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INTRODUCCION
Antecedentes

El botulismo es una enfermedad que produce pardlisis flaccida, causada por
neurotoxinas de Clostridium botulinum y, en algunas ocasiones por C.
butyricum y C. baratti.

El microorganismo fue descrito por primera vez en 1897 en una investigacion
de botulismo de origen alimentario en Bélgica.

La transmisién alimentaria es poco frecuente pero puede matar rapidamente,
por lo que resulta una emergencia para los sistemas de salud y debe ser
reportado en forma inmediata a las autoridades de Salud Publica.

Estos anaerobios gram-positivos, esporulados, se pueden encontrar en las
muestras de la tierra y en los sedimentos marinos de todo el mundo.

Con una dosis letal para los humanos de menos de un microgramo, las toxinas
botulinicas se consideran una de las substancias mas venenosas conocidas y
constituyen una gran amenaza como agente de guerra biologica.

Clasificacion

Se reconocen 3 formas clasicas de botulismo dependiendo de la forma de
adquisicién de la toxina:

El botulismo alimentario se produce por ingestion de toxina preformada
presente en los alimentos que no hayan sido envasados o conservados
apropiadamente.

El botulismo por heridas, causado por diseminacion sistémica de la toxina
producida por el microorganismo que se multiplica y la produce en las misma,
se asocia con traumatismos, cirugia, inoculacion subcutanea de heroina, y
sinusitis por abuso intranasal de cocaina.

El botulismo infantii es el resultado de la colonizacion intestinal del
microorganismo en nifilos menores de un afio de vida. En este grupo etario, la
flora normal intestinal no se ha desarrollado al grado que prevenga la
colonizacion por estas bacterias, como ocurre en los adultos sanos.

Mas recientemente, se ha identificado una cuarta forma de botulismo,
denominada botulismo por colonizacion intestinal en el adulto. De patogénesis
similar al botulismo infantil, se produce en los nifios mayores de un afio y
adultos en presencia de colitis, con una historia reciente de cirugia intestinal o
en asociacion con otras condiciones que puedan ocasionar un desequilibrio
local o extendido en la flora intestinal normal.

Las diferencias en la antigenicidad de las toxinas producidas por C. botulinum
permite clasificarlos en siete tipos diferentes (A-G).

Los tipos A, B, E y raramente el F son los que causan enfermedad en los
humanos, mientras que los tipos C y D causan botulismo en animales, como
los mamiferos, pajaros y peces. El tipo G identificado en el afio 1970 no ha sido
relacionado como causa de enfermedad en humanos y animales.

En algunos casos, un solo tipo de microorganismo puede producir dos toxinas.
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Como se ha mencionado anteriormente, otras especies del género Clostridium
han sido asociadas a casos de botulismo. Estos incluyen los casos de
botulismo alimentario y botulismo infantil por toxina tipo E producida por C.
butyricum. Ademds, ha sido documentado el botulismo por colonizacién
intestinal infantil y del adulto, asociado con C. baratii productor de toxina tipo F.

Asimismo, C. botulinum ha sido clasificado en cuatro grupos basados en sus
caracteristicas fenotipicas y homologia de ADN:

Grupo I: microorganismos proteoliticos y productores de toxinas A, B o F.
Grupo Il: microorganismos no-proteoliticos, que pueden producir toxinas B, E o
F

Grupo lll: microorganismos productores de toxinas C o D.

Grupo IV: microorganismos, ahora identificados como C. argentinense,
productores de toxina tipo G, que no producen enfermedad neuroparalitica,
pero se han asociado con muerte subita en Suiza.

Epidemiologia

El botulismo alimentario es responsable de numerosos casos anuales a nivel
mundial. Mientras los casos europeos se asocian principalmente con el tipo B,
por consumo de carnes procesadas en forma casera, los brotes en Alaska,
Canada y Jap6n involucran al tipo E, especialmente por conservas de
mariscos. Los casos de China al tipo A, frecuentemente debido a la ingesta de
legumbres de elaboracion casera.

La mayoria de los casos en Estados Unidos se han asociado a conservas
caseras de verduras, como esparragos, arvejas y pimientos, siendo el Tipo A
el de mayor prevalencia, siguiendo el tipo B y por ultimo el tipo E como ocurre
en Argentina.

En Brasil, entre 1982 y 2001 se registraron 11 brotes que involucraron 40
casos, todos ellos producidos por toxina tipo A. En el afio 1985 se registré un
caso por herida, por toxina tipo A en Minas Gerais

En Argentina, el primer brote de botulismo documentado se produce en el afio
1922. El primer brote confirmado por el laboratorio ocurre durante el afio 1957,
el mismo ocurrio6 en la ciudad de La Plata, provincia de Buenos Aires, e
involucré a 21 personas. Hasta 1981 sélo se describieron casos de botulismo
tipo A; desde ese afio, aparecen casos de botulismo tipo A, B, Ey F.

Desde 1994 hasta 2007 se describen en Argentina 36 brotes de botulismo
alimentario, los que involucraron 60 personas

Sobre 36 brotes, el 85,7 % fueron causados por toxina tipo A, el 8,7 % por
toxina tipo By el 2,8 % por toxina tipo E , solo en el 2,8 % no fue posible
caracterizar el tipo toxigénico.

El botulismo infantil ocurre en nifios de una semana a 11 meses de edad, con
mayor incidencia entre los 2 y 4 meses de vida. Desde su identificacion en
1976, se han reportado a nivel mundial los tipos Ay B.

Aunque la ingestion de miel se ha identificado como un factor de riesgo para la
enfermedad, se la ha asociado en menos del 20% de los casos, otro factor a
considerar es la ingesta de infusibn de hierbas (manzanilla, t¢ de anis
estrellado).
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Un factor predisponente es la disminucion de movimientos intestinales vy el
estrefiimiento por un periodo prolongado (tres 0 mas dias).

Con respecto al botulismo infantil en Argentina, en el periodo 1994-2007 se
diagnosticaron 390 casos mostrando un incremento progresivo, debido al
aumento en la sospecha clinica y disponibilidad de laboratorios diagndsticos.
Todos correspondieron a botulismo tipo A hasta el afio 2006 en el cual se
identifico el primer caso de tipo B. La mayoria de los pacientes provenian de
areas suburbanas o rurales, caracterizadas por sequedad, fuertes vientos y
polvo ambiental que favorecen la dispersion de las esporas.

El primer caso de botulismo por herida, en Argentina, fue diagnosticado en el
afio 1992 cuyo origen fue una cirugia de quiste hidatidico, el segundo caso se
registré en el aflo 1995 como resultado de una fractura expuesta, en ambos
correspondio a la toxina tipo A. Un tercer caso del tipo B fue diagnosticado en
el afio 2001 como producto de una herida punzante. Se observé una letalidad
del 66% (2/3)

Siete casos de botulismo por colonizacién en el adulto se han reportado en la
literatura. En algunos de estos, se encontr6 C. botulinum pero no se hall6
toxina preformada en los alimentos ingeridos por los afectados. En un estudio,
dos de cuatro pacientes tenian alteraciones quirdrgicas del tracto
gastrointestinal que podria haber promovido la colonizacion.

El bypass yeyuno-ileal, la cirugia del intestino delgado, y la enfermedad de
Crohn son otros factores reportados como predisponentes de esta forma de
botulismo en pacientes adultos.

Patogénesis

C. botulinum estd ampliamente distribuido en el medio-ambiente y puede
encontrarse en la tierra, en sedimentos de agua dulce y salada, en el polvillo de
los hogares y en la superficie de muchos alimentos. Las toxinas producidas son
proteinas citoplasmaticas (150 kDa) que se liberan por lisis de las células.
Mientras las esporas sobreviven 2 h a 100°C (pero se destruyen rapidamente a
120°C), la exotoxina es termolabil. Se inactiva luego de un minuto a 85°C o
después de cinco minutos a 80°C.

Aunque el modo de entrada de la toxina puede diferir entre las diferentes
formas de botulismo, una vez que la toxina ingresa en el torrente sanguineo,
actia de una manera similar para producir los sintomas clinicos. La toxina llega
a los receptores en las terminales presinpticas colinérgicas, es internalizada
en vesiculas y luego es translocada al citosol. En el citosol, la toxina promueve
la protedlisis del sistema de exocitosis inducido por calcio para interferir con la
liberacion de acetilcolina. El bloqueo en la liberacion del neurotransmisor en la
terminal es permanente y la recuperacion solo ocurre cuando el axén produce
una nueva terminal para reemplazar a la dafiada por la toxina.

Los efectos de la toxina se limitan al bloqueo de las terminales nerviosas
colinérgicas periféricas, incluyendo las uniones neuromusculares, terminales
nerviosas parasimpaticas post-ganglionares y ganglios periféricos. Este
bloqueo produce una pardlisis bilateral descendente caracteristica de los
musculos inervados por los nervios auténomos colinérgicos craneales y
espinales, pero no involucra los nervios adrenérgicos o sensoriales.
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Morbi-mortalidad

Las muertes que ocurren dentro de las primeras 2 semanas son
generalmente debidas a la incapacidad para reconocer la severidad de la
enfermedad o infecciones pulmonares o sistémicas como complicaciones
secundarias. La duracién media de la asistencia respiratoria para aquellos
gue la requieren es de 6 a 8 semanas, pero puede prolongarse hasta 7
meses.

En el botulismo alimentario, la severidad de la enfermedad se asocia con el
tipo de toxina. La intubacion se requiere en el 67% de los pacientes con
botulismo tipo A, 52% de los pacientes con el tipo B y 39% de los pacientes
con el tipo E. Ademas del hecho de requerir con mayor frecuencia asistencia
respiratoria, los pacientes con botulismo tipo A acuden a la consulta médica
con mayor urgencia y la enfermedad es de duracion mas prolongada y
agresividad que en aquellos con botulismo tipo B o E. La proporcion de
caso-mortalidad para el botulismo tipo A es del 10%, dos veces superior que
para el tipo B.

o El botulismo Infantil progresa durante 1-2 semanas y se estabiliza por 2-3
semanas antes de que comience la recuperacion. La permanencia media de
los nifios en el hospital es de aproximadamente un mes, aunque la
excrecion de toxina y microorganismos puede continuar por 3 meses mas.
La proporcién de caso-mortalidad infantil (1.3%) es menor en comparacion
al botulismo alimentario, pero hay una proporcion del 5% de recaidas
asociadas con el botulismo infantil luego de la resolucion de los sintomas
clinicos.

e La proporcion de caso-mortalidad para el botulismo de heridas es del 10% y

los sobrevivientes pueden tener una morbilidad tan significativa que requiera
cuidado médico prolongado.
La ocurrencia de un episodio de botulismo no necesariamente confiere
inmunidad hacia los episodios subsiguientes. La inmunizacion con un
toxoide pentavalente esta disponible, pero solo se utiliza en areas de alto
riesgo como personal de laboratorio y determinado personal militar.
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PRESENTACION CLINICA

Historia:

e Aunque la confirmacion del laboratorio es necesaria para un diagnostico
definitivo, la presentacién clinica, la historia del paciente y el examen fisico
(particularmente el examen neuroldgico) pueden ser utilizados como fuertes
indicadores de la presencia de botulismo.

« Se debe poner especial atencion en la elaboracién de una historia completa
del paciente, que incluya

Fisiologia:

Alimentos consumidos

Abuso de drogas

Traumatismos o cirugias recientes
Problemas gastrointestinales

e Botulismo Alimentario:

El CDC sugiere prestar atencion a los siguientes factores:

1. el paciente est& afebril, excepto que presente otra infeccién

2. el paciente presenta sintomatologia neuroldgica simétrica

3. el paciente permanece consciente

4. el paciente tiene frecuencia cardiaca normal o disminuida en
ausencia de hipotension

5. la signo-sintomatologia no se acompafia por alteraciones
sensoriales, con excepcion de vision borrosa.

La sintomatologia neurolégica ha sido descripta como debilidad o

paralisis progresiva, simétrica y descendente, que primero afecta

los musculos inervados por los nervios craneales, y luego

progresa para involucrar los musculos del cuello, brazos y piernas.

La dificultad respiratoria progresa desde la obstruccién de las vias

aéreas y debilidad diafragmatica. Diplopia, disartria, sequedad de

boca y debilidad generalizada son los sintomas mas

frecuentemente presentados. Otros sintomas que se han asociado

a botulismo incluyen ptosis palpebral, disfagia, disfonia,

nistagmus, ataxia, parestesias, ileon paralitico, estrefiimiento

severo, retencion urinaria e hipotension ortostatica.

Las pupilas estan dilatadas o no reactivas (oftalmoplejia) en el

50% de casos, A menos que se produzcan complicaciones

secundarias como falla respiratoria, los pacientes estan alertas y

tienen sus funciones mentales intactas.

Las alteraciones sensoriales s6lo se han reportado en casos

aislados. Los sintomas neuroldogicos pueden aparecer en

cualquier momento, desde las 6 horas hasta 10 dias después de

la ingestion de toxina, con un periodo de la incubacion medio de

un dia.
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Nauseas, vomitos y diarrea pueden preceder o acompafar las
manifestaciones neurologicas; la constipacién aparece después
de que los signos neurolégicos han aparecido.

e Botulismo Infantil:

El grado de compromiso puede variar desde la forma asintomatica
a la paralisis y muerte subita.

El signo principal y a menudo el primero que aparece es la
constipacién (definida como tres o mas dias sin defecacion). Otros
rasgos clinicos incluyen apatia, letargo, dificultad en la succion y
en la deglucién, hipotonia, llanto débil, dificultad para alimentarse,
debilidad muscular generalizada y falla en el control de la cabeza,
gue dan un aspecto flaccido al nifio ("floppy babies")

Los hallazgos neurolégicos incluyen ptosis, oftalmoplejia, reaccion
pupilar lenta a la luz, expresion flaccida, disfagia, reflejo mordillo
débil y tono pobre del esfinter anal.

La falla respiratoria ocurre en aproximadamente el 50% de los
pacientes

El periodo de la incubacién (entre el tiempo de ingestion de la
espora y la aparicion de los sintomas) varia desde los 3 a 30 dias.

e Botulismo de heridas:

Los pacientes generalmente presentan similar sintomatologia a la
observada en el botulismo alimentario, incluyendo visién borrosa
aguda, disfagia, disartria, debilidad generalizada, con o sin
anormalidades de la pupila. Las manifestaciones
gastrointestinales, sin embargo, estan ausentes.

La herida infectada por Clostridium botulinum puede parecer
benigna a menos que se infecte por otras bacterias, en cuyo caso
puede aparecer fiebre.

El periodo medio de incubacién es de 10 dias.
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DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

Difteria

Encefalitis

Sindrome de Guillain-Barré
Hipermagnesemia

Sindrome Miasténico de Lambert-Eaton
Miastenia Gravis

Otros problemas a considerar:

Neuropatia congénita o miopatia

Envenenamiento con vegetales, hongos - muscarina
Poliomielitis

Pardlisis por picadura de garrapatas

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO
EQUIPAMIENTO Y MATERIALES EN EL LABORATORIO

Heladera
Toallas de papel para limpieza
Mechero de Bunsen
Abridor de latas estéril
Mortero estéril
Pinzas estériles
Pipetas estériles
Propipetas mecénicas
Tubos estériles para cultivo
Jarras para anaerobiosis (generadores quimicos de atmésfera o tubos de
gas)
Ansas
Estufas de incubacion (28 y 35°C)
. Gradillas para tubos de cultivo
Portaobjetos
Microscopio
Placas de Petri estériles
Tubos de centrifuga
Centrifuga, refrigerada, de alta velocidad
Tripsina (1:250; Difco)
Jeringas, 1 y 3 ml, estériles, y agujas con aforo 25, 5/8 (1.6 cm) para
inocular ratones
Ratones, de 18-20 g
Cajas para ratones, alimento, botellas para agua.
. Filtros de nitrocelulosa tipo Millipore: 0.45 um de poro

T TSe@TooooTe
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MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS DE LABORATORIO

Alcohol yodado (4% de yodo en alcohol 70%)
Caldo Tarozzi

Agar yema de huevo

Diluyente de gelatina-fosfato estéril
Etanol absoluto

Reactivos para tincion de Gram
Solucién fisiolégica estéril
Antitoxina monovalente, tipos A-F
Solucién de tripsina

Hidréxido de sodio 1N

Acido clorhidrico 1N

AT T SQ@moo0oT

PROCEDIMIENTO DE LABORATORIO
Introduccidén

El botulismo es confirmado en el laboratorio cuando se identifica la neurotoxina
botulinica en suero, heces, vomito o contenido gastrico del paciente, y/o en
remanentes de un alimento consumido por el mismo. El Gnico método
actualmente aceptado para la deteccién e identificacion de la neurotoxina
botulinica es el bioensayo de toxicidad y neutralizacion en ratones. Los
métodos in vitro (por ejemplo, ELISA) para la deteccién de la toxina se hallan
bajo desarrollo, y son utilizados como métodos de tamizaje. El aislamiento de
C. botulinum de las muestras de heces o0 contenido gastrico del paciente
también brinda una buena evidencia confirmatoria, ya que esta bacteria se
encuentra raramente en las muestras humanas en ausencia de botulismo. El
aislamiento de C. botulinum de remanentes del alimento consumido no aporta
evidencia confirmatoria de botulismo en ausencia de otros datos de laboratorio.
Los microorganismos pueden recuperarse de cultivos enriquecidos o de medios
de cultivo con agar inoculado directamente. La identidad de la bacteria se
establece sobre la base de 1) reaccion de la lipasa; 2) tincibn de Gram,
observacion de las esporas; 3) determinacion de los requerimientos de
anaerobiosis para su desarrollo; 4) demostracion de toxigenicidad; 5)
identificacion de la toxina por neutralizacion especifica.

Bioseguridad

Las toxinas botulinicas son extremadamente toxicas para los humanos.
Pequefias cantidades adquiridas por ingestion, inhalacion, o por absorcién a
través de mucosas o0 abrasiones en la piel pueden causar una profunda
intoxicacion y muerte. Por consiguiente, todos los materiales sospechosos de
contener toxina botulinica deben ser manipulados con precaucion, y sélo por
personal entrenado, preferentemente inmunizado con toxoide botulinico. Para
manejar los materiales se debe contar con guardapolvos, guantes, mascara y
propipetas, ademas de una campana de flujo laminar, especialmente para la
apertura de envases o latas que pueden provocar salpicaduras o aerosoles.

11
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Si ocurre una fuga de material, la toxina puede ser neutralizada por una
solucién salina fuerte, como hidroxido de sodio 0.1M. C. botulinum es
inactivado con wuna diluciébn 1:10 de detergente casero. La solucién
desinfectante apropiada debe estar en contacto con la toxina o con la bacteria
por 15 a 20 minutos para asegurar la efectiva inactivacion. Si se sospecha que
el material contiene toxina y microorganismos, se debe tratar la fuga con
detergente e hidroxido de sodio.

Recoleccion de Muestras

Los materiales adecuados para la identificacion de toxina y C. botulinum son
a) en episodios de botulismo alimentario: suero, heces, vomito, contenido
gastrico (si la ingestion fue reciente) y alimentos.
b) en el botulismo de heridas: suero, exudado, tejido debridado, o muestras
de hisopado de las heridas del paciente
c) en nifios con botulismo infantil, heces y muestras de suero. En algunos
casos, el aislamiento de C. botulinum en muestras del ambiente puede
ayudar a establecer la fuente probable del microorganismo en el
botulismo infantil.
Todas las muestras, excepto las de heridas, deben ser refrigeradas, no
congeladas, y examinadas lo mas rapidamente posible. Las muestras de
heridas deben colocarse en medios de transporte con atmdsfera anaerobia, y
remitirse al laboratorio sin refrigeracion. Los alimentos deben mantenerse en su
envase original, o deben colocarse en contenedores estériles irrompibles. Es
conveniente examinar los envases vacios con remanentes de alimento
sospechoso. Las muestras de suero deben tomarse antes del tratamiento con
antitoxina. La muestra de suero post-tratamiento se obtiene para verificar la
ausencia de toxina, para determinar la cantidad de antitoxina en circulacion
luego del tratamiento, o para determinar cuanto persiste la antitoxina, sin
embargo no es una practica de rutina.
Muestra de suero: Es deseable obtener 10 a 15 ml de suero; esta cantidad
permite la identificacion especifica de la toxina botulinica involucrada a partir de
la inoculacion de suero neutralizado con todas las antitoxinas , y la repeticion
de los ensayos, si fuera necesario. Debido a que a veces es imposible obtener
este volumen de suero en algunos pacientes, especialmente en nifios, una
cantidad de 0.5 -1 ml es suficiente para confirmar botulismo, a pesar de que en
la mayoria de los casos un volumen menor de 3 ml puede brindar resultados no
concluyentes.
Muestra de materia fecal: Es necesario colectar 25 a 50 g de heces,
preferentemente antes del tratamiento con antitoxina. Sin embargo, la
confirmacién de botulismo ha sido obtenida con cantidades menores, y se ha
aislado C. botulinum de materia fecal luego del tratamiento con antitoxina. Si se
realiza un lavaje rectal debido a constipacion, se debe usar una cantidad
minima de liquido (preferentemente agua estéril sin bacteriostatico) para
obtener una muestra donde la toxina no esté diluida. Si el paciente ha recibido
una medicacion que puede interferir con el ensayo para toxina o con el cultivo
de materia fecal, el laboratorio debe ser notificado. Por ejemplo, se ha
demostrado que drogas anticolinesterasa administradas en forma oral a
pacientes con miastenia gravis pueden interferir con el ensayo de deteccion de
toxina en muestras de materia fecal.

12
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Muestras de alimentos: se debe especificar si se trata de alimentos de
origen comercial o de elaboracion casera o artesanal. En todos los casos se
deben remitir refrigerados, acondicionados de manera de cumplir con las
normas de bioseguridad.

Comercial: enviar en envase original, conservar el rétulo. En caso de resultar
positivo se deber& hacer un muestreo del lote.

Casero o artesanal: especificar tipo de producto, composicién, fecha de
elaboracién y modo de conservacién. Remitir en envase original o en frasco
limpio con cierre adecuado Yy rotulado.

Envio de Muestras

Las muestras deben ser colocadas en recipientes impermeables y herméticos,
y éstos en un contenedor con refrigerantes (sistema de triple envase). Se
deben rotular EMERGENCIA MEDICA, PELIGRO BIOLOGICO, REFRIGERAR,
y se deben remitir por los medios méas rapidos al alcance. El laboratorio de
referencia debe ser avisado con anticipacion sobre el momento y medio de
envio de las muestras. Todas las muestras deben se acompafiadas por una
ficha clinico-epidemiolégica (se anexa la que se utiliza en Argentina) y se
debe incluir el nombre del contacto y un namero telefénico para el informe
preliminar. Es necesario remitir el nombre del médico que atiende al paciente y
la institucion donde esté internado.

Ensayo para Toxina Botulinica en las Muestras
1. Protocolo de bioensayo en ratones :

a. Ratones: 18 a 20 g, ratones blancos

b. Antitoxinas: Antitoxinas monovalentes (tipos A, B, C, D, Ey F) de 10 Ul/ml.

c. Inoculacién de ratones: Inocular los ratones por via intraperitoneal ya sea
con el suero del paciente o con los extractos del alimento o la materia fecal,
en forma directa y los neutralizados con antitoxinas, utilizando una aguja
de 5/8.

d. Observacion de los ratones: Observar los ratones a intervalos (4, 8, 12, 18y
24 h) y luego diariamente por 4 dias para detectar signos de enfermedad o
muerte. A pesar de que la intoxicacién botulinica generalmente mata a los
ratones en 6 a 24 horas, ocasionalmente se observa demora en la
mortalidad. Si la toxina se encuentra en cantidad suficiente, todos los
ratones inoculados con las muestras morirdn, excepto aquellos que han
recibido muestra mas antitoxina especifica para la toxina involucrada, y
aguellos inoculados con los extractos calentados (en bafio de agua hirviente
por 10 minutos) debido a que las toxinas botulinicas son termolabiles. El
procedimiento del extracto calentado se debe hacer siempre como control.

13



Diagndstico de Botulismo en muestras clinicas y de alimentos

2. Deteccidn de toxina en el suero :

a. Colocar 1 ml de suero en cada uno de 6 tubos y agregar 0.25 ml de
antitoxina segun se indica en la siguiente tabla:

METODO PARA DETECCION DE TOXINA EN SUERO

Tubo N° Volumen de Volumen de Tipo de Volumen en la Volumen
suero (ml) antitoxina* (ml) antitoxina jeringa (ml) inoculado en
cada raton (ml)
1 1.0 0.0 - 1.0 0.5
2 1.0 0.25 A 1.0 0.5
3 1.0 0.25 B 1.0 0.5
4 1.0 0.25 E 1.0 0.5
5 1.0 0.25 F 1.0 0.5
6 1.0 0.25 ABCDEF** 1.0 0.5

*Mezclar la antitoxina con el suero, e incubar 30 minutos a 37°C
**Debido a que la toxina F es infrecuente, una antitoxina trivalente (A, B y E) puede ser suficiente para
confirmar la mayoria de los casos de botulismo

b. Mezclar la antitoxina con el suero. Evitar la formacién de burbujas que
pueden inactivar la toxina.

c. Incubar las mezclas por 30 minutos a 37°C.

d. Inocular por via intraperitoneal 2 ratones con 0.5 ml de suero sin tratar y 2
ratones con 0.5 ml de las mezclas suero-antitoxina.

e. Marcar cada grupo de ratones con un colorante diferente

Observar los ratones para detectar signos de botulismo o muerte. Si se

encuentra presente una concentracion suficiente de toxina botulinica, todos

los ratones moriran dentro de las 96 horas, excepto aquellos que recibieron
las mezclas que contienen la antitoxina correspondiente al tipo de toxina
involucrado.

g. Un test para toxina que es negativo utilizando 0.5 ml de suero del paciente
puede ser positivo cuando se inyectan 0.8 ml por ratén. Volumenes
mayores de 0.8 ml no se recomiendan ya que el suero normal puede matar
al ratén cuando se inyectan volimenes mayores a 1 ml. Se debe ensayar
esta variante. Cuando ocurre la muerte del ratén al inyectar un volumen de
0.8 ml, la neutralizacién se lleva a cabo agregando 1/8 de volumen de
antitoxina (Por ejemplo, 2 ml de suero mas 0.25 de antitoxina), incubando
30 minutos a 37° C, e inyectando 0.8 ml en el raton.

h. Si no se cuenta con cantidad suficiente de suero para el test de
neutralizacion, es prioritario demostrar la toxina por observacion de signos
tipicos de botulismo en los ratones luego de la inoculacién intraperitoneal
del suero sin tratar (0.5 0 0.8 ml). Si se demuestra la presencia de toxina, el
tipo de toxina debe ser determinado por el empleo de antitoxina.

—h

3. Deteccion de toxina en muestras de materia fecal y alimentos

a. Preparacion de los extractos.
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(1) Pesar las muestras en un recipiente estéril En caso de materia fecal
un minimo de 0,5 gr y para alimentos al menos 5 gramos, si este
tiene una fase liquida se puede procesar a partir de de la misma
donde se puede encontrar la toxina en suspension. Si la cantidad
remitida es menor, se debe procesar igual, registrando el dato para
interpretar el resultado. Nunca desechar una muestra

(i) Agregar 1 ml de diluyente de gelatina (0.2% de gelatina, 0.4% de
PO4Na2; pH 6.4) frio (4°C) por gramo de heces o alimentos

(ili)  Mezclar hasta lograr una suspension uniforme

(iv)  Colocar 30 minutos en heladera (4°C); la refrigeracion puede
extenderse por varias horas o dias, ya que la toxina es estable bajo
estas condiciones

(v) Centrifugar a 12.000 x g en centrifuga refrigerada (4°C) por 20
minutos, recuperar el sobrenadante, donde se ensayara la toxina.

b. Procesar el extracto de igual manera que el suero (inoculacion directa y
neutralizacion con antitoxinas). Incluyendo ademas el calentamiento y
activacion con tripsina de los mismos
(1) Para la muestra calentada, colocar 1 ml del extracto en un tubo, tapar

con algodoén y calentar por 10 minutos en bafio de agua hirviente.

(i) Para las muestras tripsinadas, colocar 1 ml del extracto en un tubo,
agregar 0.25 ml de tripsina 0.5% (Difco 1:250), y dejar a temperatura
ambiente por 30 a 60 minutos.

(i)  En todos los casos: materia fecal, alimentos, y cultivos en caldo
Tarozzi, el sobrenadante se pasa por filtro de nitrocelulosa tipo
Millipore de 0.45 um de poro antes de inocular

c. El esquema para procesar los extractos se observa en la siguiente tabla:

METODO PARA DETECCION DE TOXINA EN EXTRACTOS Y CULTIVOS

Tubo N°  Volumen de Tratamiento* Tipo de toxina Volumen en la Volumen
muestra (ml) jeringa (ml) inoculado en
cada raton (ml)
1 1.0 Ninguno - 0.5 0.5
2 1.0 100°C por 10 min. - 1.0 0.5
3 1.0 0.25 ml tripsina - 1.0 0.5
4 1.0 0.25 ml antitoxina A 1.0 0.5
5 1.0 0.25 ml antitoxina B 1.0 0.5
6 1.0 0.25 ml antitoxina E 1.0 0.5
7 1.0 0.25 ml antitoxina F 1.0 0.5
8 1.0 0.25 ml antitoxina ABCDEF** 1.0 0.5

*Mezclar la antitoxina o la tripsina con la muestra, e incubar 30 minutos a 37°C
**Debido a que la toxina F es infrecuente, una antitoxina trivalente (A, B y E) puede ser suficiente para
confirmar la mayoria de los casos de botulismo

d. Si se demuestra la toxina sélo en la muestra tripsinada, repetir el test de
neutralizacion usando extractos tripsinados. Mezclar 1.5 ml de tripsina al
0.5% con 6 ml del extracto, dejar actuar 30 a 60 minutos a temperatura
ambiente.

Distribuir 1.25 ml de ese extracto tripsinado a cada uno de 5 tubos, a los
que se les agregara 0.25 ml de las diferentes antitoxinas, mezclar e incubar
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durante 30 minutos a 37 °C. Inocular 2 ratones con cada mezcla extracto
tripsinado-antitoxina (0.6 ml por ratdén). La siguiente tabla muestra los
detalles del test en dichos extractos

ENSAYOS DE NEUTRALIZACION EN EXTRACTOS TRIPSINIZADOS* Y CULTIVOS

Tubo  Volumen de material Volumen de Tipo de Volumen en la Volumen
N° tripsinado* (ml) antitoxina* (ml)  antitoxina** jeringa (ml) inoculado en
cada raton (ml)
1 1.25 0.25 A 1.2 0.6
2 1.25 0.25 B 1.2 0.6
3 1.25 0.25 E 1.2 0.6
4 1.25 0.25 F 1.2 0.6
5 1.25 0.25 ABCDEF 1.2 0.6

*Tripsinizacion: 6 ml del material + 1.5 ml tripsina 0.5%; dejar 30-60 minutos a temperatura ambiente
**Mezclar el material tripsinado con la antitoxina e incubar 30 minutos a 37°C

e. Otras sustancias pueden estar presentes en heces. La dilucion de la
muestra puede eliminar las interferencias.

4. Deteccidn de toxina en muestras de alimentos:

a. Registrar toda la informacion que identifique la muestra

b. Si se trata de alimentos enlatados, limpiar la tapa con jab6n y agua,
enjuagar, remover el exceso de agua, y limpiar con alcohol 70%. Abrir la
lata en una cabina de seguridad, o en una bolsa plastica para evitar la
formacion de aerosoles.

c. Registrar el estado del alimento (gas, color, putrefaccion, etc.) y remover
una pequefia cantidad para determinacion del pH.

d. Preparar el extracto de igual manera que las muestras de heces. Ademas, 1
a 2 g de arena estéril puede agregarse al material en un mortero para
ayudar en la trituracion, esto dependera de las caracteristicas del alimento.

e. Probar el extracto de la misma manera que se describié en los extractos de
materia fecal.

Aislamiento de C. botulinum

1. Preparacién de las muestras de materia fecal, vémito, alimentos

a. Homogeneizar las muestras por agitacion o rotacion suave

b. Preparar extendidos para tincion de Gram. Observar y registrar color,

morfologia y cantidad de bacterias presentes. Registrar el tamafio de los
bacilos y la ubicacion de las esporas en las bacterias esporuladas.
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Preparacion de los cultivos de enriquecimiento:

Poner a calentar 2 tubos de caldo Tarozzi en bafio de agua hirviente por 10
minutos para remover el oxigeno. Dejar enfriar a temperatura ambiente.
Inocular con pipeta capilar 0.5-1.0 ml de la suspension de las muestras en
cada tubo con medio de cultivo cerca del fondo. Evitar introducir burbujas de
aire dentro del medio.

Poner uno de los tubos en bafio de 80°C por 10 minutos, luego colocarlo en
agua fria

Luego de la inoculacion y el tratamiento con calor, incubar ambos tubos a
30-37°C durante 5 dias, manteniendo la anaerobiosis por medio de un
tapon de parafina-vaselina previamente fundida, en la superficie del caldo
a modo de sello

Luego de la incubacion, perforar el tapdn, remover una porcion del cultivo,
centrifugar y recuperar el sobrenadante para probar toxina.

Testear toxicidad en ratones desde los cultivos, no tratados en bafio de
802C, a partir de los extractos directos, calentados y tripsinados , en los
tres casos pasar los caldos por filtros de nitrocelulosa tipo Millipore de
0.45 um de poro antes de inocular.

La demostracion de toxina botulinica en cultivos enriquecidos de una
muestra no téxica es una evidencia presuntiva de la presencia de C.
botulinum en la muestra; sin embargo, es deseable aislar el microorganismo
para la identificacion definitiva.

Aislamiento y conservacion de colonias:

Paralelamente a la realizacion del test de toxicidad, subcultivar de ambos
tubos (calentado y no calentado) una ansada en agar yema de huevo para
obtener colonias aisladas. Incubar las placas en anaerobiosis por 48 hs a
35°C.

Examinar las placas, picar varias colonias tipicas lipasa positiva

Realizar ensayos de identificacién, de toxicidad y neutralizacion en los
cultivos puros

Conservacion: realizar una suspension de la colonia pura en un tubo
plastico, estéril, con cierre hermético y guardar a temperatura ambiente en
lugar seguro.

NOTAS:

La confirmacion de laboratorio de la presencia de la toxina y/o del
microorganismo Y la tipificacién de la toxina se obtiene en aproximadamente
el 75% de los casos. Los casos detectados en forma temprana se confirman
principalmente por ensayos para toxina, mientras que en los casos donde se
demora la toma de muestras, la confirmacion se realiza generalmente por
cultivo. El diagndstico definitivo de laboratorio para la presencia de toxina
botulinica se realiza por bioensayo en ratones, y la identificacion del tipo de
toxina se obtiene por el método de neutralizacion de la toxina en ratones.
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e Botulismo alimentario:

. En el botulismo alimentario, la toxina se detecta en el 39% de las
muestras de suero y en el 24% de las muestras de heces.

. Los microorganismos se aislan por cultivo de heces en el 55% de
los casos.

. Los cultivos de materia fecal son mas sensibles para la deteccion

de la toxina que las muestras obtenidas mas tarde (mas de 3 dias
post-ingestién) en el curso de la enfermedad.

e Botulismo Infantil:

. Para los casos sospechosos de botulismo infantil, las muestras de
eleccion son las de materia fecal y contenido intestinal obtenido
por enema (con un agregado minimo de agua para limitar la
dilucion de la toxina), ya que en el suero, si su remision es tardia,
se detecta raramente la presencia de toxina.

. También se puede realizar el cultivo de otras fuentes de
Clostridium botulinum, tales como la miel o polvo de la casa.

e Botulismo de heridas:
. Puede ser identificado por deteccion de toxina en suero o por
cultivo de las muestras de herida.

e Botulismo por colonizacion en el adulto
. Los microorganismos pueden ser aislados por cultivo de muestras
de heces y la toxina puede ser detectada hasta varios dias luego
de la aparicion de los sintomas.
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FLUJOGRAMA DE PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA
DIAGNOSTICO DE BOTULISMO

Muestra
de suero

~

Materia fecal

Alimento \

Inoculacién directa viaip 0,5 ml a2
ratones. Controlar durante 4 dias

Mezclar el suero con las antoxinas especificas:

1 ml de suero + 0,25 ml cada antitoxina por tubo de reaccién
Incubar 30” a 37°C e inocular 0,5 ml a dos ratones por cada
antitoxina

Investigacion de toxinas en forma
= | directa: Obtencién del extracto e
Inoculacion:
—) | a-Directo b- Con tripsina c-Calentado
d-Neutralizado con antitoxinas

Cultivo en Caldo Tarozzi
Incubar 5 dias a 37°C con

Tapon de parafina-vaselina —

Conservar en tubo plastico,
esterll,,con buen cierre (criotuboy): I
Una alicuota del cultivo no puro
(esporas) o una suspension de la

cepa aislada en solucién
fisioldgica estéril.

Aislamiento de Clostridium botulinum en Agar
yema de huevo, 48 hs a 37°C , en anaerobiosis

|

Colonias tipicas : lipasa +

Coloracién de Gram : positivo- espora subterminal
Crecimiento en anaerobiosis

Pruebas de toxicidad y neutralizacion

A temperatura ambiente en lugar
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Consideraciones utiles:

v

b)

En caso de que la muestra de suero resulte escasa, se puede realizar la
neutralizacion con antitoxina polivalente o priorizar las antitoxinas
correspondientes a las toxinas de mayor prevalencia en el pais.

Es conveniente realizar el diagnostico a partir de las pruebas de
toxicidad:

En forma directa, buscando toxina en la materia fecal y el alimento. Si la
misma esta presente, en cantidad suficiente, es posible ponerla en
evidencia en un tiempo mas corto que a través del cultivo, lo que
redundarq en la aplicacion de medidas de control (tratamiento e
investigacion de brote) en forma inmediata. (importante en botulismo del
adulto)

De todos modos, siempre es necesario confirmar a partir del cultivo,
que si bien requiere mas tiempo (5 dias), la concentracion de toxina sera
mucho mayor. Esto es posible, ya que en el Caldo Tarozzi, a partir de la
esporas presentes en las muestras, desarrolla la forma vegetativa que
producira la toxina in Vitro.

El diagnostico a partir del aislamiento de Clostridum botulinum, requiere
mas tiempo, por lo que se recomienda, realizar este procedimiento
cuando se trabajara con la cepa aislada con fines de investigacion (Ej:
Electroforesis en campo pulsado).

Se puede conservar una alicuota del cultivo en caldo Tarozzi, en un
tubo plastico, estéril, con buen cierre, a temperatura ambiente, en un
lugar seguro hasta proceder al aislamiento.
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TRATAMIENTO GENERAL

Emergencia:

e Botulismo Alimentario:

Los individuos asintomaticos que han ingerido alimentos sospechosos de
contaminacion deben ser observados para detectar signos neurolégicos y otros
sintomas. No se recomienda ninguna terapia hasta conocer la confirmacion
definitiva de la contaminacion en el alimento.

Pueden utilizarse enemas y catérticos para purgar el intestino de toxina. Si la
ingestion del alimento es reciente, los eméticos y el lavado gastrico pueden
ayudar a removerla.

Deben monitorearse con espirometrias, oximetrias y parametros de gases en
sangre

La intubacién y la asistencia respiratoria mecénica deben ser consideradas
cuando la capacidad vital es menor del 30%, particularmente cuando el valor
absoluto o relativo de hipercapnia y la pardlisis progresiva con hipoxemia es
evidente. Esto también se debe considerar en casos de botulismo por herida.

e Botulismo Infantil

La mayoria de los casos progresa hacia una falla respiratoria completa. Se
requiere intubacion por un promedio de 16 a 23 dias. La utilizacion de
antibioticos, sin embargo, no esta recomendada en el botulismo infantil porque
la muerte bacteriana con lisis celular puede producir mayor liberacion de toxina.
Los antibidticos aminoglucésidos y tetraciclinas, en particular, pueden aumentar
el grado de bloqueo neuromuscular, dafiando la entrada de calcio a la
neurona.

e Botulismo de heridas

Se debrida la herida, aln si presenta aspecto benigno. Ademas se debe
inyectar peroxido de hidrogeno al 3% para producir condiciones aerobicas. El
peréxido de hidrégeno per se no es inocuo para los tejidos, y algunos casos se
propone utilizar una terapia con camara hiperbarica. La aplicacion local de
antibioticos, como Penicilina G o Metronidazol, puede ser util para erradicar a
C. botulinum de la herida.

TRATAMIENTO ESPECIFICO

Terapia con antitoxina:

Para los casos de botulismo en adultos, el CDC recomienda la administracion
de un vial de antitoxina trivalente equina en cuanto el diagndstico clinico sea
hecho, sin esperar la confirmacion del laboratorio. Esta terapia consiste en
aproximadamente 10,000 Ul de anticuerpos contra cada uno de los tipos de
toxina A, B y E. Antes de la administracion de antitoxina, se debe realizar una
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prueba cutanea para probar la sensibilidad al suero. Un vial de 10 ml de
antitoxina trivalente por via endovenosa brinda niveles séricos de anticuerpos
A, B, y E, capaces de neutralizar las concentraciones de toxina en suero (la
concentracion de anticuerpos neutralizantes esta en exceso con respecto a la
concentracion de toxina demostrada en los pacientes con botulismo). Por
consiguiente, se recomienda la administracion endovenosa de un vial de
antitoxina, y no se requiere repeticion, ya que las antitoxinas circulantes tienen
una vida media de 5 a 8 dias.

Algunas fuentes reportan que la antitoxina puede ser administrada nuevamente
cada cuatro horas en los casos severos; otros sostienen que dos viales
(aproximadamente 20 ml) de antitoxina son tan eficaces como cuatro. Las dosis
mas bajas se asocian con menores efectos colaterales.

Aunque la evidencia que apoya el uso de la antitoxina trivalente equina esta
limitada, se ha demostrado una menor tasa de mortalidad y un acortamiento de
la enfermedad por botulismo alimentario tipo A. Esto es particularmente cierto
cuando la antitoxina se administré en las primeras 24 h luego de la apariciéon
de la enfermedad.

La antitoxina neutraliza la toxina que aun no se ha unido a las terminales
nerviosas.

El frasco de antitoxina se diluye en 250 cm3 de Dextrosa en agua al 5%
agregandosele 1cm3 de dexametasona mas 1lcm3 de difenhidramina y se
gotea para pasar la totalidad en una hora, en forma IV.

Medidas de control
Individual:

ENTREGA DE ANTITOXINA: Se dispondra en principio, la entrega de 1 frasco
por paciente sospechoso. Se requerira que se envie el resumen de historia
clinica y la ficha de denuncia obligatoria.

El envio debera realizarse refrigerado con los datos del hospital al que va
dirigido.

ADMINISTRACION DE ANTITOXINA: La antitoxina equina es recomendada
para botulismo alimentario y por heridas, no para botulismo del lactante por
peligro de sensibilizacion y anafilaxia.

No se recomienda administrar si transcurrieron 5 dias o mas de la exposicion.

Antes de administrarse, deberan haberse recogido las muestras para el
diagnostico de laboratorio.

Comunitario:

Coordinar las acciones para iniciar la investigacion de brote. Emitir un alerta
con el fin de identificar casos adicionales y efectuar la encuesta para
determinar el/los alimentos sospechosos, impidiendo su distribucién en caso
que se trate de productos de origen comercial, hasta tanto se realice el
diagnostico de laboratorio.
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Asistencia complementaria del paciente internado

. Asistencia respiratoria

. Debridamiento quirdrgico de heridas

. Antitoxina o globulina inmune, si se ha indicado

. Asistencia nutricional pediatrica. La alimentacion endovenosa

(hiperalimentacion) se descarta, debido a su potencial para la infeccion
secundaria, y debido al éxito que se obtiene con la alimentacion
nasogastrica o nasoyeyunal. En el lactante son esenciales las medidas
meticulosas de apoyo.

Prevencion:

. Informar a la poblacion acerca de los riesgos de los alimentos
inadecuadamente envasados o conservados

. Informar a las madres acerca de los riesgos de administrar miel a los

nifios menores de 1 afio.
Pronéstico:

. Generalmente bueno cuando el diagndstico es temprano y la terapia es
intensiva y adecuada.
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MEDIOS DE CULTIVO

Preparacion de Caldo Tarozzi

Paso I: Preparacion del caldo de carne
Materiales:

1 kilo de carne sin grasa, ni nervios, picada.
2 litros de agua destilada

Procedimiento:

Colocar el agua y la carne en un vaso de precipitado y dejarlo a 4-7°C durante
24 horas-

Luego hervir 40 minutos

Filtrar en caliente

Luego de 1 hora, volver a filtrar, las veces necesarias hasta clarificar (eliminar
la grasa)

Paso II: Preparacion del caldo Tarozzi

Materiales:
Caldo de carne 2 litros
Peptona 20 gr. por cada litro de caldo

Procedimiento:

Ajustar el pH del caldo a 7,2 con el agregado de peptona

Colocar 2 cm por tubo de carne que se uso en la preparacion del caldo
Fraccionar en tubos a razon de:

30 ml de caldo Tarozzi en tubos gordos de 25x 150 o 10 ml de caldo en
tubos de 16 x 150.

Esterilizar 15 minutos a 121°C. Guardar en heladera.

Agar yema de huevo- Lecitinasa

Peptona 20,09
Fosfato disodico 259
Cloruro de sodio 10g
Solucién al 0,5% p/v de sulfato de magnesio 0,1 mL
Glucosa 10g
Agar 1259
Agua destilada 5 500 ml

Mezclar los ingredientes y caliente con agitacion hasta disolucion total.
Ajustar el pH a 7,3-7,4 y esterilizar en autoclave. Enfriar en bafio de agua a
60°C.

Lavar un huevo y desinfectar la cascara con alcohol (sumergirlo). Dejar secar,
romper la cascara y separar la yema de la albumina. Aiadir, en forma aséptica,
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la yema al medio de cultivo fundido y atemperado a 60°C, y mezclar hasta
obtener una suspension homogénea. Dispensar el medio en placas y dejar
solidificar.

Resultados:

Una prueba de lecitinasa positiva, consiste en la aparicion de una zona opaca
alrededor del crecimiento microbiano, como resultado de la hidrdlisis de la
lecitina de la yema de huevo.

Mezcla de parafina-vaselina

Mezclar 2 partes de parafina por una parte de vaselina sélida

Disolver lentamente sobre hornalla (poner tela de amianto)

Fraccionar arazénde 20 ml por tubo

Esterilizar en autoclave 121° C 1 atmésfera durante 15 minutos

Modo uso: disolver la mezcla sobre la llama del mechero y volcar por la pared
del tubo del caldo Tarozzi de manera de formar una capa de aproximadamente
0,5 ml. Dejar solidificar, llevar el tubo a incubacién
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—

Ministerio de Salud

Secretaria de Politicas, Regulacion y Relaciones Sanitarias

BOTULISMO (todos los tipos)
Ficha de notificacion al Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud (SNVS) Argentina

Afio............. Provincia.........ccoeeeeeieneieneieiecenns Partido 0 DepPLO.......cccoveereeririreierese e
Datos particulares

Apellido Y NOMDBIE ..o Relacion con €asos:..........coveeveeennan.
Fecha nacimiento ..... [ ... Edad en afios meses Sexo (F/M)
DOMICHIO. ...cviviiiiiciice e Localidad.........covvveiineineiieie e

Establecimiento de iNternacion: ........ccocveevirivec i
Fecha inicio de sintomas...../...../..... Fecha consulta...../...../.....Fecha internacion...../.....[.....
Uso de ARM (marcar) Si/ No Condicién de alta (marcar): Curado, Derivado o Fallecido

Tipo Botulismo (marcar): Alimentario Lactante Herida Otros

Muestras remitidas para diagnostico (colocar Sl a las muestras remitidas):

Resto alimentario Material de herida Suero Heces Lav. Gastrico
Muestras positivas: (colocar Sl a las muestras positidas)
Resto alimentario Material de herida Suero Heces Lav. Gastrico

Informe Laboratorio:
Tipo de toxina (A, B, E) Demora del informe (Sin Informe, <24 hs, 24y+)................
Empleo de antitoxina (Si/No) Demora en administrarla (<24 hs, 24 a 48, 48y+)................

a) Alimentario

ALIMENTO SOSPECNOSO: ...viieiiieiirie bbbt
Industrial: Si / No Casero: Si/ No Fecha ingestion alimento sospechoso: ..... [ ..

b) Lactante

De 2 a 12 dias antes de sintomas: 1.- Consumié? (marcar): miel infusiones
2.- Reparacion o remodelacién en domicilio? Si/ No 3.- Limpieza de alfombras? Si/No

c) Heridas

De 4 a 14 dias antes de sintomas: 1.- Ocurrié una herida? (marcar): Si/No
Tipo (marcar) Quirdrgica Accidental 2.- Drogadiccion IV (marcar) (marcar): Si / No

d) Otros

Inhalacion Si/ No Intestinal Si / No

Firma responsable
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