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_Resumo

O Clostr idium botul inum é um baci lo Gram-positivo esporulado anaeróbio, 

produtor de neurotoxinas botul ínicas (BoNT) que são causa de botul ismo, 

uma doença neurológica que afeta humanos e animais. Com o objetivo de 

investigar a relação genética entre estirpes isoladas no decurso da inves-

tigação de casos de botul ismo que ocorreram em Por tugal, o gene codif i-

cador da toxina de 8 estirpes de Clostr idium botul inum neurotoxigénico 

isoladas no âmbito de 4 casos/sur tos foi sequenciado pelo método de 

Sanger. Os resultados obtidos indicam que todas as estirpes per tencem 

ao grupo II (não proteol í t ico) e são produtoras de neurotoxina botul ínica 

(BoNT) B4. A sequência molecular de 7 estirpes é idêntica, sendo de real-

çar que em todas as estirpes há uma base que diferencia as sequências 

obtidas da sequência padrão.

_Abstract

Clost r id ium botu l inum is an anae rob ic Gram-pos i t i ve bac i l lus, p rodu-

ce r of botu l inum neurotox ins (BoNT ) that causes botu l i sm, a neuro log i -

ca l d isease that a f fects humans and an ima ls . In orde r to invest igate 

the genet ic re lat ionsh ip between st ra ins iso lated dur ing the invest iga-

t ion of botu l i sm cases that occur red in Por tuga l , the tox in gene f rom 8 

neurotox igen ic C lost r id ium botu l inum st ra ins iso lated in the f rame of 4 

cases/outbreaks was sequenced by the Sanger method. The resu l ts in-

d icate that a l l  the st ra ins be long to g roup I I  (non-proteo ly t ic) and pro-

duce botu l inum neurotox in (BoNT ) B4. The sequence of 7 st ra ins is the 

same, i t be ing noted that in a l l  the re is a base wh ich d i f fe rent iates the 

sequences obta ined f rom the standard sequence.

_Introdução

O Clostridium botulinum é um bacilo Gram-positivo esporu-

lado anaeróbio, produtor de neurotoxinas botulínicas (BoNT) 

que são causa de botulismo, uma doença neurológica que 

afeta humanos e animais (1,2). Historicamente, a produção 

de neurotoxina botulínica constituía o único critério para a 

nomenclatura das estirpes, sendo todos os clostrídios pro-

dutores de neurotoxina botulínica considerados Clostridium 

botulinum (2,3). Hoje em dia, pelo menos seis bactérias fisio-

lógica e geneticamente distintas são conhecidas por forma-

rem neurotoxinas botulínicas.

As estirpes de C. botul inum do Grupo I produzem BoNT/A, 

BoNT/B e/ou BoNT/F (3), sendo variável o número de genes 

codif icadores de neurotoxinas local izados nos genomas do 

Grupo I e o número de neurotoxinas produzidas (1-5). Exis-

tem estirpes que possuem até três genes codif icadores de 

neurotoxina e produzem uma ou, mais raramente, duas ou 

três neurotoxinas distintas (1). Estas estirpes são proteo-

l ít icas, mesóf i las (temperatura mínima de crescimento de

10-12 ºC) e os esporos são muito resistentes a temperaturas 

elevadas (121 ºC/3 minutos) (2,4-6). As estirpes de C. botuli-

num do Grupo II (C. botulinum não proteolítico) são psicrotró-

ficas (temperatura mínima de crescimento de 3 ºC) e formam 

esporos com resistência moderada ao calor (1,4-6). A segu-

rança alimentar associada a alimentos minimamente proces-

sados refrigerados, prontos a consumir, com extensos prazos 

de validade é uma preocupação, uma vez que surtos de bo-

tulismo têm estado associados ao abuso nas temperaturas a 

que são conservados estes produtos (4-6). Estas bactérias for-

madoras de esporos são ubiquitárias pelo que, para prevenir 

o botulismo alimentar é necessário identificar e aplicar medi-

das de controlo para a destruição dos esporos, ou prevenir a 

sua germinação, multiplicação celular ou a formação da neu-

rotoxina (1,5,6). A existência de falhas na aplicação de medi-

das adequadas para destruição dos esporos de C. botulinum, 

ou que impeçam o seu desenvolvimento, durante a produção 

e/ou durante a conservação de alimentos comercializados ou 

mesmo na preparação doméstica, pode originar surtos de bo-

tulismo (1,4-6).
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As estirpes de C. botul inum do Grupo II produzem BoNT/B4, 

BoNT/E ou BoNT/F6. Estas estirpes são conhecidas por 

não produzirem múltiplas toxinas. No entanto, a sequencia-

ção dos genomas das estirpes BoNT/F6 do Grupo II revelou 

que contêm genes de neurotoxina do tipo E (3-5). Estão des-

critos casos de estirpes de C. botul inum do Grupo I e II não 

tóxicas_(3-5). Os genes codif icadores de neurotoxinas de C. 

botul inum Grupos I e II estão localizados no cromossoma ou 

num plasmídeo (2-5).

As estirpes de C. botul inum do Grupo III são mesófi las e 

causam botulismo em várias espécies animais. Estas estir-

pes produzem BoNT/C ou BoNT/D, embora mais frequente-

mente sejam produzidas as neurotoxinas de BoNT/CD ou 

BoNT/DC_(3).

O C. botulinum do Grupo IV (também conhecido como C. ar-

gentinense) produz BoNT/G, que não foi associada a botulismo 

humano ou animal (3). Algumas estirpes de C. barati i formam 

neurotoxina do tipo F7 e algumas estirpes de C. butyricum 

formam neurotoxinas do tipo E4 ou E5, estando ambas asso-

ciadas ao botulismo humano (3). 

A vigilância epidemiológica de casos de doença é fulcral para 

prevenir surtos e a transmissão cruzada de microrganismos. 

O Despacho n.º 15385-A/2016 (7) atualiza a lista de doenças 

de notif icação obrigatória publicada no Despacho n.º 5681-

A/2014 (8) e determina que essas doenças estão sujeitas a 

notif icação clínica e laboratorial obrigatória. Nesse enqua-

dramento, estabelece o botul ismo como doença de noti f i-

cação obrigatór ia, def inindo como critér ios epidemiológi-

cos “Pelo menos uma das duas l igações epidemiológicas 

seguintes: a) Exposição à mesma fonte de infeção de um ou 

mais casos conf irmados (…); b) Exposição a al imentos/água 

conf irmadamente contaminados” (7). A investigação epide-

miológica e laboratorial é indispensável para a identif icação 

de “Caso provável Pessoa que preenche os critér ios cl ínicos 

e epidemiológicos.” e de “Caso conf irmado Pessoa que pre-

enche os critér ios cl ínicos e laboratoriais”. Por este facto, a 

comunicação precoce de casos prováveis à autoridade de 

saúde facil i tará a identif icação de casos. 

_Objetivos

Investigar a relação genética entre estirpes isoladas no decur-

so da investigação de 4 casos/surtos de botulismo que ocorre-

ram em Portugal e sequenciar o gene da toxina de 8 estirpes 

de Clostridium botulinum neurotoxigénico tipo B, pelo método 

de Sanger.

_Material e métodos

Em casos de suspeita de botul ismo, o Depar tamento de Ali-

mentação e Nutr ição (DAN) do Instituto Nacional de Saúde 

Doutor Ricardo Jorge (INSA) tem capacidade laboratorial 

para analisar amostras al imentares e amostras biológicas. 

Os tipos de amostras e as condições de conservação estão 

indicados no quadro 1.
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Quadro 1: Tipos de amostras e condições de conservação.

■  Soro para pesquisa de tox ina (mínimo: 7 mL)

■  Fezes para cultura, pesquisa de genes de BoNT e para pesquisa de tox ina (mínimo: 20 g)

■  Aspirado de fer ida para cultura, pesquisa de genes de BoNT e pesquisa de tox ina

■  Biópsia de abcesso para cultura, pesquisa de genes de BoNT  e para pesquisa de tox ina

■  Vómito, lavado gástr ico, aspirado gástr ico ou conteúdo intestinal, para cultura, pesquisa de genes de BoNT   

 e para pesquisa de tox ina (mínimo: 20 g)

■  A l imentos suspeitos para cultura, pesquisa de genes de BoNT e para pesquisa de tox ina

Todas as amostras devem ser mantidas ref r igeradas após colhe i ta, mas não devem ser congeladas
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De 2015 a 2017, em 4 casos/surtos confirmados de botulismo 

tipo B, o Laboratório de Microbiologia do DAN isolou 8 estir-

pes de Clostridium botulinum, que caracterizou geneticamente 

(tabela 1).

Após deteção por Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), 

dos genes codif icadores de BoNT no meio de enriquecimen-

to Trypticase-Peptone-Glucose-Yeast e/ou Cooked Meat 

Medium (CM0081, Oxoid), isolou-se a estirpe em Colum-

bia Agar Sangue (bioMérieux). As estirpes foram isoladas de 

fezes e de alimentos suspeitos de serem a causa da doença, 

colhidos após inquérito epidemiológico.  

Após isolamento das estirpes, efetuou-se a extração de DNA 

util izando o QIAamp ® DNA Mini Kit (Quiagen) e a deteção 

dos genes codif icadores de BoNT A, B, E, e F por PCR, de 

acordo com a Metodologia 1 da ISO/TS 17919 (9). Posterior-

mente, o produto de PCR obtido com os primers para o gene 

codif icador da BoNT/B foi purif icado util izando ExoProStar

™ 1-Step (GE Healthcare Life-Sciences). Os produtos purif i-

cados foram sujeitos a um PCR assimétrico e purif icou-se o 

produto do PCR assimétrico com o kit DyeEx 96 (Quiagen), 

para obter DNA em condições de ser sequenciado. O produ-

to de PCR purif icado foi enviado para a Unidade de Tecnolo-

gia e Inovação (UTI) do Departamento de Genética Humana 

do INSA, onde foi submetido a sequenciação para o gene 

codif icador da toxina, pelo método de Sanger.

Procedeu-se à pesquisa de homologias através da ferramen-

ta informática “Nucleotide BLAST” do U.S. National Center for 

Biotechnology Information (NCBI). 

_Resultados

Os resultados obtidos indicam que todas as amostras cor-

respondem a Clostr idium botul inum t ipo B, tendo todos os 

produtos de PCR sequenciados a mesma sequência, com 

exceção da amostra de presunto do sur to 3. Esta sequên-

cia tem homologia máxima (99%) com as estirpes de C. bo-

tul inum t ipo B: C. botul inum strain Templin (Sequence ID: 

MG545727.1); C. botul inum strain IFR_05/025 (Sequence ID: 

KJ776581.1); C. botul inum strain CDC5900 (Sequence ID: 

KJ776580.1); C. botul inum strain CDC3875 (Sequence ID: 

KJ776578.1). 

A estirpe isolada na amostra de presunto do surto 3 apresen-

tou homologia máxima (99%) com a sequência ID: X71343.1 

de C. botulinum tipo B.

_Conclusões e recomendações

Todas as estipes per tencem ao grupo II (não proteolít ico) 

BoNT/B4.

A segurança al imentar exige que a toxina botul ínica não 

seja produzida em géneros al imentícios, pelo que se devem 

adotar procedimentos e estabelecer medidas de controlo 

que previnam o desenvolvimento de todos os tipos de Clos-

tr idium botul inum. 

O tratamento pelo calor é o método mais utilizado para inibir 

esporos de bactérias, mas a sua inativação vai depender do 

binómio tempo/temperatura, do pH, da a w (atividade da água) 

e do conteúdo em gordura do alimento (1,6). Têm sido usados 

aditivos alimentares, como o nitrito de sódio, para impedir o 

desenvolvimento do C. botulinum (1,6). No entanto, uma lenta 

descida do pH ou da a w na produção de produtos fermenta-

dos, tais como queijos maturados, iogurtes ou carnes fermen-

tadas, pode permitir a ocorrência de condições favoráveis à 

produção de BoNT (6). 

A extensão do tempo de conservação de produtos em re-

fr igeração pode aumentar o r isco do desenvolvimento de 

estirpes não proteolít icas, recomendando-se que as condi-

ções que previnem o desenvolvimento de Clostr idium botu-

l inum do Grupo II sejam tidas em atenção (quadro 2 ) (1,6). 

Tabela 1: Amostras onde se isolaram estirpes de Clostridium 
botulinum por surto/caso confirmado.

AnoSur to/caso 
conf i rmado  Al imentares  Biológicas

Amostras

1

2

3

4

2015

2015

2016

2017

---

Fezes

---

Fezes

Chour iço

Presunto

Presunto, a lhe ira, chour iço

Presunto
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Torna-se de primordial impor tância que a população tenha 

conhecimento que as temperaturas de refr igeração habitu-

almente uti l izadas em fr igoríf icos domésticos (5-10 ºC) não 

inibem o desenvolvimento do Clostr idium botul inum (1,6).

Agradecimento:

À Unidade de Tecnologia e Inovação do Departamento de Genética 

Humana do INSA, responsável pelos ensaios de sequenciação.

 

Quadro 2: Condições que previnem o desenvolvimento de Clostridium botulinium do Grupo II.

Conservação a temperaturas <3,3 ºC

Conservação a temperaturas <5 ºC

Conservação a temperaturas ente 5-10 ºC

Aquec imento a 90 ºC, durante 10 minutos e conser vação a 

temperatura <10 ºC

pH do género a l imentíc io <5,0 e conservação a temperatura <10 ºC

NaCl  >3,5% 

e conservação a temperatura <10 ºC

a w 0,97 

e conservação a temperatura <10 ºC

Condições Crescimento

Não se desenvolve

Não se desenvolve nos pr imeiros 10 dias

Não se desenvolve nos pr imeiros 5 dias

Não se desenvolve

Não se desenvolve

Não se desenvolve

Não se desenvolve

Adaptado do Advisory Commitee Microbio logica l Safety of Food (ACMF, 1992) (1).
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