sanitarias cabiveis de acordo com a legislacao vigente e a situagao
encontrada.



A ficha de investigacao epidemioldgica de botulismo de todos os casos suspeitos deve ser en-
caminhada, aos 6rgaos hierarquicos superiores e a digitacao dos dados no Sistema de Informagéao

de Agravos de Notificagao (Sinan).

Além da ficha de investigagao epidemiolégica, as informagdes de todas as areas envolvidas na
investigacao deverao ser consolidadas em um relatério final que deve ser integrado e ter o seguinte

contetdo:
o dados do(s) caso(s): numero de casos, idade, sexo, ocupagao, local de residéncia
« data da notificagao e investigacao
o data de inicio dos sinais e sintomas
o periodo de incuba¢io
« histdria alimentar e outros fatores de exposi¢ao
o sinais e sintomas
e tratamento
« amostras coletadas e exames realizados
« resultados laboratoriais
o fonte de transmissdo
« fluxograma do alimento com pontos criticos
o classificagao final
 evolucdo

Em suspeita de surto de botulismo alimentar com varios casos suspeitos, adicionar ao relato-
rio a curva epidémica por data de inicio dos sintomas, a tabela com o célculo das taxas de ataque e

risco relativo de cada alimento, bem como enviar o relatdrio final da VE-DTA.
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Em cada nivel hierarquico deve ser definido o responsavel pela divulgac¢ao dos resultados da

investigacao.

O relatério final deve ser encaminhado para todas as dreas envolvidas na investigagao, garan-
tindo o retorno das informagdes aos técnicos e setores envolvidos, incluindo as medidas adotadas

e/ou previstas.

As informagdes também devem ser divulgadas em boletins eletronicos, nos boletins das Secre-
tarias Estaduais e Municipais de Satide, em congressos e em revistas cientificas, bem como aos casos

e familiares e 3 comunidade.
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Apesar da toxina botulinica ser letal e apenas uma pequena quantidade dela causar doenga, a

toxina é termolabil e pode ser destruida se aquecida a 80°C por, no minimo, 10 minutos.

Para a prevencédo da produgio de toxina botulinica pelo Clostridium botulinum, é importante

que se faca:

 prevencao de germinagao de esporos;

 processamento térmico adequado de alimentos enlatados e outros processos como salga e

secagem, fermenta¢ao ou acidificagao;

« boas praticas de higiene.

A manutengéo apropriada da temperatura de armazenamento abaixo de 3,3°C ndo ¢ uma me-

dida eficaz, ja que o Clostridium botulinum tipo E pode multiplicar-se em baixas temperaturas e os

sintomas causados por essa cepa sdo muito graves. Os fatores que controlam o crescimento de Clos-

tridium botulinum e a conseqiiente producéio de toxina sao apresentados no quadro 5 e no anexo C.

Quadro 5. Fatores que afetam o crescimento de Clostridium botulinum

Parametros Valores Para o C. botulinum E
Temperatura minima 10°C 3,3°C
Temperatura maxima 50°C 45°C

pH minimo 4,6 -

pH méximo 9,0 -

Aw minima 0,94 0,965

% méxima de NaCl 10 -

Fonte: HACCP - Instrumento essencial para a inocuidade de alimentos, 2001.
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Com vistas ao alcance dos objetivos da vigilancia epidemiolégica do botulismo, faz-se neces-

sario ressaltar a importancia de:
« envolvimento e compromisso das geréncias e profissionais das areas participantes;
o defini¢do de prioridades e planejamento das agdes das areas técnicas envolvidas;

« sensibilizagao da drea assistencial para realizar o diagnostico clinico e notificar os casos sus-

peitos;
« cumprimento do fluxo de informagéo definido, respeitando os niveis hierarquicos;

« divulgacao dos resultados das investigagdes realizadas para profissionais de saude e popula-
¢do em geral, visando a conscientizagdo da populagdo para a importancia da preven¢ao do

botulismo;

o desenvolver processos educativos para a mobilizagdo da populagéo para a prevencido do

botulismo.
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Ataxia

Diplopia

Disartria:

Disfagia:
Disfonia:
Diplegia:

Dispnéia:

(Sinonimos - deficiéncia de coordenacéo, dissinergia, incoordenacao): dificuldade na
habilidade em desempenhar movimentos voluntarios coordenados suaves. Esta condi-

¢do pode afetar os membros, tronco, olhos, faringe, laringe e outras estruturas.

(Sinonimos - visdo dupla, poliopia, poliopsia): sintoma visual em que um unico objeto

¢ percebido pelo cortex visual como dois objetos, em vez de um.

transtornos da articulagio da fala, causados por coordenagdo imperfeita da faringe, la-

ringe, lingua ou musculos faciais.
transtornos de deglutigéo.
transtorno da fonacéo.

paralisia bilateral simétrica.

encurtamento da respiragao, dificuldade ou distirbio subjetivo da respiracao, em geral

associado a doenga cardiaca ou pulmonar.

Hemiparesia: paralisia parcial dos musculos de uma metade do corpo (emprega-se o sufixo ple-

Hipostesia:

Miastenia:

Midriase:

Nistagmo:

gia quando a paralisia ¢ total).
diminuigdo da sensibilidade.
debilidade muscular.

dilatagdo das pupilas maior que 6mm, combinada com a insuficiéncia das pupilas

em contrair quando estimuladas com luz.

tremor dos olhos.

Paraparesia:  paralisia incompleta dos membros inferiores.

Paraplegia:  paralisia completa de dois segmentos simétricos do corpo (geralmente afeta os

membros inferiores).
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Paresia: diminuigdo da for¢a em um ou mais grupos musculares. E um grau menor de pa-
ralisia.
Parestesia: (Sindnimos - formigamento, sensa¢des de queimadura, disestesia): sensagdes cuta-

neas subjetivas (ex.:, frio, calor, formigamento, pressao, etc.), que sdo vivenciadas

espontaneamente na auséncia de estimulagéo.

Ponto critico: é um local, uma pratica, um procedimento ou processo em que pode-se exercer o
controle sobre um ou mais fatores que, se controlados, poderiam reduzir o minimo

ou perigo.

Ponto critico de controle: ¢ um lugar, uma atividade ou um procedimento que nao estando contro-
lado, pode conduzir & contaminagéo, sobrevivéncia e/ou multiplicagdo

de agentes patogenos no alimento.

Ptose palpebral: palpebra superior pendente devido a paralisia ou desenvolvimento deficiente do

musculo elevador da palpebra.

Sinapses: jungoes especializadas na qual um neuronio se comunica com uma célula alvo.

Fonte: bireme.br/bvs/; EMedix - Dicionario



Anexo A - Sugestao de formulario de encaminhamento de amostras ao laboratdrio

Municipio: Estado:

Unidade coleta da amostra:

IDENTIFICACAO DO SUSPEITO
Nome:

Data de nascimento : / / Sexo: Masculino( )  Feminino (

)

Endereco:
Suspeita de botulismo:Alimentar ( ) Ferimento ( ) Intestinal ( )
Data do inicio dos sintomas: /7

Sintomas e sintomas:

MATERIAL COLETADO
Bioldgico:Soro ( ) Fezes () Outro ( ) Especificar

Bromatoldgico: Alimento () Especificar

Embalagem () Especificar

IDENTIFICACAO DO ALIMENTO

Industrializado () Artesanais/caseiro ()

Produto:

Marca: Validade:__/ / Lote:

Produtos artesanais/caseiro preparado por:

Temperatura em que se encontrava o alimento coletado:

Enderecodo local:

Responsavel pela coleta:

Assinatura
Data: __ / [/ Hora da coleta:
OBSERVACOES:

Condi¢des da amostra no recebimento pelo laboratério regional:
( )etiqueta ( ) preenchimento do formuldrio ( )temperatura

Condicdes da amostra no recebimento pelo laboratério de referéncia:
( )etiqgueta ( ) preenchimentodo formuldrio ( )temperatura
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Anexo B - Ficha de investigacao epidemioldgica

. . . _SINAN )
Republica Federativa do Brasil  g57EMA DE INFORMAGAO DE AGRAVOS DE NOTIFICAGAO N°
Ministério da Salde FICHA DE INVESTIGACAO BOTULISMO
CASO SUSPEITO DE BOTULISMO ALIMENTAR E/ OU POR FERIMENTOS: Paralisia flacida aguda, simétrica, descendente, )

com preservacgao do nivel de consciéncia, caracterizado por um ou mais dos seguintes sinais e sintomas: visao turva, diplopia, ptose palpebral,
boca seca, disartria, disfagia ou dispnéia. A exposigdo a alimentos potencialmente suspeitos para presenca da toxina botulinica nos ultimos dez
dias ou histéria de ferimentos nos ultimos 21 dias reforga a suspeita.

CASO SUSPEITO DE BOTULISMO INTESTINAL.: Crianga < 1 ano com paralisia flacida aguda de evolugéo insidiosa e progressiva que
apresente um ou mais dos seguintes sintomas: constipacdo, sucgao fraca, disfagia, choro fraco, dificuldade de controle dos movimentos da cabeca.
Adulto que apresente paralisia flacida aguda, simétrica, descendente, com preservacéo do nivel de consciéncia, caracterizado por um ou mais dos
seguintes sinais e sintomas: visao turva, diplopia, ptose palpebral, boca seca, disartria, disfagia ou dispnéia na auséncia de fontes provaveis de
toxina botulinica como: alimentos contaminados, ferimentos ou uso de drogas.

NOTA: A exposigdo a alimentos com risco para presenga de esporo de C. botulinum (ex. mel, xaropes de milho), reforga a suspeita em menores
de um ano de idade.

F Tipo de Notificagdo 2 - Individual J
- Individua
2 Agravo/doenga Cadigo (CID10) | Data da Notificacdo
=
i BOTULISMO A 05.1 [ J
2 UF Municipio de Notificagao Codigo (IBGE)
: \ L
@ Unidade de Sautde (ou outra fonte notificadora) ‘ Caodigo JF [ 7 |Data dos Prlmelros Slntomas J
L L 1| |
Nome do Paciente J Data de Nascimento
[ J

3-Mes

1 - Hora i . Gestante 13
(ou) Idade 2-Dia J Sexo M - Masculino DJ{ 1-1°Trimestre  2-2°Trimestre _3-3°Trimestre [] J Raga/Cor DJ
1

1 - Ignorado 4- Idade gestacional Ignorada 5-N&o 6- Néo se aplica -Branca  2-Preta 3-Amarela
4 - Ano 9-lanorado 4-Parda ___5-Indigena _9- Ignorado
Escolandade
0-Analfabeto  1-12 a 4 série incompleta do EF (antigo priméario ou 1° grau) 2-4* série completa do EF (antigo primario ou 1° grau) I:l
3-52 4 82 série incompleta do EF (antigo ginasio ou 1° grau) 4-Ensino fundamental completo (antigo ginasio ou 1° grau)  5-Ensino médio incompleto (antigo colegial ou 2° grau )
6-Ensino médio completo (antigo colegial ou 2° grau ) 7-Educagéo superior incompleta  8-Educagao superior completa ~ 9-Ignorado  10- Nao se aplica J

Notifica¢do Individual

@ Numero do Cartdo SUS F Nome da mae

N O o IJ

UF Municipio de Residéncia Cadigo (IBGE) P Distrito
I I

P Bairro J Logradouro (rua, avenida,...)

@ Numero JEComplemento (apto., casa, ...)

Fl Geo campo 2 J Ponto de Referéncia

[28] (DDD) Telefone m Zona1 _Urbana 2 - Rural |:| Pais (se residente fora do Brasil)
N I B

L1 3 - Periurbana 9 - Ignorado

Dados de Residéncia

i

Dados Complementares do Caso
L Data da Investigacao @ Ocupagéao 33 Data do 1° Atendimento
| J

N° Total de Atendimentos até a Suspeigéo Clinica

J
J
»
J
J
J
)

J Data da Suspel(;ao Cllnlca

[36] Ocorreu Hospitalizagéo ] Data da Internag&o Data da Alta Hospitalar
1-Sim 2-Nao 9-Ignorado J | I | l L1 J | ‘ | ‘ | ] J

UF Municipio do Hospital Codigo (IBGE) P Nome do Hospital Codigo
‘lllllJ ’||111|J

‘ ’ Antecedentes Epidemiologicos

42| Sinais e Sintomas [43] Exame Neurologico
1-8im 2 - Nao 9 - Ignorado 1-Sim 2-Nao 9 - Ignorado

[ ] Febre [ ]Visao Turva [ ] Flacidez de Pescogo [] Ptose Palpebral [ Fraqueza em Membros Sup.
2 [ ]Nausea l:l Diplopia I:l Dispnéia D Oftalmoparesia / [ ] Fraqueza em Membros Inf.
2 || []vemito [ |Disartria [ ]mnsuficiéncia Respiratoria Oftaimoplegia
3} [ |Diarréia [ ] pisfonia [] Insuficiencia Cardiaca [ ] Midriase [ ] Fraqueza Descendente
2 e
-§ D Constipagéo |:| Disfagia DComa |:| Paralisia Facial |:| Fraqueza Simétrica
g |:| Cefaléia l:l Boca Seca I:l Par ia, onde: D Comprometimento da |:| Alteragdes de Sensibilidade

[ JTontura [ ]Ferimento [ Joutros Musculatura Bulbar

m Reflexos Neurolégicos l:l
1 - Normais 2 - Aumentados 3 - Reduzidos/Ausentes 9 - Ignorado J

Botulismo Sinan NET SVS 08/06/2006




Fonte de Transmissao

Tratamento

Dados do Laboratério

Conclusio

Manual Integrado de Vigilancia Epidemioldgica do Botulismo

[45) Suspeita de Transmisséo [] Se Sim, qual Alimento Suspeito Produg&o do Alimento Suspeito [ ] Industrial/Comercial
Alimentar? ] =
1-Sim 2-N&o 9 -lIgnorado i
1-Sim 2-N&o 9- IgnoradoJ L 9 [ ] caseira J
[48]Se Industrial/Comercial, Especificar: Marca, [48] Exposigdo ao Alimento [] 50/ Se Unica, tempo decorrido entre ingest&o e inicio
Data de Validade e Lote ’ dos sintomas
1-Unica 2-Multipla 9 -Ignorado | | | | Horas
i‘ Se Muiltipla, tempo decorrido entre a primeira ingestéo e o Se Multipla, tempo decorrido entre a Ultima ingestéo e o
inicio dos sintomas inicio dos sintomas
[ | [ [ Horas | | | | Horas
[53] Local da Ingestao 1-Sim 2-Nao 9 -Ignorado
D Domicilio D Creche/Escola D Trabalho |:| Restaurante/Bar/Lanchonete |:| Festa |:| Outro:
m UF Municipio onde Ingeriu o Alimento Cadigo (IBGE) @ Numero de Pessoas (comensais) que
| J susneitn ‘ L Consumiram o Alimento Suspeito [ ] U
[57] Tratamento 1-Sim 2-Nao 9-lIgnorado
[58] Se Recebeu Soro Antibotulinico, Data da Administragéo
|:| Assisténcia Ventilatoria |:| Antibioticoterapia
Soro Antibotulinico Outro L J
[ U I

@ Se Recebeu Soro Antibotulinico, foi apds a Coleta de Material Clinico?
1-Sim 2 - Nao 9 - Ignorado l:l J

Pesquisa de Toxina Botulinica

Resultad:
COlet.ou,) 1-?;;52;:;3 de toxina Tipo de Toxina
Material Material? Data da Coleta 2-Auséncia de toxina | (1-A,2-B,3-AB 4-E 5-F 6-G,7-Outra,
g; Ilm - dao 3-Inconclusivo 9-Ign)
-Ignorado 4-N3o Realizado
Soro ‘L J
[] L [ T [
Fezes [] L | ’. | I [ 1] J [
Alimento 1: L] L LIl J [l
Alimento 2: I:l | | [ D
Outros: l:l I | [ | | I:l

Exames Complementares

Liquor |:| J Data da Coleta Nuamero de células / mm3 F Proteinas mg%
| JU 1 J

1 -Realizado J ‘
Ll L) [
Eletroneuromiografia

2 -Nao Realizado
Eletroneuromiografia DJ Data da Realizagdo Neurocondugdo Sensitiva D

1 -Realizada Lo " e
2 -N3o Realizada | ‘ ‘ ‘ L J 1-Normal 2 - Diminuigdo de Amplitude 3 - Lentificagdes

1-Normal 2 - Diminuigcdo de Amplitude 3 - Lentificacdes 1-Normal 2 - Decremento (freq baixa) 3 - Incremento (freq alta)

Neurocondugdo Motora D Estimulagdo Repetitiva DJ

lassificagédo Final D Critério de Confirmagéo / Descarte D
- Confirmado ‘ ) . . o
- Descartado (especificar outro agente) 1 - Laboratorial 2 - Clinico-Epidemiolégico
orma de Botulismo I:l Presenca de Toxina Botulinica na Amostra: I:l Clinica
- Alimentar 2 - Intestinal 3 - Por ferimento 4 - Outra J r 1-Sim 2-Nao 9 -Ignorado |:| Bromatolégica J

- ] : I Doenca Relacionada ao
P | /Al to | do/ |76
Tipo de Toxina Isolada na Amostra []cinica gl?rieit%a;ﬁenci;m:gn?e nSCLIJ'IST)IenitaO i Trabalho L]
1-A 3-AB 5-F 7-Outra |:| BromatolégicaJ J J

2.B 4-E 6-G __ 9-Ignorado 1-S8im 2-Né&o 9 - Ignorado

Evolug&o do Caso [] Data do Obito Data do Encerramento
i | J

-Cura 2-Obito por botulismo  3- Obito por outras causas 9-lgnorado | l | l | ]

L L 110

(

Informagoes complementares e observagoées

Descrever alimentos potencialmente suspeitos para botulismo, ingeridos nos ultimos 10 dias anteriores ao inicio dos sintomas

Tipo de Alimento Local de Consumo

Observagoes Adicionais

Investigador

Municipio/Unidade de Saude Céd. da Unid. de Saude

LN - JLX I I IJ
Lome JL Func&o JL Assinatura

Botulismo Sinan NET SVs 08/06/2006
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Anexo C - Tecnologias mais indicadas para o controle de toxina botulinica em alimentos

A aplicagdo correta de métodos, visando proteger a saude do consumidor, prevenindo assim
o surgimento de alteragdes indesejaveis no alimento, causadas pela presenga de microorganismos
deteriorantes e/ou patogénicos, baseia-se no controle de alguns fatores que interferem no metabo-
lismo dos microorganismos.

Os microorganismos deteriorantes sao responsaveis pela alteragao e perda de alimentos. Os mi-
croorganismos patogénicos, de maior interesse a saude publica, podem causar danos aos seres vivos.
Uma vez que se torna praticamente impossivel que os microorganismos indesejaveis tenham acesso
aos alimentos, faz-se necessaria a adogao de medidas para controlar o seu desenvolvimento.

A capacidade de sobrevivéncia ou de multiplicagao dos microorganismos nos alimentos de-
pende de fatores que estao relacionados com as caracteristicas proprias dos alimentos (fatores in-
trinsecos) e os relacionados com o ambiente onde o alimento se encontra (fatores extrinsecos). Os
principais fatores intrinsecos sdo: pH, atividades de agua (Aw), composi¢ao de alimentos e compe-
ticdo entre a microbiota presente. Os extrinsecos sdo: temperatura, umidade relativa do ambiente.
A adigdo de aditivos capazes de controlar a produgao de toxina botulinica, por meio da inibi¢ao da
germinacao de esporos e da multiplicagao do Clostridium botulinum, é pratica importante na pro-
ducéo de alimentos mais comumente envolvidos na veiculacido da doenga.

FATORES INTRINSECOS
pH

Quando um dacido, sal ou base ¢é dissolvido em agua, suas moléculas se decompdem em ions,
que sdo carregadas de eletricidade. A quantidade de ions de hidrogénio disponivel determina a
atividade de pH da solucao.

Os microorganismos tém valores de pH minimos, 6timos e maximos para sua multiplicagdo. A
maioria dos microorganismos desenvolve-se melhor em pH ao redor do neutro (6,5-7,5), alguns em
pH acido (abaixo de 4,5), que sdo denominados de “acidéfilos’, e outros em pH basico, os “basdfilos”.

Alimentos de baixa acidez (pH >4,5) como leite, carnes, pescados e alguns vegetais estdo mais
sujeitos a multiplica¢do microbiana, tanto de espécies patogénicas quanto de espécies deteriorantes.
Ja nos alimentos acidos (pH entre 4,0 e 4,5), hd predominancia de crescimento de leveduras, bolores
e bactérias esporuladas. Nos alimentos muito acidos (pH <4,0), a microflora capaz de se desenvol-
ver é restrita apenas aos bolores, leveduras, bactérias laticas e acéticas.

O quadro 1 apresenta valores aproximados de pH de alguns alimentos. A industria utiliza, por
exemplo, acidulantes como o 4cido citrico, latico, acético que sdo adicionados com o objetivo de
baixar o pH, aumentar a acidez e, com isso, minimizar o risco de desenvolvimento de microorga-
nismos indesejaveis.
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Quadro 1. Valores aproximados de pH de alguns produtos alimenticios

Carne bovina 51-6,2
Carne frango 6,2-64
Leite 6,3 -6,5
Cenoura 4,9-6,0
Tomate 42 -473
Suco de laranja 3,6-43
Maga 29-33

Fonte: JAY - 1992

Atividade de agua (Aw) ou atividade aquosa (Aa)

E a quantidade de agua livre presente nos alimentos que pode favorecer o metabolismo dos
microorganismos.

Aw = 1,00 - Significa d4gua pura
Aw = 0,99 - J4 existe um minimo de nutrientes

Aw = 0,60 - Nao existe mais agua livre que favorega o metabolismo das bactérias, mas certos
fungos podem se reproduzir

Os microorganismos nao se multiplicam em agua pura. A possibilidade de alteragao do ali-
mento por microorganismos cessa em alimentos com Aw abaixo de 0,60. E importante ressaltar que
a Aw esta relacionada com moléculas de agua quimicamente disponiveis. A molécula de agua qui-
micamente ligada, por exemplo, em solugdo saturada de cloreto de s6dio néo esta disponivel para a
grande maioria dos microorganismos. A adi¢ao de agticar também causa alteragdo na atividade de
agua. A atividade de d4gua de um alimento também pode ser reduzida por meio da remogao de dgua
(desidratagao) e do congelamento.

Os microorganismos que podem se desenvolver em meios relativamente secos, sio denomina-
dos de “xerofilicos” Os “halofilicos” desenvolve-se em produtos com concentragdo elevadas de sal,
em especial o NaCl e os “osmofilicos” em concentragdes elevadas de agticar.

O quadro 2 apresenta valores de Aw de alguns alimentos. Verifica-se que, na maioria dos ali-
mentos frescos, a Aw é superior a 0,95.
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Quadro 2. Valores Aw de alguns alimentos

> 0,98 Aves e pescado fresco
> 0,97 Frutas frescas e vegetais
>0,95 Carnes frescas carnes frescas
0,97 Ovos
0,095a0, 96 Pao
0,75a0, 080 Geléia

Fonte: BANWART - 1989

Composic¢ao de alimentos

Os microorganismos utilizam diferentes substratos que compdem os alimentos, como nu-
trientes, para se desenvolverem. Metabolizam os carboidratos a fim de obter energia para o seu
desenvolvimento. Nos alimentos ricos em proteinas, os microorganismos aproveitam as moléculas
menores (peptidios) como substrato. Grande nimero de microorganismos nao possui a capacidade
de multiplicar-se em 6leos e gorduras puras.

O quadro 3 indica valores minimos, 6timos e maximos de temperatura, pH e atividade de agua
na multiplicagdo de alguns patégenos que contaminam os alimentos.

Quadro 3. Fatores 6timos e limitantes que influenciam os patégenos de origem alimentar mais

comuns

Temperatura

Minima | Otima | Maxima | Minima | Otima | Maxima | Minimo

Bacillus cereus 5 30 50 4.4 7,0 9,3 0,93
Campylobacter jejuni 25 42 45 49 7,0 9,0 0,98
Clostridium botulinum A e B 10 37 50 438 7,0 8,5 0,95
Clostridium botulinum E 03 30 45 5,0 7,0 8,5 0,97
Clostridium perfrigens 15 46 50 5,0 7,0 8,9 0,96
Listeria monocytogenes 0 37 44 4,5 7,0 8,0 o

Salmonella sp 6 43 46 3,8 7,0 9,0 0,95
Staphylococus aureus 7 37 48 43 7,0 9,0 0,83
Vibrio cholerae 5 37 44 6,0 7,0 11,0 0,97
Vibrio parahaemolyticus 3 37 44 4,8 8,0 9,0 0,93
Vibrio vulnificus 8 37 43 5,0 8,0 9,0 0,93
Yersinia enterocolitica 3 30 43 4.4 7,0 9,0 0,97

Fonte: IAMFES, 1991
* Atividade de 4gua
** Nao ha dados publicados
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FATORES EXTRINSECOS
Temperatura

E um dos fatores ambientais que mais afetam a viabilidade e multiplicagdo dos microorganis-
mos. Estes podem se desenvolver numa faixa bastante ampla de temperatura. Cada tipo de microor-
ganismo possui caracteristicas estruturais e metabolicas proprias, oferecendo condigdes especificas

de resisténcia ao calor e ao tempo de exposicéo.

A maioria dos patogenos sdo “mesofilos” e desenvolvem-se em temperatura entre 0,5 e 50°C.
Os do grupo dos “psicotroéfilos” desenvolvem-se em temperaturas baixas entre 0 e 0,7°C e sdo os
de maior resisténcia térmica, enquanto os “termofilos” desenvolvem-se em temperaturas entre 35 e
90°C e apresentam resisténcia térmica acentuada. Os microorganismos psicotréficos multiplicam-
se bem em alimentos refrigerados. Os mesdéfilos correspondem a grande maioria de importancia

em alimentos e os termoéfilos importantes pertencem ao género Bacillus e Clostridium.

O controle da temperatura lidera a lista dos métodos de preservacao dos alimentos e, para

utiliz4d-lo, devemos conhecer:
« temperatura ideal e limitante de cada microorganismo patogénico;
o resisténcia de cada microorganismo frente a varias temperaturas;

« tempo necessario de exposi¢do para destruir os microorganismos patogénicos em cada

temperatura;
« quantidade estimada de cada microorganismo patogénico nos alimentos;

o estrutura dos alimentos: Aw, pH e teor de nutrientes para avaliar o poder de penetracio do

calor e possiveis alteragdes sensoriais;
o caracteristicas do meio, onde o alimento se encontra apo’s o tratamento.
Umidade relativa do ambiente

A umidade relativa mantém estrita relagao com a atividade de agua (Aw). Produtos com baixa
atividade de agua devem ser protegidos em ambientes onde a umidade relativa é elevada, caso con-
trario sua superficie podera ser hidratada, ocorrendo mudanga da quantidade de agua disponivel,

favorecendo o desenvolvimento de microorganismos.

O bindmio umidade relativa X temperatura deve ser considerado: quanto maior a temperatura

de estocagem, menor devera ser a umidade relativa, sendo o inverso verdadeiro.
ADITIVACAO

O nitrito tem sido usado desde longo tempo para inibir o desenvolvimento e produgao de toxi-

na botulinica. Sua eficacia depende da interagao complexa com os outros fatores (pH, Aw, tempera-
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tura). Entretanto, o risco de carcinogénese e teratogénese das nitrosaminas impulsionou a pesquisa

de alternativas para a reducdo de sua concentra¢io ou supressdo de uso.

O 4cido sdrbico e seus sais sao capazes de retardar o desenvolvimento e produgdo de toxina
em produtos carneos, observando que sua a¢io aumenta a medida que o pH diminui, pois o efeito

inibidor depende da concentragao de acido nao dissociado.

A adi¢ao de acido ascorbico permite a redugao de uso do nitrito. Verificou-se que 6leos essen-
ciais (alho, pimenta preta, cravo, orégano) e extratos alcodlicos (alho, rosmarinho) de varias plantas
aromaticas podem inibir a germinagao de esporos e o desenvolvimento vegetativo do C. botulinum,

inibindo assim, a producéo de toxina.

A adigdo de bactérias dcido laticas ou de extratos de seus metabdlitos podem diminuir o pH
do alimento tanto por transformagido de carbohidratos em acidos organicos, em especial o acido
latico, ou através da producao de metabdlitos como didxido de carbono, peréxido de hidrogénio,

anidrido carbdnico e bacteriocinas.

A nisina, um biopreservativo usado em vegetais e queijos, tem efeito antibotulinico indireto.
A adi¢do de lisozima também é uma proposta para o controle da doenca botulinica, porém foi de-
monstrado que esta enzima aumenta a possibilidade de desenvolvimento de cepas nao proteoliticas

do C. botulinum.
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Anexo D - Detec¢ao da toxina botulinica em laboratério

A detec¢ao da presenca da toxina botulinica pode ser realizada por bioensaio em camundongo
ou por outros métodos, como o de ELISA. O bioensaio é o método de referéncia, considerado o

mais indicado.

A presenga e a quantificacao da toxina sao realizadas no soro sangiiineo do caso suspeito ou
do material obtido por extragdo de amostras ou ainda do sobrenadante de cultura. O soro ndo ne-

cessita de nenhum tratamento, ao contrario das demais amostras.

1. Extracio da toxina de amostras de lavado gastrico, contetido intestinal, vomito, alimen-

tos, embalagens vazias e outras, exce¢iao do sobrenadante da cultura

A extragdo é feita por homogeneizagdo de amostras solidas, ou mistura das semi-solidas, e
liquidas em solugdo de gel fosfato. A propor¢ao é de uma parte da amostra para a mesma parte de
gel fosfato (Ex.: 10g da amostra em 10ml de gel fosfato). Recomenda-se que tanto a amostra como
o gel fosfato estejam em temperatura de refrigeragdo e que o procedimento de homogeneizagao ou
mistura seja rapido para evitar desnaturagao da toxina por exposi¢do excessiva ao calor e a tempe-
ratura ambiente. No caso de embalagem vazia, promover o enxdagiie das paredes internas com gel
fosfato. Deixar as amostras em contato com a solugao de gel fosfato por uma noite, em refrigerador.
Na manha seguinte, promover a centrifugagao refrigerada das amostras homogeneizadas ou mistu-

radas e, para a embalagem vazia, recolher o gel fosfato em tubo estéril.
2 Obtencao do sobrenadante de cultura

Ap6s a cultura em caldo, conforme descrito adiante, centrifugar a 2.500-3000rpm, em centri-
fuga refrigerada. Separar o sobrenadante em tubo estéril.

3 Tratamento das amostras

Tratar as amostras obtidas por extracao com gel fosfato e por centrifugagao do caldo de cultu-
ra, conforme ja especificado. As amostras obtidas, conforme explicitado no item 1, serao divididas

em trés por¢des para:
o uma fra¢ao ndo sofrera nenhum tratamento e sera usada para inoculagio direta;

« uma fracdo sera aquecida a 80°C durante 15 minutos para inativar possivel toxina botulini-

ca presente na amostra;

« uma fragdo sera tratada com solugao de tripsina para determinar possivel presenga de pro-

toxina na amostra. Para tanto, adiciona-se a solugao e mantém-se a 35-37° C por uma hora.

A tripsinizagdo é necessaria, pois em amostras como lavado gastrico, fezes e alimento pode

estar presente a pro-toxina, que serd transformada em toxina pela agdo de uma protease, como a
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tripsina. Cepas de C. botulinum, capazes de produzir proteases, (proteoliticas) transformam a pro-
toxina em toxina ativa no préprio alimento (Tipo A e alguns do Tipo B). Amostras de soro e de

conteudo intestinal sempre apresentam a toxina ativa, pois a agdo da tripsina ja ocorreu in vivo.

4 Inocula¢do da amostra para a caracterizacio presuntiva de toxina botulinica

As amostras que serdo usadas para inoculagdo sdo: soro do caso suspeito e as amostras obtidas

conforme descritoem 1, 2 e 3.

O animal usado para o bioensaio ¢ camundongo albino com 20 a no maximo 25g de peso
corporeo. De preferéncia usar camundongos fémeas. Separar dois camundongos por amostra a ser
inoculada e dois camundongos controle (ndo inoculados). A via de inoculagdo ¢ o peritoneo (ino-

culagao intraperitoneal).

A quantidade de amostra necessaria por animal é de 0,5ml, que é inoculada por meio de serin-
ga e agulha tipo insulina. Deve-se usar pelo menos dois animais para cada amostra. A conten¢ao do
animal pode ser feita pelo proprio aplicador ou por um auxiliar, observando-se que o animal deve
permanecer esticado, com a cabega e a cauda contida. A pata do animal também deve estar disten-
dida e segura para facilitar a inoculagdo e assegurar que a inoculagdo nao atinja nenhum 6rgao (em

especial os intestinos e pulmades).

Os camundongos inoculados devem estar em caixas especiais e devem permanecer sem agua
e comida por pelo menos 2 horas. A observacgdo da reagdo dos animais deve ser seguida de forma
continua nas primeiras 6 horas e a cada 3 a 4 horas, por até 72 horas. Quando da presenca da toxina
botulinica ativa, o animal desenvolvera os seguintes sinais: pélo ericado, dificuldade de respiragao
(respiragao em fole), paralisia das patas traseiras, acinturamento (diafragma em contragdo) e mor-
te. E importante manter os controles. Por “stress” de transporte e do novo ambiente, os animais
de laboratdrio podem apresentar altera¢des de comportamento e de metabolismo, que nio estdo
relacionados com as inoculagdes. Os controles, mesmo néo tendo sido inoculados, também serdo

sacrificados. Para interpretacdo dos resultados, consultar o quadro a seguir.
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P

Tabela de interpretacao dos resultados laboratoriais

Sem sintomas caracteristicos e vivos ap6s 72h

pelo calor).

Soro Nenhum ) ) Negativo
da inoculag¢io.
Inoculados com fra¢io sem tratamento, com )
. o , Presuntivo
Soro Nenhum sintomas caracteristicos e morte, apos no .
. . . positivo
méximo 72h da inoculacio.
Positivo
(presenca de
- Adicionado de mistura | Sem sintomas caracteristicos e vivos apds 72h | pelo menos
oro
(pool) de antitoxinas* da inoculagao. um tipo
de toxina
botulinica)
Inoculados com outros sintomas nao
Soro Nenhum caracteristicos, vivos ou mortos apds 72h da | Negativo
inoculagéo.
Contetdo Extrato com gel fosfato, |Sem sintomas caracteristicos e vivos apds 72h .
: . . . 5 ) 5 Negativo
intestinal fragoes aquecida e ndo. |da inoculagao.
Com sintomas caracteristicos e mortos na
Conteudo Extrato com gel fosfato, |fracao nao aquecida e animais sem sintomas | Presuntivo
intestinal fragdes aquecida e ndo. | e vivos na fragdo aquecida, ap6s no maximo | positivo
72h da inoculagéo.
Positivo
(presenca de
’ Extrato com gel fosfato, o ) o )
Contetido . . Animais sem sintomas caracteristicos e vivos | pelo menos
) ) adicionado de mistura ) ) ) )
intestinal - ap6s 72h da inoculagao. um tipo
N
(“pool”) de antitoxinas i
de toxina
botulinica)
Todos os animais inoculados mortos,
’ Extrato com gel fosfato, || ] ~ ) ]
Conteudo B ; . inclusive pela fragdo aquecida até 72h da
] ] fragdes aquecida e ndo ] B L
intestinal ) inoculagdo (substincia tdxica nio inativada .
aquecida. Negativo
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’ Extrato com gel fosfato, | Animais com outros sintomas, nao
Conteudo _ ) ~ . ] , )
) i fragdes aquecida e ndo | caracteristicos, vivos ou mortos apds 72h da | Negativo
intestinal ) ) ~
aquecida. inoculagdo.

Outros (lavado | Extrato com gel fosfato, o )
Animais inoculados sem sintomas

gastrico, fragdes aquecida, ndo o . ] i _ | Negativo
) ) L caracteristicos e vivos ap6s 72h da inoculacio.
alimento) aquecida e tripsinizada
Animais inoculados com a fragdo nao
Extrato com gel fosfato, |aquecida ou tripsinizada com sintomas )
Presuntivo
Outros fragoes aquecida, ndo caracteristicos e os inoculados com a fragdo o
aquecida e tripsinizada. |aquecida sem sintomas e vivos apds 72h da positivo
inoculagio.
Positivo
Extrato com gel fosfato, (presenca de
o fragao adicionada Animais inoculados sem sintomas e vivos pelo menos
utros de mistura (pool) de apos 72h da inoculagio. um tipo
antitoxinas* de toxina
botulinica)
Extrato com gel fosfato, |Todos os animais inoculados mortos apds 72h
Outros fragdes aquecida, ndo da inoculagio, inclusive pela fracdo aquecida | Negativo

aquecida e tripsinizada. | (substancia toxica ndo inativada pelo calor).

Extrato com gel o ]
B Animais inoculados com outros sintomas,
fosfato fosfato, fragoes o ] ] )
Outros . . . ndo caracteristicos, vivos ou mortos ap6s 72h | Negativo
aquecida, ndo aquecida e i 3
o da inocula¢io.
tripsinizada

* Pool de antitoxinas = anti A, B, C, D, E, F

5 Caracterizacido do tipo de toxina presente na amostra

O diagnostico laboratorial especifico é realizado nas amostras presuntivas positivas e tem im-
portancia diagndstica epidemiologica, pois permite caracterizar a toxina responsavel pelo caso de

botulismo.

As amostras que forem positivas para o ensaio presuntivo serdo usadas para nova inoculagéo,
com a finalidade de caracterizar o tipo de toxina presente. Pode ser tanto uma tripsinizada como uma
ndo tripsinizada, nunca a aquecida (lembrando que a toxina botulinica é termolabil e que, na amostra
aquecida, estara inativada). Para tanto, separar 1,0-1,25ml da amostra que deu resultado presuntivo

positivo e acrescentar 0,25-0,30 ml de antisoro purificado para fins analiticos (separadamente para an-
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tisoro polivalente e cada um dos especificos). Incubar a mistura a 35 - 37°C por 30 minutos. Inocular

em pelo menos dois camundongos (0,5ml via intraperitonial), conforme descrito acima.

Para a caracterizagdo completa da presenga de toxina botulinica, é necessario realizar testes
apos a inativagao do material obtido pela extragdo, com antisoros especificos. No caso do soro a ina-
tivacao ¢ feita diretamente. No caso das outras amostras, considerar a necessidade de tripsinizar o
material. Para inativa¢io, separe por¢des em tubos estéreis do material, acrescentando os antisoros

especificos, conforme quadro 1 Interpretar com o auxilio do quadro 2.

Quadro 1. Volume de amostras e antitoxina para caracterizacao do tipo de toxina botulinica

Soro Extratos e culturas nao tripsinizadas Extratos e culturas tripsinizadas
Volume da o Volume da o Volume da o
Volume de antitoxina Volume de antitoxina Volume de antitoxina
amostra amostra amostra
1,2mL 0,3 mL (anti A) 1,0 mL 0,25 mL (anti A) 1,25 mL 0,25 mL (anti A)
1,2 mL 0,3 mL (anti B) 1,0 mL 0,25 mL (anti B) 1,25 mL 0,25 mL (anti B)
1,2 mL 0,3 mL (anti E) 1,0 mL 0,25 mL (anti E) 1,25 mL 0,25 mL (anti E)
1,2 mL 0,3 mL (anti F) 1,0 mL 0,25 mL (anti F) 1,25 mL 0,25 mL (anti F)
1,2 mL 0,3 mL (polivalente*) |1,0 mL 0,25 mL (polivalente) 1,25 mL 0,25 mL (polivalente)

* Polivalente = anti-A, B, C, D, E, F
Obs: A toxina A e algumas B, sdo produzidas por cepas proteoliticas. A toxina E e algumas B, sdo produzidas por cepas

nao proteoliticas. Caso nao disponha de todas as antitoxinas, faca o teste s6 com o antisoro polivalente..

Quadro 2. Caracterizagao do tipo de toxina botulinica

Amostra adicionada de antitoxina Observagoes Resultado

Animais sem sintomas e vivos (a
antitoxina especifica inativou a

toxina presente e os protegeu).

Soro, fracdes de outras amostras o o
Positivo para a antitoxina

ou sobrenadante de cultura Animais com sintomas )
. o L. , especifica, que protegeu a
adicionadas com antitoxina A, B, E e F | caracteristicos e mortos apos, ] T
. . . vida dos animais inoculados.
(isoladamente). no maximo, 72h da inoculagao

(inoculado com antitoxinas ndo

especificas, incapazes de inativar a

toxina presente).

6 Interpretaciao dos resultados laboratoriais da determinacao de toxina

O resultado obtido pode estar restrito ao diagndstico presuntivo ou incluir o especifico com a
determinac¢ao da toxina responsavel pela doenca. O diagndstico presuntivo associado aos sinais e

sintomas do caso suspeito, permite caracterizar clinicamente a doenca botulinica, mas néo é sufi-
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ciente para a caracterizagdo epidemioldgica do surto, uma vez que nao determina o tipo da toxina

presente. O resultado laboratorial negativo nao descarta a suspeita clinica.

7 Deteccao do Clostridium botulinum

O isolamento da bactéria e do seu esporo sem a presenca da toxina botulinica, tanto no mate-
rial bioldgico coletado do suspeito como nos alimentos, nao ¢ diagndstico de botulismo. A excegao
se refere a casos de botulismo intestinal e de suspeita de botulismo por ferimento, quando a cultura
do contetdo intestinal (fezes) ou do exsudato profundo do ferimento, respectivamente, revelarem
a predominancia ou a presenca tnica de cepa desta bactéria, com a evidéncia laboratorial da sua

capacidade de produzir toxina.

Como avalia¢éo de risco potencial ou de possiveis fontes alimentares do botulismo intestinal
em menores seis meses (a rigor e de acordo com os dados da literatura, em menores de trés meses de
idade), em especial na analise de mel usado para adogar alimentos para bebés, a cultura deste agente

bacteriano pode ser de interesse para caracterizar possiveis veiculos e a ocorréncia da doenga.

A caracterizagdo do género e espécie deve ser complementada com a evidéncia de produgio
de toxina a partir da cepa isolada, para o dimensionamento do risco potencial, pois existem cepas
ndo capazes de produzir toxina ou que produzem toxina que nado afetam o homem, como os tipos
Cl,C2eD.

7.1 Metodologia convencional
As etapas para determinagao laboratorial destas amostras podem ser realizadas conforme segue:

o Semeadura das amostras em meio liquido, como o Meio de Carne Cozida (“Cooked Meat
Medium”). O tratamento térmico da suspensdo da amostra a 70-800C por 10 minutos per-
mite inativar as formas vegetativas e outras bactérias nao formadoras de esporos que pos-
sam estar presente nas amostras. Somente realizar o tratamento térmico quando houver
seguranca da presenca de formas esporuladas, que podem ser observadas por preparacgao
de lamina, colora¢ao pelo Gram ou pelo verde malaquita e a observagdo em microscépio

optico por imersao;
« incubagdo a 30-35°C por até 5 dias;
o centrifugacao refrigerada da cultura;

« inoculagdo do sobrenadante em animais de experimentagao, para verificar presenca de to-

xina na cultura.

Caso seja positivo para toxina, o material da cultura pode ser plaqueado em meio sdlido, como
o Agar Gema de Ovo (Egg Yolk Agar) que permite verificar as reagdes de lipase e lecitinase e permite

o isolamento de colonias.
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Caso seja necessaria a quantificagdo de esporos (em especial para o botulismo infantil/intesti-
nal e por ferimento), pode-se proceder a técnica do Numero Mais Provavel (NMP), usando o meio

de carne cozida.

7.2 Metodologia alternativa

A amplificacao do DNA, por meio da reacido em cadeia pela polimerase (PCR), pode detectar
a presenca do microrganismo na amostra analisada (alimentos, amostras clinicas, meio ambiente).
Porém apesar da PCR ser um método rapido, sensivel e especifico, é importante ressaltar que o
resultado confirma a presenca do organismo, mas nio evidencia a viabilidade da bactéria, ou seja,
se a toxina estd ou ndo sendo produzida. O enriquecimento prévio da amostra é entdo necessario
para demonstrar a presenca do microrganismo viavel. A aplicagdo de PCR e ttil no rastreamento

do microrganismo em amostras de alimentos.
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Anexo E - Manual de biosseguranc¢a para manipulagao de Clostridium botulinum e sua toxina

1 INTRODUCAO

A contaminagao por Clostridium botulinum por manipulagdo do agente ou toxina em labora-
torio é raro (STERNE; WERTZEL, 1950). Contudo as intoxica¢des por este microorganismo devem
ser consideradas bastante severas, pois existe a possibilidade de contaminac¢éo por meio de produ-

tos alimenticios, materiais clinicos (soro, fezes) e amostras ambientais (terra, aguas superficiais).

A utilizagdo da toxina em laboratérios de contengdo primadria é extremamente arriscada, pois
esta pode ser absorvida depois da ingestao ou contato com a pele, olhos, ou membranas mucosas,
inclusive respiratorias (HOLZER, 1962). As culturas de crescimento em condigdes 6timas podem
produzir até 2 X 10° DL, por mL para ratos. Dessa forma, ¢ recomendada a contengao de niveis de
biosseguranga 2, associados com equipamentos de contengdo para todas as atividades com mate-

riais conhecidos ou contendo a toxina em potencial.
2 NORMAS DE BIOSSEGURANCA
2.1 Normas para laboratorio de pesquisa e diagndstico

2.1.1 Protecéo individual

o lavar as méos ao entrar e sempre apds a manipulagido de amostras, ou antes de deixar o la-

boratério;

o para entrar nos laboratérios, o profissional deve utilizar-se de roupas protetoras, tais como

uniformes (calca e jaleco) ou avental abotoado, nao utilizando as mesmas em dareas externas;

« nunca usar lentes de contato no laboratério, pois diminuem a limpeza natural dos olhos. Além
disso, dificultam a limpeza dos olhos em caso de contato com material potencialmente peri-

goso. Caso seja necessaria a sua utilizagao, é obrigatdrio o uso de dculos de protecao;

o ¢ fundamental ao pessoal do laboratério manter os cabelos presos durante a jornada de

trabalho, utilizando touca protetora;

 ndo participar das atividades praticas de risco, se portador de ferimentos nas maos, e, se

possivel, proteger qualquer tipo de ferimento exposto;
e nio tocar os olhos, boca ou nariz com as maos, durante o trabalho;
e nao umedecer etiquetas com a h’ngua;

o usar mascaras para protecdo das faces ou bancadas com escudo leve de material plastico

leve e transparente;
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« ndo fazer uso de lengos pessoais, aventais ou jalecos para limpar as maos, objetos ou instru-

mentos de trabalhos no laboratério;

« ¢ proibido pipetar com a boca. Para fins de pipetagem, utilizar dispositivos auxiliares, tais

como péras de borracha, pipetadores automaticos;

« ¢ proibido comer, beber, fumar, aplicar cosméticos, usar joias (anéis, pulseiras, reldgios,

etc.) e armazenar alimentos no laboratorio;

o trabalhar sempre de maneira ordenada, tranqiiila e metddica, evitando movimentos des-
necessarios. Tragar um plano de trabalho, considerando o tempo necessario para anélise e

leitura;

« éproibido o manuseio de maganetas, telefones, puxadores de armarios ou outros objetos de
uso comum ao usar luvas durante atividades em que agentes toxicos infecciosos e correlatos

estiverem sendo manipulados;

« extrema precaucdo deve ser tomada quando forem manuseadas agulhas e seringas de modo

a evitar a auto-inoculacéo e a produgdo de aerossdis durante o uso e o descarte;

« asagulhas ndo devem ser entortadas, quebradas, recapeadas ou removidas da seringa apos
o uso. Agulha e seringa devem ser imediatamente colocadas em recipiente resistente a prova
de perfuragdes e descontaminados, preferencialmente autoclavados antes do descarte. De-

saconselha-se a reutiliza¢do de seringas;

« um manual de biosseguranga deve ser preparado de acordo com as especificidades das ati-
vidades realizadas. Todo o pessoal deve ser orientado sobre os possiveis riscos e para a
necessidade de seguir as especificacdes de cada rotina de trabalho, procedimentos de bios-

seguranca e praticas estabelecidas no manual;

o Pessoas com atividade na manipulagdo do microorganismo ou toxina deverao estar previa-
mente imunizadas, com toxdide botulinico. Esta vacina ¢ um toxoide polivalente, destinado
ao pessoal de laboratério que trabalham regularmente com toxinas botulinicas para testes

laboratoriais;

« Deve se ter a relacao de centros ou hospitais onde estardo a disposi¢ao as antitoxinas para
casos de contaminagio e intoxicac¢io.

2.1.2 Equipamentos de protegio coletiva

a) Cabines de seguranca biologica

Devem ser utilizadas cabines de segurancga bioldgica (Classe II), que ¢ uma cabine de conten-

¢d0 maxima, sempre que:
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« sejam realizados procedimentos com elevado potencial de criagdo de aerossois, como cen-
trifugaqéo, trituracao, homogeneizaqéo, agitacao vigorosa, ruptura por sonica¢ao, abertura
de recipientes, contendo material onde a pressio interna possa ser diferente da pressio am-

biental, inoculac¢do intranasal em animais e em cultura de tecidos infectados;

« altas concentragdes ou grandes volumes de organismos. Tais materiais s6 poderao ser cen-
trifugados fora de cabines de seguranga, se forem utilizadas centrifugas de seguranca e fras-

cos lacrados. Estes s6 deverdo ser abertos no interior da cabine de seguranga biolégica.
b) Chuveiros de emergéncia

O chuveiro de emergéncia deve ser utilizado em casos de exposi¢do ou contaminagdo por
reagentes quimicos e materiais bioldgicos sobre o corpo. As areas dos Chuveiros de Emergéncia
deverio estar sempre desimpedidas para o uso imediato quando necessario. Devera ser feita perio-

dicamente a revisao dos mesmos e registradas em protocolos para este fim.
¢) Lava olhos

O lava olhos deve ser utilizado em casos de exposi¢do ou contaminagao dos olhos por reagen-
tes quimicos ou materiais bioldgicos nos olhos. A area dos lava olhos deve estar sempre desimpedi-
da para o uso imediato quando necessario. Devera ser feita periodicamente a revisio dos mesmos e

registradas em protocolos para este fim.
d) Extintores de incéndio

Devem estar identificados quanto a sua classe: “A” para combustiveis sdlidos, “B” para liqui-
dos inflaméveis e “C” para material elétrico. Devem estar classificados quanto a sua utilizagao: Gas
Carbonico (CO2); P6 Quimico Seco e Carga d’agua. O pessoal que trabalha no laboratério devera
estar treinado quanto a sua utilizacdo, pois a ma utilizagdo dessas substancias pode acarretar em
aumento da formacdo de aerossois e, conseqiientemente, no aumento da contaminagao ambiental.
Devera ser feita periodicamente a revisao dos mesmos quanto a possibilidade de vazamento e troca,

quando expirados os prazos de validade.

2.1.3 Procedimentos para a protecdo do ambiente de trabalho

O responsavel legal tem a responsabilidade de limitar o acesso ao laboratério. Cabe a ele a res-

ponsabilidade de avaliar cada situagdo e autorizar quem podera entrar ou trabalhar no laboratdrio.

O responsavel legal deve estabelecer politicas e procedimentos com ampla informagéo a todos
que trabalhem no laboratério sobre o potencial de risco relacionado ao trabalho, bem como sobre
os requisitos especificos para entrada em laboratdrio e em salas onde ocorra manipulagdo de mi-

croorganismos e toxinas.

« 0 acesso ao laboratdrio é limitado ou restrito as pessoas que nele trabalham;
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« as portas do laboratério devem conter sinais indicativos do grau de risco dos agentes mani-

pulados;

o identificar as amostras antes de iniciar a andlise e, em geral, ndo descartar até obter os resul-

tados;
« abancada de trabalho deve ser limpa sempre apds a manipulagao de agentes biologicos;

« o laboratorio deve ser mantido limpo e livre da presenca de animais, plantas e objetos nao

relacionados com as atividades realizadas;

o o descarte de vidraria quebrada deve ser feito em caixas de papeldo, identificadas e forradas

com sacos plésticos, evitando riscos a0 ambiente e operadores;
« todo lixo de laboratério deve ser adequadamente descontaminado antes de ser descartado;

o agulhas e seringas hipodérmicas devem ser usadas somente para inoculagao parenteral e

para aspiragao de fluidos de animais de laboratério e de garrafas de diafragmas;

 derramamentos ou acidentes que resultem em exposi¢ao a organismos devem ser imediata-
mente notificados ao responsavel legal, com providéncias de avaliagao médica, vigilancia e

tratamento, sendo mantido registro dos acidentes e das providéncias adotadas.

2.1.4 Procedimentos para a prote¢io do meio ambiente

o observar se a substincia a ser descartada ndo provoca risco ao homem, animais e a0 meio

ambiente;

o o0s residuos comuns devem ser acondicionados em sacos plasticos para lixo, retirados duas

vezes ao dia e colocados nos contéineres de coleta seletiva;

« o0s materiais contaminados nunca devem ser escoados na pia. O material contaminado deve
ser autoclavado (121°C x 30 minutos) antes de ser descartado.

2.1.5 Praticas de emergéncia

« a0 se contaminar no laboratério, o funcionario devera tomar banho com quantidade abun-
dante de agua e sabao durante pelo menos 10 minutos. Se possivel utilizar solu¢des de iodo
de povidone (como Povidini®);

o deve-se lavar os olhos ou as membranas mucosas durante pelo menos 15 minutos com so-

lucdo salina ou agua;
« notificar imediatamente ao responsavel legal ou superior mediato;

* caso seja necessario solicitar socorro para remocao do acidentado, ndo existe a possibilida-
de de transmissao nosocomial do botulismo;
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« em caso de derramamento de microorganismo, este é susceptivel a muitos desinfetantes,
mas os mais recomendados sio: hipoclorito de sddio 1% ou etanol 70%. Em caso de der-
ramamento de toxina, esta é inativada ao tratamento com hipoclorito de so6dio 0,1% ou
hidréxido de s6dio (NaOH) 0,1N;

« atoxina é destruida a 100°C por 10 minutos e os esporos a 120°C por pelo menos 15 minutos;

 nao esquecer que o esporo tem uma boa sobrevivéncia no solo, agua e em produtos agricolas.

2.1.6 Instalag¢des laboratoriais
« o laboratério deve ser desenhado de modo a permitir facil limpeza e descontaminagéo;

« érecomendavel que a superficie das bancadas seja impermeavel a agua e resistente a acidos,
alcalis, solventes organicos e a calor moderado;

« 0s espacos entre as bancadas, cabines e equipamentos devem ser suficientes de modo a per-

mitir acesso facil para limpeza;
« cada laboratdrio deve possuir uma pia para lavagem das maos;

o uma autoclave deve estar disponivel para descontaminacdo no interior ou préximo ao labora-

torio de modo a permitir a descontaminagdo de todo material previamente ao seu descarte.

2.1.7 Manipulagao de animais de experimentagao com toxina botulinica

o a porta principal devera estar sempre trancada. O acesso ao biotério devera ser restrito as

pessoas credenciadas, conforme determinado pelo responsavel legal da instituicao;

« a construcao do biotério deverd ser de forma a facilitar a limpeza e a desinfec¢io e evitar o

acumulo de poeira;

« animais de diferentes espécies e ndo envolvidos em um mesmo experimento deverdo estar

alojados em dreas fisicamente separadas;

o todo material proveniente dos animais inoculados devera ser descartado de forma a im-
possibilitar seu uso como alimento por outros animais, salvo o caso em que este seja o
proposito do experimento, ou se especificamente autorizado pelo responsavel legal ou outra

instituicdo competente, se aplicavel;

« toda manipulagdo deverad ser realizada de forma a evitar a liberagdo acidental do animal inocu-

lado no meio ambiente;

« o responsavel legal devera estabelecer normas para que apenas as pessoas autorizadas, qua-

lificadas e cientes dos riscos inerentes aos experimentos tenham acesso ao biotério. Quando
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apropriado, estas pessoas deverao estar vacinadas contra os agentes infecciosos relaciona-

dos ao experimento;

é necessario que haja uma ante-sala entre a drea de livre circulagio e a drea onde os animais
estdo alojados. Toda a forma de ventilagdo existente entre a drea de circulagdo livre e a ante-
sala e entre a ante-sala e a sala dos animais deverd possuir barreiras fisicas que bloqueiem a

passagem de insetos ou outros animais;

material contaminado devera ser apropriadamente acondicionado conforme boas praticas

laboratoriais para desinfec¢do, que podera ocorrer fora do biotério;

agulhas, seringas ou qualquer outro instrumento que possa causar solugao de continuidade
da pele deverao ser acondicionados em recipientes resistentes até 0 momento da desinfec-
¢do. E obrigatdrio o uso de mascara, gorro, luva e protetores para os pés. Estes materiais

deverio ser sempre descontaminados apds o uso.
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