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RESUMO

Clostridium botulinum é um patogeno de relevincia para a satde publica devido a sua
capacidade de produzir neurotoxinas potentes e formar esporos altamente resistentes. Este
estudo consiste em uma revisao integrativa das estratégias para a inativagao de esporos,
identificagao e controle de C. botulinum em alimentos, com base na andlise de 11 artigos
publicados entre 2022 e 2024. Foram abordados métodos como irradiagao UV-C, diéxido de
carbono supercritico, qPCR e o desenvolvimento de cepas substitutas nao toxicas. A radiacao
UV-C mostrou-se eficaz na inativacao de esporos, porém com limitagdes em alimentos
liquidos. Técnicas moleculares, como a qPCR direcionada ao gene 16S rRNA, demonstraram
alta sensibilidade na detecgao de C. botulinum em diferentes matrizes alimentares. Além
disso, cepas substitutas nao toxicas facilitaram a realizagao de testes sem riscos a satde.
O impacto clinico do botulismo foi evidenciado em surtos relacionados a alimentos
contaminados, refor¢ando a necessidade de métodos eficazes de controle. Conclui-se
que a integracao de técnicas fisicas, moleculares e genéticas, aliada a boas praticas de
higiene, € fundamental para garantir a seguranga alimentar e prevenir surtos de botulismo.

ABSTRACT

Clostridium botulinum is a pathogen of relevance to public health due to its ability to
produce potent neurotoxins and form highly resistant spores. This study consists of an
integrative review of strategies for spore inactivation, identification, and control of C.
botulinum in food, based on the analysis of 11 articles published between 2022 and 2024.
Methods such as UV-C irradiation, supercritical carbon dioxide, gPCR, and the development
of non-toxic surrogate strains were addressed. UV-C irradiation proved effective in spore
inactivation, although with limitations in liquid foods. Molecular techniques, such as qgPCR
targeting the 16S rRNA gene, demonstrated high sensitivity in detecting C. botulinum
in different food matrices. Additionally, non-toxic surrogate strains facilitated tests
without health risks. The clinical impact of botulism was evidenced in outbreaks related
to contaminated food, reinforcing the need for effective control methods. It is concluded
that the integration of physical, molecular, and genetic techniques, combined with good
hygiene practices, is essential to ensure food safety and prevent botulism outbreaks.

@ ® Esta obra esta licenciada sob uma Licenga Creative Commons. Os usuarios tém permissao para copiar redistribuir os trabalhos por qualquer meio ou
= formato,etambém para, tendocomobaseoseuconteudo, reutilizar, transformar ou criar,com, propésitoslegais,até comerciais, desde que citadaafonte.
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INTRODUGCAO

A espécie bacteriana Clostridium botu-
linum apresenta relevante importancia para a
satde publica e para a seguranca alimentar, de-
vido a sua capacidade de produzir neurotoxinas
potentes, responsaveis pelo botulismo, uma do-
enca neuroparalitica grave e potencialmente
fatal. A formacao de esporos altamente resis-
tentes por C. botulinum representa um desafio
significativo para a indutstria alimenticia, uma
vez que esses esporos podem sobreviver a pro-
cessos de conservacao e germinar em condi-
¢oes favoraveis, permitindo que a bactéria re-
torne a sua fase vegetativa, com metabolismo
ativo, e produza toxinas®. O botulismo esta fre-
quentemente associado ao consumo de alimen-
tos contaminados, especialmente aqueles con-
servados de forma inadequada, como enlatados,
embutidos e produtos refrigerados®*.

Clinicamente, o botulismo caracteriza-se
por um quadro de paralisia flacida simétrica des-
cendente, que pode evoluir para insuficiéncia
respiratoria, sendo considerado uma emergén-
cia médica®. Os principais tipos clinicos incluem
o botulismo alimentar, o botulismo infantil e o
botulismo por ferimentos, variando conforme a
via de exposicao a toxina®. O tratamento ¢é ba-
seado na administracao precoce de soro anti-
botulinico e no suporte ventilatorio, e o prog-
nostico depende do diagnostico rapido e da dis-
ponibilidade do antitoxinico. Entretanto, o
manejo ainda apresenta desafios, sobretudo de-
vido a inespecificidade dos sintomas iniciais e a
limitagao de antitoxinas em algumas regioes®.

O botulismo ocorre em todo o mundo, com
variacoes na prevaléncia dos tipos clinicos con-
forme a regiao. Nos Estados Unidos, por exem-
plo, o botulismo infantil &€ o mais prevalente,
representando cerca de 70% dos casos regis-
trados entre 2001 e 2017, periodo em que tam-
bém foram observados 326 casos de origem ali-
mentar®. Diversos surtos tém sido relatados em
diferentes paises como, por exemplo, em 2023,
na Francga, um surto associado a sardinhas em

conserva resultou em 15 casos e um Obito’; em
2015, nos Estados Unidos, 29 pessoas adoece-
ram e uma pessoa morreu apos o consumo de
batatas enlatadas em um evento comunitario®;
e em 2024, na Arabia Saudita, oito pessoas fo-
ram acometidas ap6s o consumo de maionese
contaminada®. Mais recentemente, um surto
incomum ocorreu em 2023 na Alemanha, Suiga,
Austria, Franca e Turquia, relacionado a aplica-
¢ao de toxina botulinica em procedimentos es-
téticos, resultando em 34 casos confirmados®.

A morbimortalidade associada ao botulis-
mo ¢ significativa, especialmente quando ha
atraso no diagnostico e no tratamento. As prin-
cipais fontes de contaminacao incluem solos
contaminados, alimentos em conserva e enla-
tados que criam um ambiente anaerdbico, além
do mel, que representa um risco conhecido pa-
ra criangas’. A prevencgao envolve praticas se-
guras de conservacao e manipulagao de alimen-
tos, inspecao de embalagens quanto a sinais de
deterioracao, como estufamento e odor desa-
gradavel, e cuidados rigorosos com ferimentos'2.
No Brasil, a vigilancia e o controle de surtos de
botulismo sao conduzidos pela Agéncia Nacio-
nal de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e pelo Mi-
nistério da Satde, em parceria com secretarias
estaduais e municipais, que monitoram as no-
tificacoes por meio do Sistema de Informacao
de Agravos de Notificagao (SINAN).

Apesar dos avangos nas técnicas de con-
servacao e detecgao de patdgenos, a complexi-
dade biolodgica de C. botulinum, incluindo sua
capacidade de adaptacao a diferentes condicoes
ambientais e a diversidade de suas neurotoxinas,
exige abordagens integradas e multidisciplinares
para o seu controle eficaz. Assim, a prevengao
de surtos de botulismo continua sendo um de-
safio global, especialmente em regides com pra-
ticas inadequadas de higiene e de conservagao
de alimentos!3. Nesse contexto, a revisao de es-
tratégias atualizadas para o controle de C. bo-
tulinum € essencial, tanto para garantir a segu-
ranca dos alimentos quanto para o fortalecimen-
to das agdes de protecao a satide publica.
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Diante desse cenario, esta revisao integra-
tiva se propoe a sintetizar as abordagens que
tém sido utilizadas para a inativagao de esporos,
aidentificacao e o controle de C. botulinum na
cadeia produtiva de alimentos, sendo justifica-
da pela necessidade de consolidar informacoes
recentes sobre métodos de controle do pato-
geno e de fornecer subsidios para profissionais
da satde, da industria alimenticia e para 6rgaos
de vigilancia, de modo a prevenir surtos de bo-
tulismo e a garantir a segurancga alimentar. Pa-
ra isso, serao analisados estudos recentes que
abordam desde aspectos basicos da biologia do
microrganismo até métodos que auxiliem na
deteccgao e no controle, oferecendo um pano-
rama sobre o tema e contribuindo para futuras
abordagens que possam prevenir surtos de bo-
tulismo e garantir a seguranga dos alimentos
com base em dados previamente publicados.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo de revisao integra-
tiva da literatura cientifica, no qual foi utilizado
como base de dados o Google Académico. A es-
colha dessa plataforma ocorreu devido a sua am-
pla abrangéncia e ao seu carater multidiscipli-
nar, contemplando artigos indexados em bases
de dados tradicionais, como PubMed, Scopus e
Web of Science. Além disso, o Google Académico
permite o acesso a diferentes tipos de periodi-
€os nacionais e internacionais, favorecendo uma
busca inclusiva e abrangente sobre Clostridium
botulinum e sua capacidade de esporulagao.

A estratégia de busca incluiu os descri-
tores “Clostridium botulinum”, “sporulation’,
“botulism” e “toxin”, combinados por meio do
operador booleano “AND” para refinar os re-
sultados. Como critérios de inclusao, foram
considerados apenas artigos originais publica-
dos entre 2022 e 2024, com data final da bus-
ca em 11 de maio de 2024, e que estivessem ali-
nhados aos objetivos deste estudo. Foram ex-
cluidos documentos como monografias, teses,

dissertacoes, livros ou partes de livros, relatos
de caso, editoriais e artigos de revisao.

O processo de selecao dos artigos ocor-
reu em duas etapas. Na primeira etapa, os arti-
gos originais foram separados dos demais tipos
de publicagao. Em seguida, na segunda etapa,
realizou-se uma analise manual dos resumos,
sendo selecionados apenas os estudos que
abordavam o tema deste trabalho.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na etapa inicial de selecao dos artigos,
foram identificados 305 documentos na busca.
Esses resultados foram categorizados confor-
me apresentado na Tabela 1, destacando-se a
predominancia de artigos de revisao, seguidos
por livros, teses ou dissertacoes, artigos origi-
nais, relatos de caso e editoriais.

Tabela 1. Distribuicao dos documentos recuperados
na pesquisa sobre a relagao de Clostridium botu-
linum com a esporulacao e a producao de toxinas,
realizada no Google Académico entre 2022 e 2024.

TIPO DE DOCUMENTO QUANTIDADE

Artigos de Revisao 191
Livro 41
Teses ou Dissertagoes 40
Artigos Originais 27
Relato de Caso 4
Editorial 2
Total 305

Dos 27 artigos originais identificados, pro-
cedeu-se a leitura integral, resultando na se-
lecao final de 11 estudos que atendiam aos cri-
térios da abordagem tematica deste estudo.
Esses estao sintetizados no Quadro 1, conten-
do informacdes como titulo, ano de publicacao,
objetivos e principais resultados. A distribuicao
temporal dos artigos selecionados mostrou
maior representatividade em 2022 (n = 8). Os
16 artigos excluidos nao se alinhavam direta-
mente aos objetivos da revisao.
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Quadro 1: Informagoes sobre os 11 artigos originais selecionados na pesquisa sobre Clostridium botulinum,
esporulacdo e producao de toxinas, realizada no Google Académico entre 2022 e 2024.

TITULO ORIGINAL
DO ARTIGO

CITAGAO

PAIS EM QUE
0 ESTUDO FOI
REALIZADO

OBJETIVOS
DO ARTIGO

PRINCIPAIS
RESULTADOS DO ARTIGO

I And Group II Clos-
tridium botulinum
spores by ultraviolet
irradiation in water

(2023)

de uso de luz UV para
inativar os esporos de
C. botulinum através
da sua sensibilidade.

Bacteriological isola- | Ahmed*(2024) | Iraque Isolar e identificar Foram analisados trés
tion in the restaurant bactérias presentes restaurantes. No pri-
of Hawler city Kur- em trés diferentes meiro restaurante houve
distan Region, Iraq restaurantes iraquia- | uma maior contagem de
nos, a fim de avaliar bactérias isoladas em uma
os possiveis efeitos mesa e a menor contagem
da contaminacao foi encontrada no menu.
alimentar na sat- No segundo restaurante
de humana. Foram o recipiente tinha o maior
coletadas amostras de | namero de bactérias,
cardapios, mesas enquanto a mesa tinha o
e recipientes. menor nimero. No terceiro
restaurante a mesa tinha o
menor nimero de bacté-
rias encontradas, enquan-
to o menu tinha o maior
ntmero. As descobertas
demonstraram que certos
Agentes patogénicos,
como Shigella dysenteriae,
C. botulinum e Bacillus
cereus, estao presentes e
podem ser identificados em
restaurantes.
Inactivation of Group | Assal et al.* Canada Avaliar a possibilidade | Esporos de C. botulinum

indicaram uma resisténcia
moderada a desinfecgao
por UV-C, necessitando de
<55 mJ/cm? para atingir 5
log de inativagao.

Cellular and po-
pulation strategies
underpinning neuro-
toxin production and
sporulation in Clos-
tridium botulinum
type E cultures

Mertaoja et al.**
(2023)

Finladndia e
Portugal

Analisar a relagao en-
tre a producao da to-
xina botulinica (BoNT)
e a esporulagao em
Clostridium botulinum
tipo E, investigando
sua regulacao pelo
fator transcricional
SpoOA e a heteroge-
neidade populacional
em culturas bacte-
rianas sob diferentes
condi¢des ambientais.

As combinagoes possiveis
de produgao de toxina

e esporulacao testadas

em culturas selvagens de
C. botulinum tipo E nao
indicaram uma co-regu-
lacdo rigorosa tampouco
uma independéncia estrita
entre os dois processos
metabdlicos. Além disso,
uma producao de BoNT
independente de SpoOA foi
observada em uma peque-
na subpopulacao

de células da cepa spo0OA-
-null.

Prevalent toxin
types of Clostridium
botulinum in South
Korean cattle farms

Park et al.'6
(2022)

Coreia do Sul

Investigar fazendas de
gado em areas com
surtos continuos na
Coreia do Sul para
determinar os tipos de
toxinas prevalentes.

As toxinas dos tipos B e

D de C. botulinum foram
altamente prevalentes nas
ragoes e nas fezes de gado
em fazendas sul-coreanas
em 2012 e 2013 durante
surtos de botulismo.
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Continuacao Quadro 1.

Type C botulism Martins et al.” Brasil Descrever um surto A toxina botulinica foi
outbreak in free-ran- | (2022) de botulismo tipo C identificada em uma das
ging waterfowl in em uma populagao de | quatro amostras de agua
Goias aves aquaticas de vida | coletadas no lago sob estu-
livre, incluindo patos | do e no contetdo intes-
(Cairina moschata), tinal de um dos marrecos
marrecos (Anas pla- necropsiados. O botulismo
tyrhynchos) e gansos | do tipo C, transmitido pela
(Anser cygnoides), no | agua, foi indicado como a
municipio de Quirin6- | causa da mortalidade em
polis, Goias, Brasil. aves aquaticas de vida livre
no Parque da Liberdade em
Quirinodpolis, Goias, Brasil.
Genomic diversity, Bowe et al.* Estados Unidos | Investigar um coque- | Alinhamentos de poli-
competition, and (2022) da América tel de dez cepas de morfismos de um tnico
toxin production by C. botulinum (sete nucleotideo (SNPs) do
group I and II Clos- do Grupo I e trés do genoma inteiro revelaram
tridium botulinum Grupo II) usados para | que esse coquetel de linha-
strains used in food testes de contamina- | gens abrange os principais
challenge studies ¢ao alimentar. clados das espécies C.
botulinum do Grupo I e
II. Embora pareca existir
competicao de crescimento
entre varias das linhagens,
o coquetel como um todo
resultou em altos niveis de
producao de BoNT.
Selection and deve- Poortmans et Bélgica e Ale- | Desenvolver cepas que | Foi realizada uma analise
lopment of nontoxic | al** (2022) manha possam substituir as | fenotipica e genomica de 31
nonproteolytic Clos- cepas do grupo nio cepas de C. botulinum (nao
tridium botulinum proteolitico, também | tOXicas e nao proteoliticas)
surrogate strains conhecido como que .revelou tres dlfer‘en-
for food challenge grupo II. Visando que | tes linhagens, as do tipo
testing essas cepas substitu- E’e'BEF (ndo proteoliticas
tas sejam nao toxicas. toxicas), € um agrupamento
distinto pouco caracteri-
zado. Outra analise feita
foi determinar se essas
cepas conseguem crescer
em diferentes ambientes,
como ambiente salgado,
ambiente acido e ambiente
com baixa temperatura, e
observar a resisténcia dos
esporos ao calor. O estudo
mostrou que o crescimento
das cepas e resisténcia dos
€Sporos caem na mesma
faixa descrita que das
cepas nao proteoliticas
toxicas.
Extensive growth Koukou, Dahl Dinamarca Avaliar e validar um Um modelo de crescimento
and growth boundary | Devitt e Dalga- modelo matematico e limite de crescimento
model for non-pro- | ard* (2022) recentemente desen- | existente para C. botulinum
teolytic Clostridium volvido para prever o | nao proteolitico foi valida-
botulinum - evalua- crescimento de C. bo- | do com sucesso para frutos
tion and valida- tulinum nao proteoli- | do mar e produtos de aves,
tion with MAP and tica e o TTT (time-to- | independentemente da
smoked foods -toxin formation), isto | embalagem em ar, vacuo ou
€, 0 tempo da MAP.
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Continuacao Quadro 1.

que um alimento leva
para desenvolver a
toxina botulinica em
produtos defumados e
alimentos armazena-
dos em embalagens de
ar, vacuo ou atmosfera
modificada (MAP).

Inactivation of Clos-

Dacal-Gutiérrez

Colombia e

Explorar a eficacia

Foi observado que o scCO,

derived from Clos-
tridium botulinum
and related clostridial
species induce innate

(2022)

vesiculas de membra-
na bacteriana (VMs)
produzidas por C.
botulinum e espécies

tridium spores in et al’s(2022 Espanha do CO, supercritico aplicado ao mel nao conse-
honey with super- (scCO,) sozinho e guiu inativar os esporos de
critical CO, and in combinado com éleos | Clostridium em tempera-
combination with essenciais de limao, turas abaixo de 70°C, o que
essential oils cravo e canela na ina- | leva a pensar que seja por
tivacao de Clostridium | causa do efeito protetor do
sporogenes (CECT mel. Quando scCO, é com-
553) como um substi- | binado com 6leo essen-
tuto de C. botulinum. | cial de canela (<0,4% em
massa), foi observada uma
melhora na inativacao dos
esporos, com reducao de
1,3 log,, de unidades forma-
doras de colonia g'(UFC)
alcancada na temperatura
de 60 °C.
Sporulation strate- Portinha et al.’® | Finlandia Analisar a diversida- Os resultados mostraram
gies and potential (2022) de da esporulacao dois padroes dinamicos
role of the exospo- de 10 cepas de C. populacionais distintos na
rium in survival and botulinum Grupo I, esporulagao, que podem
persistence of Clos- II ou III observando estar relacionados as
tridium botulinum especificamente (i) a propriedades proteoliticas
dindmica na estrutu- | das cepas de diferentes
ra populacional em Grupos. Onde cepas do
culturas esporuladas | Grupo [ apresentaram
e (i) a ultraestrutura | maiores proporcgoes de
e (iii) as propriedades | células esporuladas, mas
funcionais de esporos | demoraram mais para
individuais. liberar esporos, resultando
em contagens maiores de
esporos do que as cepas
dos Grupos II e III. Os au-
tores também observaram
que as cepas com a menor
resisténcia ao calor dentro
de seu respectivo grupo
nao tinham um exoésporo
ou tinham um mais fino em
comparacao com suas li-
nhagens filogeneticamente
relacionadas, sugerindo um
possivel papel do exdsporo
na resisténcia ao calor.
Membrane vesicles Kobayashi et al”® | Japao Estudar o papel das As VMs derivadas de todas

as cepas induziram a
expressao de citocina in-
flamatoria em linhagens de
células epiteliais e de ma-
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Continuacao Quadro 1.

immune responses
via Myd88 /Trif sig-
naling in vitro

filogeneticamente
relacionadas perten-
centes a C. sporoge-
nes e C. scindens na
imunidade e patologia
do hospedeiro em
infeccoes clostridiais.

crofagos intestinais através
da sinalizacao Myd88/
Trif, revelando a influén-
cia de VMs na inducao da
resposta imune inata do
hospedeiro

Ainativacao de esporos de Clostridium bo-
tulinum

Dos 11 artigos selecionados, trés aborda-
ram métodos para a inativagao dos esporos de
C. botulinum. Assal et al'4 (2023) investigaram
o uso de radiacao ultravioleta (UV-C), demons-
trando que os esporos do Grupo II (tipos B, E e
F) foram mais resistentes do que os do Grupo [
(tipos A, B e F). Para atingir uma redugao de 5
log na populacao de esporos, foram necessarias
doses de UV-C inferiores a 55 mJ/cm?. No en-
tanto, a aglomeracao de esporos reduziu a efi-
cacia do método, sugerindo a necessidade de
técnicas complementares para desagregar es-
poros em situagoes especificas. O estudo des-
tacou que a UV-C pode ser aplicada em alimen-
tos, mas que sao necessarios mais experimentos
em matrizes alimentares liquidas.

O estudo de Mertaoja et al.?* (2023) inves-
tigou o comportamento de C. botulinum tipo E
em duas temperaturas distintas (10 °C e 30 °C),
utilizando microscopia de fluorescéncia para
monitorar as fases de crescimento, producao
de toxinas e esporulacao, além da técnica ELI-
SA para quantificar a produgao de toxinas. Os
resultados revelaram que a temperatura in-
fluencia significativamente a dinamica celular
e a formacao de esporos. Sob a temperatura de
30 °C, a producao de toxinas e a esporulacao
ocorreram de forma acelerada; entretanto, as
células sofreram lise precoce, limitando a via-
bilidade do microrganismo a longo prazo. Por
outro lado, a 10 °C, observou-se um equilibrio
mais estavel entre a produgao de toxinas e a
esporulacao, com ambos 0s processos ocorren-
do de forma gradual ao longo de semanas.

Esse comportamento sugere que C. botu-
linum tipo E é capaz de se adaptar a ambientes
refrigerados, o que representa um desafio sig-
nificativo para a segurancga alimentar, especial-
mente em produtos armazenados a baixas
temperaturas, como frutos do mar. Além disso,
o estudo identificou quatro subpopulacoes ce-
lulares com comportamentos distintos: (i) cé-
lulas que produziram toxinas e esporularam;
(ii) células que produziram toxinas, mas nao
esporularam; (iii) células que esporularam, mas
nao produziram toxinas; e (iv) células que nao
realizaram nenhum dos dois processos. A pro-
porcao dessas subpopulacoes foi influenciada
pela temperatura e pela fase de crescimento,
destacando a heterogeneidade da resposta ce-
lular a diferentes condi¢des ambientais.

Outro resultado relevante deste estudo
relacionou-se ao papel do gene spo0OA, uma vez
que os autores discutem que esse gene pode
controlar tanto a esporulacao quanto a produ-
cao de toxinas, sugerindo que a regulacao ge-
nética seja um alvo promissor para estratégias
de inativacao de esporos. Esses resultados re-
forcam a complexidade da inativacao de espo-
ros de C. botulinum e a necessidade de abor-
dagens multifatoriais que considerem nao
apenas as condicoes ambientais, mas também
0s mecanismos genéticos e fisiologicos envol-
vidos na sobrevivéncia e na viruléncia do mi-
crorganismo.

Dacal-Gutiérrez et al® (2022) testaram o
dioxido de carbono supercritico (scCO,) para
inativar esporos de C. sporogenes (substituto
de C. botulinum neste estudo, devido as seme-
lhangas morfologicas e genéticas) em agua e
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mel. Em agua, a inativagao foi eficaz, abrangen-
do 99,7% dos esporos inativados a 80 °C; en-
tretanto, no mel, a eficacia foi menor, devido
as suas propriedades fisico-quimicas. A adigao
de oleos essenciais contribuiu para a inativacao
de 94% dos esporos a 60 °C. Os testes de ina-
tivacao por scCO, foram realizados a uma pres-
sao de 10 MPa, e o aumento da pressao para 30
MPa também foi testado, mas nao apresentou
resultados significativos; assim, concluiu-se
que o uso da menor pressao é mais seguro e
economicamente mais viavel. O estudo con-
cluiu que o uso de scCO, é viavel, mas que de-
vem ser considerados o custo-beneficio e o
impacto na qualidade do alimento.

Contaminacdo de restaurantes por Clos-
tridium botulinum

Somente um artigo abordou a contamina-
cao em restaurantes. O estudo de Ahmed??
(2024) investigou a presenca de microrganismos
em trés restaurantes localizados na cidade de
Arbil, no Curdistao, Iraque. Foram coletadas
amostras de mesas, cardapios e recipientes
(como saleiros), que foram semeadas em agar
nutriente e incubadas a 37 °C. Apos o cresci-
mento das colonias, realizou-se a coloragao de
Gram para diferenciar as bactérias Gram-posi-
tivas das Gram-negativas. Posteriormente, as
bactérias Gram-positivas foram semeadas em
agar sangue, enquanto as Gram-negativas foram
semeadas em agar MacConkey.

A identificacao das bactérias foi feita com
base em caracteristicas das colonias, como cor,
forma, altura e diametro. Os resultados revela-
ram contagens variaveis de Unidades Forma-
doras de Colonia (UFC) nos trés restaurantes.
No primeiro restaurante, a maior contaminacao
foi encontrada em uma mesa (298 UFC), en-
quanto a menor ocorreu no cardapio (220 UFC).
No segundo restaurante, o recipiente apresen-
tou a maior contaminacao (280 UFC), e a mesa,
a menor (220 UFC). No terceiro restaurante, o
cardapio apresentou a maior contaminacao (80
UFC), e a mesa, a menor (52 UFC). Entre as bac-

térias identificadas, destacaram-se Clostridium
botulinum e Bacillus cereus, microrganismos
associados a alimentos conservados. O estudo
evidenciou que cardapios e recipientes foram
os locais com maior contaminagao, sugerindo
falhas na higienizacao frequente e adequada.

Neurotoxinas de Clostridium botulinum em
animais

Somente dois artigos abordaram as neu-
rotoxinas produzidas por C. botulinum e seus
impactos em animais. O estudo de Park et al'®
(2022) investigou surtos de botulismo em fa-
zendas de gado na Coreia do Sul, com a coleta
de 184 amostras de fezes, feno, silagem, solo,
bebedouros e contetido estomacal de bovinos.
Utilizando PCR multiplex, os autores identifi-
caram que 33 amostras foram positivas para C.
botulinum, com prevaléncia de 33,3% (n = 11)
para o tipo B, 12,1% (n = 4) para o tipo C/D e
54,5% (n = 18) para o tipo D. A maior parte das
amostras positivas foi encontrada em fezes
(17/72) e em conteudo estomacal (11/15), en-
quanto nenhuma amostra de solo apresentou
deteccao de neurotoxinas. O estudo destacou
que as neurotoxinas dos tipos B e D foram as
mais prevalentes durante os surtos de 2012 e
2013 na Coreia do Sul.

Por outro lado, o estudo de Martins et
al"(2022) descreveu um surto de botulismo do
tipo C em aves aquaticas no Parque da Liber-
dade, em Quirinépolis, Goias, Brasil. Foram
coletadas amostras de 4gua, racao, figado, con-
tetdo estomacal e intestinal de aves mortas. A
toxina botulinica do tipo C foi detectada em
uma amostra de 4gua e no contetido intestinal
de um marreco, com confirmagao por bioen-
saio em camundongos e PCR. Os camundongos
inoculados com amostras nao tratadas termi-
camente apresentaram sinais de botulismo e
morreram entre 12 e 24 horas, enquanto aque-
les inoculados com amostras tratadas termica-
mente nao apresentaram sintomas. A ragao nao
estava contaminada, sugerindo que a agua do
lago foi a principal fonte de contaminagao.
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Estruturas-chave da esporulacdo e da sin-
tese de neurotoxinas por Clostridium botulinum

Trés artigos estao relacionados a esporu-
lacao, a produgdo de neurotoxinas e a patoge-
nicidade de C. botulinum. O estudo de Portinha
et al.® (2022) investigou a diversidade da espo-
rulacao em dez cepas de C. botulinum dos Gru-
pos I, IT e III. Os resultados mostraram que as
cepas do Grupo I (proteoliticas) apresentaram
maior proporc¢ao de células esporuladas e maior
contagem de esporos, embora tenham demo-
rado mais para libera-los; ou seja, apresentaram
contagens de esporos superiores as das cepas
dos Grupos II e III (nao proteoliticas). Todas as
cepas compreenderam estagios morfologicos
de esporulagao semelhantes. Outrossim, foram
identificados quatro morfotipos de esporos,
com diferencas entre os grupos, mas sem im-
pacto significativo na hidrofobicidade ou na
autoagregacao dos esporos. O estudo também
destacou que a presenca do exosporium au-
mentou a resisténcia dos esporos ao calor.

O estudo de Mertaoja et al.?4 (2023), cita-
do anteriormente, analisou o papel do gene
spo0A na esporulagao e na producao da toxina
botulinica (BoNT) em C. botulinum tipo E. Os
resultados mostraram que a producao de BoNT
ocorreu em subpopulacoes celulares, sendo
liberada por autélise mediada por spo0OA ou
apos a liberacao de esporos maduros. No en-
tanto, a produgao de BoNT também foi obser-
vada em células sem o gene spo0A, indicando
que outros genes podem estar envolvidos nes-
se processo. A heterogeneidade das culturas
foi influenciada por condigdes ambientais,
como a temperatura, sugerindo que fatores
externos também desempenham papel na re-
gulagao da producao de toxinas.

O estudo de Kobayashi et al. (2022) in-
vestigou o papel das vesiculas de membrana
(VMs) secretadas por C. botulinum na indugao
de respostas imunes inatas. Os resultados mos-
traram que as VMs derivadas de C. botulinum
induziram a expressao de citocinas inflamato-
rias em células epiteliais e em macrofagos in-

testinais. Além disso, as VMs de C. botulinum
tipo E ativaram a expressao de peptideos anti-
microbianos da familia Reg3, como Reg3g e
Reg3b, por meio da sinalizagao MyD88 /TRIF.
Esses achados sugerem que as VMs desempe-
nham um papel importante na ativacao do sis-
tema imunolégico contra infecgoes por C. bo-
tulinum.

Métodos para identificacdo de contamina-
cdo alimentar por Clostridium botulinum nas
industrias alimenticias

Trés artigos abordaram métodos para ava-
liar a contaminacao alimentar por C. botulinum
na indutstria alimenticia. O estudo de Bowe et
al?® (2022) investigou um coquetel de dez cepas
de C. botulinum (sete do Grupo I e trés do Gru-
po 1II), utilizado ha mais de 20 anos em estudos
de desafio alimentar. As cepas foram cultivadas
em meios especificos e tiveram seu material
genético sequenciado, com posteriores analises
bioinformaticas visando a identificacao dos ge-
nes relacionados a producao de toxinas. Os
resultados mostraram que, apesar da compe-
ticao entre cepas, o coquetel produziu toxinas
botulinicas (BoNT) dos tipos A, B e E, represen-
tando os principais clados de C. botulinum en-
volvidos em intoxicagdes alimentares.

Poortmans et al.?! (2022) desenvolveram
cepas substitutas nao toéxicas de C. botulinum
do Grupo II, que possuem caracteristicas feno-
tipicas e genotipicas semelhantes as cepas to-
xicas. Foram analisadas 31 cepas nao toxicas,
identificando-se trés agrupamentos genomicos,
incluindo um novo grupo ainda nao caracteri-
zado. Os autores relataram que, além da pre-
senca de um agrupamento de genes da toxina
BoNT, as cepas nao toxicas e as cepas toxicas
nao proteoliticas do Grupo II de C. botulinum
sao geneticamente e fenotipicamente indistin-
guiveis, evidenciando que essa substituicao pode
ser eficiente para utilizagao em estudos que
envolvam contaminacao alimentar. Assim, cinco
cepas selecionadas receberam um marcador de
resisténcia a eritromicina e foram testadas em
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um meio seletivo que suprime a microbiota de
fundo, permitindo a recuperacao quantitativa
das cepas substitutas. Esse método facilita a re-
alizacao de testes de desafio alimentar sem o
risco associado ao uso de cepas toxicas.

Koukou, Dahl Devitt e Dalgaard?? (2022)
validaram um método de qPCR para a detecgao
de C. botulinum com foco no gene 16S rRNA,
que nao esta associado a producgao de toxinas.
O meétodo foi validado para uso em frutos do
mar e aves, independentemente do tipo de em-
balagem (ar, vacuo ou atmosfera modificada -
MAP). A técnica mostrou-se eficaz na deteccao
de cepas proteoliticas e nao proteoliticas, mes-
mo na presenca de outros microrganismos,
configurando-se como uma ferramenta pro-
missora para a industria alimenticia.

Neste trabalho, foram revisados estudos
recentes que abordam os desafios e os avangos
no controle, na deteccao e na inativagao de
Clostridium botulinum, um patogeno de rele-
vante importancia para a seguranga alimentar,
devido a sua capacidade de produzir neuroto-
xinas potentes e de formar esporos altamente
resistentes a condi¢des ambientais adversas.
Os trés estudos revisados que envolvem a ina-
tivagao de esporos de C. botulinum destacam
a elevada resisténcia desses esporos e os de-
safios associados a sua inativacao em alimentos.

A radiacao UV-C mostrou-se promissora;
entretanto, sua eficacia é limitada pela aglo-
meracgao de esporos, o que sugere a necessi-
dade de métodos complementares para otimi-
zar sua aplicacao. A influéncia da temperatura
na esporulagao e na producao de toxinas, con-
forme observado por Mertaoja et al.24 (2023),
reforga a importancia de se considerarem con-
dicdes ambientais variaveis no desenvolvimen-
to de métodos de inativagao. Além disso, o uso
de scCO,, embora eficaz em agua, apresentou
limitacoes em matrizes complexas, como o mel,
indicando que a escolha do método deve con-
siderar as propriedades fisico-quimicas do ali-
mento. Esses resultados evidenciam a neces-
sidade de mais pesquisas para adaptar e

otimizar técnicas de inativacao de esporos,
garantindo a seguranca alimentar sem com-
prometer a qualidade dos produtos.

O estudo de Ahmed?? (2024) destaca a pre-
senga de C. botulinum em ambientes de res-
taurantes, refor¢cando a importancia de praticas
rigorosas de higiene para prevenir a contami-
nacao de alimentos. A contaminacao predomi-
nantemente observada em cardapios e reci-
pientes, como saleiros, sugere que esses itens
sao frequentemente negligenciados durante os
procedimentos de limpeza, tornando-se po-
tenciais fontes de contaminacao cruzada. Além
disso, a identificacao de Bacillus cereus, outro
microrganismo associado a doencgas transmi-
tidas por alimentos, reforga a necessidade de
monitoramento constante e de higienizagao
adequada em estabelecimentos comerciais.
Esses resultados evidenciam que a contamina-
¢ao em restaurantes nao esta restrita apenas
as superficies de preparo de alimentos, mas
também a itens de uso frequente pelos clientes,
como cardapios e recipientes. Portanto, é es-
sencial implementar protocolos de limpeza
mais abrangentes e capacitar os funcionarios
quanto a importancia da higiene em todas as
areas do estabelecimento. Ademais, estudos
futuros poderiam investigar a eficacia de dife-
rentes métodos de desinfeccao nesses ambien-
tes, visando reduzir a carga microbiana e ga-
rantir a seguranca alimentar.

Os estudos de Park et al.’® (2022) e de Mar-
tins et al.” (2022) destacam a importancia das
neurotoxinas de C. botulinum como agentes
causadores de botulismo em animais. O primei-
ro estudo revelou que os tipos B e D sao os mais
prevalentes em surtos de botulismo bovino na
Coreia do Sul, com contaminacao associada a
fezes, feno, silagem e contetdo estomacal. Esses
resultados sugerem que a contaminacao de ali-
mentos e de agua constitui um fator critico na
disseminacao da doenca, refor¢cando a necessi-
dade de praticas rigorosas de manejo e de hi-
giene em fazendas. A auséncia de detecgao de
neurotoxinas no solo pode indicar que esse nao
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seja um reservatorio significativo para C. botu-
linum nesses surtos; contudo, sdo necessarios
mais estudos para confirmar essa hipotese.

O segundo estudo evidenciou que a agua
contaminada foi a principal fonte de botulismo
do tipo C em aves aquaticas no Brasil, desta-
cando o papel de ambientes aquaticos como
reservatorios da toxina. A detecgao da toxina
do tipo C em amostras de agua e de contetido
intestinal, associada a auséncia de contamina-
¢ao na ragao, sugere que a exposicao do solo
organico durante a drenagem do lago pode ter
facilitado a proliferagao de C. botulinum. Esse
surto ressalta a importancia do monitoramen-
to de ambientes aquaticos, especialmente em
areas onde aves e outros animais tém acesso
direto a agua. Ambos os estudos utilizaram téc-
nicas de PCR para identificar os tipos de neu-
rotoxinas, demonstrando a eficacia dessa me-
todologia na detecgao e na caracterizagao de
C. botulinum. Esses resultados reforcam a ne-
cessidade de estratégias de prevencao e de
controle que considerem nao apenas a conta-
minacgao de alimentos, mas também a qualida-
de da agua e as condigdes ambientais que fa-
vorecem a proliferacao do microrganismo.
Além disso, os achados destacam a importancia
de investigar surtos de botulismo em animais,
uma vez que esses eventos podem fornecer
subsidios relevantes para a prevencao de casos
humanos e para a protecao da satde publica.

Os trés estudos revisados sobre estrutu-
ras-chave da esporulacao e da sintese de neu-
rotoxinas por C. botulinum destacam a com-
plexidade dos mecanismos moleculares
envolvidos na esporulacao, na produgao de
toxinas e na patogenicidade dessa bactéria. O
trabalho de Portinha et al.'® (2022) revelou que
a esporulagao varia significativamente entre os
grupos de C. botulinum, com as cepas proteo-
liticas (Grupo I) apresentando maior eficiéncia
na formacgao de esporos. A constatacao de que
0 exosporium contribui para a resisténcia tér-
mica dos esporos sugere que essa estrutura
pode constituir um alvo potencial para estra-

tégias de inativagao de esporos em alimentos
e em ambientes contaminados.

O estudo de Mertaoja et al.?4 (2023) de-
monstrou que o gene spo0A desempenha um
papel importante, porém nao exclusivo, na pro-
ducao de toxinas e na esporulagao. A observa-
¢ao de que células sem spo0A ainda sao capazes
de produzir BoNT possibilita o desenvolvimen-
to de novas perspectivas para a identificacao
de outros genes e vias regulatorias envolvidas
nesse processo. Esses resultados ressaltam a
necessidade de mais pesquisas para compre-
ender a rede genética que controla a viruléncia
de C. botulinum, o que pode contribuir para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéu-
ticas e de controle.

O estudo de Kobayashi et al.® (2022) des-
tacou o papel das vesiculas de membrana (VMs)
na ativacao de respostas imunes inatas. A ca-
pacidade das VMs de induzir a expressao de
citocinas inflamatoérias e de peptideos antimi-
crobianos sugere que essas estruturas podem
constituir alvos promissores para o desenvol-
vimento de vacinas ou de terapias que modu-
lam a resposta imune contra infecc¢oes por C.
botulinum. Além disso, a compreensao dos
mecanismos de sinalizacao MyD88 /TRIF pode
fornecer novos caminhos para o tratamento de
doencas associadas a toxinas clostridiais. Em
conjunto, esses estudos avancam no entendi-
mento das moléculas-alvo envolvidas na bio-
logia de C. botulinum, oferecendo bases para
futuras pesquisas e aplicacoes praticas na pre-
vencao e no controle do botulismo.

Os estudos revisados sobre as implica-
¢oes dos métodos de detecgao de C. botu-
linum na industria alimenticia destacam avan-
¢os significativos no desenvolvimento e na
validacao de métodos para a detecgao dessa
bactéria em alimentos, com implicagdes rele-
vantes para a seguranca alimentar. O trabalho
de Bowe et al.?°(2022) reforca a utilidade de
coquetéis de cepas de C. botulinum em estu-
dos de desafio alimentar, permitindo a avalia-
c¢ao da producao de toxinas em condicoes
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controladas. A competicao entre cepas obser-
vada no estudo nao comprometeu a producao
de toxinas, indicando que o coquetel constitui
uma ferramenta confiavel para simular conta-
minagoes reais em alimentos.

O estudo de Poortmans et al.?! (2022) intro-
duziu uma abordagem inovadora ao desenvolver
cepas substitutas nao téxicas de Clostridium
botulinum Grupo II, que mantém caracteristicas
fenotipicas e genotipicas semelhantes as cepas
patogénicas. A inser¢ao de um marcador de re-
sisténcia a eritromicina, aliada ao desenvolvi-
mento de um meio seletivo, facilita a quantifica-
¢ao dessas cepas em testes de desafio alimentar,
reduzindo os riscos associados ao manuseio de
cepas toxigénicas. Esse método pode tornar os
testes de seguranca alimentar mais acessiveis e
seguros para a industria.

Por fim, o estudo de Koukou et al.?? (2022)
validou um método de gPCR baseado no mar-
cador molecular 16S rRNA, que permite a de-
teccao de C. botulinum independentemente da
producao de toxinas. A técnica mostrou-se ro-
busta para diferentes tipos de embalagem e
matrizes alimentares, como frutos do mar e
aves, além de eficaz na presenca de outros mi-
crorganismos. Esse método representa uma
alternativa rapida e confiavel para o monitora-
mento da contaminagao por C. botulinum ao
longo da cadeia produtiva de alimentos.

Em conjunto, esses estudos oferecem fer-
ramentas valiosas para a industria alimenticia,
contribuindo para a prevencgao de surtos de
botulismo e para a garantia da seguranca dos
alimentos. A combinacao de coquetéis de ce-
pas, cepas substitutas nao téxicas e métodos
moleculares, como a qPCR, pode otimizar os
processos de detecgao e controle de C. botu-
linum, reduzindo riscos a satde ptblica e pro-
movendo a inovagao no setor alimenticio.

Em sintese, os estudos revisados eviden-
ciam a complexidade da biologia de Clostridium
botulinum e os desafios associados a sua de-
tecgao, inativagao e controle em alimentos. A
resisténcia dos esporos, a diversidade das neu-

rotoxinas e a capacidade de adaptacao a dife-
rentes condi¢gdes ambientais destacam a ne-
cessidade de abordagens multifatoriais para
garantir a seguranca alimentar. Métodos como
a radiacao UV-C, o uso de dioxido de carbono
supercritico e a identificacao de moléculas-al-
vo, como o gene spo0A, oferecem perspectivas
promissoras para a inativagao de esporos e a
reducao da produgao de toxinas. Além disso, o
desenvolvimento de cepas substitutas nao to-
xicas e de técnicas moleculares avangadas,
como a gPCR, representa um avango significa-
tivo para a deteccao e o monitoramento de C.
botulinum na industria alimenticia.

Essas ferramentas, aliadas a praticas ri-
gorosas de higiene e manejo, sao essenciais
para prevenir surtos de botulismo e proteger
a saude publica. Futuras pesquisas devem en-
fatizar a otimizagao desses métodos, a explo-
racao de novos alvos moleculares e a adapta-
cao das técnicas a diferentes matrizes
alimentares, visando garantir a eficacia e a
viabilidade de sua aplicacao em larga escala.
Assim, a integracao entre ciéncia basica, ino-
vacao tecnologica e boas praticas de producao
pode contribuir para um controle mais eficaz
de C. botulinum e para a segurancga dos ali-
mentos em escala global.
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